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Abstrakt

Lentivirové infekce malych prezvykavet (SRLV — Small Ruminant Lentiviruses) zndmé
jako onemocnéni maede-visna u ovci a virova artritida a encefalitida u koz jsou rozsifené
po celém svété a zpisobuji znacné ekonomické ztraty. Lentivirova onemocnéni byla
zahrnuta do aktualni Metodiky kontroly zdravi zvifat a nafizené vakcinace pro chovy
zatazené v kontrole uzitkovosti. Kontrolni programy jsou zpravidla zalozené na
sérologickém screeningu a nasledné jsou sérologicky pozitivni zvifata vyfazena z chovu.
V literarnim piehledu uvadim vyznamné lentiviry véetné téch, které nebyly predmétem
analyz.

Cilem této prace byl screening vyskytu lentivirovych infekci u malych ptezvykavci
v Ceské republice a dale pak genotypizace vybraného kandidatniho markeru a nalezeni
genotypu souvisejiciho s moznosti genové rezistence.

Celkem bylo odebrano ptes 3200 vzorki krve ovci a koz u chovateld v radmci celé
Ceské republiky. Genotypizace byla provedena u stdd, kde byl zachycen vyskyt
sérologicky pozitivnich zvifat. Amplifikace zkoumané sekvence DNA byla provadéna
pomoci PCR (Polymerase chain reaction) analyzy, pii spravné amplifikaci daného tiseku
nasledovala sekvenacni analyza a vysledky byly statisticky vyhodnoceny.

V mé praci jsem dosla k zavéru, Ze v Ceské republice byl dosud zachycen vyskyt
2 z 5 moznych genotypi SRLV (genotyp A a B) a distribuce riznych subtypt u ovci a
koz. Nejvétsi rozdily vykazovaly sekvence u genotypu A, kde jedna skupina izolatd
vykazovala moznost zafazeni do zcela nového subtypu.

U ovci se podafilo identifikovat vSechny tii genotypy genu TMEM154. Vyskyt
sérologicky pozitivnich byl statisticky vyznamné vy$si u zvifat s rizikovym genotypem.
Z divodu mozné mutace viru a vzniku nového subtypu genotypu A je pravdépodobnost
vetsi adaptace viru pro napadeni a infekci jedincii s vice rezistentnim genotypem.

U koz byl prokazan pouze jeden genotyp, takze zde s nejvétsi pravdépodobnosti nelze

najit marker souvisejici s rezistenci proti SRLV infekcim.

Klicova slova: lentiviry, SRLV, genotypizace, marker, ptezvykavec, rezistence



Summary

Small Ruminant Lentiviruses (SRLV) known as maedi-visna in sheep, and viral arthritis
and encephalitis in goats are widespread worldwide and cause significant economic
losses. Lentiviral diseases have been included in the current Animal Health Control and
Vaccination Guidelines for Breeding Controls. Control programs are generally based on
serological screening and subsequently serologically positive animals are removed from
breeding. In the literature review | write about important lentiviruses, including those that
have not been analyzed.

The aim of this work was to screen for the occurrence of lentiviral infections in small
ruminants in the Czech Republic and the genotyping of selected candidate markers and
finding the genotype related to the possibility of gene resistance.

In total, over 3200 blood samples were collected from sheep and goats from breeders
all over the Czech Republic. Genotyping was carried out in herds where serologically
positive animals were detected. Amplification of the DNA sequence of interest was
performed by PCR (Polymerase Chain Reaction) analysis, followed by genotyping by
sequence analysis, and the results were statistically evaluated.

In my work, | came to the conclusion that in the Czech Republic the occurrence of 2
out of 5 possible SRLV genotypes (genotype A and B) and distribution of different
subtypes in sheep and goats has been detected so far. The greatest differences were in the
sequence of genotype A, where one group of isolates showed the possibility of
classification into a completely new subtype.

In sheep, all three genotypes of the TMEM154 gene were identified. The incidence
of serologically positive was statistically significantly higher in animals with a risk
genotype. Because of the possible mutation of the virus and the emergence of a new
subtype of genotype A, the virus is more likely to adapt to attack and infect individuals
with a more resistant genotype.

Only one genotype has been demonstrated in goats, so most likely there is no marker

associated with resistance to SRLV infections.

Key Words: lentiviruses, SRLV, genotyping, marker, ruminant, resistance
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Uvod

Lentiviry patii do skupiny RNA virt, které jsou ptivodci mnoha onemocnéni. Spoleénymi
znaky téchto nemoci je naptiklad dlouhd inkubaéni doba, pomaly, ¢asto latentni pribéh
a dosud zaddna znama 1écba.

Napadaji Sirokou skalu zivoc¢isnych druht, véetné ¢loveka. U malych prezvykavct
se jedna o maedi-visna virus ovci (MVV) a virus artritidy a encefalitidy koz (CAEV).
Souhrnné se tyto lentiviry oznacuji jako lentiviry malych ptezvykavcl. Lentiviry dale
napiiklad u koni zptisobuji infekéni anémii a u skotu imunodeficienci. U lidi patii do
skupiny lentivirti virus HIV zpusobujici onemocnéni AIDS (syndrom ziskaného selhani
imunity).

Lentiviry malych ptezvykavci (SRLV) zplisobujici onemocnéni maedi-visnu ovci
(MV) a artritidu a encefalitidu koz (CAE), jsou rozsiteny po celém svété. Tyto choroby
jsou nelécitelné a neexistuji proti nim u¢inné vakciny. Vzhledem k soucasné ndkazové
situaci jsou onemocnéni MV a CAE vyznamnym problémem. Zpusobuji ekonomické
ztraty a vytvafi bariéru pii obchodovani s plemennym materidlem (nejen v EU) &1 pii
potadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR zafazené v kontrole
uzitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté, vyjimku ma pouze Sumavka.

Fylogeneticka analyza odhalila, Ze MVV a CEAYV jsou z velké ¢asti shodné. Prenos
je mozny jak mezi jednotlivci ¢i chovy (pfenos horizontalni), tak z matky na potomky
(pfenos vertikalni).

Zatimco vyskyt MV je dolozen témét celosvétove, vyskyt CAE je hlaSen spise z
oblasti s intenzivnim chovem koz. Faktem, ktery pomérné komplikuje ozdraveni chovili
od tohoto onemocnéni, je pomérné dlouhd, a jesté k tomu individudlné specificka délka
mezi infekci a sérologickou odezvou. V praxi to znamena, ze zvite, a¢ nakazené, mize
byt sérologicky negativni.

Onemocnéni se vyskytuje ve dvou forméch, ve formé progresivni pneumonie
(Maedi) a nervové formé (Visna). Vyrazné Gastéji se na tizemi CR vyskytuje forma
Maedi. Aktualné se laboratorni diagnostika provadi na Statnim veterinarnim tUstavu za
pouziti metod ELISA (pritkkaz protilatek) a v ptipad¢ pozitivniho vysledku pak pomoci
RT-PCR (real-time PCR) pro prukaz provirové DNA.

Nejcastéji pienos probihd kapénkovou cestou. V béznych podminkach prakticky
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faktorem odbér vzorkt krve ve stadé€ jednou jehlou, ale v dnesnich dobach snad k tomuto
jiz nedochazi.

Klinicky obraz u nemocnych zvitat je spiSe neurcity, ¢asto si chovatel ani nevSimne,
Ze je zvife nemocné.

U koz se onemocnéni vyskytuje stejn¢ jako u ovci ve dvou formach, ve formée
artritické, kterd je vyrazné castéj$i a form¢ encefalitické, jejiz vyskyt je nizky a
zdokumentovany spise u mladsich zvifat.

Mnohé vyzkumy se zabyvaly moznosti genetické rezistence ovei k onemocnéni MV.
Diky stale vzristajicimu zajmu o chov ovci a také diky vyvoji metod molekuldrni biologie
byl vyvinut specialni ¢ip pro ovce Ovine SNP50 BeadChip (Illumina Inc.; San Diego, CA
USA), ktery analyzuje 50 tisic jednonukleotidovych polymorfismt (SNP). S pouzitim
tohoto bylo vytipovano n€kolik nadéjnych lokusi s predpokladanou asociaci s geneticky
podminénou rezistenci. Nejsilngjsi afinitu k odolnosti vykazoval polymorfismus v genu
pro transmembranovy protein TMEM154.

Maedi-visna virus ma 5 genotypa (A, B, C, D a E) a soucasti prace bude i analyza
distribuce virovych genotypti v Ceské republice.

Pokud by se opravdu prokazal vztah ur¢itého genotypu k vétsi odolnosti nebo naopak
nachylnosti k lentivirovym onemocnénim, mohlo by to vést k efektivnéjsi plemenitbé

a rychlejSimu ozdraveni chovii.



1 Lentiviry

Viry lze obecné specifikovat jako malé obligatorni intracelularni parazity s RNA
(ribodeoxynukleové kyseliny) nebo DNA (deoxyribodeoxynukleové kyseliny) genomem,
jez jsou obklopeny ochrannym proteinovym obalem a které pfenaSeji sviij geneticky
materidl do infikovanych bunék (Miyoshi, 1998). Mezi viry se mimo jiné tfadi také
lentiviry zpusobujici V hostitelskych organech chronickd onemocnéni. Jejich nazev je
odvozeny od dlouhé inkuba¢ni doby onemocnéni (lentus — pomaly), jez je t€mito viry
vyvolavano (Lois, 2002). Délka doby od poc¢atku infekce do nastupu onemocnéni se miize
protahnout na n¢kolik mésicii, ¢i dokonce nékolik let. Lentiviry infikuji Siroké spektrum
savcl, jako jsou primati, kopytnici (konég, skot, ovce, kozy) a kockovité Selmy (Durand,
Cimarelli, 2011).

Lentiviry produkuji vysoké titry virovych c¢astic (Yaniz-Galende, Hajjar, 2014).
Lentiviry patii do skupiny retroviri. Retroviry, jez nejsou u zdravych jedincl bézné
ptitomné, se oznacuji jako exogenni. Ty, které tvoii sekvence DNA v bunéénych
genomech, jeZ jsou s retroviry homologické, se oznacuji jako retroviry endogenni. Stane-
li se vir soucésti genomu zarodecné linie, kdy se dédi v hostiteli do dalSich generaci
(Morita, 2004).

Veédci si dlouhou dobu mysleli, Ze lentiviry nejsou schopny promény v endogenni
formu (Moss, 1989). Endogenni formy lentivird byly poprvé popsany az v roce 2007
v genomu kralika, nasledné také u lemurti a fretek. V roce 2014 popsal lentivirovou DNA
v genomu letuchy malajské tym védci z Ustavu molekularni genetiky Akademie véd
Ceské republiky. Tento vyznamny objev endogenniho lentiviru nazyvany ELVgv
(Endogenous Lentivirus Galeopterus variegatus) je do soucasnosti nejstarsi lentivirovou
sekvenci, kterd je popsana a ktera poskytuje ucelené informace o pivodu téchto virt.
Letucha malajska je asijsky stromovy plachtici savec. Jde o nejblizsi piibuzny druh
primatd, od nichz byli tito savci oddéleni zhruba pied 81 miliony let. V této studii byly
analyzovany lentiviry u ¢ty druhti malajskych letuch, kdy jejich pfitomnost potvrdil
v ramci vSech zkoumanych druhti. To ukazuje existenci tohoto viru jiz v dobé pied jejich
druhovym rozdélenim. Vzhledem k tomu, Ze se ELVgv nenachézi také u jinych savct, je
casovy interval proniknuti tohoto lentiviru do genomu letuch 15 az 81 milionil let (Hron,
2014).

Tento cCasovy usek byl pak jest¢ dale zuzen vramci pouziti piesnéjSich

fylogenetickych metod s moZnosti analyzy zmén v sekvencich ELVgv, jeZ probihaji pfi
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zacletiovani do genomu hostitele a pfepisu RNA do DNA, na 40 az 60 miliont let. Elleder
veéri, ze pokud bude tspésny i dal§i objev endogenni sekvence u jinych savct, bude
lentiviry mozné studovat jesté hloubéji do historie (Hron et al., 2016). Vyzkumy tak
posunuji pfedpokladany vznik tohoto viru az za hranice geologického obdobi tietihor
(Hron et al., 2016). To, Ze se podafilo nalézt zmeény zptisobené pozitivni selekci plisobici
na jeden zantivirovych restrikénich faktort TRIM5 u spolecného piedka letuch
(Dermoptera) by do budoucna mohlo vést k objasnéni mechanismi, prostfednictvim
kterych se jejich predchiidci lentivirovym infekcim ubranili (Hron et al., 2016). Vznik
lentivirt 1ze vSak i pfes vySe uvedené oznacit za témét neprozkoumany (Hron et al.,
2016). Pfedchiidce lentivirt byl objeven v roce 2009. Slo o endogenni ,,foamy* virus
(Sloth Endogenous Foamy Virus = SIOEFV) z podceledi spumaviry, ktery byl védci

zachycen v genomu lenochoda (Farkasova, 2017).
1.1 Klasifikace lentivira

Lentiviry se dle klasifikace Mezinarodniho vyboru pro taxonomii vira (ICTV) fadi
do jednoho ze sedmi rodu Celedi Retroviridae (Strnad et al., 2003). Jejich podéeledi je
Orthoretrovirinae (Luciw, 1996). Jde o sférické viry o prumeéru piiblizné 80 az 120 nm
(Helio, 2013). Jsou to RNA viry vyuzivajici reverzni transkriptazy (Strnad et al., 2003).
Reverzni transkriptdza (RNA-dependentni DNA-polymerdza) je enzym, ktery tvoii
molekulu DNA na zakladé piepisu informace, jez je ulozena v RNA sopaénym
postupem, nez je tomu pii bézné bunééné transkripci (Vokurka, Hugo, 2019).

Enzym se tedy podili na premén€ RNA na DNA, jeZ se zaclenuje do genomu hostitele
(Yaniz-Galende, Hajjar, 2014). Lentivirt je devét druhd. Sedm z nich je Zivo¢isnych a
dva lidské. Zivo&isné lentiviry se vyskytuji u ovci, kde se jedna o vir maedi-visna, u koz,
kde jde o virus artritidy a encefalitidy (CAEV), u skotu - virus imunodeficience skotu
(BIV), u koni - infekéni anemicky virus (EIAV), u kocek, kde jde o virus kocici
imunodeficience (FIV), dale lentivirus pum (PLV) a opic - virus opi¢i imunodeficience
(SIV). Lidskymi druhy lentivirti jsou virus lidské imunodeficience 1 (HIV-1) a virus
lidské imunodeficience 2 (HIV-2), (Miyoshi, 1998). Schéma taxonomického zatazeni

lentivira uvadi obrazek ¢islo 1.
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Family Sub-Family Genus Species

Bovine immunodeficiency
Alpharetrovirus ] | virus
Caprine arthritis
encephalitis virus
Equine infectious anemia J
virus
Feline immunodeficiency
virus
———
Human immunodeficiency
virus 1
Human immunodeficiency
: virus 2
= i

| Bezta retrovirus J

» Deltaretrovirus ]

Orthoretrovirinae

LEpsilonretrovirus J

. Retroviridae LGammaretrovirus]

Lentivirus Puma lentivirus J

Simian immunodeficiency
| virus
Ee Sl =2

| Spumaretrovirinae ]——1 Spumavirus J 1 Visna/maedi virus J

Obrazek 1 Schéma taxonomického zarazeni lentivira (Helio, 2013)

Retroviry maji svou dédi¢nou informaci uloZenou v molekulach RNA a lze je rozdé¢lit na
jednoduché a slozité. V rameci tohoto déleni se lentiviry fadi do retrovirt slozitych, jelikoz
maji vice moznosti sestiihu RNA, coz S sebou nese jejich zvysenou variabilitu, co se tyce
genovych produktii. Spolecnym znakem retrovir je pfitomnost dlouhych koncovych
repetic (LTR) na obou koncich retrovirového genomu (Shytaj, 2015). Tyto LTR se
skladaji z pfimych repetic (oblasti R) a dale i z unikatnich sekvenci (Unique 3 — U3,
Unique 5 — U5), které jsou zase dulezité pro transkripci. Oblast U3 obsahuje virovy
MRNA. Funkce U5 oblasti neni zcela objasnéna, nicméné oddéluje oblast R od vazebného
mista pro primer — PBS (primer binding site), V pfipad¢ HIV stejné jako SRLV slouzi
jako primer zahajujici reversni transkripci tRNA (transferova RNA) (Bennett, 2020).
Mezi sekvencemi LTR se nachazi tii strukturalni geny, a sice gag, pol a env (Strnad et
al., 2003).

Viry opici imunodeficience SIV se vétvi do dalSich péti linii, které nesou nazev podle
svého hostitele (SM — mangabej koutovy, AGM - africka zelena opice, CPZ — Simpanz,
MND — mandril, SYK — syke) (Durand, Cimarelli, 2011). Primati, jiz jsou timto virem
pfirozen¢ infikovani, zlstavaji obvykle zdravi, bez vyvoje infekce, jez by piesla

v onemocnéni AIDS. Pfenos téchto viri na ¢loveka vedl ke vzniku pravdépodobné
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nejstudovanéjsiho lentiviru, kterym se zejména kvili pandemii AIDS stal HIV. U ¢lovéka
je kinetika i pandemicky potencial tohoto viru vyrazné odlisny, nez je tomu v piipadé
opic. HIV zptsobujiciho AIDS (syndrom ziskaného imunodeficitu) existuji dva vzdalené
subtypy. Ve vétsing svétovych oblasti pfevazuje subtyp HIV-1, ktery je Gizce piibuzny
SIVcpz aktery v nepfitomnosti antivirové 1é¢by indikuje rychly nastup syndromu.
Predevs§im v zapadni Africe byl pak izolovan subtyp HIV-2, ktery je tizce ptibuzny
SIVsm a ktery ma pomalejsi ndstup syndromu. Oba typy vznikly s nejvétsi
pravdépodobnosti nezavislym pifenosem SIV na pfislusniky africkych domorodych
kment. Ve svétovém méfitku je hlavni pfi¢inou AIDS kmen HXB-2-HIV-1, jenz je
pouzivan jako prototyp vétSiny studii tykajicich se tohoto onemocnéni (Durand,

Cimarelli, 2011; Miyoshi, 1998; Strnad et al., 2003).
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1.2 Zivotni cyklus lentivira

Zivotni cyklus lentivirt 1ze rozdélit do esti fazi, kterymi jsou vazba a vstup, obnaZeni
genomu, reverzni transkripce, prozatimni integrace, syntéza a shromazd’ovani proteint
a puceni. Tyto faze zobrazuje schéma zivotniho cyklu lentiviru, oznacené jako obrazek

¢islo 2 (Sakuma, 2012).

6) Budding

1) Binding and Entry

5) Viral Protein 4
Synthesis and / t
Assembl P
se y ®

viral N e T

proteins ) - \———— viral genome

A /

(e.g. CD4) 3) Reverse ~./ | ‘
Transcription 1 o~ viral mRNA
‘ o T S— 4
2t So e
7’ AN \
RNA 7 4) Proviral Integration \
] ‘!
= 200X l POOX
- ’T e -
l
Proviral DNA

Obrazek 2 Schéma fazi Zivotniho cyklu lentiviri (Sakuma, 2012)

Aby mohl lentivirus zacit sviij zivotni cyklus, musi nejprve vstoupit do cilové buiky.
Tento vstup probih4 bud’to formou endocytdzy, nebo fuze s bunécnou membranou, poté,
co se virus navaze na specificky receptor. Lentivirus se tak na cilovou builku véaze
prostiednictvim interakci mezi glykoproteinem ve svém obalu a specifickymi
povrchovymi receptory bunky hostitele. Naptiklad pro HIV-1 je timto receptorem
bunéény povrchovy lymfocytovy marker CD4 a jeho chemokinovy receptor typu 4
CXCR4 (exprimovany na T-lymfocytech) nebo CCR5 (C-C chemokinovy receptor typu
5) exprimovany na monocytech. Chemokinovy receptor CXCR4 je Siroce exprimovan v
burnikach imunitniho i centralniho nervového systému (Jazin et al., 1997; Moepps et al.,
1997). Mize zprosttedkovat migraci klidovych leukocyti a hematopoetickych
progenitord v reakci na jeho ligand, SDF-1 (Aiuti et al., 1997; Bleul et al., 1996a; Bleul
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et al., 1996b; Oberlin et al., 1996). CXCR4 je také hlavnim receptorem pro kmeny viru
lidské imunodeficience-1 (HIV-1), ktery vznika v pribéhu progrese infekce HIV k AIDS
(Feng et al., 1996). Po rozpoznani receptoru méni virové transmembranové proteiny
konformaci pro usnadnéni membranové fuze s bunkou hostitele, coz vede k virovému
vstupu (Durand, Cimarelli, 2011; Helio, 2013; Sakuma, 2012; Ulbricht et al., 2012).

Po vstupu do bunky se antivirové jadro obnaZzi a uvolni se virovy genom i virové
proteiny do cytoplazmy, kde dojde k reverzni transkripci. Virova RNA je pouzita jako
templat a spolu s hostitelskymi nukleotidy a reverzni transkriptdzou se syntetizuje
provirova DNA. Po reverzni transkripci je vznikla DNA transportovana do jadra a
integrovana do genomu hostitelské¢ bunky za pomoci enzymu integrazy. Geneticky
material viru je tedy transportovan do jadra cilové buiky, kde se integruje do
chromozomu hostitelské buiiky. Tento proces se nazyva provirova integrace. Integrovany
provirus milze pretrvavat v latentni formé jako trvald soucast genomu bunck i fadu let.
Mechanismus aktivace viru a procesu transkripce neni dodnes znam (Aldovini a Young,
1990).

Transkripce z integrovaného proviru ma za nasledek transport bud’ iplnych genomu
RNA ¢i tvorbu RNA, jez koduji enzymatické a strukturdlni proteiny (tzv. translace). Prvni
virové mRNA se mnohondsobné spojuji do kratkych transkriptii kddujicich nestrukturdlni
proteiny Tat, Rev a Nef, jez usnadnuji produkci dalSich transkripti. Tat zesiluje
transkripci jinych strukturdlnich proteini, Rev wusnadiuje transport stfizenych
a nesestiizenych virovych mRNA do cytoplazmy. Sestfihané transkripty koduji env
i dopliikové proteiny a nesestiihané virové RNA jsou pielozeny do gag a pol nebo puisobi
jako genomické RNA pro virové potomky. Virovy RNA genom je tedy uvoliiovan a
reverzné transkribovan za vzniku DNA. Cast transkriptu sloui pro syntézu virovych
proteinll a ¢ast je inkorporovana do nové vznikajicich ¢astic jako genomova RNA. Tim
je nastartovana pozdni faze virového Zivotniho cyklu (Durand, Cimarelli, 2011; Helio,

2013; IBIDI, 2016; Miyoshi, 1998; Sakuma, 2012; Ulbricht et al., 2012).

V konecné fazi se virovy genom a proteiny shromazdi na plazmatické membrané
a uvolni se z buiiky hostitele. Dojde tedy ke slou€eni s bunéénou membréanou, coz vede
K uvolnéni virového nukleoproteinového komplexu, ktery se sklada z virového genomu
s proteiny hostitelskych bun€k. Urceni ptesného sloZeni virového komplexu je obtiZné,
jelikoz jde o labilni strukturu, kterd se v ¢ase méni, v ramci ptfizplisobovani se preméne

‘

virového genomu z RNA na DNA. Cast komplexu je navic béhem infekce v ,, nefunkcni*
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form¢. Vramci tohoto procesu vykondvd svoji Cinnost enzym virova protedza
na specifickych polyproteinech, kde uvoliluje strukturalni proteiny a noveé vzniklym
viriontim tak piedava infekcnost, ¢imz ziskaji schopnost znovu zahajit Zivotni cyklus
(Durand, Cimarelli, 2011; Helio, 2013; IBIDI, 2016; Miyoshi, 1998; Sakuma, 2012;
Ulbricht et al., 2012).

Nezralé virové ¢éstice se z bun€k uvoliuji puenim. Potom, co nezraly vir opusti pii
puceni bunku, dojde ke $té€peni proteint gag a pol za vzniku zralého infek¢niho virionu
(Helio, 2013).

U vétsiny typt vird se prepisuje virova DNA do RNA a az poté se pievadi na protein.
U retrovirtl je RNA nejprve reverzné transkribovana do DNA a odtud se pak integruje
do genomu hostitelské buniky. Po integraci hostitelska bunka piepiSe virové geny
spole¢né s geny vlastnimi, ¢imz utvoii stabilni expresi transgenu (Sakuma, 2012).

Zivotni cyklus lentivira Ize tedy rozdélit do dvou fazi. V ramci prvni faze dochazi
Kk pfenosu virového genomu do hostitelské bunky. A ve fazi druhé k jeho Sifeni

(Durand, Cimarelli, 2011).
1.3 Struktura lentiviria

Lentiviry disponuji obalem, dvojitou lipidovou membranou, jsou mirné pleomorfni,
kulovité a méti 80—100 nm v prioméru. Vystupky na povrchu zpisobuji, Ze povrch téchto
virt vypadéd drsné. Na povrchu viru mohou byt také pfitomny rovnomérné rozptylené
drobné hroty (o délce kolem asi 8 nm). Nukleokapsidy neboli jadra jsou izometricka.
Nukleoidy jsou soustiedné a tyCovité nebo ve tvaru komolého kuzele (Helio, 2013).

Lentiviry jsou tvofeny ve svém vnitinim prostiedi fetézci RNA, enzymy a proteiny
(Helio, 2013). Infekce je zahdjena pfipojenim virové Castice k bunéénému povrchu
(Clapham, McKnight, 2002). Genom lentiviru se sklada z jednovlaknové RNA, ktera se
behem procesu replikace preméni na dvouvldknovou DNA (Sakuma, 2012).

Stejné jako vSechny retroviry maji lentiviry geny gag, pol a env, kodujici virové
proteiny v pofadi: 5’-gag-pol-env-3". Narozdil od jinych retrovirti vak lentiviry maji dva
regulacni geny, tat a rev. Mohou mit také dal$i dopliitkové geny v zavislosti na viru (napf.
pro HIV-1: vif, vpr, vpu, nef), jehoZ produkty se ucastni regulace syntézy a zpracovani
virové RNA a dal$ich replikacnich funkci. Dlouha koncové repetice (LTR) je dlouha asi
600 nt, z toho oblast U3 je 450, sekvence R 100 a oblast U5 je dlouha asi 70 nt (Gilbert
et al., 2003).
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Retroviry nesou specifické proteiny ve svych kapsidach, které se typicky spojuji
s genomem RNA. Tyto proteiny se typicky ucastni ranych fazi replikace genomu a
zahrnuji reverzni transkriptdzu a integrazu. Reverzni transkriptdza je virové kdédovana
RNA-dependentni DNA polymeraza. Enzym vyuziva genom virové RNA jako templat
pro syntézu komplementarni kopie DNA (Blomer et al., 1997).

Reverzni transkriptdza ma také aktivitu RNazy H pro destrukci RNA-templatu.
Integraza vaze jak virovou cDNA generovanou reverzni transkriptazou, tak hostitelskou
DNA. Integraza zpracovava LTR pied vlozenim virového genomu do hostitelsk¢ DNA.
Tat plisobi jako trans-aktivator béhem transkripce ke zvyseni iniciace a prodlouzeni.
Element reagujici na Rev plisobi post-transkripcné, reguluje sestiih mRNA a transport do
cytoplazmy (Gilbert et al., 2003).

Zobrazeni struktury genomu HIV-1 a lentivirové Castice ukazuje obrazek ¢islo 3.

gag Vl:f env
R - I LT.R ;
5 Il ’
" nef
vpr —
—rev =
Capsid env proteins

SU (surface)
TM (transmembrane)

MA (mattrix)
NC (nucleocapsid)
CA (capsid)

o, pol proteins
PR (protease)
RT (reverse transcriptase)

DU (dUTPase)
IN (integrase)

RNA

Obrazek 3 Struktura lentiviru HIV-1 (Gomez-Lucia, 2021)

Protein gag je transkribovan nejprve do nevyzralé mRNA a poté je rozstépen do
transkriptl kodujicich tfi proteiny, kterymi jsou proteiny matricové (MA), jez jsou
nebytné pro stavbu virionu a infekci nedé€licich se bunék, kapsidové proteiny (CA) tvotici
hydrofobni jadro a nukleokapsidové proteiny (NC), které chrani genom virionu. Gen pol

koduje virovou proteazu, reverzni transkriptazu a integrazu, coz jsou enzymy nezbytné
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pro replikaci viru. Gen env koduje béhem zrani viru povrchové glykoproteidy, nezbytné
pro vstup viru do buriky hostitele, jelikoz umoziuji vazbu na bunééné receptory nebo fazi
bunéénymi membranami. Mimo tyto geny strukturdlni obsahuji lentiviry také geny

regulacni, jejich podrobnéjsi popis bude uveden v ramci kapitoly 2.1.2 (Sakuma, 2012).
1.3.1 Genomicka struktura SRLV (small ruminant lentivirus)

Genom SRLYV se sklada ze tii strukturnich genti, gag, pol a env, a tii doplinkovych gent,
vif, tat a rev (obrazek 4) (L’Homme et al., 2011; Reina et al., 2009). Gen gag koduje
kapsidové proteiny, pol koduje virové enzymy proteazu, reverzni transkriptizu a
integrazu a env koduje obalové glykoproteiny gpl35 (SU) a gp38 (TM) (Abelson,
Schoborg, 2003). Zatimco gen tat je pro ucinnou virovou replikaci nepostradatelny
(Harmache et al., 1995), vif je absolutné nezbytny pro Géinnou in vivo replikaci viru a
patogenitu (Harmache et al., 1996; Kristbjornsdottir et al., 2004). Ohranicujici konce
provirové DNA jsou oblasti dlouhych terminalnich repetic (LTR), které obsahuji oblasti
U3, R a U5 (Angelopoulou et al., 2006; Angelopoulou et al., 2008; Leroux, 2008). Tyto
oblasti poskytuji signaly potfebné pro virovou transkripci a integraci do hostitelského
genomu (Angelopoulou et al., 2008). Lentiviry malych piezvykavcu se 1isi od lentivirt
primatl v tom, ze jejich proteiny Tat netransaktivuji virové promotory LTR (Villet et al.,
2003a). Protein SRLV Tat je spise funkéné podobny proteinu Vpr HIV typu 1 (HIV-1)
(Villet et al., 2003b).

(Valas et al., 2008). Na rozdil od SRLV obsahuje HIV-1 devét genti kddujicich 15
proteint; tyto geny zahrnuji strukturni geny gag, pol a env, které koduji kapsidové
proteiny, virové enzymy a obalové glykoproteiny, gp120 (SU) a gp41 (TM), v daném
potadi (Watts et al., 2009). Nestrukturalni geny HIV-1 se skladaji z vif, tat, rev, nef, vpu
avpr a jsou spojeny s patogenezi HIV-1 a imunitnim Gnikem (Malim et al., 2008). Stejné
jako genom SRLV obsahuji lemujici konce proviru LTR sestdvajici z oblasti U3, R a U5
(Arellano et al., 2010). Kromé toho byla v oblasti LTR HIV-1 identifikovana tada
promotorovych a enhancerovych prvkl. Nékteré z téchto prvki odezvy zahrnuji AP-1,
NF-kB a Sp1, dtlezité transkripcni faktory souvisejici s imunitou hostitele, které vSechny
vedou k aktivaci transkripce a replikaci viru (Katagiri et al., 2006). Na obrazku 4 je
znazornéno porovnani genomické struktury lentivird malych piezvykaveid (SRLV) a

HIV-1.
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Obrazek 4 Genomicka organizace SRLV a HIV-1 (Valas et al., 2008)

1.4 Generacni prenos lentiviri

Po nakazeni hostitelské burnky retrovirem je potfebné, aby vir vpravil svlj geneticky
material do jejiho chromozomu. Jen tak se mize nadéle reprodukovat. V piipadé, kdy
virus nakazi buniku rozmnozovaci a z daného vajicka ¢i spermie vzejde potomek, mize
se stat sekvence viru permanentni soucasti hostitelského genomu za vzniku endogenniho
retroviru (Farkasova, 2017).

Lentiviry maji schopnost se béhem svoji replikace integrovat do genomu hostitelské
bunky. Je-li touto hostitelskou butikou ta pohlavni, tim se eventudlné stanou soucasti
dédicné genetické informace hostitelského druhu a budou dale pfechazet do dalSich
generaci. Védci se ptivodné domnivali, Ze jejich infiltrace do pohlavnich buné¢k je
nesmirné vzacna. To vSak dle nové studie realizované tymem biologtli texaské univerzity
vyvraci. Ti hledali dédi¢nou informaci lentiviru u n€kolika druht lemurti z Madagaskaru.
Témef kompletni sekvence DNA lentivira objevili u Sesti druhtt lemurt zrodu
Microcebus, do néhoz patii mimo jiné také nejmen$i primat svéta maki trpasli¢i
(Gifford, 2008).

V genomu makiho trpasli¢iho objevili védci zlomky endogenniho lentiviru v roce
2008 (Farkasova, 2017). Stabilni soucasti genomu primati tohoto rodu se lentiviry staly

pred 4,2 miliony let. Vté dobé vSak byly zaclenény i do dal§iho rodu makid,
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Cheirogaleus. Coz dokazuje, ze lentiviry mohly béhem evoluce velmi Gspésné a také

opakovang infiltrovat DNA pohlavnich bun¢k primati (Gifford, 2008).
1.5 Schopnost infekce lentiviry

Schopnost lentiviru infikovat bunky in vitro zavisi na typu bun¢k v bunécné kulture.
Razné typy bunék tak vyzaduji pro Gspésnou transdukci a porazeni cilového genu rizny
pocet lentivirovych ¢astic na buitkku (MOI — multiplicity of infection). Teoreticky lze fici,
ze vys$i MOI bude generovat vyssi pocet transdukci na bunku, vyssi pocet integraci
transgenu i vyS$si expresi. Schopnost infekce je pomérem virovych ¢astic, jez byly vyuzity
k infikovani bunky ke skute¢nému poctu bunék (Sakuma, 2012).

pocet lentivirovych ¢astic

MOI
pocet bunék v kulture

Titr lentivirovych ¢astic je uvadén obvykle transduk¢ni jednotkou TU nebo infekéni
jednotkou 1U na mililitr. V piipad¢ 1 IU jde o 1 infekéni ¢astici, tedy k infikovani
naptiklad 106 bun€k bude pouzito 106 IU. MOI je v tomto piipadé 1. Pouzije-li se
k infikovani stejného poctu bunek 5 x vétsi mnozstvi Ul (5 x 106), pak je MOI rovno 5

(Sakuma, 2012).
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2 Infekce lidi zptisobované lentiviry

«

Lidsky genom je zjedné desetiny tvoieny virovou DNA, kterd patii k ,, cizorodym *
slozkdm organismu, jez maji v ramci evoluce nedozirny vyznam. Jde o zbytky virQ
Z rodiny retrovirQ, jez v minulosti infikovaly bunky predki ¢lovéka. Poziistatky davnych
retrovirovych onemocnéni — endogenni retroviry (human endogenous retroviruses =
HERVs) patii mezi prenositelné elementy obsahujici LTR sekvence na 5° i 3° konci.
Lidské endogenni retroviry tvoii az 8 % lidského genomu. Nejsou jen nepotfebnymi
elementy, ale zastavaji i klicové funkce. ZvétSuji plasticitu lidského genomu a v
nekterych pripadech se v LTR mohou nachéazet vazebna mista pro urcité proteiny (napf.
p53) (Pluta, 2009).

Uchovéani schopnosti rozmnozovani bylo oproti nékterym jinym organismum
Vv piipad¢ endogennich virt €lovéka prokazano uz v nedavné dobé. Tyto enndogenni viry
maji s retroviry spolecné znaky v rozmnozovani. Stejné jako u endogennich virt se tyto
,parazitické DNA* oznacuji spole¢né jako retroelementy a tvoii cca 40 % lidské DNA.
Veskeré sekvence kodujici proteiny oproti tomu tvoii pouze zhruba 1,1 % genomu
(Matouskova, 2005).

Lentiviry maji schopnost transdukce do d€licich se i nedélicich se buné¢k, coz jim
umoznuje infikovat kmenové bunky, srdecni bunky ¢i kardiomyocyty tak, aniz by
po infikovani vykazovaly imunitni odpovéd’ (Yaniz-Galende, Hajjar, 2014). Mimo to
jsou lentiviry jedine¢nymi ¢leny celedi Retroviridae, jelikoz vétSina retrovirti neni
schopnd produktivné infikovat nedélici se buiiky (Sakuma, 2012). Lentiviry jsou schopné
vyvolat Sirokou Skalu patologii u riznych zivoc¢isnych druhd, c¢lovéka nevyjimaje.
K lentivirim s afinitou k primatim patii HIV-1, HIV-2 a SIV, které zpusobuji
onemocnéni AIDS u lidi. Virus lidské imunitni nedostate¢nosti patii k nejstudovangj$im
lentivirim.

Vysoké virulence viru je obecné znakem novée vzniklych onemocnéni. V ptipadech,
kdy se jedné o virus smrtici, virus zabiji mimo hostitele 1 sam sebe. Starsi a rozvinutéjsi

vvvvv

(Farkasova, 2017).

21 HIV

Vyvoj virli je ve srovnani s vyvojem ¢lovéka mnohonasobné rychlejsi. Viry jsou schopné

se mnozit v ramci dni a s vyssi rychlosti mutace RNA, z ¢ehoz vyplyva, ze virus HIV se

21



.....

tak by se dalo ptepokladat, ze by mél mit dnes podobu siln¢ sofistikovaného, vyvinutého,
smrticiho viru s daleko vyssi infek¢nosti. Je tedy zajimavé, ze vétSina genetickych zmén
viru HIV z uplynulého stoleti je zcela nahodna. Virus se tak za sto milionu let pfili$
nezménil, coz je pozitivni zpravou pro vyzkumniky a vyrobce vakcin, jejichz ¢innost by
na zédkladé této informace mohla vést k vytvoreni ockovani proti viru HIV (FarkaSova,
2017).

Pti kopirovani RNA do DNA dochazi k chybam. Rychlost mutace je tak vysoka, ze
je oznaCovana za hranici povolené evolué¢ni rychlosti. HIV vir tedy generuje obrovské
mnozstvi mutaci. AvSak to neznamenda, ze vir HIV neprochazi také klasickym
darwinovskym pfirozenym vybérem. Vir HIV tak dokaze unikat imunitnimu systému
i GCinkiim 1ék. Aby vir HIV o8alil imunitni systém, tak je schopen zménit n¢které své
proteiny az o 25 %. Tyto zménéné proteiny pifitom nadale funguji. Virus HIV tak dokazal
nahodnych mutaci vyuzit ve sviij prospéch (Farkasova, 2017).

Diky vysoké mutacni rychlosti unikaji HIV lentiviry v§em druhiim 1éc¢by. Jakmile se
Z retroviru vyvine endogenni vir, ktery se dédi jako gen vlastni, za¢ne se vir ménit
mnohokrat pomaleji. Ve své podstaté evoluéné¢ zamrzne. To je také divodem, proc¢ je
mozné rekonstruovat viry v takové podobé, kterou mély pied desitkami miliont let

(Moss, 1989).
2.1.1 Déjiny viru HIV

Historie HIV sahé do roku 1981, kdy I¢kaii v New Yorku a v Kalifornii ohlasili vyskyt
nového syndromu. Mladi homosexualn€ zaméfeni muzi zacali umirat na rlizné kombinace
vzacnych nemoci, jeZ se obvykle vyskytovaly u lidi s poruchami imunity a také u starSich
osob. Virus HIV-1 se poprvé rozsitil v Konzské demokratické republice. Z Afriky se
virus HIV dostal kolem roku 1966 na Haiti a kolem roku 1969 také do USA, coz bylo 12
let pted tim, nez byl 1ékati identifikovan prvni pacient (Montagnier, 2014).

Z USA se virus rozsifil do Kanady a také do Evropy. Soucasné se do Asie a Evropy
dostal také kmen pfimo z Afriky, coz dalo vznik dvou odlisnych kment viru HIV v rdmci
na ¢lovéka. Z nich lze za vinika soucasné pandemie oznacit kmen HIV-1, ostatni viry
oznacované jako HIV-2 se vyskytuji pouze v africkych oblastech. Bylo potvrzeno, Ze vir
HIV-1 pochazi od Simpanzl z vychodniho Kamerunu. O pfesné dobé pienosu je stale

diskutovano, uvadi se rozmezi let 1884 az 1924 (Farkasova, 2017).

22



2.1.2 Struktura virové ¢astice HIV

Struktura genomu HIV se skladd ze dvou zcela identickych jednofetézcovych RNA
molekul, jez jsou spolecné¢ uzaviené v jadru virové ¢astice. Genom se v piipadé HIV-1
sklada ze 9 200- 9 600 neukleotidu a piiblizné z 9 800 nukleotidid u HIV-2. Genom DNA
je vytvaren reverzni transkripci genomu virové RNA a vlozen do hostitelské DNA.
Vznikly DNA genom HIV je na obou svych koncich lemovan sekvencemi LTR (viz Obr.
5), (Luciw, 1996). Dlouhé terminalni repetice na 5'a 3 koncich provirové dvouvlaknové
DNA puisobi jako promotory (Morita, 2004).

Priklad struktury a organizaci genomu HIV-1 ukazuje Obr. 5, na kterém jsou

zobrazené Cteci ramce genti kodované strukturdlnimi a regulacnimi proteiny.

Lad
n
1]
hil
n
13}
g

gag I vif I | env
pu' nef

Obriazek 5 Struktura a organizace genomu HIV-1 (Luciw, 1996)

LTR - dlouhé koncové repetice, strukturalni gen gag — jenz koduje strukturalni proteiny virového
jadra, pol — jenZ kéduje reverzibilni transkriptazu, proteasu a integrazu a env — jenz kéduje
glykoprotein ve virovém obalu (Luciw, 1996).

Dlouhé terminalni repetice jsou nekodujici regulacni oblasti, mezi kterymi jsou
umistény oteviené ¢teci ramce, jez koduji strukturni proteiny a enzymy viru, kterymi jsou
gag, pol a env (Ulbricht et al., 2012).

Mimo strukturalnich genti gag, pol a env koduje genom HIV také nékolik gent
regulacnich. Témi jsou gen tat, kodujici trans aktivatorovy protein a protein regulujici
sestiih a transport transkriptl z jadra do cytoplazmy a geny rev, jez jsou nezbytnymi pro
zahajeni replikace HIV. Geny tat a rev jsou prvni proteiny, jez maji byt syntetizovany po
integraci ajez jsou nutné kurychleni produkce virovych mRNA. Dale také faktor
negativni regulace (nef), virovy infekéni faktor (vif) a virové proteiny vpr a vpu, které

nejsou nezbytné pro replikaci viru, avSak maji vliv na jeho vznik a patogenezi. Protein
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Vpr je pfitomny pouze v lentivirech primatd. Vpuje pak castetné zodpovédny za
snizenou patogenitu viru HIV-2. Pfehled proteint viru HIV-1 a jejich funkci uvadi ptiloha

tohoto textu ¢islo 1 (Sakuma, 2012). Ukézku struktury virové ¢astice HIV vcetné jejiho

mikroskopického zobrazeni ukazuje Obr. 6.
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Obrazek 6 Struktura virové ¢astice HIV (Luciw, 1996)

GP — gyloprotein, p — protein, SU — povrchovy protein, RT — reverzni transkriptaza, TM —
transmembranovy protein, IN — integraza, CA — kapsidovy protein, MA — matricovy protein, PR —
proteaza, NC — protein, jenZ vaze nukleovou kyselinu, LI — vazebny protein, MHC — hlavni

histokompatibilni proteiny (Luciw, 1996).

2.1.3 Rozdily mezi HIV-1 a HIV-2

Nejcéastéjsim typem HIV je HIV-1, ktery se vyskytuje po celém svété. Dle dostupnych
informaci ma typ HIV-1 az 95 % lidi Zijicich s HIV. HIV-2 se vyskytuje pievazné
v Africe, avSak postupné se pomalu objevuje i v ramci jinych regiond, jako jsou USA,
Evropa ¢i Indie. Oba lentiviry maji shodné ucinky na lidské télo, avsak geneticky jsou
odlisné. Studie z roku 2008 odhalila pouze 55% sekvenéni identitu mezi obéma typy HIV
(Popper, 1999).

vvvvvv

YV wew

u ptenosu viru HIV-1. Nejbéznéjsim zptisobem pienosu HIV-2 pohlavni styk mezi
heterosexualy. I tak jde vSak o miru az Skrat az 10krat nizsi, nez je tomu u HIV-1. Pfenos
z matky na dit¢ je u HIV-2 20krat az 30krat niz$i, nez je tomu u viru HIV-1. Lidé s HIV-
2 maji také nizsi virovou zatéz ¢i hladinu viru v krvi, nez je tomu u lidi s typem HIV-1.

HIV infekce se vlivem viru HIV-2 rozviji pomaleji nez u viru HIV-1. Lidé s HIV-2 maji
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delsi bezptiznakové obdobi nez lidé s HIV-1 a také pomalejsi progresi do 3. stadia. HIV-

v

2.1.4 Moznosti nakazy a lécba HIV

HIV virem se lze nakazit pfimym kontaktem s télnimi tekutinami obsahujicimi tento virus
(nejcastéji se jedna o krev, matefské mléko a pohlavni sekrety). K rizikovym faktoriim
pfenosu patii pohlavni styk a sdileni injek¢niho materidlu. Pouze velmi malé riziko
pienosu existuje u nakazenych HIV, ktefi berou spravné 1éky a udrzuji si tak virovou
zatéz na nezjistitelné urovni. U téchto existuje pouze malé riziko pfenosu v rdmci
pohlavniho styku a také nizsi riziko pfenosu viru z matky na plod (Popper, 1999).

I pfes nesmirné Usili farmaceutickych a akademickych pracovist’ neexistuje ani
Vv soucasné dobé zadna ucinna vakcina (Ulbricht et al., 2012).

K 1é¢bé HIV je vyuzivana kombinace nckolika 1€kt v ramci tzv. antiretrovirové
terapie. Nakazenym je soucasn¢ podavano inhibitorti tii enzymi (protedzy, reverzni
transkriptazy a nové také integrazy). V soucasné dob¢ jde o jedinou schvalenou terapii
proti AIDS. K nalezeni dlouhodobé antiretrovirové terapie je vsak potieba hledat dalsi
inhibitory, jez budou plsobit na dalsi kroky Zivotniho cyklu viru. Nadé&ji Gplného
odstranéni viru ztéla je genova terapie, jez by byla cilend na vSechny bunky, které
provirus obsahuji (Popper, 1999).

Prvni krok v ramci tohoto procesu byl jiz u¢inén pouzitim ex vivo genové terapie,
V ramci transplantace kmenovych buné¢k kostni diené oSetfenych tak, aby neprodukovaly
CCR5 (chemokinovy receptor typu 5) koreceptor HIV (Ulbricht et al., 2012). Pti
spravném a pravidelném uzivani 1éka lze progresi HIV zpomalit, pomoci ochranit
imunitni systém a také snizit riziko mozného pfenosu HIV. Virus lidské imunitni
nedostateCnosti-2 obecné méné reaguje na urcité 1écivé latky, které ptisobi na HIV-1.
Neni-li virova ndkaza HIV lécena, pak oslabuje imunitni systém ¢lovéka, ¢imz se stava

pro dal$i onemocnéni a infekce zranitelné;jsi (Popper, 1999).
2.2 Uplatnéni lentiviri v ramci 1é¢by onemocnéni

V nadé¢ji na vyléceni AIDS bylo vyvinuto velké usili tykajici se pochopeni a struktury
viru HIV. Ve snaze o 1éCitelnost byly vyvinuty silné transgenni vektory na bazi HIV-1.
Vektory zalozené na HIV tvofi vétSinu lentivirovych vektort, které jsou pouzivané

V dnesni dob¢ ve vyzkumu (Sakuma, 2012).
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Ptesto, ze jsou lentiviry zodpovédné za onemocnéni AIDS, tak jsou dnes Siroce
vyuzivany Vv rdmci genové terapie a vyvoje genovych vakein. Jejich uzite¢nost vychazi
z toho, Ze se stabiln¢ zaclenuji do cilovych bunék. Lentivirové vektory také prekonavaji
omezeni, jez S sebou nesou jednoduché retrovirové vektory (nizsi frekvence inzercni
mutageneze a vyssi stabilita virovych ¢astic). Pro jejich vyuziti v imunoterapii je pak
zasadnim faktem, ze mohou transdukovat vysoce diferencované bunky (Miyoshi, 1998).
Vektory lze charakterizovat jako pfenaSece, elementy dédicné hmoty, jez jsou schopné se
samy ve svém hostiteli mnozit a do kterych Ize vkladat pozadované useky DNA

(Morita, 2004).
2.2.1 Genova terapie

Uplatnéni lentivirll 1ze nalézt zejména v genové terapii, kterd je zaloZena na Uvaze
pfenosu dédicného materidlu do bunck pacienta k nahrazeni defektnich gent c¢i
k zavedeni nové bunééné funkce. A pravé zavedeni nové bunééné funkce by mohlo byt
V budoucnu vyuzivano k 1é€bé komplexnich onemocnéni, jako je napfiklad rakovina,
AIDS, Parkinsonova nemoc ¢i onemocnéni kardiovaskuldrniho systému. Aby byl
specificky typ tkané¢ ¢i buiiky ovlivnén, musel by do ni byt gen dodan tak, aby pusobil
spolehlivé, tedy na vhodné trovni a také dostatecné dlouhou dobu (Mazakaris, 2003).

Za nejucinngj$i metodu tohoto dodani 1ze povazovat pouziti modifikovanych vird
tzv. virovych vektorii. Retroviry jsou pro tyto t¢ely vhodné, nebot’ do hostitelské buiiky
svilj vlastni geneticky material pfenaSeji velmi UspéSné.. Genetickd modifikace viru
probiha in vitro. Jsou odstranény geny kodujici proteiny viru a misto nich vloZeny tzv.
léCebné geny. Sekvence LTR viru jsou ponechidny. Na rozdil od konven¢nich
retrovirovych vektori, které pro infekci vyZzaduji bunééné déleni, nedavno vyvinuté
lentivirové vektory nevyzaduji bunétné déleni a mohou tak byt pouzity pro expresi
transgenu v neuronech. Poprvé bylo pienosu genetické informace za pomoci vird vyuzito
v roce 1968. Od té doby se stala tato problematika pfedmétem mnoha studii (Mazakaris,
2003; Youngsuk et al., 2011).

K vlastnostem, diky kterym lze lentiviry vyuZzit v ramci genové terapie, patii jejich
schopnost dodat jeden, dva nebo tii terapeutické geny.. Lentiviry vytvafeji nizkou
imunitni reakci u hostitele a také se velmi malo pomnozuji (Mazakaris, 2003).

Pfeména viru na virovy vektor byla zahédjena poprvé v 80. letech 20. stoleti pomoci
vektori zalozenych na Molonyho viru leukemie oznacovaném MoMLV. Z lentiviri byly

vyvinuté nejprve vektory zalozené na viru lidské imunodeficience HIV-1, jez ziskaly
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Siroké vyuziti pro zékladni i aplikované Gcely (Durand, Cimarelli, 2011). Lentivirové
vektory odvozené od HIV-1 se staly hlavnimi néstroji pro doru¢ovani gent do savcich
bunék (Sakuma, 2012).

Jejich nejvyhodné€j$im znakem je schopnost zprostiedkovat Ucinnou transdukei,
integraci a dlouhodobou expresi do délicich se i nedé€licich se bunék, a to jak in vitro, tak
invivo (IBIDI, 2016). Lentiviry mohou infikovat bunky bez ohledu na jejich stav
proliferace, coz je ¢ini pro genovou terapii zvlaste ptitazlivymi. Priklady cilti pro genovou
terapii zalozené na lentivirovych vektorech jsou neurony, hepatocyty nebo monocyty
(Sakuma, 2012).

Lentivirové vektory jsou obecné vytvaiené ze dvou zdroji. Tim prvnim jsou viry
primatt, kam patii vir HIV ¢i vir SIV. Druhym pak viry neprimatt, kam spadaji viry
kravského a koci¢iho syndromu (BIV a FIV) a také nejjednodussi vir infek¢ni konské
anémie (EIAV). Komerc¢ni spolecnosti zabyvajici se vyvojem genové terapie vyvinuly
lentivirovy vektorovy systém (odvozeny od EIAV, infikujici kon¢, ale ne lidi)
zprostiedkovavajici dlouhodoby a u¢inny ptenos gent do bunék savct (Buchschacher,
Wong-Staal, 2020; Mazakaris, 2003).

2.2.2 Vyhody pouziti lentivirovych vektoru

Za atraktivni nosi¢e gend jsou lentivirové vektory povazovany z toho divodu, ze jsou
schopné infikovat dé€lici se 1 ned€lici se butiky, Ze jsou schopné infikovat Siroké spektrum
bunék, Ze nabizeji dlouhodobou genovou expresi skrze stabilni vektorové integrace
do genomu hostitele, ze postradaji po transdukci vektoru imunogenni virové proteiny a
také proto, ze pro vyrobu vektorli jsou lentiviry relativné snadnym systémem k

manipulaci (Sakuma, 2012).
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3 Infekce hospodarskych zvirat zpiisobené lentiviry

Mimo lidi infikuji lentiviry také zvirata. Hospodarska zvitata (kopytnici) jsou mnohdy
ptirozenymi hostiteli lentivirt. Jak jiz bylo napsano vyse, tak u kopytnikl se jednd o
MVYV ovci, CAEV koz, BIV skotu a EIAV koni.

I pfes rtizné patologie, jez jsou lentiviry vyvolavany, maji tyto viry nékteré rysy
spolecné. Pocatek infekce je charakteristicky akutni fazi virové replikace, ktera je
pfechodna, avSak rychle se ménici ve dlouhotrvajici fazi chronickou, béhem niz je
replikace snizena. Po chronické fazi se projevi dlouhodobd asymptotickd faze
onemocnéni. Ne vSechny lentiviry jsou vSak spojeny s nastupem onemocnéni. Napiiklad
nékteré kmeny BIV zplisobuji pouze mirné symptomy* (Durand, Cimarelli, 2011).

Lentiviry se zaméfuji na imunitni systém tak, ze infikuji primarné¢ monocyty a
makrofagy s tim, ze SRLV nemaji na rozdil od virt zplsobujicich imunodeficience
afinitu k T lymfocytim. Latentné perzistuji a unikaji imunitni reakci (Arnarson et al.,
2017).

Ovce infikované SRLV vykazuji pocatecni viremickou fazi, ale nasledné je virus
vétSinou bunééné asociovany s minimem volného viru cirkulujiciho v periferni krvi
(Blacklaws, 2012). Cirkulujici infikované monocyty infiltruji intersticidlni prostory
cilovych orgéni, jako jsou plice, mlécnad zlaza nebo synovidlni tkan kloubi, nesou
provirovou DNA integrovanou do genomu hostitelské buiiky, a proto jsou pro imunitni
systém neviditelné. Sérokonverze je opozdéna, obvykle o n&kolik mésici (Rimstad,
1993). Replikace viru zadind po zrani monocytl na makrofagy a nasledna imunitni
odpovéd’ pomalu a progresivné zpiisobuje chronické zanétlivé 1éze a makroskopickou
patologii (Gendelman et al., 1986; Lerondelle et al., 1999). Trva az roky, nez se projevi
klinické ptiznaky, pfesto jsou infikované ovce zjevné trvalym zdrojem viru a jeho
ptenaseci (de Boer et al., 1979).

V laboratornich podminkach mohou byt lentivirové infekce diagnostikovany
metodami virologickymi i metodami sérologickymi. Obecnym doporucenim je kvuli
konfirmaci vysledkd pouziti alespon dvou testd. Za optimalni feSeni je povazovana
kombinace variant imunoenzymatickych testd tzv. ELISA (enzyme-linked immuno

sorbent assay) testu a testu PCR (polymerase chain reaction). ELISA je sérologicky

1K dal$fm vyjimkam z tohoto spoleéného popisu patfi také infekce kojenctl HIV-1, p¥i niZ dochazi k nastupu
onemocnéni velmi rychle (Durand, Cimarelli, 2011).

28



rychly test, trvajici 2 az 3 hodiny. Napfiklad ve srovnani s munodifuznim testem (IDT),
ktery se pii stanoveni tohoto typu taktéz pouziva a ktery trva 2 az 3 dny. V ramci vyzkumu
(ristocetin-induced platelet aggregation) a WB (western blott) (Bartak et al., 2018).

Prizkumy vsak ukazuji, Ze diagnostické metody nejsou vzdy zcela spolehlivé, a to
z diivodu nizké urovné virové zatéze nebo kmenové variability. Diagnostické metody je
tedy tfeba neustale zdokonalovat (Akashina et al., 2017).

Kontroverzni otdzkou je také dopad mastitidy vyvolané SRLV na produkci. Nékteré
studie nezjist'uji rozdily v mnozstvi a kvalit€ mléka od infikovanych a neinfikovanych
koz (Leitner, 2008; Nord, 1997; Turin, 2005). Jiné zpravy ukazuji snizeni produkce mléka
(9 % u koz plemene Murciano-Grenadine) bez zmény kvality mléka (Martinez, 2002).
Konec¢né existuji zpravy ukazujici 15% pokles produkce mléka spojeny s nizkou kvalitou
a snizenym obsahem tuku (Martinez-Navalon, 2013; Ryan, 1993). U dojnych ovci byl
pozorovan prumérny ro¢ni pokles produkce mléka o 3,2 % a procenta mlécného tuku o 2
% (Christodoulopoulos, 2005). Krom¢ toho muze infekce SRLV u malych piezvykavct
negativné ovlivnit kvalitu mléka a zda se, Ze spousti zvySeny pocet somatickych bunck
(Leitner, 2008; Martinez-Navalon, 2013).

Lentivirovda onemocnéni hospodarskych zvifat vedou k ekonomickym ztratam
a vzhledem k nutnym nakazovym opatienim také omezuji moznost obchodu se zvifaty, a
to jak na trhu domacim, tak v rdmci obchodu mezinarodniho nejen v Evropské unii. Lécba
lentivirovych onemocnéni zvifat neexistuje a dostupna neni ani UCinna vakcina

s vyjimkou vakciny proti FIV (Akashina et al., 2017; Westman et al., 2021).
3.1 Ov¢i vir maedi-visna (MVV)

Taxonomicky se virus maedi-visna fadi do <celedi Retroviridae, podceledi
Othoretrovirinae, rodu Lentivirus. Vir je ¢lenén do genotypt maedi-visna A-E, které jsou
dale déleny do subgenotypt (Shah et al., 2004; Straub, 2004). Genom MVV je dlouhy
ptes 9000 nukleotidii a obsahuje podobné jako ostatni retroviry sekvence kodujici tii
strukturalni geny gag, pol aenv a tii doplikové geny kodujici proteiny s regulacnimi
funkcemi pfi replikaci viru vif, tat (nékdy nazyvany spiSe gen pro viral protein R=vpr) a
rev (Bartdk et al. 2018; Villet et al. 2003).

Gen gag koduje tii proteiny, a sice MA (pl6 matrix protein), CA (p25 kapsidovy
protein) a NC (p 14 nukleokapsidovy protein). Gen pol kdduje virové enzymy: proteazu
(PR), reverzni transkriptazu (RT) s funkci ribonukleazy H (RNaza H), deoxyuridin-
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trifosfatazu  (dUTPazu) a integrazu. Gen Env obsahuje sekvence povrchovych
glykoproteini gpl60 (surface=SU) a transmembranovych glykoproteini gp46
(transmembrane=TM) (Andrésdottir, 2018).

Provirovy genom MVV je na obou koncich ohrani¢en dvéma shodnymi LTR
s oblastmi U3, R a U5. Oblast U3 obsahuje promotorové a regulac¢ni prvky, které jsou
zodpovédné za tkanovy tropismus (Glaria et al., 2012; Oskarsson et al. 2007).

Ov¢i virus maedi-visna je druhym historicky popsanym onemocnénim vyvolanym
lentiviry, jez pochazelo z pozorovani poruchy u stada ovci z 50. let 20. stoleti na Islandu,
kde slo o zavaznou formu pneumo-encefalopatie (Durand, Cimarelli, 2011). Infekce sem
byla zavleCena importem karakulskych ovci z Némecka, jez sem byly dovezené za
ucelem zvyseni uzitkovosti doméciho plemene kratkoocasé ovce islandské. AvSak prvni
zminky o tomto onemocnéni pochazi zjizni Afriky zroku 1915. Z islandstiny také
pochazi soucasny nazev maedi-visna. Jde o odvozeninu od typickych projevii dyspnoe
(maedi) a nervovych pfiznak (visna) (Blacklaws, 2012).

Viry, které zptsobuji virové onemocnéni maedi-Visna (MV), zplsobuji taktéz dalsi
virové onemocnéni artritida a encefalitida koz (CAE). Tuto specifickou skupinu lentivird
nazyvame lentiviry malych ptfezvykaved (SRLV), a to diky jejich strukturalnim,
genetickym a patogennim podobnostem. Molekularni studie navic ukazaly, ze oba viry
predstavuji Siroké spektrum variant, které mohou postihnout ovce i1 kozy, dokonce 1 jiné
zivo€i$né druhy (Germain, Vallas, 2006).

Nicméné, infekce MVV je Casté€jsi u ovci a infekce CAEV je Castéjsi u koz, takze je
pravdépodobné uptfednostiiovdn homologni pienos. Schopnost SRLV produkovat
zkiizené infekce pieskakujici mezidruhovou bariéru je neobvykld, protoze vétSina
lentivirh m4 velmi omezenou schopnost rist v buiikach, které nepochazeji z jejich
hostitelskych druhi (Blacklaws, 2012).

Pro maedi-visna ov¢i vir je typicka dlouha inkubaéni doba v fadu nékolika mésici
az nekolika let. V ramci produkénich chovil se tak zvite klinickych projevii onemocnéni
Casto ani nedozije (Bartak et al., 2018). Ptimé ztraty uhynem tak byvaji ve stadé malé,
avsak uzitkovost zvitat s pritbéhem onemocnéni klesd (Hamza, 2017). U mlad’at dochazi
k pfenosu skrze infikované kolostrum nebo mléko. Mozny je také pienos
transplacentarni. Mezi dospélymi zvifaty je hlavni cestou pienosu piimy kontakt,
pfedevSim vzajemnou inhalaci respiratornich sekretii (Blacklaws, 2012), tedy infekénim

aerosolem.

30



Maedi-visna virus se nepfenasi na dlouhé vzdalenosti, ale pouze na nékolik metru.
Nejsnadnéjsi cestu Sifeni tak pfindseji invazivni chovy ovci at’ uz ustdjenych nebo na
pastvach. Postup nékazy je pomaly. V promofeném stad¢ se za ¥ roku nakazi ptiblizné
polovina nové pfivedenych ovci. Za teoreticky mozny je oznaovan také pienos
kontaminovanym strojem na dojeni, neuklizenymi placentami infikovanych zvifat
a pouzitim nesterilnich jehel k veterinarnim tkontim na zvitatech. Pfenos ndkazy na
¢lovéka neni mozny (Hamza, 2016).

Maedi-visna virus infikuje promonocyty, coz jsou buiiky kostni diené. Ta slouzi
V organismu pro vir jako rezervoar. Tyto infikované promonocyty pak koluji do krevniho
feCisté v podobé monocytl a dale ve tkanich maturuji do formy makrofagt, kde dochazi
K replikaci viru (Bartak et al., 2018). Tim se také lisi od viru HIV, ktery se mnozi
v lymfocytech, jez jsou v fizeni imunitni odpovédni zasadnimi. Dal$i odliSnost spociva
ve vybéru hostitelskych bunék. Celkova obranyschopnost ovce zlstane témef
nenarusend. Jeji imunitni systém ale neni schopny virus znicit. Stejné jako je tomu u vSech
lentivird, tak i virus maedi-visna ma schopnost se trvale zapsat do DNA nakazené bunky
a Vv podobé genetické informace pak skryté pretrvavat po dlouhou dobu (Hamza, 2016).

U viru maedi-visna nejsou popsany piiznaky imunodeficience. Infikovana zvifata
zustavaji imunokompetentni a na tvorbu infekce reaguji tvorbou protilatek specifické
povahy. AvSak imunitni (humoralni) odpovéd’ je zde mnohem pomalej$i, nez je tomu
ujinych virovych infekeci, jeZ jsou doprovazeny akutnim pribéhem. K vyvoji
specifickych protilatek dochazi v rozmezi n¢kolika tydnt az nékolika mésict od infekce.
Jako zdkladni indikator monitorovani ndkazy v chovech slouzi protilatky typu IgG, jez
jsou po prirozené infekci v téle zvifete pfitomné po celou dobu jejich Zivota. Slouzi také
jako selekéni kritérium v rdmeci eliminace nakazy (Blacklaws, 2012).

U infekci zpusobenych SRLV nejvice pievladaji ptiznaky spojené s dychacimi
cestami, jako napf. duSnost a bfiSni dychani v disledku chronické intersticidlni
pneumonie. Mohou se vyskytnout i jiné klinické projevy jako mastitida (zatvrdlé
vemeno), artritida (kulhani), progresivni slabost a v nékterych piipadech i uhyn
nakazenych zvitat (Straub, 2004). Zvite zistava dozivotnim pfenasecem nakazy a infekce

konc¢i uhynem zvifete (Hamza, 2016). Zvifata infikovana MV ukazuje obrazek ¢islo 7.
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Paréza panevnich koncetin v dusledku infekce Nervové piiznaky onemocnéni. Z hlediska diferencidini diagnczy je
virem Maedi-Visna. dieZité zvéiit dalsi mozné infekce (tetanus, Aujeszkyho choroba...).

Obrazek 7 Ovce infikované virem maedi-visna (Crilly, 2015)

Onemocnéni je rozsifeno predevsim ve Stiedozemi (Italie, Recko, Spanélsko)
a Vv Severni Americe. V ptivodni lokalité vyskytu na Islandu bylo onemocnéni uspésné
vymyceno. Naopak napfiklad na Novém Zé¢landu nebo v Australii se onemocnéni
nevyskytuje viibec (Hamza, 2016). Maedi-visna virus ovci lze i tak oznacit za (témér)
celosvétové rozsifeny patogen. Vyjimkou jeho vyskytu neni ani Ceska republika.
Vzhledem k nedostatku studii i obtiznosti hodnoceni moznych ekonomickych dopadu je
vSak stupeni rozsifeni viru i ekonomické ztraty s nim souvisejici té¢zko vy¢islitelné. I pies
to je nejdiskutovangjsim dopadem omezeni domaciho i mezinarodniho obchodu s chovy
zvitat, kde je ndkazovy status zdkladnim zdravotnim kritériem (Blacklaws, 2012).

Rostouci zajem o chov ovci S sebou nese potiebu rozvoje chovu téchto piezvykavci
a ten se neobejde bez znalosti jejich zdravotniho stavu.

V Ceské republice je vir monitorovan od pocatku 90. let. VySetfovani zvifat probiha

na zékladé metodiky kazdoroén& vydavané Statni veterinarni spravou Ceské republiky.
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Do monitoringu MV v CR jsou zafazeny pouze chovy V kontrole uZitkovosti (KU).
Chovy zatfazené v kontrole uZzitkovosti musi byt MV prosté. Hlavni diagnostickou
metodou monitoringu MV je stanoveni protilatek z krevniho séra.. Po zjisténi pozitivnich
vysledkil na pfitomnost viru miize byt hospodafstvi zafazeno opét az po ,,ozdraveni “,
které je prokdzano na zakladé monitoringu a které je potvrzeno rozhodnutim ptislusné
Krajské veterinarni spravy (Bartak et al., 2018).

Kontrola je provadéna 1x ro¢né a do reprezentativniho vzorku je zatfazeno 25 %
samiéich zvifat v§ech plemen nad 12 mésicu véku ¢i zvitat v laktaci, a to vSak nejméné
Vv poctu 50 kust zvifat. Pfi menS$im poctu zvitat v hospodafstvi jsou vySetfena vSechna
zvitata star§i 12 mésicli nebo ta, jez jsou v laktaci. U samctl jsou vySetfovani vSichni
nekastrovani jedinci star§i 6 mésicii S vyjimkou jatecnich beranki. V soucasnosti je
ozdraveni stada feSeno predevs§im eliminaci séropozitivnich zvifat. Vyjimku maji stada
Sumavskych ovci, jez je zafazend do svétového genofondu ohrozenych druht

hospodaiskych zvitat, pro néz by tato eliminace znamenala zanik plemene (SVSCR,

2022).

3.2 Virus artritidy a encefalitidy koz (CAEV)

Taxonomicky se virus artritidy a encefalitidy koz fadi do ¢eledi Retroviridae, podceledi
Othoretrovirinae, rodu Lentivirus (EMBL-EBI, 2019).

Virus artritidy a encefalitidy koz je velice blizce ptibuzny MVV, tomu odpovida
I vysoka sekven¢ni homologie jejich genomu (Pyper at al., 1986). Genom CAEV
obsahuje stejné strukturalni 1 doplitkové regulacni geny jako genom MVV (Padiernos et
al., 2015). S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o riizné adaptované kmeny jednoho viru.
V ramci rodu Lentivius jde vSak o samostatny virovy druh. Virus artritidy a encefalitidy
koz a MVV se spolecné oznacuji zkratkou SRLV — lentiviry malych ptezykavcl. V ramci
onemocnéni CAE a MV byl potvrzen také mezidruhovy pienos viri (Akashi et al., 2016).
Je tedy pravdépodobné, Ze pii spoleéném chovu zvifat se nemoci ovei mize nakazit také
koza, jelikoz je pfirozenym hostitelem velmi podobného druhu lentiviru, kterym je pravé
CAEV. Pfenos viru na ¢lovéka neni mozny (Akashi et al., 2016).

Virus CAE zpisobuje u koz vleklé, celozivotni a nevylécitelné infekce, které jsou
doprovazené chronickymi a zhorSujicimi se zanéty Slachovych pochev, kloubt a tthovych
vackul. Nejcastéji byva postizen kloub predniho kolene (kloub zapésti). Dal§im klinickym
syndromem onemocnéni je zanét mozku (encefalitida). Mimo mozek je napadana také

micha, coz zpusobuje, Ze zviie zacne trpét obrnami, které se postupné vyvinou v ochrnuti.
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Mimo artritidy a encefalitidy byva onemocnéni doprovazeno i chronickym zépalem plic,
ktery se miize projevit bud'to spolu s jednim z vySe zminénych ptiznakii onemocnéni,
nebo 1 samostatné. Stejné€ jako u jinych lentivirovych onemocnéni je 1 zde bezptiznakové
obdobi velice dlouhé, a tedy je dlouhodobé i skryté nosi¢stvi. Nemoc se tak chovem §ifi
pomalu a nepozorované. K dal§im projevim nakazy, které jsou méné Casté, patii i
chronické zanéty vemene (Mselli-Lakhal et al., 2000).

Postizeni CNS ve form¢ encefalitidy je spiSe vzacnym jevem. Vyskytuje se pouze
u kiizlat v rozmezi dvou az Sesti mésicu jejich véku. Klinické projevy CAE jsou tedy od
klinickych projevit MV odlisné (Mselli-Lakhal et al., 2000). Projev nédkazy koz CAEV
zpisobujici postizeni kloubu piedniho kolene ukazuje obrazek cislo 8. Zbytnéni
karpalnich kloubl v pokroc¢ilém ptipadé SRLV u ovce; maly obrdzek — vyrazna

proliferace a zanét synovialni membrany u postizeného kloubu (Minguijon et al., 2015)

Obrazek 8 Artritida u kozy zptisobena virem CAEV (Minguijon et al., 2015)

Stejné jako u MV, tak ani u CAE nejsou popsany piiznaky imunodeficience. Buiiky
infikovanych zvitat zistavaji schopné odpoveédét na antigenni podnét a na tvorbu infekce
tak reaguji tvorbou protilatek specifické povahy. 1 zde, stejné jako u infekce ovci, je
imunitni odpovéd’ mnohem pomalejsi, nez je tomu u jinych virovych infekci, jez jsou
doprovazeny akutnim pribchem. K vyvoji specifickych protilatek dochazi od infekce
v rozmezi n¢kolika tydnii az nékolika meésicti. Jako zdkladni indikator monitorovani

nakazy v chovech slouzi protilatky typu IgG, které jsou po piirozené infekci v téle zvitete
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pfitomné po celou dobu jejich Zivota. Slouzi také jako selekéni kritérium v ramci
eliminace nakazy (Mselli-Lakhal et al., 2000).

nemocnych samic. A to pifes to, Ze je toto mléko bohaté na protilatky proti CAEV.
K pfenosu muze vést jiz pouhé jedno nakrmeni od nemocné kozy. Néktera kiizlata
pozitivnich matek se jiz nakaZena narodi nebo se nakazi krvi ¢i poSevnimi sekrety matky
pii porodu. To snizuje GspéS$nost pii ozdravovani chovi. Stejné jako MVV se CAEV na
kratkou vzdalenost pfenasi aerosolem.. Takze zamezit Sifeni viru l1ze odd€lenim prostora
pro nakazena a zdrava zvifata. Na rozdil od MV se CAE nepiendsi predméty ani
pomickami, coz neplati pfi jejich styku s krvi (napt. injekéni jehly). V piipadé¢ CAEV
nebyl prokazan pohlavni pienos (Mselli-Lakhal et al., 2000).

Vyskytem viru v kozich stddech se zaobiraly védecké studie z celého svéta. Zink et
al. (1997) naprtiklad pti zkoumani viru zjistili snizenou mlécnou uzitkovost a zvysené
brakovani u koz, které byly infikovany CAEV. Stejni autofi také predlozili udaje, které
naznaCovaly, Zze virus muze snizovat reprodukéni vykonnost a vést ke zhorSeni
zdravotniho stavu jedinct, a to z mnoha riiznych pti¢in. Naproti tomu studie, kterd byla
uskutecnéna vyzkumniky Elliotem a Masonem (1995), pfisla s piekvapivymi vysledky,
kdy séropozitivni kozy byly v lepsi télesné kondici nez na virus negativni jedinci a nebyl
u nich zjiStén ani zadny rozdil ohledné reprodukénich ukazatela.

Rostouci zajem o chov koz s sebou nese potiebu rozvoje chovu téchto prezvykavceil
a ten se neobejde bez znalosti jejich zdravotniho stavu. Lentiviry koz, stejné jako lentiviry
ovci, zplisobuji vyznamnd onemocnéni po celém svéte, a je tedy tfeba jim vénovat
dostatek pozornosti (Akashi et al., 2016). Chovy zafazené v kontrole uzitkovosti musi byt
CAEYV prosté (SVSCR, 2022). Pro monitoring a diagnostiku lentiviru koz je vyuzivano

stejnych metod a postupii jako u viru ovci.
3.3 Infekéni anemicky virus koni (EIAYV)

Taxonomicky se anemicky virus koni fadi do celedi Retroviridae, podceledi
Othoretrovirinae, rodu Lentivirus (Straub, 2004). Virus infekéni anemie koni je dlouhy
8359 nukleotidii a jedna se o zivoc¢isny lentivirus s nejjednodussim genomem. Gen gag
kéduje prekurzorovy polyprotein Gag, jehoz vyslednym produktem jsou 4 strukturalni
proteiny: MA (pl5 matrix protein), CA (p26 kapsidovy protein), NC (pll
nukleokapsidovy protein) a P9 protein. Gen pol koduje virové enzymy: proteazu, reverzni

transkriptazu (RT) s funkci ribonukleazy H, deoxyuridin-trifosfataizu (dUTPazu) a
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integrazu. Oblast Env obsahuje sekvence povrchovych glykoproteinii gp90 (surface=SU)
a transmembranovych glykoproteinti gp45 (transmembrane=TM) glykoproteinii. Genom
EIAV obsahuje tii regulaéni peptidy: S1 (Tat), S2 a S3 (Rev). Provirovy genom je na 5’
a 3’ konci lemovan dvéma identickymi LTR obsahujicimi promotorické a regula¢ni prvky
(Deshiere et al., 2019).

Infekéni anémie koni byla prvnim popsanym onemocnénim, jez bylo zplisobeno
lentiviry. Prvni zminka o této nakaze pochazi z Francie roku 1843 (Miyoshi, 1998).
Onemocnénim trpi mimo koni také osli a zebry. RozSifeni onemocnéni EIA je
celosvétové. Vyjimkou neni ani Ceské republika, ktera je viak od roku 1989 ndkazy
prosta. Pfenos nakazy na ¢lovéka neni mozny (Toman, 2000).

Virus EIAV se pfenasi mechanicky hmyzimi vektory (Foil et al., 1993) nebo
nesterilnimi jehlami. Hlavni cestou pfenosu je hematofagni hmyz z ¢eledi Tabanidae, a
to konkrétné prostrednictvim bodavé-saciho ustroji téchto ovada (Cupp a Kemen, 1980).
Receptor pro EIAV na bunééné membrané zistava neznamy. Po cela 1éta byly znalosti
molekularni biologie EIAV zpomaleny nedostatkem systému tkanovych kultur. Vyvoj
systému in vitro a produkce virovych ¢astic vedly ke klasifikaci EIAV jako ¢lena Celedi
Retroviridae a oteviely moznosti biochemickych a molekularnich studii (Ciupe a
Scheartz, 2013).

Na rozdil od jinych retrovirt je dlouhodoba infekce spojena s omezenou replikaci
viru a absenci klinickych projevl. Imunitni mechanismy odpovédné za tuto kontrolu
mohou mit zna¢né dusledky pro navrh vakciny u jinych lentivirovych infekci (Leroux et
al., 2004).

Onemocnéni probihad v akutnim, chronickém i dlouhodobé asymptotickém stadiu.
Pocatek akutniho onemocnéni v rdmci experimentalni infekce koni se projevil do 3 az
4 tydni vysokou hladinou virémie a klinickymi projevy, jako je mimo anémie také
kolisava horecka doprovazend celkovym chiadnutim, prijmy, letargie, otoky a
trombocytopenie. U nékterych koni dochazi pouze k jedné epizodé onemocnéni, u
vétsiny ale piejde akutni faze do faze chronické, pro niz jsou charakteristické
nepravidelné se opakujici cykly projevli onemocnéni. Pravdépodobné diky vyvoji trvalé
ochranné imunity se tato faze vyvine v asymptotické stadium nemoci. Nosi¢ viru zastava
infikovan po cely zivot. Na ndkazu neexistuje 1€k (Leroux, 2001).

Jak jiz bylo zminéno, velmi Casto je toto onemocnéni pfenadSeno hmyzem sajicim
krev. AvSak jeho pfenos je Casové omezeny, protoze pruizkumy ukazaly, ze 4 hodiny po

nasati Krve z pozitivniho jedince jiZ na ustnim ustroji komara vir detekovan nebyl. Kvuli
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moznosti Sifeni skrze krev jsou u téchto zvifat rizikové vSechny veterinarni zékroky.
Virus je schopny na injek¢ni jehle vydrzet pti pokojové teploté az ¢tyfi dny, coz s sebou
nese riziko podkovarskych, oSetfovatelskych i chovatelskych pomiicek. Pro nizkou
koncentraci viru je pfenos nakazy v ramci spolecného ustdjeni malo pravdépodobny
(Toman, 2000).

Klinické ptiznaky akutniho onemocnéni spocivaji v rychlém nastupu vysokych
teplot, které se pohybuji kolem 41 °C, blednutim sliznic n€kdy s pfitomnosti drobnych
krvéacenin (pfedevsim v okoli uzdicky spodni ¢asti jazyka), postojem jako pii schvaceni
kopyt a apatii zvifete. Béhem prubcéhu subakturniho jsou piiznaky obdobné prubéhu
akutnimu, avsak jsou mirnéj$i. Navic dochazi k blednuti spojivek a pii zatézi se projevuje
dusnost a poceni. V rdmci priubéhu chronického Ize pozorovat mimo anémie na zvifeti i
to, Ze hubne a je celkové slabé. Vlivem poruchy krevniho obéhu u nich dochazi k otokiim
koncetin a spodiny bficha (Toman, 2000).

Diagnostika zde, stejné jako V pfipadé SRLV, probihd sérologickym vySetfenim
vzorku krve. Ke stanoveni je vyuZivdno mezinarodn€ uznavaného Cogginsova testu.
Z metod screeningovych pak ELISA. Kultivace 1 izolace viru viibec je velmi naroénym
procesem. Z tohoto diivodu se rutinné neprovadi. Virus vsak lze z krve ¢i organt prokéazat
také metodami molekularné biologickymi (napf. nested RT-PCR).

Infekce EIAV ma za nasledek vysoky titr infekéni plazmatické virémie do tfi tydna
po infekci. N&kolik ditkazli naznacuje, Ze je zapotiebi jak humoralnich, tak bunéénych
EIAV-specifickych odpovédi, aby byla ukonfena pocate¢ni virémie. Jak jiz bylo
uvedeno, virova replikace je u zvitat ¢inn¢ redukovéana na subklinickou tUroven, tedy z
chronického stadia do asymptomatického stadia infekce EIAV. U dlouhodobych
inaparentnich pfenaSecti EIAV lze detekovat nizkou uroven virové infekce a replikace v
tkanovych makrofazich spojenou s plazmatickou virémii. Imunosuprese u
asymptomatickych zvitat mize vést k ope€tovnému vyskytu symptomili onemocnéni i po

nekolika desetiletich od nakazeni (Ciupe a Scheartz, 2013).
3.4 Virus imunodeficience skotu (BIV)

Taxonomicky se anemicky virus skotu fadi do celedi Retroviridae, podceledi
Othoretrovirinae, rodu Lentivirus. Poprvé byl BIV izolovan vroce 1969 v USA
(Bhatia, Patil, Sood, 2013), na 8 let staré krave, ktera méla lymfocytozu, lymfadenopatii,
progresivni slabost, unavu a poskozeni centralniho nervového systému. Virus

imunodeficience skotu ma nejkomplexnéjsi organizaci genomu mezi lentiviry. Virova
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Castice obsahuje dvé kopie jednovlaknového RNA genomu (dimer), podobné jako jiné
retroviry. Linearni genom BIV je dlouhy 8960 nukleotidd. Provirova DNA, obsahuje
strukturalni retrovirové geny gag, pol a env ohrani¢ené na 5’ a 3’ koncich LTR. Dlouhé
terminalni repetice obsahuji promotory, zesilovace a terminatory transkripce. Centralni
oblast genomu BIV obsahuje kodujici exony nékolika domnélych nestrukturalnich
doplinkovych genti véetné vif, tat, rev, vpw, vpy a tmx (Bhatia et al., 2013).

Histologické vySetieni tkani uhynulého zvitete odhalilo generalizovanou folikularni
hyperplazii lymfatickych uzlin a perivaskularni manzetu mozku. Izolovany virus
indukoval tvorbu syncytia v bunéénych kulturach a byl strukturalné podobny MVV, proto
byl oznacen jako ,,bovine visna-like virus.“ Protoze tento bovinni lentivirus nebyl
povazovan za puvodce leukémie/lymfosarkomu, jeho biologie se zménila, nebyl studovan
témer deset a pul roku po svém pocateénim objevu, dokud nebyl v roce 1983 objeven
HIV (Barre-Sinnousi et al., 1983).

Kwvili siroké podobnosti s virem HIV-1 byl BIV pouzity jako Zivoc¢isny model pro
pochopeni patogeneze HIV-1 (Rodrigues et al., 2019). Uzce ptibuznym kmenem je také
lentivirus Jembranovy choroby (JDV), ktery je znamy tim, Ze zpUsobuje akutni
onemocnéni skotu na Bali a nelze jej sérologicky odlisit pomoci v souc¢asnosti dostupnych
imunodiagnostickych metod. BIV byl pojmenovan na zakladé svych morfologickych,
sérologickych a genetickych vlastnosti podobnych virtm HIV a opi¢im
imunodeficiencim (SIV), (Malmquist et al., 1969).

Virus imunodeficience skotu se vyskytuje celosvétové (De Pablo-Maiso et al., 2018).
Virus zptsobuje nevylééitelné onemocnéni trvajici po cely zivot zvifete (Rodrigues et al.,
2019). Globalni distribuce infekce BIV u mlééného a masného skotu ma séroprevalenci
1,4-33 %. Klinické ptiznaky byly castéji pozorovany u mlééného skotu infikovaného
BIV nez u skotu masného. Diivodem muize byt méné stresovych faktorti v chovu masného
skotu (‘Yamamoto, 2009).

Virus imunodeficience skotu je morfologicky podobny lentiviru MV (Miyoshi,
1998). Patogenita BIV neni az tak vysoka. Napfiklad u telat mé infekce benigni prabéh
(Toman, 2009). Po napadeni hostitele mize vir v téle hostitele setrvat i po mnoho let bez
toho, aby se projevil. Urychlit jeho projevy miize naptiklad soubézna infekce, vyssi veék
nebo stres. BIV napada skot rizného véku. Pfenos nakazy na ¢lovéka neni mozny (Bhatia
etal., 2013).

Infekce BIV jako takova nebyla nikdy piimo spojovéana s konkrétnim onemocnénim,

jako spiSe s projevy VvV podobé lymfadenodatie (zvétSeni uzlin), lymfocytdzy, 1ézemi

38



centrdlniho nervového systému ¢i progresivni slabosti, poklesem vytézku mléka,
snizenim blastogenni odpovédi a paraplegickym syndromem skotu (syndrom
nehybnosti), (Bhatia, Patil, Sood, 2013). Z tohoto divodu neni skuteény dopad této
infekce skotu znam (Rodrigues et al., 2019). Projevy onemocnéni se obvykle vyskytuji
v asymptotické formé¢. I tak jde potad o Zivot ohrozujici onemocnéni. Patologicky je ale
BIV vice ptfibuzny lentivirdim spojenym s chronickymi zanétlivymi onemocnénimi
(SRLV a EIAV) néz t€ém spojenym s tézkou imunodeficienci (HIV, SIV a FIV) (De
Pablo-Maiso et al., 2018).

Ptenos viru probiha skrze kolostrum, mléko ¢i placentu, ale také vyménou télnich
tekutin nebo z krve (Rodrigues et al., 2019). Stejné jako je tomu u EIAV, je také mozny
ptenos skrze mouchy (De Pablo-Maiso et al., 2018). BIV infikuje stejné jako ostatni
lentiviry bunky imunitniho systému, pfedev$im monocyty, lymfocyty a mikrofagy
(Rodrigues et al., 2019).

Infekei je mozné diagnostikovat sérologickou detekci specifickych protilatek c¢i

molekularni detekci virového genomu za pomoci polymerazové fetézové rekce (PCR),

(Rodrigues et al., 2019).

Obrazek 9 Skot infikovany BIV (Nagy, 2014)
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4 Genova rezistence

Stejné jako v lidskych Zivotech, tak i v chovech zvifat zptuisobuji infekéni onemocnéni
obrovské Skody. Nejde jen o pifipadné nutné likvidace nakazenych chovi, ale také o
snizeni uzitkovosti takto postizenych zvirat. Zemédélci 1 molekularni genetikové se tak
shoduji na vysokém vyznamu Slechténi zvifat odolnych vic¢i riznym nemocem (Petr,
2000).

K naplnéni tohoto cile se lze vydat mnohymi cestami. Jednou z nich je pienos
prislusnych genii do dédi¢né informace zvirat. Velka pozornost je vénovana také geniim,
jez jsou pfirozenou soucasti genetické informace zvifat a jez vyvolavaji pfirozenou
rezistenci (odolnost) vici infekénim chorobam (Petr, 2000). Moznosti genové rezistence
byly podrobnéji zkoumany u lidského HIV a také u SRLV hospodaiskych zvitat. V ramci

kapitoly bude pro tyto dvé skupiny nastinéna obecna charakteristika této problematiky.
4.1 Rezistence vici viru HIV

V ramci vyzkumu HIV védci zjistili, Ze mnozi lidé, jez pfisli do kontaktu s krvi HIV
pozitivniho ¢lovéka, neonemocnéli AIDS, ¢i dokonce nebyli ani HIV pozitivni. To je
pfimélo k prizkumu genetickych rozdili mezi osobami HIV pozitivnimi a osobami, které
se po vystaveni HIV pozitivnimi nestaly. V ramci prizkumti bylo objeveno nékolik gentl,
u kterych nékteré z jejich variant pred nakazou virem HIV ¢lovéka brani ¢i v pridech, kdy
k nakaze dojde, tak tomuto nakazenému ¢lovéku dopomahaji prodlouzit zivot s nakazou
(Galvani, 2005).

Ke vstupu do bunky virus pottebuje, aby na jejim povrchu byly ptfitomny receptory
umoziujici jeho vstup do jejiho nitra. K nim patii CD4 s nezbytnou piitomnosti CCRS ¢i
CXCR4 koreceptoru. A praveé mutace koreceptoru CCRS5 vede ke vzniku rezistence vici
viru HIV nebo lepsi prognoze vzhledem k pribéhu onemocnéni (Galvani, 2005).

Receptor CCRS5 podobné jako jiné receptory buiiky piedstavuje vstupni branu pro
riznorodé zoonotické infekce do této konkrétni buniky. V ptipad¢ receptoru CCRS pro
virus lidské imunodeficience (HIV). Mutaci v genu pro CCRS5 (tzv. CCR5 A32) dochazi
k poruse tvorby CCRS5 na cytoplazmatické membrané buiky, diky ¢emuz nedojde k
nakaze bunky infekci HIV (Holt et al., 2010).

Je pomérmné zajimavé, Ze se tato receptorova mutace hojné vyskytuje v populaci
zejména severoevropské, a smérem na jih této mutace ubyva. V rovnikovych oblastech

Afriky a vychodni Asii se tato mutace takika nevyskytuje (Holt et al., 2010).
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Vyskyt heterozygott neboli jedinct disponujicich pouze jednou CCRS A32 alelou je
Vv evropské populaci ptiblizn¢ desetiprocentni. Vyskyt homozygott, tedy jedinci, kteti
disponuji 2 alelami, je pfiblizn¢ jednoprocentni. Kupodivu jsou nositelé této mutace
zdravotn¢ zcela v poradku, bez zndmek jinych poruch imunity. TéZe mutace lze vyuzit
v moderni bunééné terapii k 1é¢bé HIV nakazenych pacientl, napt. pomoci transplantace
hematopoetickych kmenovych bun¢k s mutaci CCRS A32. Tento typ bunécné terapie
bohuzel s sebou ptfinasi mnoha uskali, proto je v souCasné dob¢ stale ve fazi vyzkumu

(Holt et al., 2010).

4.2 Rezistence vuci SRLV

Infekcim zpusobenym lentiviry malych piezvykavci (SRLV) jsou vénovany cetné
vyzkumy, jelikoz jde o onemocnéni, jeZ jsou rozsifena po celém svété, véetné Ceské
republiky. Jak jiz bylo uvedeno vyse, tak musi byt chovy zafazené v kontrole uzitkovosti
na MV a CAEV prosté (s vyjimkou ovce Sumavky). Vzhledem k pomérné cetnému
vyskytu nakazy v Ceské republice vznikl na zadost chovatelii vyzkumny projekt, jehoz
cilem bylo zpracovani programu pro zdravotni kontrolu infekci zpiisobovanych lentiviry
u malych pfezvykavci. Konkrétné se pak jednalo o metodu casné detekce infekce MV a
CAE a také genetické selekce na zakladé markert genetické rezistence k infekci.

Zprvu byla u uréitych jedinci rezistence proti MV a CAE potvrzena pokusy
zaloZenymi na opakované expozici infekénimu agens, nicméné mechanismus rezistence
se objasnit nepodaftilo. Z tohoto divodu se skrze SNP50 Cipy pro ovce hledaly geny, jez
by mohly byt za rezistenci k onemocnéni zodpovédné (Heaton et al., 2012). U ovci tak
bylo identifikovano né€kolik gend, jeZ by bylo mozné povaZovat za kandidaty odolnosti
proti onemocnéni MV. K odolnosti zde vykazovaly nejsilnéj§i vztah polymorfismy
v genu TMEM154 (konkrétné polymorfismus E35K) (Soch et al., 2018).

U ancestralniho haplotypu je na 35. pozici kodovaného proteinu TMEM 154 glutamin
ana 70. pozici asparagin. Koduje-li alela TMEM154 lysin v poloze 35, pak je tento
genotyp U ovci zodpovédny za zvySenou rezistenci k MV. V genu TMEM154 nachazi
celkem 11 haplotypu. Nejbéznéji se u ovcei vyskytuji haplotypy oznacované 1, 2 a 3, jez
koduji polypeptidy v pozici 35. Haplotyp 3 je také s vysokou pravdépodobnosti nejspise
ptuvodni verzi genu TMEM154, jelikoZ ovce s nim jsou k MV nejvice nachylné. Pravé
tento ptivodni (ancestralni) haplotyp je spojovan se zvysenou citlivosti k MVV (Heaton
et al., 2012, Heaton et al., 2013).
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Vyskytuje se ale také zmutovany haplotyp charakteristicky zkracenim polypeptidu
kédovaného TMEM154, ¢imz u ného dochazi k ¢astecné nebo k Gplné ztraté funkce
transmembranového proteinu (ztrata u haplotypu 4 a 6). Vliv na odolnost ovci vici MV
V tomto piipadé nebyl fadn¢ prozkouman z diivodu nedostatku ovci s timto haplotypem.
| tak existence téchto dvou polymorfismli naznacuje tomu, Ze neplnohodnotna funkce
genu TMEM154 miize mit v ramci ochrany proti MV vyhodu (Heaton et al., 2012, Heaton
etal., 2013).

U koz tato problematika neni blize prozkouména. Avsak vyspélost soucasné védy
poukazuje na Casné probadani této problematiky i u koz. Nadgji na identifikaci a
naslednou analyzu kandidéatnich genii pro odolnost u koz davéa zejména nové vyvinuty

52k SNP mikrogip (Soch et al., 2018).
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5 Komentare k publikacim

Lentiviry malych ptezvykavct (SRLV) zpiisobujici onemocnéni maedi-visnu ovci (MV)
a artritidu a encefalitidu koz (CAE), jsou rozsifeny po celém svété. Tyto choroby jsou
nelécitelné a neexistuji proti nim U¢inné vakciny. Vzhledem k soucasné nakazové situaci
jsou onemocnéni MV a CAE vyznamnym problémem. Zplsobuji ekonomické ztraty
a vytvari bariéru pii obchodovani s plemennym materiadlem (nejen v EU) ¢i pfi poradani
chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR zafazené v kontrole uZitkovosti (KU)
musi byt MV a CAE prosté, vyjimku ma pouze Sumavka.

Soucasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvifat a nafizené
vakcinace na rok 2022, sleduje ¢etnost nalezl pozitivnich zvitat v jednotlivych chovech
v KU, nejsou vSak stanovena opatfeni pro eradikaci ndkazy. DalSim problémem
znesnadnujicim chovateliim ozdraventi je fakt, ze do monitoringu je zahrnuto pouze 25 %
zvitat u hospodafstvi s vice nez 50 zvifaty. Zbyl4 zvifata by chovatel musel nechat
testovat na vlastni naklady, ¢imz by mu vznikaly dalsi vydaje. Situaci téZ nenahrava
prabéh onemocnéni, kdy detekovatelné mnozstvi protilatek se mize u zvitete objevit az
mésice po nakaze.

Sami chovatelé primarné projevuji zédjem o vyvoj markerii geneticky podminéné
rezistence. Stejné jako u eradikace klusavky (scrapie) na zaklad¢ selekce rezistentnich
genotypl se 1 v piipadé maedi-visny nabizi moznost zavedeni eradika¢niho programu
spojujiciho Casnou a piesnou diagnostiku spolecné s asistovanou selekei podminénou
markery genetické rezistence.

Jako reakce na tuto problematiku vznikl vyzkumny projekt, jehoz cilem je vyvinuti
programu zdravotni kontroly SRLV s vyuZzitim novych metod ¢asné detekce onemocnéni
MV a CAE a genetické selekce na zakladé markerti geneticky podminéné rezistence
k infekci. V ramci projektu byly do monitoringu zatazeny chovy v KU a vybrané chovy
mimo KU, chovy s nezndmou nékazovou situaci nebo historii vyskytu onemocnéni a
stdda Sumavské ovce.

Soudobé poznatky ukazuji, Ze pouzivané diagnostické metody nejsou vzdy zcela
spolehlivé vzhledem ke slozité patogenezi onemocnéni. Nejspolehlivéjsi je kombinace
imunologickych a molekularné biologickych metod, pfi¢emz s ptihlédnutim ke kmenové
variabilité je tfeba metody molekularné biologické diagnostiky nadéale zdokonalovat.

Virologickou a sérologickou diagnostiku v ramci projektu provadél SVU Jihlava.
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Diky pfedchozim vyzkumlim zalozenym piedev§im na genomové analyze s pouZzitim
50k SNP ¢ipi pro ovee bylo identifikovano nékolik kandidatnich genti pro odolnost proti
onemocnéni MV. Nejsilngjsi vztah k odolnosti vykazuji polymorfizmy v genu
TMEM154, konkrétné pak polymorfizmus E35K. U koz neni tato problematika blize
probadana, nicméné nové vyvinuty 52k SNP mikrocip dava nadéji k identifikaci a
nasledné analyze kandidatnich gent pro odolnost i u koz.

Jednim z cili projektu bylo na zakladé diagnostického nalezu provést identifikace
genetickych variant ovliviyjicich geneticky podminénou vnimavost/odolnost ovci
k onemocnéni MV a analyza moznych kandidatnich markertd u koz.

Vzorky krve byly primarné vysetieny pomoci ELISA testu za ucelem prikazu
specifickych protilatek. Suspektni vzorky byly dale konfirmovany alternativnimi
imunologickymi metodami — imunodifuznim testem, popf. imunoblotem. Sérologicky
pozitivni vzorky a vybrané negativni vzorky byly dale testovany na pfitomnost provirové
DNA metodou real-time PCR (qPCR) s cilem vyloucit faleSnou pozitivitu.

Celkem bylo v ramci projektu sérologicky vySetifeno 2801 vzorkl ovei a 609 vzorkt
koz. Z celkového poctu ovci bylo 496 vzorki pozitivnich na MVV, tedy 17,71 %
prevalence onemocnéni. U koz byl vyskyt pozitivnich na CAEV 89 s 13,79 % prevalenci.

Pro diagnostické ucely byla odebirana periferni krev zvifat (vékova kategorie:
miniméalné 4 mésice po odstavu) dle metodiky SVU Jihlava. Krev byla odebirdna do
plastovych zkumavek s objemem 10 ml, jako antikoagulant byla pouzita KsEDTA. Ihned
po odbéru byla krev ve zkumavce dikladné promichana s antikoagulantem a dale
uchovana pii +4 °C. Pro potieby sérologické analyzy a prikazu provirové DNA byly
vzorky krve dale zpracovavany. Separovana plazma byla pouZita pro sérologické
vySetieni, ,,buffy coat” pro prikaz provirové DNA.

Identifikace genotypit TMEM154 byla provedena u stad s vyskytem sérologicky
pozitivnich 1 negativnich zvifat zjisténych dle ELISA testu. Pro stanoveni genotypi
TMEM154 u ovci a koz byla pouzita plnad krev. Izolace DNA probéhla predevsim
s vyuzitim Chelexu 100. Jedna se o levnou, rychlou a nenaro¢nou metodu izolace
S uspokojivym vytézkem a S vysSim stupném znecisténi vysledného produktu. Pro
analyzu PCR a amplifikace potfebné sekvence byly navrzeny specifické primery
S vyuZitim programu Primer3 a zvolen teplotni profil nejvic vyhovujici pro amplifikaci

s danymi primery dle vysledka gradientové PCR (obrazek 10).
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Obrazek 10 Gradientova PCR (Farkova, 2017)
Na zakladé intenzity signalu zvolena nasedaci teplota Ta= 58,5 °C. M-
velikostni marker, 0 — kontrolni vzorek s H20 misto DNA, B — blank (pouze voda).
(Farkova, 2017)

Po potvrzeni amplifikace produktu gelovou elektroforézou byly vzorky precistény
a zaslany do externi laboratote pro Gcely sekvenacni analyzy. Ziskané sekvence cilového
useku TMEM154 byly analyzovany pomoci programu MEGA 10 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 10; Pennsylvania USA) a  statisticky

vyhodnoceny. Genotyp TMEM154 byl analyzovan u 645 vzorkt ovci a 60 vzorki koz.

Bylo osekvenovano 645 vzorki krve ovcei s témito vysledky:

Tabulka 1 Podil jednotlivych genotypt

G E35 104
A K35 254
R E35K 287

Zdroj: Vlastni zpracovani v programu Excel (Microsoft, 2020)
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Graf 1 Podil pozitivnich v jednotlivych genotypech
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Zdroj: Vlastni zpracovani v programu R (RStudio, 2020)

Statisticka analyza byla provedena v poéitacovém programu R (RStudio, Boston,
USA).

Podil pozitivnich Vv jednotlivych genotypech ovci byl u genotypu A 42,5 %, u genotypu
G 52,9 % a u genotypu R ¢inil podil pozitivnich 56,1 % a z grafu je patrny vétsi podil
rizikovych genotypt G a R u séropozitivnich zvitat.

Zatimco u ovci byly prokazany vSechny 3 genotypy, U koz byl také amplifikovan
a osekvenovan stejny tsek genu TMEM154 (vysoce homologni S ovéi DNA), nicméné
u vSech analyzovanych vzork koz byl identifikovan pouze jeden genotyp (E35) jak
u sérologicky pozitivnich, tak u sérologicky negativnich zvifat. Takze u koz se
nepfedpokladd polymorfismus a nalezeni markeru rezistence v této sekvenci genu
TMEM154.

Pii genetické charakteristice lentivir malych piezvykavci v Ceské republice byly
detekovany 2 kmeny A a B. Kmen A byl nalezen u ovci i koz, s nejvétsi pravdépodobnosti
ho lze priradit k subtypu A2 (vyskyt v Kanad¢, Finsku, Turecku a USA) nebo k subtypu
A3 (vyskyt ve Spanélsku, Svycarsku a Turecku). Kmen B byl nalezen pouze u jednoho
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stada a byl s jistotou identifikovan jako subtyp B2. Tento subtyp se vyskytuje ve Francii,
Italii, Polsku, Spanélsku a Svycarsku. S velkou pravdépodobnosti se kmen B dostal do
Ceské republiky nakupem chovnych jedinct ze zahraniéi.

Geneticka analyza polymorfismu v kandidatnim genu TMEM 154 potvrdila vyskyt
vSech 3 genotypt. Nepotvrdila se ale 100% vazba ptislusného polymorfismu na odolnost
¢1 vyS$$i nachylnost k onemocnéni pravdépodobné z divodu mutaci SRLV a ptekonani
dtive publikované vazby polymorfismu K35 k rezistenci k lentivirovym onemocnénim.
Nicméné v ramci této skupiny genotypti je patrny trend vyssi odolnosti k onemocnéni.
Nejvyssi podil séropozitvnich zvifat byl zjistén u zvitat v polymorfismu obsahujicim
vnimavou alelu projevujici se inkorporaci glutaminu do struktur transmembranového
proteinu, tedy heterozygotli s genotypem E35K Zjistené frekvence vyskytu
polymorfismu odpovidaji dfive publikovanym zjiSténim. Srovnani podilu genotypii neni
zcela relevantni, protoze zvifata vnimavého genotypu nemusi byt vzdy infikovana.

Kromé¢ geneticky podminéné rezistence se v patogenezi infekce SRLV uplatnuje fada
dalsich faktord, a to pfedevSim genotyp a moznd mutace viru, staii zvifat, plemeno,
podminky chovu a dal$i vlivy prostiedi.

U koz se sekvence genu s ocekavanym vyskytem polymorfismu téZz podafila
amplifikovat. Ale u vSech analyzovanych vzorkid byl potvrzen vyskyt pouze jednoho
genotypu (E35), takze se predpokladd, ze zde nedochazi k mutacim a vzniku

polymorfismu, ktery by mohl mit souvislost s vyssi odolnosti vii¢i lentivirovym infekcim.
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Absztract

The zim of thiz study was to determine the prevalence of small ruminant lentivirns (SELW)
infections on sheep and goat farms which are exempt fiom state monitoring and camy molecular
characterization of strains circulating amongst these farms without SFLV eradication. A total
munber of 3,410 bleod samples of sheep and zoats from 21 herds were collected for the purpose
of the project. The detected zarclogical prevalence of maedi vizna in sheep was 19 9% (336 2801)
and the seroprevalence of caprine arthritis and encephalitiz in goats was 14.1% (B&6007). All
positive animals were tested by the nested polvmerase chaim reaction (nPCE) methed for the
pressnce of provims in the buffy-coats fom EDTA-blood samples. Phylogenstic analysiz of
D3 SFLV sirainz identified the senotype in 77 zsquences, where §0 of them were genotyps
A and 17 belonged to zenotype B. Wheareas all of the genotype B zequences were classifiad
in subtype B, the genotype A group of isolates showed higher variability and were related
to subzenotypes A and A3. Thiz smdy represents the first report of zenetic characterization
of BRLV strains circulating in the territory of the Czech Fepublic.

Migedi visng, caprine artiritis, aested PCR, ELT5A

Small ruminant lentiviruses (SELVs) are widespread in most regions of the world
and infections are associated with economic losses in small-ruminant production. The
members of this SRIV group in the Refroviridas family, maedi-visna vims (MVV) and
caprine m1.hr1t1.3~&npephalms virus (CAEV), infect Ellf.‘E'p and goats (L'Homme et al
2011). Small mminant leativinses cavse persistent infiections which can induce systemic
dizeazes affecting joints, mammary glands and respiratory and central nervous systems
after long incubation periods (Ikara'..an et al. 1983). Lentiviruzes have in conumon
their typical genomic organization, the induction of slowly progressive diseases. a large
spectrum of ta.tEeted organs and symptoms, and the ability to persist within their hosts
despite a strong mmmolcsical response. Ingestion of infected colostrum and milk is the
major transmission mode of SRLV within flocks (Blacklaws et al. 2004) but, at least in
sheep, horizontal transmission may also play a prominent role (Narayan and Clements
1939). Conumon clinical signs caused by SELV infections include neurclogical disorders,
dyspnoea, emaciation, mastitis, and arthritis (Alvarez et al. 2006).

The genomic organisation of SRLVs is typical of lentiviruses: the proviral genome
consists of two identical positive-sense single-stranded ribonucleic acid (RINA) subunits
(8.4-902 kb) (Gifford 2012). The SEIV genome contains the stuctoral genes gag, pol
and emv, in addition to the regulatory genes rev, vif, and i The gag and pol genes are
relatively well conserved among SRV, which malkes them ideal targets for Polymerase
Chain Reaction (PCR) primer design (Pepin et al. 1908; Grego et al. 2007). The MVV
prototypical strains such as strain K1514, EV-1, and SA-OMVV from sheep and the CAEV
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strain Cork-CAFEV isolated from goat (L'Homme et al. 2011) were originally viewed as
distinet viral species restricted to respective host animal species. As more SRLV sequences
had become available for phylogenetic analyzes, it became evident that SRIVz can eross
the species barrier and can be transmitted from sheep to goats uader favourable conditions
(Shah et al. 2004b; Pizoni et al. 2005).

The classification of viral genotypes into groups and subtypes proposed in the last
decade by Shah etal {2004a) involving two long segments of the SRLV genome (gag-pol
segment 1.8 kb; and pol sezment 1.2 kh) is widely accepted at present. Accordingly, SRLV
are classified into five genotype groups (A-E) which can vary between 25% and 37% in
their mucleotide sequences. However, genotypes A, B and E may further be distributed
mnto different subtypes, varying between 15% and 27% of their sequence. Group A has so
far 15 recognised subtypes (Al-Al3); group B has three subtypes (B1-B3); and group
E has only two subtypes (E1 and E2). Genotype D has only been described in Swiss
and Spanizh sheep, and only regarding pol sequences. Rather, phylogenetic analysis on
additional (gag) sequences of the same (group D) isolates, classlf_n theze sequences with
genotype A, suggesting that genotype D is in fact genotype A, exhibiting divergence in
the pu:ul gene (Ramirez et al. 2013). The ocumrence of genotype E 1= described in local

ions in the northwestern region of Italy and the island of Sardinda (Grego
‘CHZL Reina 2010). The high genetic variability amongst SRLV and the corresponding
phylogenstic relationships amongst sequences has been described in aumerous studies in
different countries (Ramirez et al. 2013). Although SRLV infection in small muminants
iz widespread on all continents, little information iz available on the genetic variants
circulating in different geographic regions. Besides SEIV complete genomes available in
the GenBank, partial sequences have been published in Brazil, Canada, Finland, France,
Greece, Ireland, Japan Wetherlands Poland, Russia Slovenia, South Korea, Turkey
(reviewed by Ramirez et al. 2013), Switzerland (Shah et al. 2004a), Ttaly (Grego et al.
2002), and Norway (Gjerset etal 2007).

In the Czech Republic MVV/CAEV was firstly described in the early 1990s based on
the serclogical diagnosis by detection of specific antibodies using commercial agar gel
immunodiffusion test {-’LG]D} First virus isolation and partial gencme characterisation of
the Czech ovine lentivirus isolate OPM was published by Celer et al in 1997, Further six
Czech ovine lentivims isolates were characterised from snPCR products of a.mp]:ﬁcanon
of partial gag gene sequences (Celer et al. 2000), which confirmed the ovine lentivirus
senotype i the Czech Republic iz closely related to the prototype Maedi-Visna strains
K1514 (Teeland), EV1 (Scotland) and SA-OMVV (South Afriea), recently srouped to the
Al subgroup. Nevertheless, clear phylogenetic differences can be found between the six
virnses analysed and the first OPM 1solate.

We tested a large number of sheep and goats throughout the Czech Republic within
the framework of our research project aimed to control the lentiviral infections in small
ruminants with the use of early detection methods of SELV=. All samples were tested
for the presence of SELV zerum antibodie: uzing different ELISA tests (Enzyme-Linlked
ImmunoSorbent Assay). Selected samples from SELV positive farms were further tested
by PCE. to amplify proviral sequences of sufficient length sustable for the genetic typing of
SRIV: circulating in the country. The final goal of the project is also the genetic selection
on the basis of markers of genetic resistance to infection (TMEM134 zene).

Materials and Aethods
Animals and blood sampling
Amimals at least 4 months after weaning, originsting from 21 fams from 7 different regions of the Czech

Republic (Farovy Vary, Libarac, Olomouc, Pardubice, Pilsen South Echemian and South hJloravizn Fesion) were
used for the smdy. Atotal of 3, 4]IZI blood ampl& oct';heep and goats were collected for the purpose of the project,
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of which 2,501 were ovine samples from 18 herds and #0490 caprine zamples from 7 herds. Twe farms were mixed
flock with shesp and goats. Whole blood from sheep and zoats at 2 velume of 5 ml was drawn by venipuncre
and collectad into tabes with ethylenediaminetetrascetic acid (K EDTA).

ELISA tasts

All zamples were tested for SFLV amtibodies by commercially availsble ELISA test (IDEZS MWV VICAEV
pl8 Ab Screening Tast) and the findings were confinmed by additional ELISA azzays IDEX MVV/CAEV pIi
Ab Verification Test (IDEXD USA), IDEXN CAEV/AIVV Total Ak Test (IDEXT, USA), Elitest MV V/CAEV
(HYPHEN Biohled, Francs), ID Screen® BMVV/CAEV Indirect (IDwet, France) and one agar gel immunodiffosion
test AGID MAFEDITEC (APHA Scientific, UK). Eradikit SFLV ELISA test (N3 DMagnostics, Italy) baszed on
a mix of gaz and env peptides belonzing to the penotvpes A and E was used for zerological genotyping.

Buffy-coat preparation and white blood cell izsolation

White blood cells (WBC) were izolated from KIEDTA whole blood by centrifization at 400 = g for 20 min at
room temperature (FT). After careful remonal of plazma for serological testing, buffy coat laver was transferred
by pipetting to clean 1.5 ml tubes. Second centrifusation at 400 = g for 20 min was used for the residual plazma
removal Final cleaning of buffy coat was performed using the byzis solution (WH,CL MaHCOQ_, EDTA, final pH
T7.3). samples were centrifioged at 1,000 = g for 5 min at BT and the sopernatant was discarded. The obtamed pelet
was stored at-80 °C.

Deoxyribonucleic acid extraction

Deoxmyribonncleic acid (DXA) from WEC was extracted uzing a hlagNA Pure LC Total MA Izolation kot
on MasMA Pure robotic system (Foche). Prelvziz step was perfonmed using Iysis solution (GuSCH, Tris-HCI
(pH 4.4), EDTA (pH 8.0), Triton 3-100) in the wvolume of 300 pl and (50 mg/pl) in the volume of 3 plin
a thermomimer (55 *C for 80 min). The Proteinase K enmyme was subsequently deactivated at 84 °C for 20 min

Polymeraze chain reaction

Two-pair primers (Table 1) comesponding to the most highly conserved sequences in the gag zene from the
targeted SRLV zenomes ware nsed for nested PCE. (Grego etal 2007). The primers GAG F1 and POL F1 were
used for the first PCE. step, where the conzequent lensth of the amplification product was 0.8 kb. The second
set of primers GAG F2 and POL B2 was used for nested PCR. step carried out in 4 25 pl reaction vohme. The
extracted DA was amplified in a reaction mixture of the total volume of 25 pl wath the following composition:
primers (0.3 ubl for each), Deoxynucleotde (dNTPs) Sohution Blix (0.12 mi), 1 = PCE buffer complete with
MIeCl {0.12 mAI), Fast Start Tag Polymerasze (1 Unit). The temperatore profile started with an inrtial densiuration
stap {035 =C for 10 min), followed by 35 cycles with densturing (25 °C for 1 min), annealing (55 =C for 30 =) and
elongation (72 °C for 1 min). Mested PCE. was carried out under similar conditions as the first PCE, where 2 ul
of the first PCE. product were transferred mmto the reaction mix. The temperature profile was the same as in the first
PCE, except for the annealing step (80 °C for 30 =).

Table 1. Specific primers for the zaz gene resion desizned according to Grego =t al (2007).

Langth af nBCE.
Primer Saguence 3°- 37 Length of PCE. product = um
GAGF1 TEETGARECTAGMTAGAGACATGS 13kb
BOLERIL CATAGGRGGHGCGGACGGCASCA
GAGF2 CAAACWGTRGCAATGCAGCATGE 0.3 kb
BOLR2 GUGGACGECASCACACG

PCE: polymerase chain reaction; nPCR: nested polymeraze chain reaction; kb: klobvie

Sequencing

The specificity of the resulting PFCEF. products can be verified using the sequence analvziz and by comparing the
obtained zaquences with referential sequences svailable in the GenBank at the Wational Center for Biotechnology
Information (MCET). Polyvmeraze chain reaction products with specific length were cut out fiom agaroze gel
and purified on columns (High Pure PCE. Product Purification Kit [Foche, Germany] and Expin combo GP
[GeneAll Biotechnolozy, Florea]). Purified DIMNA was sequenced by Sanger method with reamplification primers
uzing dve terminator chemisiory, The cutput sequence data were proceszed in the BioEdit software (Tom Hall
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Ibis Bicsciences, Carlsbad, CA, USA) and modified ssquences were compared with sequences i the NCEI
databaze via the BLAST (Basic Local Alisnment Search Tool) alzorithm. Based on this comparizon, suppossd
incorporation was estimated of detected proviral sequences to the SELY genotvpe groups and their subtypes.

Phvlogenetic analvsis

Obained micleotide sequences were anahvzed adjnsted and preliminanily compared by Bio Edit sofiwmare (Hall
12007 Multpls alisnment of analvzed saquences together with refersmce SELY saquences was accomplished wath
Chistal Win MEGA 7 (Kumar et al 2016). Phvlogenetic and maleolar evolitionary anabyses were performed using
the Meishbowr JTeininz method and the Taomra-IJei model with gamma substiinton in MEGA 7 (el and Kuwmar
2000} and all zaps and miz=ing data were ignored. The statiztical confidence of the topologies was asseszed uang 1000
honisirap replicates.

Table 2. Fesults of serolosical testing, PCF. and genetic tvping on Czech famms.

- ’ - . S ELIEA - Genofype

Farm Semple code  Species Nr of snimsls = o PR positive i s EEL
4 Po shesp 43 211 31 i) ATAS HDet
N Pk Zoat 431 35E 41 18 ATAS A
B Br ihesp 130 126 4 1 ATAS A
c Sk sheep 230 11 0 14 ALAS AB
D M ihesp 200 103 a7 0 ATAS A
E Ab ihesp 300 21 10 11z BI ATAS B
F 5l thesp 113 4 kY 3 ATAS NDst
G Za thas g 43 14 14 ATA3S A
G Tk Zoat 174 120 134 a2 ATAS A
taotzl 2000 1346 631 410

ELI3A: Enryme-Linked ImmunoSorbent Azzay; PCE- polvmerase chain reaction

Eesults

A total number of 3 410 blood samples of sheep and goats from 21 herds were tested for
presence of specific antibodies against MVV/CAE. Specific SRLV antibodies were detected
in 642 animals on 7 farms out of 21 (33%). The detected serological prevalence of MWW
in sheep was 19.9% (356/2801) and the prevalence of CAE in goats was 14.1% (86/609).
The proviral DNA was detected by PCE. in 410 zamples (63%) out of 631 seropositive
animals. A total of 287 suitable reamplification products were sequenced amongst the 410
PCE. positive animals from 7 farms (Table 2). The length of the analysed sequences for the
phylogenetic tree was adjusted to about 750 bp (1002-1732 according to the location of
the complete genome sequence of the reference strain M60600_1-Icelandic strain K1514).

Small numinant lentivins sequences were compared to reference strains from genotype
groups A, B, C and E. Due to the high number of positive samples within infected farms,

a total of 77 samples representative . l:-f each flock were randomly selected for further
phnloEeneﬁc analysis. Amongst the 77 gag gene zequences, genotype A was identified
in 60 of them_ and 17 belcnged to Eetl-::trpe B. A total of 40 representative sequences
(58 for each farm) are presented in the phylogenetic tree (35 of them belonsing to genotype
A and 5 of them to genotype B) (Fig. 1). Whereas all the genotype B sequences clustered
clearly in subtype B2, the genotype A group of isolates showed higher vanability and were
related to subgenotypes A2 and A3 Detailed comparison of partial meclectide sequences
from Farm E with reference strains Al, A2 and A3 (Fig. 2) revealed circulation of more
than one subtype (A2/AS and B2) in this flock:.

Nucleotide diversity within each group was compared in group A (mean muclectide
diversity, 15.3 %4 range, 0.1-22.5%) and group B (mean 2 -1“-:.. range, 0.2-9.0%). Intra-
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Fiz. 1. Phviogenetic relationship of zoat and sheep
lemtivimsz micleotids sequences of izolates from Czech
flocks by the Neighbour jeining method.
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farm heterogenity n group A: fapm A
(mean, 6 0% range, 1.0-12.4%), farmB
(mean, 11.4%; range, 3.4-135.5%), farm
C (mean, 14.7%; range, 2.4-21.0%),
farm D (mean_ 4.3 39%; o, range, 0.1-10.7%),
farm E (mean 5.6%: - range 0.4-8.4%),
farm F (mean  24%; range,
0.1-3.2%), farm G (mean, 9.4%; range_
03-132%) and group B: farm E
(mean, 2.4%; range, 0.2-9.0%).

Results of seml-::Eical examination of
90 zemum samples h}-‘ subunit ET ISA on
genctype A and B derived matrix protein
{Eradilkit SRIV ELISA test) confinmed
the presence of genotypes detected
by molecular genotyping on 6 out of
7 farms, while on ome of them
(farm C) a suspected additional presence
of genotype B besides genotype
A was revealed by sequence analysis
Otherwize, onfarmE showing circulation
of genctypes A and B, solely genotype
B was presented in all significant results
(33/35). Even particular samples tested
positive for genotype A by PCR reacted
in this ELISA obviously with a B subunit
antigen.

Discussion

A “gold standard’ for the detection
of SELV infection has not exizted up
until now. Tools recommended for early
detection consist of laboratory methods
for detection of the humoral imnmne
responize  (serology) and methods
detecting the (pro-jviral mucleid acid.
The proviral DNA was detected by
PCR in 410 samples (65%) out of
631 szeropositive animals This result
cofresponds to past studies (Celer et al.
1997: Shah et al. 2004a; De Andrés
et al 2003) where the sensstrvity of
various PCE. approache: gelated to
different ELISA testz vary from 60 to
05%. Polymerase chain reaction tests
tend to be less sensitive than many
ELISA tests regarding the identification
of infected individuals by laboratory
testing (De Andréz ef al 2005).
Polymerase chain reaction appears to



G 121% 1235 1!35 1M5 AEEF 1265 127 1ias 1235
EEEAIRR- A1 TOIGGEACS BIATE TCCTAADGOT GEATCAASTT ATEGSAGTAG GATAARCARS TOASCAGGCA GICCAGRITE ATATGGATCA AGTARGGCAG
EYIEATET- AR GUICGEEC0- «oo = BEGTE TCCTTACAGT GEATCARATE ATGGGAGTAL GACAMRCARAE TUATCRGGIS TCACASGITE ATATGGATCS AGCARGGLAA
2513 Men-A GUIAGHGCC BAATE TCCTTACAGT GEATCAARTT ATGGGAGTALG GACAARCARS TOACCAGGUA TCALAAGICE ATATGGATCA GGIARMMGLAL
AVESAITH- AR GOIAGEEO0 - « oo o BAATE TOCTTACAGT GEATCARATE ATGGGAATAG GATAASCARA TOAGCRAGOE GIGLASGICE ATATAGATCS AGTARGATAA

EUHIH1H- Bl ALCALL TULA, GUAGLAGCLAG LAL TARLALT Gl ILARRTT ATGULGLTAL GALARRLLEAS |RAGLALUS, ol Al ASll |8 Rl A lGDATLE (i ARGALAS
2434 AEN-B2 ACCADDTOLG GUAGLRCGRG CALTAMICLT COATCAARTT ATGLLALCTAL GALAARCARA TOAMGLAGLT GOTLAALCTA ALATGOATCA ALCAMGALAA
AYASATIR- B2 ADCADCTOOG GUAOOROGAS CATTAARIALT GIATCARATT ATOGLAGTAL GACAASCARA TORGEAGET GUACASRLCTE AIATOOATCR ALDARIGIAS

P APPSR RPPRY [RURPY PRPURRY [PRPY FRPYROR PR PRPURON (RPRPOROR) RPN PR IURPY (OO (R EPPROY PPN PR PN
b 111% 112% 1335 135 %5 1% 117% 1% 1%
FUEINIZ5-A1 ATATGITTEC AATOGHTAAT FACRICATTA AEATCALTAA GUEATATHIC GCATABALTA GOASADCCTA TOCTAGTOAR GUALAALRAT ANTGARATT
HYVSATAT-AZ GTATGOTTED AATCGOTAAT ATCACCATTA ACATCALTAA GRCATATLIC ACATADACCA COAMACCCTA TCECTAGTAAR GLALAAABAT ALTGASALTT
2513 BEN-A TTATGETTOD BATGGLTAAT RACRGCATTA AGATCALTAR GLEATATGIC ACATAGACCA GGLAATCCTA TOCTGLTAAR GLAARAGRAT ALTGABALIT
AYASAITA- AN ATATGOTTED AATSGETAAT AMADGCATTA AGATCAGTGE GRIATATETC ACACARACTA GGLRAATICTA TETTAGTGAR GEAAMMASAT ALGTGASALTT
FURIR1IA-01 ATATRICTIC AATGGRTAAT ATCAGCATTA MSGRICGTAN GATATATEGE CCATARGOCA GGLRAATCCAM TG TAGTAMR il AAAART R ANTGRGOCCAT
3434 AEn-A3 ACCTGETTED MATGGGTAAT ATCAGCATTA AGAGCTGUAN GRIATATGRGE TCATASACCA GGLAATCCAR TGCTAGTAAR ACAALAMRGT RATGAGCCAT
AYASATIA-A? ATCTROTTED AATSGRETAAT ATCAGCATTA MGARCTOTAR GROATATEGE TCATASACTA GRAMATICAN TETTAGTALR GEAALAARGT ANTGRGGIAT

veelereal mraelomnal wrvaloerel sovalonme] voreloran] seaelarael wreelomeal sovalvene] conelerae] voeslernel
= 1415 1425 1435 Laas 1455 1465 1475 1485 Le35

EUBIE1I3- AL ATGAAGATIT CATAGCTAGA CTATIASAAS CANTIGATGE ABRADCTEIT ACTGASICTA TAASARCATA TCTANAGGTS ACTCTGTINT ACACARATGD
EYFSATET-A2 ATGAAGATIT CATCGCAMGA CTACTAGAGS COATAGATGE TAAGICGETA ACAGACCCTA TAAMAACATA CTTGAARGTE ACTCTGTIAT ATACARATGE
1517 Abn-A  ATGAAGACTT CATAGCAAGN, CTGTTAGAMG CCATAGATGE TGAACCAGTT ACAGATOCAA TAABAACATA TTTGUARGTA ACTCTGTICT ACACARATEE
AYHSA1TG-A3 ATGAAGATIT TATAGCCAGE TTATIAGAAS CTATAGATGL CRAGDCAGTT ACMGALICTA TAASARCATA TITGAANGTA ACTCTGTIAT ATACARATGE
EIIR1ME B ATCARCARTT Folaniassa, TIooracasds CaaTAGRNGE afaii el aldraciida TARAnAATE TOTAMOTE SATIATITT araraaaiol
2434 MEN-BE ATGAAGACTT TGCAGCAAGA (TGLTAGAAG CAATAGATGL AGRACCAGTT ACMCASICTA TAAAGEAATA TITAMAATTA ACTCTGTIAT ATACARATGE
AYARAFIE B2 ATGAGEATIT ToCAGassd CTO0Tasaued CoaTAGNTGL Alaaldns e ACGOaSCCia TAAARAATA TOTALARETE AATTATITT ATACANTED

Fiz 2. Comparizon of two field sirains from farm E with the reference siram (sobtype A1, A2 A3 B1, B2).

be able to detect an infected animal prior to seroconverzion, but due to low viral load
in the post seroconversion phase of infection, PCR. tests are generally less sensitive than
ELISA techniques. It iz suggested that the combination of serclogy and PCE together
with relatively short sampling intervals is optimal for detecting SRLV infected animals
especially in eradication programmes where the early detection of infection is needed
(De Andrés etal 2003).

It the Czech Republic, an eradication program has never been officially established but
breeding flocks under official control of production efficiency were systematically tested
for presence of MVVICAEV antibodies since late 1990s. This attempt has reduced the
prevalence of SELV: in these flocks under 1%. However, there iz no exact defined number
of other flocks out of this program, where the detected serological prevalence of MVV
in sheep was 10.9% (556/2801), and of CAE m goats 14. 1% (86/609). Eventually, cn

7 farms out of 21 (33%) the SELV infection was detected. Prevalence within individual
herds ranged between 4.5 and 56.2% (Bartak etal 2017).

This smdv represents the first report of genetic characterisation of SRV strains cirenlating
within the territory of the Czech Repubhc Previous study reporting about the phy logemm:
analysis of the MVV strains in the Czech Republic (Celer et al. 2000) comparing partial
gag gene sequences considered the selevance to prototype MWV izolates K1514, EV1
and SA-OMVV without further recently used identification of the genotype. Our results
identified the zenctypes in 77 sequences, of which 60 were genotype A present in both
animal species, and 17 belonged to genctype B occurring in one sheep flock. Cvine and
goat sequences, which belong to genotype A could not be assigned fo existing subtypes,
however, they were found to be related to subtype A2 or A3 Further analyses have to be
performed on larger zegments of gag-pol and env or rev gene to classify the relevance to
existing s.ubn"pes The lensth of gag gene part analyzed in our study was defined by the
size of the reamplification product for the reason of the detection of sensitivity. Published
data on the distribution of SRLV genotypes and subtypes in goats and sheep from different
countries (Ramirez et al. 2012) state the presence of subtype A2 in Canada, Finland,
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Turkey, and USA, meamvhile subtype A3 wasdeclared in Spain, Switzerland, and Turkey.
In contrast, the genotype B strains limited only to one flock were clearly identified as
subtype B2 occusring in France, Italy, Poland, Spain and Switzerland.

Maedi-vizna virus pmtﬁn"pes crngma]h isolated from sheep are now referred to as group
A further divided into several su't:rwpes izolated from sheep, goats or both species (Shah et
al. 2004a.b). Caprine arthritis-encephalitis virus prototypes originally isolated from goats
are referred to as group B, divided into subtypes as well isolated from both species {P:snm
et al. 2005; Shah et al. 2004a). It is clearly confirmed by numerous other studies from
several countries that CAEV and VMV often cross the species barrier infecting the new
host, persisting in it and spreading across the new host population (Valas et Cal. 1996;
Leroux et al. 1997; Germain et al. 2006). Qur study revealed the parallel occurrence of
genotype A in a mixed flock on farm A and “CAEV-like™ genotype B in sheep on farm E.
Thus, even if some genotypes might have been originally assigned to a single host species,
the host species spectrum may be wider in nature.

Small mminant lentivirns dizplays a high genetic and antigenic heterogeneity and
includes diverse genotypes and subgenotypes that display great genetic variability. The
molecular epidemiology of SELV iz constantly ch.anuE dus to ammal movements,
cross-species transmission and due to their rapid E‘mhmc-nan rate. Mutations are very
frequent in lentiviruses and also the recombination can occur between different SRLV,
creating new variants Heterogeneous SETV genotypes may affect the diagnostic sensitivity
and spem.ﬁs:m The dmelnpmem of assays tailored by region I:I:IJE]:II help resolve the
problem of high mutation rates of SRLV, Sequencing of lentivirus isolates from the area
of interest iz a prerequisite for this approach The phylogenetic analysis and mucleotide
diversity comparizon proved the variability of analysed viral strain across different Czech
flocks, except for farm C which had sequences clustered together with two other farms
(Fan:u:kand D). On farm E. where mixed infaction genotypes A and B were detected in
sheep, there is the possibility of introduction of some of them by the purchase of animals
from another country.

Comparing the serological and molecular approaches to determining the SETV genctypes
in positive flocks, the results of ELISA designated for that purpose (Eradikit SEIV ELISA
test) coincided in the majority of the tested samples with the molecular characterization of
genotypes. There were some exceptions in several individual samples where the genotype
was not correlated in both methods, which can be attributed to lower ELISA specificity. If
ELISA i= used on the flock level rather than the imdividual level, it could be a surtable tool
to differentiate genotype: A and B in caze the sequencing analysis iz not available in the
laboratory.

This study describes an epidemiological simation of SELV in the Czech Eepublic. It
declares the presence of two SRLV genotypes A and B within the territory of the country
and the distribution of different subtypes in sheep and goats. The data reported in this study
suggest that Czech SRLV strains are more divergent within the A genotype and further
characterization of the A2/A3 strains should be pﬂ'ﬁarmed to classify them precisely or to
confirm a new subtype.
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Srovnani incidence lentivirovych infekci
u ovci a koz s rozdilnym genotypem genu
transmembranového proteinu TMEM154
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SOUHRN

TonkaT., CurnV., Soch M., Vej¢ik A., Vernerova K., Farkova B., Stoidl P, Bartak P, Simek B., Vaclavek P,
Plodkova H. Srovnani incidence lentivirovych infekci u ovci a koz s rozdilnym genotypem genu
tr bra ého pr inu TMEM154. Veterinaistvi 2019;69(5):377-380.

Pavodci lentivirovych infekci malych prezvykavch (SRLV), kterymi jsou virus Maedi-Visna (MVV) u ovci
a virus artritidy a encefalitidy koz (CAEV), jsou roziifené po celém svété véetné Ceské republiky.
Vnimavost k infekci je ovlivnéna genetickou kombinaci vice gent, z nichz jednim je gen kédujici trans-
membranovy protein 154 (TMEM154). Genotyp dany kombinaci alel spojeny s polymorfismem na
pozici 35 tohoto genu vyznamné koreluje s citlivosti k infekci SRLV. Selekce odolnéjsich jedinct na
zakladé genotypizace mize byt jednim z nastrojii kontrolnich programu pro eliminaci SRLV v infikova-

nych chovech a pro plo3nou prevenci.

SUMMARY

TonkaT, CurnV., Soch M., Vej¢ik A., Vernerova K., Farkova B., Stoidl P, Barték P, Simek B., Vaclavek P,
Plodkova H. Comparison of the incidence of lentivirus infections in sheep and goats with diffe-
rent genotypes of gene of transmembrane protein TMEM154. Veterinafstvi 2019;69(5):377-380.
The agents of lentivirus infections of small ruminants (SRLV), which are Maedi-Visna virus (MVV) in
sheep and caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV) in goats are distributed worldwide, including the
Czech Republic. Susceptibility to infection is influenced by the genetic combination of multiple genes,
one of which is the gene encoding transmembrane protein 154 (TMEM154). The genotype given by the
combination of alleles associated with polymorphism at position 35 of this gene has a significant cor-
relation with the sensitivity to infection with SRLV. Selection of resistant individuals based on genotyp-
ing can be one of the tools for control programs to eliminate SRLV in infected farms and for broad

prevention.

Uvod

Onemocnéni, zndma jako maedi-visna u ovci
(Maedi-visna virus, MVV) a virova artritida a ence-
falitida koz (Caprine Arthritis-Encephalitis virus;
CAEV), patfi do skupiny RNA vird z celedi
Retroviridae, rodu Lentivirus a jsou souhrnné ozna-
cované jako lentivirové infekce malych prezvykav-
c (SRLV). V soucasné dobé je onemocnéni MVV
roziitené po celém svété véetné Ceské republiky.'?

Kontrolni programy lentivirovych infekci ovci
a koz jsou zpravidla zaloZzeny na sérologickém
screeningu stdd s naslednym vyfazovanim séro-
pozitivnich zvifat a navazujicim plosném monito-
ringu. Tento systém byl v minulych letech rozsifen
0 moznost selekce na zékladé genetické rezisten-

VETERINARSTV( 6/2019

ce podle pfisluiného genotypu transmembrano-
vého proteinu (TMEM154). K tomu je nutné znat
nejenom variabilitu virovych ptivodcti onemocné-
ni, ale také genotypové rozloZeni rezistentnich
nebo vnimavych jedincl v populaci hostitelskych
zvitat.?

V predchozim ¢&lanku byly prezentovény vysled-
ky sérologické identifikace infikovanych zvifat jako
prvniho stupné programu eradikace?’ a moznosti
vyuziti metod molekuldrni biologie pro v¢asnou
detekci provirové DNA, véetné vyuziti metody
LAMP:* Na tyto postupy navazuji metody genotypi-
zace zvifat, uréeni haplotypu genu TMEM154
a identifikace marker( genetické rezistence jako
druhy stupen v systému prevence a profylaxe len-
tivirovych infekci malych pfezvykavcd.
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Geneticka rezistence k retrovirové infekci byla popsa-
na u ¢lovéka® a u ovci®’ Jako klicovy kandidatni gen pro
testovani odolnosti vaci infekci SRLV u ovci a koz byl
popséan gen TMEM154 kédujici polypeptid o velikosti
191 aminokyselin. Molekularni analyza zaloZzend na sek-
venovani genu TMEMI154 a identifikace konkrétniho
genotypu je zaloZzena na polymorfismu na 35 pozici
tohoto genu (obr. 1). U homozygotniho genotypu E35 je
na této pozici baze guanin, ktery kéduje aminokyselinu
glutamin (E). U homozygotniho genotypu K35 baze ade-
nin na této pozici odpovidd aminokyseliné lyzin (K).
Heterozygotni genotyp E35K md na pozici 35 adenin/
/guanin a asociovanou aminokyselinu lyzin/glutamin.

Za vice vnimava k infekci SRLV jsou povazovana zvifata
homozygotniho genotypu E35 a heterozygotniho geno-
typu E35K s glutaminem na pozici 35,% zatimco genotyp
K35 je charakterizovan jako signifikantné méné vnimavy
az rezistentni.*®

Geneticka analyza genu TMEM154 na zakladé sekve-
na¢ni analyzy amplifikovaného produktu a identifikace
konkrétniho genotypu umoznuje vybér jedincl s geno-
typem s vyssi odolnosti vici onemocnéni nastavenim
markerl pro asistovanou selekci. Tento postup se jiz
pouziva u ovci.*” U koz neni tato problematika blize pro-
béadana, nicméné sekvenaéni podobnost analyzovanych
genti umoznuje detekci polymorfismu u genu TMEM154
i ukoz.

~GGAGGACACA ACTGT CA--
~GGAGGACACA ACTGTCA
GGAGGACACA ACTGT CA
CGGAGGACACA ACTGTCA
~GGCAGGACACA ACTGTCA
~GGAGGACACA ACTGTCA
GGAGGACACA ACTGTCA
GGAGGACACAK ACTGTCA
GGAGGACACAIGAACTGT CA
“~GGAGGACACA ACTGTCA
GGCAGGACACA ACTGTCA

Obr. 1 - Alignement sekvenci amplikont - genotyp E35
s nukleotidem G (guanin), genotyp K35 s nukleotidem A (adenin)
a genotyp E35K s nukleotidem R (adenin/guanin)

Material a metodika

Vzorky krve

Vzorky krve v jednotlivych stddech byly odebrany
podle metodiky SVU Jihlava.® Identifikace genotypd byla
provedena pouze ve stddech, kde byla identifikovana
sérologicky a virologicky pozitivni i negativni zvifata.
Testovany byly vzorky od sérologicky pozitivnich a nega-
tivnich zvitat z prislusného stada vybranych podle hod-
not zjisténych v ELISA testu. Chovy bez sérologicky
pozitivnich jedinc nebyly do analyzy zahrnuty.

Izolace DNA

DNA byla izolovdna z krve testovanych zvifat.
Odebrana krev byla po prevozu do laboratore zamraze-
na pfi —20 °C do doby pouziti. Pfed vlastni izolaci DNA
bylo pfidano k 50 ul archivované krve 500 pl TE pufru
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH = 8,0). Po 5 min centrifugaci
pfi 14000 rpm byl pelet z krevnich bunék resuspendo-

378

van v 500 ul TE pufru. Pro dikladné procisténi ziskaného
peletu byl predchozi krok 3x opakovén.

K takto pripravenému vzorku bylo napipetovano
100 pl 5% Chelexu 100 (Bio-Rad, w/v) a 1 ul
Proteinazy K (20 mg/ml). Po krétkém promichani se vzo-
rek inkuboval pfi 56 °C 45 minut. Po opé&tovném promi-
chéani a centrifugaci se vzorek inkuboval pfi 98 °C po
dobu 10 minut. Takto piipravené vzorky byly skladovany
pii =20 °C pied dal$im pouzitim.

PCR reakce

PCR reakce probihala v cilovém objemu 25 pl. Reakéni
smés obsahovala 12,5 ul PPP MasterMix Combi (Top-
Bio), 9,5 i sterilni destilované H,0, 1 pl kazdého z pri-
merl (5 pmol/pl) a 1 pl templatové DNA. Pro identifikaci
mutacevgenu TMEM154byly pouzity primery TMEM154F
(5,- TTTGCTGAAGTGCCTCTGAA - 3') a primer TMEM154R
(5’ - GGCTGAAGGCATTTTCTGTT - 3) Primery byly navr-
Zzeny ze sekvence genu transmembranového proteinu
TMEM154 ovce doméci (HM355886 GenBank, db_xre-
f="InterpidBio: 5259707746), piimo na oblast s vyskytem
polymorfismu E35K pomoci programu Primer3'°. Po
2 minutdch Gvodni denaturace pfi 94 °C nasledovalo
30 cyklt denaturace 30 s pii 94 °C, annealingu 30 s pfi
58,5 °C a 50 s elongace pfi 72 °C. Zavéretna elongace
trvala 7 minut pfi 72 °C. Produkty byly vizualizovény na
1,5 % agarézovém gelu pomoci ethidium bromidu.

Sekvenacni analyza

PCR produkt byl pred sekvenacni reakci precistén
pomoci komer¢niho kitu ExoSap-IT (USB Corp.). K 5 ul
PCR produktu byly pfidany 2 ul ExoSapu a takto pfipra-
vena smés se inkubovala 15 minut pfi 37 °C. Nasledné
byla provedena inaktivace pfi 80 °C po dobu 15 min.
Takto pfipraveny vzorek byl sekvenovén v externi labora-
tofi (SEQme s. . 0., CR) na kapilarnim analyzatoru Applied
BioSystems 3500.

Statistické vyhodnoceni

Ziskana data o genotypech jednotlivych vzorkt byla
zpracovéna asocia¢ni analyzou. Vysledky ve formé kon-
tingen¢nich tabulek byly testovany Pearsonovym x?
testem.

Vysledky

Pro ucely genotypizace byl vybran soubor sérologicky
negativnich i pozitivnich zvifat z chovii s vyskytem SRLV.
Celkem bylo analyzovano 605 ovci a 60 koz ze sedmi
chovi ovci a dvou chovtl koz s prevalenci séropozitiv-
nich 8,7-56,2 % u ovci a 13,2 a 30,6 % u koz?. U viech
analyzovanych vzork( byl uspésné amplifikovan pro-
dukt o o¢ekavané délce 865 bp (obr. 2). PCR produkt byl
sekvenovan u viech analyzovanych vzorki. Ziskané
amplifikované produkty se u jednotlivych genotypl
nelisi svoji délkou, pro identifikaci genotypu bylo nutné
ziskané amplikony sekvenovat. V analyzovanych vzor-
cich ovci byly identifikovany viechny tfi genotypy K35,
E35 a E35K v rizném procentudlnim zastoupeni (tab. 1).
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V pfipadé vysetieni koz byl u viech analyzovanych vzor-
ku identifikovan pouze genotyp E35.

V chovech ovci se zastoupeni genotypu E35 pohybo-
valo v rozmezi od 1,92 (chov ¢. 8) do 55,00 % (chov ¢&. 9)
u séropozitivnich zvifat. U séronegativnich zvifat se
tento genotyp vyskytoval od 5,00 % (chov ¢ 2) do
32,56 % (chov ¢. 9). V jednom pfipadé (chov ¢. 1) nebyl
tento genotyp u negativnich zvifat zastoupen vibec.
Ovce s heterozygotnim genotypem E35K byly zastoupe-
ny u séropozitivnich zvifat v rozmezi od 31,58 % (chov
¢. 18) do 73,91 % (chov ¢. 1). U negativnich vzorka se
pohyboval vyskyt tohoto genotypu od 20,83 (chov ¢.1)
do 51,85 % (chov ¢. 8).

Zastoupeni homozygotniho genotypu K35, kdy na 35.
pozici genu TMEM154 béaze adenin kéduje aminokyseli-
nu lyzin a tento genotyp se vyznacuje vy3si mirou odol-
nosti, u séropozitivnich vzorka kolisalo od 12,82 % (chov
¢. 19) do 48,08 % v chovu ¢. 8. V chovu ¢ 9 nebyl
homozygotni genotyp K35 zastoupen. U séronegativ-
nich kolisalo procento vyskytu tohoto genotypu od
16,28 % (chov ¢.9) do 79,17 % (chov ¢. 1).

V celkovém zhodnoceni vyskytu jednotlivych genoty-
pt (tab. 2) se z celkového poctu 328 ovci s pozitivhim
vysledkem ELISA testu vyskytoval genotyp K35 u 107
vySetienych zvifat (32,6 %), genotyp E35 u 54 zvirat
(16,5 %) a heterozygotni genotyp E35K u 167 séropozi-
tivnich testovanych ovci (50,9 %). U 277 séronegativnich
ovci se genotyp K35 vyskytoval u 129 vzorku (46,6 %),
genotyp E35 u 39 vzorkl (14,1 %) a heterozygoti byli
identifikovani u 109 zvifat (39,3 %). Statisticky vyznamné
rozdily jsou u séropozitivnich ovci v pfipadé genotypu
K35 (x? = 3,42) a u séronegativnich vzorkd u genotypu
E35K (x? = 2,4) (tab. 3.).

V testovanych chovech koz byl u 46 séropozitivnich
vzorku sekvenaéni analyzou identifikovan genotyp E35
(76 %), stejné jako u 14 séronegativnich vzorka (24 %)
(tab. 1.)

Hospodarska zvirata

35. pozici genu TMEM154.%7 Zjisténé vysledky ve vysetio-
vanych chovech potvrzuji, Ze rozdily ve vnimavosti
k infekci MVV nebo CAEV v zavislosti na polymorfismu
genu TMEM154 maji opodstatnéni. Infikovand zvitata se
sice vyskytovala u viech definovanych genotyp(, aviak
s vyjimkou jednoho konkrétniho chovu byl procentuélni
podil séropozitivnich zvifat vzdy niz3i u homozygotniho
genotypu K35.

Nejvy3si podil séropozitivnich ovci byl zjistén u zvirat
s haplotypem obsahujicim vnimavou alelu projevujici
se inkorporaci glutaminu do struktur transmembrano-
vého proteinu, tedy heterozygoti s genotypem E35K
(50,9%) a homozygoti o genotypu E35 (16,5 %).
Podobné v Némecku zjistili signifikantné vyssi podil
séronegativnich ovci u genotypu K35 u Ctyf raznych
plemen ovci."

Zjisténé frekvence vyskytu polymorfismu v chovech
ovci tedy odpovidaji dfive publikovanym zjisténim, ze
haplotyp K35 je méné vnimavy k lentivirové infekci.
Srovnani podilti genotypt u séronegativnich zvifat neni
zcela relevantni, protoze zvifata vnimavého genotypu
nemusi byt vzdy infikovana. Kromé geneticky podminé-
né vnimavosti se v patogenezi infekce SRLV uplatiiuje
fada dalsich faktor(, a to predeviim genotyp viru, stafi
zvifat, plemeno, podminky chovu a dalsi vlivy pro-
stredi.'?

Frekvence vyskytu vysoce vnimavého genotypu se
vyznamné lisi u rtznych plemen ovci. Napfiklad ovce
dakkanska z Indie nebo tibetskd maji vibec nejvyssi
frekvenci vnimavé alely v globalni populaci, zatimco
nejnizi vyskyt této alely byl zjistén u vzadcného plemene
wallisk Eervena ovce z horskych oblasti ve Svycarsku.”

Z nasich vysledku je patrné, ze homozygotni genotyp
E35 se vyskytuje ve sledovanych chovech v nizsim pro-
centnim podilu, vyskyt vnimavé alely je viak nejvy3si
u heterozygotniho genotypu E35K, kde byl zjistén rov-
néz nejvétsi vyskyt séropozitivnich ovci.

Vnimavost k infekci ma pravdépo-

dobné i dalsi souvislost s konkrétnimi
genotypy SRLV, které se na sledovaném
uzemi vyskytuji. V rdmci jedné studie se
objevila skupina izolata SRLV, které by
mohly vytvofit novy subtyp genotypu
A, a které soucasné vykazuji zvysenou
schopnost infikovat jedince méné vni-
mavych genotypu.? V pfedchozi studii
byl zjistén na uzemi CR vyskyt dvou

Obr. 2 - Elektroforetickd separace PCR fragment( genu TMEM154; slot¢. 1a . 16
velikostni marker 100bp; sloty 2-13 specificky amplifikacni produkt PCR, slot ¢. 14

a 15 negativni kontrola

Diskuse

Tato prace pfindsi prvni publikované udaje o rozlozeni
jednotlivych haplotypti genu TMEM154 v chovech ovci
a koz v CR v souvislosti s geneticky podminénou vnima-
vosti ¢i odolnosti proti infekci SRLV.

Podle dtive publikovanych vysledki by méla byt senzi-
tivita k infekci SRLV spojena s polymorfismem na
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genotypl SRLV, a sice blize nedefinova-
né skupiny A2/A3 a genotyp B2.'? Vy33i
podil pozitivnich ovci s odolné&jsim
genotypem K35 (48 %) oproti 30 %
podilu negativnich byl zjistén pouze
v jednom chovu plemene Sumavské ovce s genotypem
viru skupiny A, ktery nevykazoval vyznamné odlisnou
genetickou strukturu od ostatnich zjisténych kment
tohoto typu.

V chovech koz byla situace ponékud jina. Ve viech
analyzovanych chovech se vyskytovali pouze homozy-
gotni jedinci s haplotypem E35. Ten je popisovén jako
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Hospodarska zvitata

Tab. 1 - Procentudlni zastoupeni jednotlivych genotypti vysetiovanych zvitat v chovech ovci a koz

vnimavy k lentivirové infekci, a vysledky ELISA test( také
prokézaly, ze vice nez % vySetfovanych vzorkl s timto
genotypem bylo séropozitivnich. U koz neni situace
s rezistenci jednotlivych haplotyptl zcela jasnd a muze
byt objasnéna dal$im vyzkumem korelaci mezi genoty-
py koz a monitoringem lentivirovych infekci v chovech.

Zavér

V nasi studii se podafilo identifikovat u ovci viechny tfi
genotypy genu TMEM154, které jsou odpovédné za vni-
mavost k infekci SRLV. Celosvétové rozsireni vnimavych
alel v populaci ovci vytvaii pfedpoklad, ze genetické
testovani a nasledna selekce vnimavych genotypa mize
pfispét ke zlep3eni ndkazové situace SRLV a ekonomické
rentabilité chovu ovci.

Podékovdni
Tato prdce vznikla za podpory projektu NAZV QJ1610096.
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Sérologické vy3etreni ELISA
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Hospodarska zvifata

Vyuziti metody LAMP
pro molekularni diagnostiku
lentivird malych prezvykavct
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SOUHRN
Stehlfkova D., Vernerova K., Curn V., Tonka T,, Farkova B., Vej¢lk A., Bartak P, Vaclavek P. Vyuziti metody
LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) pro ni di ik 0 malych

prezvykavci. Veterindfstvl 2018;68(5):240-345.

Lentiviry malych pfezvykavca (SRLV) zpasobuji chronické, pomalu, ale progresivné probifhajicl
infekce a jsou pavodci onemocnéni maedi-visna ovcl (Maedi-Visna; MVV) a artritidy a encefalitidy
koz (Caprine Arthritis-Encephalitis; CAEV). Jedna se o celosvétové rozsifena, nelécitelna onemoc-
néni s vyznamnym ekonomickym dopadem. Onemocnéni jsou typicka a vyznamna svym dlouho-
trvajicim latentnim charakterem s postupnym 3ifenim v infikovaném chovu. Pozitivni nalez vytva-
i bariéru pfi obchodovanl s plemennym materialem, i pfi pofadani chovatelskych akci. Pfimé
ztraty uhynem v chovu jsou malé, nicméné uzitkovost zvifat klesa. V ramci vyzkumného projektu
byly na uzemi CR v prab&hu let 2016 a 2017 odebrany vzorky z pfedem vybranych chovi ovcl
a koz, provedena laboratorni diagnostika onemocnéni pomoci sérologickych metod, metod zalo-
zenych na detekci provirové DNA a v CR nové zavadéné metody LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplification). Z nasledné analyzy sensitivity a specifity jednotlivych metod vyplyva, 2e jako nej-
spolehlivéjsi diagnosticka metoda se jevi pouzitl kombinace sérologického a gPCR (real time PCR)
testu, zatimco pouzitf metody LAMP ma zatim sva omezenl vyzadujicl optimalizace pfedeviim
v extrakci a zpracovani provirové DNA.

SUMMARY

Stehlikova D., Vernerova K., Curn V., Tonka T., Farkovd B., Vejeik A., Bartak P, Vaclavek P. The use of LAMP
(Loop Mediated Isothermal Amplification) method for molecular diagnosis of lentiviruses in small
ruminants. Veterinafstvi 2018,68(5):240-345.

Small-ruminant lentiviruses (SRLVs) cause chronic, slow but progressive infections: Maedi-Visna
{MVV) in sheep and Caprine Arthritis-Encephalitis (CAEV) in goats. These infectious diseases occurs
worldwide, lead to economic losses and there are no vaccines or treatment developed against. MV
and CAE are characterised by lifelong persistence and latent character. Besides economical and
health impacts it is also a barrier to the exportation of target animals from countries where it is
endemic or organizing breeding events. The direct mortality losses are small, however the animal
performance is decreasing. Within the framework of the research project samples of pre-selected
sheep and goat herds were sampled during the years 2016 to 2017. Laboratory diagnostics of the
disease were performed using serological methods, methods based on proviral DNA detection and
newly in the Czech Republic introduced Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP). From
a subsequent analysis of the sensitivity and specificity of the individual methods, the combination
of the serological and qPCR (real time PCR) assays is recommended as the most reliable diagnostic
method, whereas the use of LAMP method still has its limitations requiring optimization especially
in the field of extraction and processing of proviral DNA.
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Uvod

Lentiviry malych pfezvykavc patfi do rodu Lentivirus,
teledi Retroviridae (podéeled Orthoretrovirinae). Infekce
témito viry zplsobujl multisystémové, pomalé, progre-
sivni a fatalnl lymfoproliferativni onemocnéni v cllovych
organech, jako jsou plice, mlé¢na 2laza, mozek a kiouby.
V poslednich d: i h byla rc cela tada va-
riant SRLV a v soucasnosti je tato skupina rozdélena do
péti genotypl A az E. Genotyp A (A1 az A13) je hetero-
gennf skupina zahrnujicf klasické MV viry i jiné varianty,
které infikujf jak ovce, tak kozy. Genotyp B (B1 az B3) by
mél zahrnovat CAE viry infikujicf vyhradné ovce.
Genotypy C (postihujicl ovce i kozy), D a E (vyhradné
ovce) se v Evropé vyskytuji ztidka. Neni vyloucena
rekombinace vedouc! ke vzniku novych variant SRLV.'

Maedi-visna byla poprvé popsana islandskym védcem
Bjornem Sigurdssonem roku 1954, pficemz se jednalo
o prvni virus z rodu Lentivirus, ktery byl izolovan.? Jako
zdroj nakazy byla oznatena karakulska ovce importova-
na z Némecka. Rychlému 3ifeni infekce dopomohlo spo-
le¢né, diouhé zimni ustajeni. Virus byl pojmenovan
v islandském jazyce podle respiracnich ptiznaki maedi
a neurologickych pfiznaka visna.? V prab&hu roku 1965
na Islandu uhynulo z divodd tohoto onemocnéni pfes
100 tisic ovcl a daldich 650 tisic bylo porazeno v ramci
razantnfho eradika¢nfho programu.* U koz bylo onemoc-
nénl poprvé zaznamenano v Indii, nasledovala hlasen|
z Némecka a USA. Na zakladé symptomu bylo onemoc-
néni pojmenovano jako artritida a encefalitida koz.
Soucasna nakazova situace ukazuje na celosvétové roz-
Sffeni onemocnéni s vyjimkou Australie a Nového
Zélandu, kde doposud byl hlasen pouze vyskyt artritidy
a encefalitidy koz CAE.®

LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification;
Izotermicka amplifikace zprostiedkovana smyckami)

Pouziti metody LAMP bylo poprvé zdokumentovano
a ovéfeno pfi detekci viru hepatitidy B roku 2000. Je to
vysoce specificka a uc¢inna amplifikacni metoda, ktera
amplifikuje DNA za izotermickych podminek. Ve srovna-
ni s PCR a real-time PCR ma LAMP vy33( u¢innost amplifi-
kace, kterd je pfisuzovana tomu, Zze nenl nutné volit slo-
2ité teplotni podminky. Na rozdil od PCR tedy nevyzadu-
je cyklovanl.? Ve srovnani s tradi¢nfmi detekénimi meto-
dami je specificita LAMP extrémné vysoka. Bylo zjisténo,
2e metoda LAMP je 10-100x citlivéjsf nez PCR. Ve srovna-
ni s PCR a PCR v redlném ¢ase ma LAMP vyhody v jedno-
duchosti reakce a vy$3( acinnosti amplifikace.” Obrovska
vyhoda LAMP je i v uspote ¢asu. DNA se amplifikuje
10°-10"x za 15-60 minut, coz maze ve srovnani s PCR
usetfit i 1 hodinu® Od svého zavedeni byla metoda
LAMP optimalizovana k detekci patogent humannich,
Zzivocisnych i rostlinnych (viry, bakterie, protozoa) ¢i nej-
r0znéjsich potravinovych kontaminantd. Vstupni materi-
al je pak ziskavan z nejriznéjitho klinického materidlu
(krev, faeces atd.). K amplifikaci jsou pouzivany termo-
stabilni DNA polymerazy s dislokazovou aktivitou, které
majl 5-3’endonukledzovou aktivitu. Témto kritériim
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vyhovuje Bst polymeraza izolovana z bakterie Bacillus
stearothermophilus, Bsm polymeraza izolovana z bakte-
rie Bacillus smithii a Gsp polymeraza z Geobacillus stearo-
thermophilus.®® Sada primerd pro amplifikaci LAMP
zahmuje $est primerd, a to vnéjs( pfednf primer (Forward
Outer Primer; F3), vnéj3l zadnl (Backward Outer Primer;
B3), vnitfnl pfedni (Forward Internal Primer; FIP) a vnitfni
zadnl (Backward Internal Primer; BIP). Pro urychleni reak-
ce jsou navrzeny dva smyckové primery Loop B
(Backward Loop Primer; BLP, Loop B) a Loop F (Forward
Loop Primer; FLP, Loop F). Tyto primery odpovidajl sek-
venci Sesti riznych oblasti cflového genu. Na 2 konci to
jsou oblasti F2¢, F2¢, F1c a na 5'konci oblasti B1, B2, B3.
Vzhledem ke specifickému pasobenl téchto primer( je
mnozstvli amplifikované DNA vy$3i nez u reakc zaloze-
nych na PCR. LAMP ampilifikaci Ize rozdélit na dvé &asti.
Na ptipravu vychoziho materialu a na cyklickou amplifi-
kaci. V prvnl &asti se vnitfnl primer FIP hybridizuje
k oblasti F2¢, nachazejicl se na templatovém fetézc
DNA. Tento proces zahajuje syntézu fetézce a vytvalil se
¢, ktery je komp k templatu. Poté pri-
mer F2 naseda na oblast F3¢c templatu. S pomocl disloka-
zové aktivity termostabiini DNA polymerazy se zahajl
fetézova substitucni reakce, ¢im2 vznika vazba primeru
FIP a nové vzniklého fetézce. Tato struktura maze na
Jjednom konci vytvofit smyckovou strukturu. Syntetizuje
se dvojfetdzcova DNA pomoc! primeru F3 a templatové-
ho fetézce DNA. Vzhledem k tomu, Ze na 5 'kondi fetézce
existuji komplementarnl oblasti Flc a F1, po nasednutf
BIP a B2 probfha ekvivalentnf proces a vznikne dalsf
struktura kmenové smycky na druhém konci DNA.
Celkové tato struktura slouzi jako vychozi material pro
cyklickou amplifikaci. V druhé &asti probfha cyklicka
amplifikace. Struktura vznikla v prvnl fazi je rychle pfeve-
dena do kmenové smyt¢ky pomoci syntézy DNA. Poté FIP
hybridizuje se smyckou DNA, ¢imz disociuje dvoufetéz-
covou DNA na jednofetézcovou, ktera rychle vytvofi
strukturu kmenové smycky na 3 ‘konci diky komplemen-
tamim Blc a B1 oblastem. Poté je od 3°konce oblasti B1
iniciovana syntéza DNA a uvolfiuje se FIP spojeny s viak-
nem. Pozdéji se, diky komplementarité oblasti F1-Flc
a Blc-B1, na obou koncich, tyto obiasti spojl. Stejnym
zpasobem B2 se spoji se smyckovou oblastl B2¢, &imz se
vytvoli nova sekvence DNA. Produkt pak slouzf jako tem-
plat, na ktery naseda BIP primer a syntetizuje nové viak-
no a nasleduje cyklicka amplifikace az do ukonceni
reakce. Vysledkem tohoto procesu jsou razné struktury
sestavajicl ze stfidavé obracenych opakovani cllové sek-
vence na témze viaknu DNA. Amplifikace a detekce genu
maze byt dokoncena v jediném kroku inkubace reak¢nf
smési pfi konstantnl teploté asi 60-65 “C*"' Mezi dals(
komponenty patff dNTPs, jako zdroj potfebnych nukieo-
tido. Dale se do reak¢n! smési pfidavajl ionty Mg”,
pomoc! nichZ lze reakci optimalizovat. Na stabilizaci
pomeéru AT a GC bazl Ize do reakénfho mixu pfidat ami-
novou sdl, napt. betain."?
LAMP byl v oblasti SRLV pouzit pfedeviim k detekdci
CEAV, kdy byly jako templat pro design primera zvoleny
konzervativnf iseky gag genu a p25 genu.'*'*
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Tab. 1 - Séroprevalence MVV/CAEV v chovech ovci a koz a vysledky LAMP analyzy

1 kozy IN 243 32 =) 208 131 2 4 2
2 ovee KT 150 24 1 125 160 2 4 3

3 ovee KT 230 0 210 87 2 4 4

4 ovce B 8 0 0 8 o 2 0 0

5 kozy sY 22 0 21 45 2 0 0

6 ovee SY 50 0 1 50 0 2 0 0

7 ovce KT 100 10 0 90 10 2 4 3

8 ovee ST 50 1 49 0 2 0 0

9 ovce JH 2 0 2 o 2 o 0

10 ovce PT 200 97 3 100 2 4 4
11 ovee IN 431 42 3! 386 97 2 4 3
12 kozy BM 18 0 0 18 o 2 o 0
13 ovce BM 42 0 o 42 0 & 0 0
14 ovce KT 90 0 0 90 0 2 0 0
15 kozy ST 103 0 0 103 0 2 0 0
16 ovce K 50 0 o 50 0 2 0 0
17 kozy K 19 o 0 19 0 2 o 0
18 kozy (B 31 0 0 el 0 2 0 0
19 ovce B 248 0 3 245 0 2 0 (1]
20 ovce KT 9a o 0 7n 0 2 o 0
21 ovee u 206 0 1 205 0 2 0 0
22 ovee Kv 280 63 1 216 225 Z 4 4
23 ovce KV 299 146 1 152 488 2 4 4
24 kozy 15 173 53 0 120 306 2 4 1
2 ovce 15 274 154 0 120 562 2 4 3
3410 642 17 2751 1882 50 40 31

Detekce produktu LAMP vznika pyrofosfatovy iont, coz vede ke vzniku bilé sraze-

K detekci produktu LAMP bylo navrzeno n&kolik
metod. Levnou a u¢innou metodou detekce je elektrofo-
réza na agarozovém gelu. Produkt je pod UV transilumi-
natorem vizualizovan ve formé velkého mnoz2stvi DNA
bandd. Nevyhodou této metody je riziko kontaminace
po amplifikace po otevfeni vzorku pfi nanaseni na gel.™
Dalsi moznosti vizualizace je pouziti turbidometrie, kdy

342

niny pyrofosforetnanu hofe¢natého v reakénf smeési.
Vzhledem k tomu, ze vi iny v reakéni smési
koreluje s mnozstvim syntetizované DNA, maze byt
opticka hustota méfena turbidimetrem nebo po centri-
fugaci, kdy je dobfe viditelny pouhym okem.” Dalst
metodou je vyuZiti interkalatnich barviv, napf. SYBR
Green, kdy barvivo po navazani na amplifikovanou DNA
emituje zelené zbarvenl."”
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Tab. 2 - Sekvence poutitych primerd (Macrogen, KOR)
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B3 GGAAAMGAGATTATCCTGAGCT

B3 TGIACICTCCTICAGGAGT T

FIP GCACCATAAACAAT TTCCTTCTGTCCAGGCATGCAAGATAAAAGTTC
BIP TACAIGTTIGAGGACCATAAAGAGGT TCTTCACCTTCIGCCATIA

LF AAGIGCTCCCCTCTGAGIC

Tab. 3 - SiozZeni reakéni smési

Isothermal master mix (OptiGene, UK)
F3,B3 5
Primery 5 loopk, B 20
FIP, BIP 40
Templdt (50 ng/ ) 3
SYBR green
HO
Material a metodika Vysledky

Z chov( s prokdazanym vyskytem infekce SRLV byla
vybrana zvifata starsl 12 mésicd a odebrany vzorky
perifernf krve (tab. 1). Nesrazliva krev (antikoagulant
K3EDTA) byla zpracovana tzv. buffy coat (leukocyty,
trombocyty) s pfedpokladem co nejvétéitho vytézku
provirové DNA. Izolace DNA byla provedena komer¢-
né dostupnym kitem MagNA Pure LC Total NA
Isolation kit (Roche) s vyuzitim robotického systému
MagNA Pure LC. Pozitivita vzorkd byla s pfedstihem
testovana sérologickymi metodami (ELISA) a gPCR.™
Pro LAMP analyzu byly z kazdého chovu vybrany dva
vzorky sérologicky a gPCR negativni a v deseti pozi-
tivnich chovech byly vybrany Ctyfi vzorky sérologic-
ky pozitivni. Celkem bylo na modelovém panelu
sestaveném pro Ucely ovéfenl metody LAMP analy-
zovano 90 vzorkd.

Pro metodu LAMP byly pouzity primery uvedené
v tab. 2. Izotermicka reakce v délce 60 minut pfi 63 °C
s naslednou zavére¢nou denaturacl pfi 90 °C probfhala
s vyuzitim LifeECO thermocykleru (Bioer Technology,
CHN) a zafizenl QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific, USA). Slozenl reakéni
smési je uvedeno v tab. 3.

V pfipadé vyuziti termocykleru bylo po amplifikaci
do vzork( pfidano interkala¢nl cinidlo ethidium
bromid (Sigma Aldrich, USA). Probéhla elektroforetic-
ka separace fragmentd na 2% agarézovém gelus 0,5 X
TBE po dobu 80 minut pti 4 V/cm. Agarézovy gel byl
vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a doku-
mentacniho zafizenl InGenius3. V pfipadé real-time
zobrazen! bylo pouzito interkala¢nl cinidlo SYBR
Green (SigmaAldrich, USA) v koncentraci 1x pfimo do
reakéni smési.
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Na obr. 1 jsou uvedeny vysledky po provedené LAMP

yze u vzork( ych z krve sérologicky pozitiv-

nich a negativnich ovcl a koz. Vizualizace amplifikova-

nych produktd byla provedena pomoci elektroforézy
v agar6zovém gelu.

Na obr. 2 jsou uvedeny vysledky pro tytéz vzorky jako

v prvnim pfipadé, ale LAMP analyza probé&hla Real-Time

PCR Systému QuantStudio™. Vysledky pak jsou zobraze-

M W 1 247 2661 2794

~—
—

o

Obr. 1 - Vizualizace produktu LAMP na agaré gelu
Legenda: M = ladder 10 kb (SigmaAlidrich, USA); W = voda;
1=vzorek 1 - koza CAE negativni; 163 = vzorek 163 - koza CAE
pozitivni: 247 = vzorek 247 — ovce MV negativni: 2661, 2794 =
=vzorky 2661 a 2794 — ovce MV pozitivni

Uvzorka W (voda, biank bez DNA), 1 a 247 nejsou pfitomné
Zddné amplifikacni produkty a neprobéhia amplifikace.
Uvzorkd 163, 2661 a 2794 jsou detekované produkty po LAMP
analyze, v piipadé této analyzy se nehodnoti pozice amplikond,
ale amplifikace jako talnova tedy piltomnosr amplikond na gelu
atyto vzorky odpovidaji p vy
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Obr. 2 - Vizualizace produkti real-time LAMP

Legenda: Zelend linie = voda; hnédd = vzorek 1 - koza CAE negativni; fialovd = vzorek 163 - koza CAE pozitivni; Cervend = vzorek
247 - ovce MV negativni; svétle a tmavé modrd = vzorky 2661 a 2794 — ovce MV pozitivni.

Vzorky 1, 247 a kontrolni vzorek (voda, blank bez DNA) nevykazuji ndrdst fluorescence a neprobéhla amplifikace

U vzorkil 163, 2661 a 2794 je patrny v éase kolem 60 minut zfetelny ndriist hodnoty fluorescence a probéhla amplifikace

ny v podobé kfivek odpovidajicim narastu fluorescence
a mnoz2stvi detekovanych amplifikovanych fragmentd.
Ve viech tfech pfipadech analyzy pozitivnich vzorkd
doslo k pocatku exponencidlntho ndristu fluorescence
mezi 40-60 minutou analyzy.

Celkem bylo pro Gcely ovéfeni pouzitelnosti metody
LAMP testovano 90 vzorkd. Z kazdého chovu byly vybra-
ny dva vzorky sérologicky negativni. Z chova, kde byl
zaznamenan vyskyt MV/CAE, byly vybrany Ctyfi vzorky
sérologicky pozitivnl. Viechny sérologicky negativnl
vysledky po LAMP analyze rovnéz poskytly negativn(
vysledek. U sérologicky pozitivnich vzorkd byla aspés-
nost LAMP detekce 77,5 % (tab. 1). Pfi¢inou nesouladu
mezi vysledky molekularni a sérologické detekce je prav-
dépodobné nizka koncentrace a kvalita DNA, ktera je pro
uspésnost LAMP analyzy kriticka.

Diskuse

Metoda LAMP je zavadéna jako jedna z levnych a rych-
Iych metod k detekci nejriznéjsich patogena zvifat, pfi-
¢temz2 jejl pouziti bylo Uspé&sné ovéfeno i pro nékteré
nakazy podléhajici povinnému hiasenf (slintavka a kul-
havka, horec¢ka udoll Rift, mor skotu, enzooticka leukéza
skotu, klasicky i africky mor prasat, vezikularnl choroba
prasat, newcastleska choroba ¢&i aviamli influenza).'® Mezi
nesporné vyhody této techniky patti vysoka citlivost,
specifitnost, moznost kvantifikace, rychlé a snadné pro-
vedenl a nizké naroky na pfistrojové vybaven! v porov-
nani napfiklad s PCR.

344

V pfedchozich studiich byla metoda LAMP vyuzita
vyhradné k detekci CAEV, pficemz vstupnim biologickym
materidlem byla krev a dale kultury bunék synoviaini
membrany.**"? Vzorky byly v téchto pfipadech ziskany na
uzeml Filipin a Ciny. Cllem tohoto projektu bylo ovafit
a optimalizovat pouZiti LAMP na nase podminky s vyuZi-
tim provirové DNA izolované z krve ovcf a koz. Z vybra-
nych vzork( byla pozitivita na MV/CAE pomoci LAMP
jednoznacné potvrzena u 321 ze 40 analyzovanych séropo-
zitivnich vzorkd, a to s pouzitim obou vizualizatnich
metod. U deviti pomoci LAMP analyzovanych vzorki (na
obr. 1a 2 vzorek 247 — ovce) nebyla potvrzena pfedpokia-
dana pozitivita na MV, ackoliv s pomod ELISA testu a real-
-time PCR byl vzorek jednoznacné oznacen jako pozitivnl.
Otazkou je, z jakého divodu se i pfi opakované LAMP
analyze nepodatfilo tento vzorek amplifikovat a potvrdit
tak vysledky jinych metod, kdyz vzhledem k vyrazné vys-
$imu poctu syntetizovanych kopil ma LAMP oproti PCR
vyssl rozpoznavaci schopnost. Jednou z moznosti je ztrata
podstatné ¢asti vstupniho produktu pfi manipulad se
vzorkem, a to s nejvétdl pravdépodobnost! jiz b&hem
kroku extrakce DNA z buffy coatu ¢i nedostatetna Cistota
a homogenita vzorku. Optimalizacim metod izolace
a purifikace DNA a optimalizaci metody LAMP bude
i nadale vénovana pozornost.

Zavér
Metoda LAMP je vyuzivana k detekci z veterinarniho
hlediska mnoha vyznamnych patogend.V minulosti byla
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jiz Gspésné pouzita pro detekci CAEV a diky této studii
se prokdzala jejf aplikovatelnost k detekci MVV. Fakt, 2ze
u jednoho prokazatelné pozitivniho vzorku se nepodali-
la pomoci LAMP opakované prokazat pfftomnost provi-
rové DNA, ukazuje na souasné rezervy v pouziti této
metodiky. Je potfeba dalél optimalizace a Upravy proto-
kolu, zejména pak v kroku extrakce provirové DNA, a to
tak, aby metoda LAMP mohla byt zafazena vedle ELISA
testu a PCR, jakozto spolehlivy detekénf postup, s pfi-
hiédnutim ke své specificnosti, rychlosti a nenaro¢nosti
provedent.
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l. Cil metodiky

Onemocnéni maedi-visna ovci (MVY) a virova arteritida a encefalitida koz (CAE)
patfi do skupiny vird z ¢eledi Retrovindae, rod Lenfivirus, oznacované souhrnné
jako lent virové infekce malych pfeZvykavcl (SRLV). V sougasné dobg jsou MV a
CAE rozsifeny po celem svété véetné Ceske republiky. Vzhledem k soucasné
nakazové situaci jsou onemocnéni MY a CAE vyznamnym problémem. Zplsobuiji
ekonomické ztraty a vytvafi bariéru pfi obchodovani s plemennym materialem
(nejen v EU), & pii pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zafazené v kontrole uZitkovosti (KU} musi byt MY a CAE prosté, vyjimku ma
pouze Sumavka. Na zakladé pozadavk( chovateld vznikl vyzkumny projekt, jehoz
cilem je zpracovani programu zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych
preZvykavcld s vyuZitim metod ¢asné detekce infekce MV a CAE a genetické
selekce na zakladé markerd genetické rezistence k infekci.

Historicky bylo onemocnéni s klinickymi projevy progresivni pneumonie poprvé
popsano v jiZzni Africe v roce 1915. Soucasny nazev maedi-visna pochazi z
islandétiny podle typickych klinickych projevi dyspnoe (maedi) a nervovych
pfiznakl (visna). Nejzavaznéjsi epizootie MV v historii byla zaznamenana na
Islandu, kam byla infekce zavleéena importem karakulskych ovci z Némecka v
roce 1933, které byly dovezeny za Uéelem zvySeni uZitkovosti plvodniho
primitivnino plemene kratkoocasé islandské ovce. Na rozdil od jinych lentivirovych
infekci (HIV, FIV) nejsou u MV a CAE popsany pfiznaky imunodeficience.
Inflkovana zvifata zlstavaji imunckompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek, ale humoralni odpovéd na infekci MVV je vyznamné
pomalejii neZ u jinych virovych infekci s akutnim prabéhem.

V soutasné dobé je MV roziifena po celém svété vietnd Ceské republiky. Stupef
rozsifeni a souvisejici ekonomické ztraty jsou obtiZngé vycislitelng, vzhledem k
nedostatku seridznich epidemiologickych studii a obtiZznosti hodnoceni moZnych
ekonomickych dopadd. Hlavnim dokumentovatelnym ekonomickym dopadem je
omezeni mezinarodniho | domaciho obchodu s chovnymi zvifaty, kde je zakladnim
zdravotnim kritériem nakazovy status chovu, tj. chov prosty nakazy. Sledovani
wyskytu MV a CAE v CR v ramci monitoringu nakaz zacina na pocatku 90 let s
vyuZitim komeréné dostupnych diagnostickych testd. VySetfovani v ramci
Metodiky kontroly zdravi SVS CR na naklady statu je v souéasné dobé provadéno
pouze v chovech zafazenych v kontrole uZitkovosti (KU). Hospodarstvi musi byt
proste virove infekce na zakladé vyhodnoceni laboratorniho wysetfeni z
predeslého roku ze strany KVS anebo se jedna o nové hospodarstvi zafazené do
kontroly uZitkovosti, respektive jiZ ozdravené hospodarstvi. Pozitivni hospodarstvi
z pfedeslych let miZe byt do monitoringu zafazeno aZ po ozdraveni a na zakladé
rozhodnuti pfisluiné KVS SVS. V hospodafstvich (stadech), v nichZ se provadi
kontrola uzitkovosti, se vySetieni provadi 1x roéné.

Opatfeni pro eradikaci nakazy v pozitivnich chovech ve form& ozdravovaciho

programu nebo povinnost periodické kontroly nebyla doposud zavazné stanovena,
nicméné jedingm moZnym postupem se jevi radikalni metoda postupné eliminace
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séropozitivnich zvifat. Timto zplsobem bylo postupné dosaZeno ozdraveni
prakticky viech chovl zafazenych do kontroly uZitkovosti. Vyjimku z t&chto
podminek ma plemeno Sumavské ovce, kiera je zafazena do svétového
genofondu ohroZenych druhl hospodarskych zvifat, a eradikace by znamenala
zanik tohoto vzacného plemene s Uzkou plemennou zakladnou. Jednim z cild
projektu je vyvinuti postupl sérologické identifikace infikovanych zvifat, na kterou
navazuji postupy detekce virdh metodami molekulami biclogie, genotypizace zvifat
a identifikace marker( genetické rezistence. U ovci jiZ bylo identifikovano nékolik
kandidatnich gend pro odolnost proti onemocnéni MV, Nejsilngj3i vztah k odolnosti
vykazuji polymorfismy v genu TMENM 154, konkrétné pak polymorfismus E35K. U
koz neni tato problematika bliZe probadana, nicméné pokrok o molekularnich
metodach dava nadé&ji k identifikaci a nasledné analyze kandidatnich gend pro
odolnost i u koz.

Cilem feSeni projekiu NAZV (J 1610096, v ramci néhoZz byla metodika
vypracovana Je vypracovat nové diagnostické metody pro vcasné odhaleni
infekénich agens, v tomio pfipadé onemocnéni maedi-visny (MV) ovei a
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAE), provést pritkaz virdt MVV a CAEV
pomoci imunologickych metod a metod zaloZenych na molekularni detekci
vird a na zakladé genetického screeningu navrhnout program markery asistované
selekce na rezistenci proti lentivirovym infekcim malych pieZvykavcld (SRLV).
Timto prosazovat v plemenitbé genotypy odolngjsi k onemocnéni.

Cilem metodiky je podani uceleného souboru analytickych
postupl pro detekci specifického genotypu zvifete a moZnost
genetické selekce odolnéjsich jedinct na zakladé genetické
rezistence k infekci.

(]

70



Bartdk P. a kol. (2019): Metodika genotypizace ovel a koz - detekee markend geneticky podminéné rezistence k SRLV.

Il. Vlastni popis metodiky

I.1. Uvod

Lentiviry malych pfeZvykavcl (SRLV), konkrétné maedi-visna virus ovci (MVV) a
virus infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV) zplsobuji celosvétové rozdifena
onemacnéni vyskytujici se i v CR. Lentiviry malych pieZvykavc zplsobuji maedi-
visnu ovci (MVY) a artritidu a encefalitidu koz (CAE) a tyto choroby jsou nelecitelng
a neexistuji proti nim G¢inné vakciny. Vzhledem k sou¢asné nakazovée situaci jsou
onemocnéni MV a CAE wyznamnym problémem. Zplsobuji wyznamné
ekonomické ztraty a vytvaii barieru pii obchodovani s plemennym materialem
(nejen v EL)), & pfi pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zarazené v kontrole uzitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté.

Soucasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvifat a
nafizené vakcinace, sleduje cetnost nalezd pozitivnich zvifat v jednotlivych
chovech v KU, nejsou viak stanovena opatfeni pro eradikaci nakazy. Plemeno,
kde se dle zprav od chovatell pfedpoklada vys3i incidence onemocnéni, tedy
ovce Sumavska, je z monitoringu vyjmuto. Jeji chovatelé primarné projevuji zajem
o vyvoj markerd geneticky podminéné rezistence. Stgjné jako u eradikace
klusavky (scrapie) na zakladé selekce rezistentnich genotypl se i zde se nabizi
moZnost zavedeni eradikacniho programu spojujiciho €asnou a piesnou
diagnostiku spoleéng s asistovanou selekci podmin&nou markery genetické
rezistence.

Diky predchozim wyzkumOm zaloZenym predeviim na genomové analyze s
pouZzitim 50k SNP Eipl pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich gend pro
odolnost proti onemocné&ni MY, Nejsilngj3i vztah k odolnosti vykazuji polymorfismy
v genu TMEM15. U koz neni tato problematika blize probadana, nicméné nové
wyvinuty 52k SNP mikroCip, dava nadg) k identifikaci a nasledné analyze
kandidatnich gend pro odolnost u koz.

Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovei a koz v CR je potfeba podporovat
rozvoj chovu téchto zvifat, véetn& ohroZenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvifat, Slechténi | podpory obchodu s plemennym matenialem.
Ozdravovaci program od lentivirovych infekci malych prezvykaveld zaloZeny na
kombinaci pfesné a rychlé diagnostiky onemocnéni a markery asistované selekce
(MAS) se jevi Jako moZné vychodisko pro feSeni souéasné nakazové situace.
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I1.2. Odbér vzorku biologického materialu

Pro diagnostické Ucely je odebirana periferni krev zvifat (v&kova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu).

+ Krev je odebirana do plastovych 5 ml zkumavek = antikoagulantem
KzEDTA.

+ Je tfeba dodriet maximalni hladinu krve oznaéenou ryskou na
zkumavrce.

« |hned po odbéru je krev ve zkumavce nutné dikladné promichat s
antikoaguantem, uchovavavat pfi +4°C a zpracovat bezprostfedng& po
doruéeni do laboratore.

Ze vzorkl krve je provedena izolace DNA a vzorky DNA a zasobni vzorky krve
jsou archivovany pii -20°C.

Chemikalie a spotfebni material:
« 10 ml plastové odbé&rové zkumavky z KsEDTA

Pristroje:
« centrifuga
* sada automatickych pipet
+ voriex
+ lednice
* hlubckomrazici box
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I1.3. I1zolace DNA z krve

lzolace DNA pomoci Chelexu

DMNA 2z hostitelské krve byla izolovana pomoci Chelexu 100 (Bio-Rad
Laboratories). Tato metoda se Casto vyuZiva ve forenzni genetice k izolaci DNA ze
zaschlych krevnich vzorkd, vzork( tkani, vlast a kosti. Cistota DNA neni piilig
idealni, ale pro naslednou PCR reakci je dostacujici. Vyhodou je minimalizace
kontaminace vzorku, kdy cely proces izolace DMNA probiha pouze v jedne
zkumavce. Dalsi vwhodou je rychlost extrakce a cenové naklady na relativné nizke
Grovni.

Chelex je pryskyfice (kopolymer styren divinylbenzenu), obsahujici ve svém vzorci
parové ionty (iminodiacetatové), plsobici jako chelataéni Einidlo. Tyto ionty se
vaZou na dvojmocné kationty t&Zkych kovd (Ca, Mn a zejména Mg2+), které
b&hem extrakce pfi vysokych teplotach (95 - 100 "C) mohou poSkozovat DNA
Blokace Mg2+ iontll také inaktivuje nukleazy, které hofecnaté kationty vyZaduji pro
svoji aktivitu.

Principem metody je destrukce a degradace bun&énych membran, proteind a
denaturace DNA v alkalickych podminkach za vysokych teplot. Masledné se
suspenze centrifuguje a oddéli se pryskyfice a zbytky buné&gnych komponent od
supernatantu, kde je extrahovana DNA. Ta se, rozpuiténa v supernatantu, miZe
pouzit pfimo pro amplifikaci. DaleZité je oddélit supernatant od Chelexu, ktery je
inhibitorem PCR.

Postup:

+ Pfiprava vzorku odebrané krve
1. V1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavce k objemu 50 pl krve pfidame 500

HI TE pufru

2. Vzorek zvortexujeme 10 — 15 s a nasledné odstfedujeme pii 14 000 rpm
5 minut

3. Odebereme opatrné supernatant a pelet resuspendujeme opét v 500 pl
TE pufru

4. Pro dikladné preéidténi krevnich vzork( tento postup opakujeme 3x
Pripravime 5% ni roztok Chelexu (0,5 g Chelexu v 10 ml dH20).
Pfed pouZitim je nutno roztok Chelexu fadn& promichat a promichany
roztok véetné kulicek” Chelexu pfidavat ke vzorku ustfihnutou Epickoul

+ V1.5 ml mikrocentrifugtni zkumavce k objemu 50 pl krve pfidame 100 pl
roztoku Chelexu a 1 pl Proteinazy K (20 mg/ml).

« Zvortexujeme 10 - 20 s a dame na 45 minut inkubovat do termobloku s
nastavenou teplotou na 56°C.
IMezitim nahfejeme druhy termoblok na 98°C.
Po inkubaci pfi 56°C vzorek 10 - 20 s zvortexujeme, kratce stofime a dame
na 10 minut inkubovat pii 93°C (100°C).

L
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+* Po inaktivaci se vzorek 10 — 20 s zvortexuje a nasledné se odstfeduje pfi
14 000 rpm 5 minut pfi 4°C.

+« Takio upraveny vzorek obsahuje v horni frakci (supernatantu) izolovanou
DMNA, ktera se da pouzivat pro dalsi reakce.

+ Vzorky |lze uchovavat kratkodobé pfi 4°C nebo dlouhodobé pii -20° C. Pred
kazZdym pouZitim je tfeba vzorek promichat a znovu stofit.

lzolace DNA pomoci automatu MagCore NucleicAcid Extractor

Extrakce DMNA z krve se provadi pomoci pomoci komercniho kitu na automatickée
robotické stanici, kde za necelou hodinu e vyizolovano dostateéné mnoZstvi DNA
pro dali testovani.

« 200 yl krve se napipetuje do analytickeé zkumavky.
Zkumavka se vloZi do robotické stanice MagCore NucleicAcid Extractor.
Do robotickeé stanice se vloZi extrakéni kit MagCore Genomic DNA Whole
Blood Kit 101 (MGB400-02).

+« Nastavi se pfislusny programu a pomoci kitu se vyizoluje DNA v objemu
100 pl.

|zolace Chelexem

Chemikalie a spotfebni material:

5% Chelex ve sterilni dH20

sterilni dH20

Proteindza K (20 mg/ml)

1.5 ml mikrocentrifugéni zkumavky (Eppendorf)
TE pufr (10mM Tris, 1mi EDTA, pH=8.0)

Pristroje:
+ centrifuga
+ sada automatickych pipet
s voriex
+ 2 termobloky
+ lednice
+ mrazak
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|lzolace kitem

Chemikalie a spotfebni material:
+ 10 ml plastové analyticka zkumavka
+ MagCore Genomic DNA Whole Blood Kit 101

Pristroje:
* sada automatickych pipet
+ roboticka stanice MagCore NucleicAcid Extractor
+ mrazak
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I1.4. Detekce polymorfismu na genu TMEM154

Genotypizace se provadi na souboru nahodné vybranych, na pfitomnost provirové
DMNA pozitivné i negativné testovanych zvirat. Po otestovani zvifat standardnimi
metodami - sérologicky metodou ELISA a molekularng metodou PCR, se nahodné
vybrala zvifata s pfitomnou provirovou DNA v genomu a bez pfitomnosti provirove
DNA SRELV v genomu.

WV populacich malych pfeZvykavch se u transmembranového genu 154 TIMEM154
vyskytuji negjméné 3 polymaorfismy. Prvni je polymorfismus K35, kdy je na pozici 35
genu baze adenin, a kdy tato sekvence nukleotidd koduje aminokyselinu lysin.
Zvifata s timto polymorfismem maji sniZzené riziko nakazy SRLV infekci. Druhym
polymaorfismem - E35 - je pfitomnost baze guaninu na 35 pozici, vysledkem je
zafazeni aminokyseliny glutaminu do peptidoveho fetézce, a nositelé s timto
polymorfismem jsou nachylngjsi k infekci SRLV viry. Nejrizikov&jsi skupinou jsou
ale heterozygotni nositelé - E35K, ktefi maji na pozici 35 R (adenin a guanin), a
ktefi jsou k infekci lentiviry nejnachyln&jsi.

Pro identifikaci jednotlivych polymorfismi byla z pozitivné testovanych chovi na
piitomnost SRLY wybrana nahodné jak infikovana, tak neinfikovana zvifata
Identifikace probihala ve dvou krocich, prvnim byla PCR reakce a druhym krokem
bylo sekvenovani amplifikovaného produktu v komeréni laboratofi firmy Selme.
Osekvenovana cCast genu TMEMT154 byla nasledné zpracovana piislusnymi
programy.

PCR analyza genu TMEM 154

Sekvence primer( pouZivanych pro detekci genu TMEM154.

Primer Sekvence ‘5—3’
TMEM154R GGC TGAAGGCATTITCTGTT

TMEM154F TTT GCT GAA GTG CCT CTG AA

PCR reakce probiha v objemu 25 pl. Reakéni smés se pfipravuje vidy nova.
Roztoky a reagencie jsou uchovavny v mrazaku pfi -20° C. Roztoky je nutne
dokonale rozmrazit a promichat pfed vlastni pripravou PCR reakce. Do PCR
zkumavek se napipetuje mnoZstvi reagencii a roztok(, uvedenych niZe. Po
napipetovani se zkumavka uzavie, kratce stoti a vloZi do cykleru. V kazdé reakci
je potfeba pfipravit 1 negativni kontrolu, kde je DNA nahrazena adekvatnim
objemem PCR vody.
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Amplifikace i reamplifikace probiha v konvenénim termocykleru TRIO (Biometra)

pii niZe uvedenych teplotnich profilech.

Pfriprava mastermixu:

1. Reakéni smés se pfipravuje vidy nova.
2. Roztoky a reagencie po rozmraZeni dobie promichat a kratce stocit pfi 10 000

rpm/10s.

3. Reagenci po kratké centrifugaci vytemperovat v chladicim boxu pfiblizné na 0,5

az 4°C.

4. Do PCR zkumavky napipetovat reagencie a roztoky v poradi a objemu nize

uvedeném.

5. Po napipetovani vzorkd nebo kontrol je nutné okamzité zavfit PCR zkumavku.

Slozeni reakéni smeési pro PCR

Reagencie Objem (pl) Vysledna konc.
PCR H:0 95
PPP Mastermix 12,5 1%
Primer TMEM154F 1,0 5 pmol/ i
Primer TMEM154R 1,0 5 pmol/ il
Extrahovana DNA 1.0
Teplotni profil PCR (amplifikace)

Krok Teplota (°C) Casl/cyklovani
1(denaturace a aktivace) 94 2 min
2(denaturace) 94 30 s
3(annealing) 585 30 s
4(elongace) 72 50 s
5(cyklovani) Zpétna krok €. 2 30 x
B(finalni elongace) 72 7 min
T(chlazeni) 4 o0

9
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Elektroforéza PCR fragmenti

PCR produkty se detekuji na 15%-2% agarozovém gelu v 1x TBE pufru
Podminky separace: 120 V 1 hod. Jako velikostni marker se pouziva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu a
prachazejicim UV svétlem o vinové délce 312 nm. Vyhodnoceni gelu se provadi
pomoci vyhodnocovaciho zafizeni, jehoZ soucasti je kamerovy systém, UV
transiluminator a vyhodnocovaci software. Pomoci tohoto programového vybaveni
j& mozZné pomoci velikostniho markeru a pozitivni kontroly potvrdit (stanovit)
velikost ofekavaného specifického PCR produktu. Po provedeni elektrofarézy je
wvysledek zdokumentovan a uloZen do databaze pro dodateéné vyhodnoceni nebo
ovéfeni.

Sekvenacni analyza

Detekce jednaotlivych genotypd (E35, K35, E35K) se provadéla pomoci sekvenaéni
analyzy. Sekvenovani DNA v soufasné dobé& patfi k standardnim metodam
molekularné-genetickych analyz biologického materialu. Fomoci sekvenace DNA
je moZné urdit pofadi jednotlivich nukleotidd v fetézci DNA a analyzou
determinované sekvence ziskat relevantni informace, které mohou napfiklad
slouZit pfi vyEe zminéném ovéfeni specifity ziskaného PCR produkiu nebo pfi
genotypovani a druhovém zafazeni biclogickych agens, rostlin nebo Zivodichd.
Vysledny precistény PCR produkt slouZi jako templatova DNA pro sekvenacni
reakci, pfi které je nukleova kyselina denaturovana a ziskana jednofetézcova DNA
slouZi jako templat pro syntézu druhého komplementarniho fetézce. Syntéza je
zprostfedkovana enzymem polymerazou a reakce je upravena tak, Ze v urcitych
mistech dochazi v zavislosti na sekvenci templatoveho wvldkna k ukonéeni
(terminaci) syntézy. Pokud jsou pro detekci sekvenaénich produktd pouZity
fluoroforem znaéené terminatory ddNTP, detekuje se 3"-konec molekuly a tim se |
definuje pofadi nukleotidovych bazi v fetézci DNA.

Amplifikovany fragment se sekvenuje s pnimery specifickymi k sekvenci (v nasem
pfipad& specifickymi primery pro usek TMEM7154 genu). Sekvenovani prokaZe
spravnou sekvenci amplikonu a v pfipad& porovnani sekvenci v uréitém bodé
sekvence rozhodne o pfisluSnosti k danému genotypu.

Po sekvenaéni reakci dochazi kvlastnimu sekvenovani (= urceni poradi
nukleotidd) v sekvenatoru/genetickém analyzatoru, ktery pracuje na principu
kapilarni elektroforézy a je osazeny laserovym detektorem. Energie vyzafena z
fluorescenénich barviv je zachycovana specidlni CCD kamerou. Jednotlivym
Usekdm je poté za pomoci algoritmu pfifazovana ciselna hodnota (RFU). Tento
komplikovany a pfesné kalibrovany proces moZeme shrmout do dvou krokd.
Vysledkem prvniho kroku sekvenacni analyzy je tzv. elekiroforetogram. Jedna se
o grafické znazorméni vyslednych dat. Jednotlivé baze jsou v eletroforetogramu
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znaceny odliSnymi fluorescenénimi barvami - cytosin je znaten maodfe, thymin
gervené, adenin zelené a guanin Zluté. Nasleduje druhy krok sekvenacni analyzy,
kdy Jsou data ziskana ze sekvenatoru zpracovana specialnim typem softwaru.

Po skonéeni PCR reakce zlstavaji v mixu nespotfebované nukleotidy a zbytky
primerd, které mohou negativné ovlivnit dalsi analyzy amplikond, jako je napf.
sekvenaovani. Proto se pred vlastni sekvenaci PCR reakce oSetii kitem ExoSap-IT
(USB Corp.). Jedna se o smés hydrolytickych enzymi - exonukléazy a alkalické
fosfatazy v pufru, kterym se oSetfi konecna PCR reakce ExoSap neposkozuje
vysledny amplifikovany produkt. Exonukleaza odstrarfiuje z produkiu primery,
alkalicka fosfataza zbytky nuklecotid(. ExoSap se piidava pfimo do PCR produktu
a ve dvou krocich je reakce ukoncena.

Postup:

+ Na kaZdych 5 pl PCR reakce se pfidaji 2 pl ExoSapu. Napr. k 25 pl reakce
pridame 10 pl ExoSapu. Zamichame a inkubujeme 30 minut pfi 37°C.
Nasledné inaktivujeme ExoSap pii 80°C 15 minut.

+ Inkubace miZe probihat v termobloku, nebo v termocykleru. Pokud
prodlouZime €as inkubace, vysledny produkt bude lépe preistény.

+ Po oSetfeni PCR produktu ExoSapem je potfeba k reakci pfidat opét jeden
Z primerall

s Na kaZdych 10 pl vzorku pfidame 5 pl primerd, forward nebo reverse, podle
sméru, kiery chceme sekvenovat Takto upraveny vzorek je piipraven k
sekvenaovani.

Sekvenace precisténeho produkiu probiha v externi laboratofi (SegMe). Do
laboratofe se posild vzorek 10 pl PCR reakece s 2 pl ExoSapu a 5 pl primeru (5pM)
pro kazdy smér sekvenovani zvlast (1 vzorek obsahuje forward nebo reverse
primer). Vzorek se posild v 1,5 ml mikrozkumavee nebo v PCR mikrozkumavce.
Vzorky lze do laboratofe zaslat | v 96t jamkovych destickach. Sekvenace je
provedena Sangerovou metodou na Kapilamich analyzatorech  Applied
BioSystems 3500 prostrednictvim BigDye Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit
(Appied BioSystems) Ziskana data jsou dostupna ve formatu ab1 (abi -
chromatogram) a jako sekvence ve formatu FASTA. Takio ziskané soubory
sekvenci jednotlivych amplikonG/zvifat jsou dale zpracovany v programech (Mega,
Geneious, Unipro Ugene, ...) a upravené sekvence porovnany s on-line dostupnou
databazi nuklectidovych sekvenci NCBI prostiednictvim algoritmu BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), sekvence porovnavany mezi sebou a jednotlive
genotypy vyhodnoceny.
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PCR

Chemikalie a spotfebni material:

PCR H20 (Top Bio)

IMastermix (Top Bio)

primer TMEM154F, 100 uM (KRD)

primer TMEM154R, 100 pM (KRD)
Vyizolovana DNA

1,5 ml mikrocentrifugéni zkumavky (Eppendorf)
PCR zkumavky, stripy nebo desticky

Pristroje:
« PCR termocykler
+ centrifuga
* sada automatickych pipet
+  voriex
+ mrazak

Elektroforéza

Chemikalie a spotfebni matenal:

EDTAOQ5M, pH 8,0

TBE (10 x) (vlastni pfiprava, viz. niZe)

agaroza (Serva)

PCR ethidium bromid (Top-Bio) | pozor potencialni karcinogen |
PCR vkladaci pufr (Top-Bio)

+ DNA Marker 100-1500 pb (BioLabs)

EDTAOQS M
1.0MEDTA ... 186,1 g(Sigma)
ultrafitrovana voda ... 800 ml

S roztokem se intenzivn& micha, b&hem michani se upravi pH na 8,0 pomoci
MNaOH (cca 20 g). Po dplném rozpusténi roztok EDTA dopinime do objemu1000
ml a sterilizujeme autoklavovanim.

TBE (10x)

Tris base 108 g(Serva)

kyselina borita 55 g (Serva)
05MEDTA{pHE0) ...... 40 ml{Serva)
ultrafitrovana voda ... doplnit objem do 1000 ml

Poznamka: skladovani vyse uvedenych roztoku je pfi pokojove teploté
DNA Marker 100-1500 bp (BiolLabs) skladovat pii -15 az -20°C
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Pristroje:

rychlovahy Scaltec SBC 41 (Sartorius)
trepacky MS-1 (IKA)
tfepacka MS-2 (IKA)
chlazena centrifuga 1-14K(Sigma)
centrifuga 5453 (Eppendorf)
centrifuga 5418 (Eppendorf)
chladici box CH-100 (Biosan)
vyhievna tfrepacka Komfort ( Eppendorf)
biohazard boxy BIO 2 (Nuaire)
automat pro extrakci NK MagNa Pure LC Instrument (ROCHE)
termocykler TRIO (Biometra)
real-time PCR systém CFX96 (Bio Rad)
vyhodnocovaci zafizeni: pramyslova kamera
o UV transiluminator
o vyhodnocovaci software Gel-Pro Analyzer
zafizeni na pfipravu ultrafiltrované vody (Aqual)
lednice a mrazaky pro uloZeni reagencii a pro archivaci vzorkl
automatické pipety (Eppendorf ) v rozsahu 0,1 — 1000 ul

laboratorni sklo pro pfipravu a skladovani roztokd (kadinky, odmémé

valce,..)
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Priklady vysledkd PCR analyzy — amplifikace ¢asti genu TMEM154

Amplifikacni produkt ma délku 828 bp u vsech tfech genotypl. Pro piesnou
identifikaci jednotlivych genotypd je nutné osekvenovat naaplifikované produkty.

]

Obr.¢.1: Vyhodnoceni ELFO; slot €. 1 a €. 16 velikostni marker 100bp; sloty 2 — 13 specificky
amplifikacni produkt PCR, slot ¢. 14 negativni kontrola
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Obr. €. 2: Vystup sekvenacni analyzy genotypu K35.
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I1.5. Statistické hodnoceni jednotlivych genotypu

Asociacni analyza

Asociaéni analyza zkouma wvztah mezi rizikovymi faktory a rozvojem uréitého
onemocnéni. Pokud se u infikovanych jedincd vyskytuje alela s vy2si frekvenci
vyskytu, nez je tomu u zdravych jedinch, mluvime o genetické asociaci. Vztah
mezi alelou, geno- nebo haplotypema a onemocnénim se testuje asociacni
analyzou. Uspofadani takové analyzy ma charakier "case-control", kdy se
porovnava zastoupeni daneho znaku (polymarfismu) mezi skupinou, kiera
onemocnéla a skupinou, u které onemocnéni nevypuklo. DaleZité je, aby viichni
testovani jedinci pochazeli ze stejné populace, a aby testovana skupina byla co
nejhomogenn&jsi (v&k, pohlavi, plemenao). Vy3si frekvence SNP nebo genotyp u
infikovanych jedincd mdZe znamenat, Ze se s uréitym genotypem zvysuje riziko
specifického onemocnéni. (Lewis a Knight, 2012).

fiskané wvysledky jsou sumarizovany v konfingencnich tabulkach, kde se
statisticka vyznamnost testuje Chi kvadrat testem.

Priklad vysledkd sumarizovany v kontingenéni tabulce:

| pocetn E35 | K35 E35K
SRLV pozitivni 6 1 (16%) 2 (33%) 3 (50%)
SRLV negativni 2 0(0) 1 (50%) 1 (50%)

Mé&feni vztahu rizikového faktoru a onemocn&nim pomoci odds ratio - srovnani
skupin s a bez rizikoveho faktoru, jaka je Sance onemocnét u obou skupin, nebo
jestli se Sance na infekci lidi. Vypodita se jako pomér £ance vzniku onemocné&ni u
skupiny vystavené riziku ku skuping, na kierou rizikovy faktor nepisobi.
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lll. Srovnani novosti postupu

V soutasné dobé neni v CR kdispozici dostupna metodika zabyvajici se touto
problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen diléi a rozptyleng ve
védeckych publikacich a monografiich, které se zabyvaji problematikou detekce
pavodcih virovych onemocn&ni ovei a koz, tj. maedi-visna virus ovci (MVV) a virus
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV).

Predkladana metodika zahrnuje popis viech metodickych a analytickych postupd
od odbé&ru vzorku, pies jeho uchovani, zpracovani a postupy imunochemické a
molekularni detekce MWW a CAEV.

Soucasti metodiky je 1 vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych detekénich metod.

MNovost postupu spofiva v kombinaci sérologicke a molekularmé  biclogicke
identifikace infikovanych zvifat, dale v modifikaci extrakce provirové DNA a pouZiti
primert, které dosud nebyly pouZity pro diagnostiku SRLV v CR. PouZité primery
byly ové&feny s pozitivnim vysledkem pfi detekci kmend aktualné cirkulujicich v
chovech ovci a koz v Ceskeé republice.

IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika genotypizace ovci a koz - detekce marker( geneticky podminéné
rezistence k SRLV' vprvni &asti zahmuje teoreticky Gvod do problematiky. V
praktické ¢asti pak jsou uvedeny postupy potfebné pro spravny odbér vzorkd,
izolaci DNA a protokoly pro PCR detekci a sekvenovani cilového
genu/polymorfismu a uréeni genotypd zvifete.

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych navodd molekulamni analyzy, na
jejichZz zakladé Ize provadét rutinni analyzy vzorkl krve s cilem optimalni detekce
markerd genetické rezistence k infekci SRLV. Vystupem analyzy je pak detekce
genotypd u pozitivnich a negativnich zvifat na zakladé molekularni analyzy.

UZivatelé metodiky jsou pracovisté wvyzkumna a veterinarni, kfera mohou
s vyhodou vyuZit pfednosti optimalizovanych postupt detekce genotypl. Metodika

bude uplatnéna prostfednictvim SCHOK. S timto subjektem byla uzaviena
smlouva o uplatnéni metodiky.
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V. EKonomické aspekty

Predpokladané ekonomické pfinosy metodiky jsou kalkulovany aZ do vyse 15 000
tis. K& Daldimi pfinosy pfedkladané metodiky jsou rozgifeni spekira technik a
metodickych postupd pouZivanych v diagnostickych laboratofich, rozsiteni
portfolia technik a sluZzeb provadénych v laboratofi, metodicka a vzdélavaci
funkce.

Pfinosem pro chovatele je moZnost vyvozu plemennych zvifat (jehnic a berand) v
odhadovaném poctu cca 1000 ks za rok, tzn. min. 5 000 za kalkulované obdobi.
Primé&ma cena plemenného zvifete je cca 3 tis. KE.

Do nakladd na zavedeni postupd uvedenych v metodice lze zapoditat pofizeni
nejnuingjsiho investicnino a neinvesticniho vybaveni pro provoz laboratoie a
provedeni Ukond a postupl uvadénych v metodice v celkové minimalni vysi 6,5 mil
KE&. \ pripadé automatizace izolace DNA a zpracovani velkého objemu vzorkl je
pak nutné pocitat s dalsimi naklady na pofizeni linky pro izolaci DNA pomoci
paramagnetickych partikuli v objemu cca 25 mil K& a automatické cipové
elektroforézy nebo fragmentaéniho analyzatoru ve vysi 1,4 mil KE. Dalsi naklady
pak predstavuji naklady na chemikalie a na zakladé dlouhodobych kalkulaci Cini
jednotkova cena za analyzu jednoho vzorku 420 KE (ceny za chemikalie) WV
uvedeném piikladu kalkulace nakladd nejsou uvedeny dopliikové naklady, odpisy,
naklady na vzdé&lavani a vyikoleni personalu laboratofe, naklady na vyvo] metod,
které jsou odvislé od konkrétni situace a vybavenosti (materialni | personalni)
pracovisté.

Jako ekonomicky vyhodngjii se jevi analyza vzorki ve specializovanych
laboratofich, kde lze sdilet naklady na pofizeni investic, vychovu a vzdélavani
pracovnikd, sluZby.
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|. Anotace technologie

Ovéiena technologie je vysledkem projekiu MZe NAZY QJ 1610096 "Program
zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych preZvykavcd s vyuZitim novych
metod éasné laboratorni diagnostiky a markert geneticky podminéné rezistence k
infekci jako selekéniho kriténia".

\ technologii je popsan novy systém prevalence a profylaxe lentivirovych infekci
malych pfezvykavcd jako pfedpoklad pro nowvy, Géinny eradikaéni program.
Technologie zahrnuje zasady a metodické postupy odb&ru, uchovani a zpracovani
vzork( krve; postupy pro sérologické stanoveni virového onemocnéni, postupy pro
molekularni detekci virové NK (izolace provirove DNA, detekce provirove DNA
pomoci PCR, RT-PCR a LAMP, postupy pro izolaci DNA ovci a koz a detekci
genotypu majiciho vztah k rezistenci k SRLY. Dale jsou uvedena doporuceni pro
chovatele, tak aby nedochazelo krozsifovani ¢i zaviékani onemocnéni maedi-
visna ovci (MV) a virova arteritida a encefalitida koz (CAE) v chovech.
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Il. Predmét a cil technologie

Lentiviry malych pfeZvykavecld (SRLV), konkrétné maedi-visna virus ovci (MVV) a
virus infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV) zplsobuji celosvétové rozsifena
onemaocnéni vyskytujici se i v CR — maedi-visnu ovci (MV) a artritidu a encefalitidu
koz (CAE). Tyto choroby jsou nelééitelné a neexistuji proti nim Géinné vakciny.
Vzhledem k soucasné nakazové situaci jsou onemocnéni MYV a CAE zavaZznym
problémem. ZplOsobuji vyznamné ekonomické ztraty a vytvafi bariéru pfi
obchodovani s plemennym materialem (nejen v EU), &i pfi pofadani chovatelskych
akci (vystavy, svody). Chovy v CR zafazené v kontrole uZitkovosti (KU) musi byt
MV a CAE proste.

Soucasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvifat a
nafizené vakcinace monitoruje nakazovy status v chovech v KU sledovanim
vyskytu protilatek. MNejsou viak stanovena systémova opatfeni pro eradikaci
nakazy pro chovy, které nejsou nakazy prosté nebo do nichZ byla infekce
zavleCena. Plemeno ovce Sumavska, kde na zakladé predchozich zjisténi znama
vyE5i incidence onemocnéni, je z monitoringu vyjmuto. Je to &eské& narodni
plemeno, které je zafazené do programu uchovani genetickych zdrojd, je soucasti
genové rezervy a |e zahrmuta do sv&tového genofondu ohroZenych plemen
hospodarskych zvifat. Ozdravovani chovl na zakladé na zakladé vyrazeni
pozitivnich zvirat by ohrozila plemennou zakladnu natolik, Ze by mohlo dgjit k jeho
zaniku.  Stejné jako u eradikace klusavky (scrapie) na zakladé selekce
rezistentnich genotypll se | zde se nabizi mozZnost zavedeni eradikacniho
programu spojujiciho €asnou a piesnou diagnostiku spoleéngé s asistovanou
selekci podminénou markery genetické rezistence.

Soudobé poznatky ukazuji, Ze pouZivané diagnostické metody nejsou vidy zcela
spolehlivé vzhledem ke sloZité patogenezi onemocnéni. MejspolehlivEjsi je
kombinace imunologickych a molekulamé bioclogickych metod, piicemz s
piihleédnutim ke kmenové vanabilité, je tfeba metody molekulamé biclogicke
diagnostiky nadale zdokonalovat. Krevni vzorky jsou primarné testovany metodou
ELISA za (celem prukazu specifickych protilatek. Suspektni vzorky jsou pripadné
konfirmovany alternativnimi imunoclogickymi metodami - imunodifuznim testem
popf. imunoblotem. Sérologicky pozitivni vzorky a vybrané negativni vzorky jsou
dale testovany na pfitomnost provirové DNA metodou real-time PCR (gPCR) i
LAMP.

Ma zaklad® analyzy genomu ovci byl identifikovan kandidatni gen pro odolnost
proti onemocnéni MV/CAE — gen TIMEM154. Nejsilngjgi vztah k odolnosti vykazuje
polymorfismus E35K. Molekularmi analyza zaloZend na sekvenovani genu
TMEM154 a identifikace konkrétniho genotypu umoZiuje markery asistovanou
selekci a vybér jedinch s genotypem s vyE3i odolnosti vi&i onemocnéni.
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Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potfeba podporovat
rozvo] chovu t&chto zvifat, véetn&d chroZenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvirat, Slechténi | podpory obchodu s plemennym materialem.
Ozdravovaci program od lentivirovych infekci malych preZvykaveld zaloZeny na
kombinaci pfesné a rychlé diagnostiky onemocnéni a markery asistovane selekce
(MAS) se jevi Jako moZné vychodisko pro feSeni soucasné nakazové situace.

Cilem technologie je navrhnout modelovy postup zaloZeny na
presné a véasneé detekci SRLV a molekularni detekci specifického
genotypu zvirete. Tento postup umoZriuje markery asistovanou
selekci odolnéjsich jedincid na zdkladé genetické odolnosti
k infekci a soucasné eliminaci infikovanych jedinci z chovu.
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lll. Vlastni popis technologie

Odbér vzorka krve

Pro diagnosticke Ucely je odebirana penferni krev zvifat (v&kova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu). Krev je odebirana do plastovych 5 ml zkumavek
s antikoagulantem K:EDTA Ihned po odbé&ru je krev ve zkumavce nutné dikladné
promichat s antikoagulantem a uchovavat pfi +4°C. Ze vzorkd krve je odstied&nim
separovana plasma, buffy-coat a erytrocyty. Krevni plasma se pouZiva pro
sérologické wvy3etfeni, buffy coat pro prikaz provirové DNA. Pro stanoveni
genotypu zvifete je DNA izolovana z celého vzorku krve. Vzorky jsou archivovany
pfi -80°C.

Sérologicka diagnostika: prukaz specifickych protilatek proti
SRLV

Zyifata infikovana SLRV zdstavaji imunokompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek. Humoralni odpoveéd na infekci MVV je vyznamné
pomalejsi, neZ u jinych virovych infekci s akutnim prib&hem. K sérokonverzi
dochazi rizné a to od nékolika tydnl do nékolika mésicl po infekci. Protilatky typu
IgG jsou po piirozené infekci MVAV/CAEV pfitomne po celou dobu Zivota zvifete a
slouZi jako zakladni indikator monitorovani nakazy v chovech a selekéni kritérium
pil eliminaci nakazy. Pro sérologickou diagnostiku SRLY na dzemi CR jsou
vhodné komercni ELISA testy Ehtest MVW/CAEY (Hyphen) a ID Screen MV
Indirect (IDvet), popf. jejich kombinace pfi nutnosti konfirmaéniho vySetfeni.

Detekce provirové DNA SRLV pomoci PCR metody

K prokazani provirové DNA sekvence lentivird u malych pfeZvykavcl je pouZita
molekularné biologicka metoda PCR (polymerazova fetézova reakce). Principem
této metody je multiplikace dseku cilové sekvence vybraného genu z provirovée
DMNA vznikajici po integraci viroveho genomu do hostitelské DNA  pomoci
specifickych primerd, které tuto sekvenci ohranicuji. Izolace provirové DNA je
provadéna z buffy coatu a u extrahovane DNA je provedena testace na pritomnost
pravirové DNA pomoci nested PCR dle Grego et al. (2007). Cilova oblast genomu
je konzervativni oblast gag genu. Vysledny amplifikaéni a reamplifikaéni produkt je
o délce 1.3kb a 0,8 kb.

Detekce provirové DNA SRLV pomoci RT-PCR metody

V prib&hu real-time PCR je vizualizace amplifikacniho produktu zajisténa
nasednutim specifické fluorescencni sondy typu Tagman pro dany udOsek
\ elongacni fazi dochazi k jejimu rozloZeni pomoci exonukleazové aktivity Tag
polymerazy a tim i k uvoln&ni fluorescencniho zafeni. Jako kontrolni gen je pouZit
gen pro R-aktin. K detekci genu pro B-aktin se do reakce s templatovou DNA
ziskanou z testovaného zvifete pfidava jeden par specifickych primerd a jedna
sonda znaéenou fluoroforem Hex dle Toussaint et al. (2007).
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Diagnostika SRLV na zdkladé LAMP analyzy

Metoda Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) je modemni metodou,
ktera umoZfiuje vysoce specifickou, G€innou a rychlou amplifikaci nukleovych
kyselin za izotermickych podminek. V porovnani s metodou real-time PCR je
LAMP specifict&)si, citlivéjdi a rychlejsi a je velmi citliva na cistotu a kvantitu
vstupni DNA. Je ekonomicky efekfivni, a to 1 diky tomu, Ze pro vizualizaci neni
potfeba elekiroforetického zobrazeni. Dalsi vyhodou metody LAMP je jeji rychlost.
Mezi zakladni komponenty kaZdé reakce patfi 4 cligonuklectidové primery, jejichZ
Ucelem je rozpoznat 6 odlisnych oblasti na cilovém genomu a DMNA dependentni
DMNA polymeraza.

Detekce polymorfismu na genu TMEM154

V populacich malych pfeZvykavch se u transmembranového genu 154 TIMEM154
vyskytuji nejméné 3 polymorfismy. Prvni je polymorfismus K35, kdy je na pozici 35
genu baze adenin, a kdy tato sekvence nukleotidd kdduje aminokyselinu lysin.
Zvifata s timto polymorfismem maji sniZené riziko nakazy SRLV infekci. Druhym
polymaorfismem - E35 - je pfitomnost baze guaninu na 35 pozici, vysledkem je
zafazeni aminokyseliny glutaminu do peptidového fetézce, a nositelé s timto
polymorfismem jsou nachylngjsi k infekci SRLV viry. Nejrizikov&jsi skupinou jsou
ale heterozygotni nositelé - E35K, ktefi maji na pozici 35 R (adenin a guanin), a
ktefi jsou k infekci lentiviry nejnachyln&jsi. Prislusny genotyp (polymorfismus) je
detekovan na zakladé PCR amplifikace genu TMEM154 a sekvenacni analyzy
amplifikovaného produktu.

L
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IV. Testovani vlastni technologie — protokol a ovéreni

Pro viechny uvedené postupy byly vypracovany podrobné metodické postupy
(Bartak et al. 2017 a Bariak et al. 2018) a metodické postupy pro zpracovani
vzork( krve, izolaci provirové DNA a zvifeci DNA, sérologicke stanoveni protilatek
prati SRLV, molekularni detekci SRLV a identifikaci polymorfismu — rezistentniho
& nachylného genotypu byly otestovany a ové&feny na scuboru vice neZ 3500
vzork(d ovei a koz.

Klicové pro dosaZeni optimalnich vysledkd je doporugeny odb&r a zpracovani
vzorkl krve a optimalizovany postup izolace provirové DNA. Pro sérologickou
diagnostiku SRLY na Gzemi CR jsou vhodné komeréni ELISA testy Elitest
WMVWVICAEY (Hyphen) a ID Screen MV Indirect (IDvet), popf. jejich kombinace pfi
nutnosti konfirmaéniho vysetfeni. Sensitivita ELISA testd se pohybuje vétSinou
nad 90% a specifita byva cbecné velmi vysoka (96-100%). KaZdy z testd
pouzivanych k sérologické diagnostice ma své prednosti a nevyhody s ohledem
na potencialni moZnosti vyuZiti, kterymi jsou zejména jejich mizna specifita a
sensitivita. ProtoZe neexistuje Zadny oficialni ,zlaty standard” sérologickych testd
na diagnostiku infekci SRLV, jsou testy v&tSinou porovnavany navzajem mezi
sebou a vysledné studie tak maji riznou obtizné porovnatelinou kvalitu.

Pro vyhodnoceni relativni sensitivity komerénich ELISA testd na vzorcich z Ceské
republiky byl pouZit soubor terénich vzorkd ovci a koz z riznych chovi, které byly
serologicky pozitivni v imunodifuznim testu (IDT/AGID MAEDITEC). Jako nejvice
citlivy test se jevi Elitest M\VV/CAEV, srovnatelnou Uroven vykazuje ID Screen MY
Indirect. Nejméné citlivy test v tomto porovnani byl IDEXX MVW/CAEV p28 Ab
Screening Test pii dodrZeni kriterii hodnoceni danych vyrobcem.

Technologie obsahuje | metodické postupy molekularni detekce SRLV zaloZené
na PCR, RT-PCR a LAMP/RT-LAMP technikach. Tyto techniky jsou vhodnym
dopliikem sérologickeho stanoveni SRLV, umozZiuji molekularni identifikaci a
kmenovou charakiernizaci SRLY nicméné tyto postupy jsou citlive na dostatecné
mnoZstvi a kvalitu provirove DNA.

MNa zakladé sérologické a molekularni detekce byla vyhodnocena prevalence
v analyzovanych chovech ovci a koz. Prevalence byla ve velmi Sirokém rozsahu
0 - 53.3 %. Byly identikovany chovy bez pfitomnosti SRLY (13 chovi), ale i 12
chovl s wvyskytem SRLV, ve 4 pfipadech byla vice neZ tfetina zvifat v chovu
infikovana.
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Tabulka 1: Prevalence onemocnéni MV/CAE ve sledovanych chovech.

Cislo chovu Druh zvirete Celkovy pocet Prevalence v %
zvirat
1. kozy 243 132
2. ovee 150 15.3
3. ovee 230 78
4. avece 8 0
A, kozy 22 45
6. ovee 50 2
T. ovee 100 10
8. ovee 50 0
9. ovce 2 0
10. ovee 200 445
11. ovee 431 56
12. kozy 18 0
13 avece 42 0
14. ovee S0 0
15. kozy 103 0
16. ovee 50 0
17. kozy 19 0
18. kozy 3 0
19. ovee 248 0
20. ovee 91 0
21. ovee 206 0
22. ovee 280 20
23. ovee 299 431
24. kozy 173 295
25. ovee 274 533

Molekularni analyza polymorfismu v kandidatnim genu TMEM 154 potvrdila vyskyt
viech tfech genotypd. Nepotvrdila se ale 100% vazba pfislusného polymorfismu
na odolnost & vy33i nachylnost k onemocnéni pravdépodobné z divodu mutaci
SRLV a prekonani dfive publikované wvazby polymorfismu K35 krezistenc
k SRLV. Nicméné v ramci této skupinu genotypd je patrny trend vy3Si odolnosti
onemocnéni a i selekce jedincld s timto genotypem je vyZadovana.

Tabulka 2: Vyskyt genotypl zvifat ve skupiné sérologicky pozitivnich a negativnich

ELISA pozitivni negativni
genotyp E35 E35K K35 E35 E35K K35
% % % % % %

1 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 435 7391 2174 0,00 20,83 79.17
3 10,00 50,00 40,00 5,00 40,00 55.00
10 1,492 50,00 4808 18,52 5185 2963
11 55,00 45.00 0,00 3256 51,16 16,28
22 2564 61,54 12,82 10,26 2821 61,54
23 843 4519 4337 933 32,00 5867
24 100,00 0,00 0.00 100,00 0.00 0,00
25 5263 3158 15,79 13,64 50,00 36,36
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Soubor opatfeni zahrnuty v kontrolnim programu je tfeba nastavit
podle ndkazoveho statusu chovu.

1. chov prosty SRLV

+ serologicky monitoring nakazového statusu

+ systém biosekurity jako nastroj ochrany chovu pfed zavleéenim infekce

« pfednostni zafazovani do chovu jedincd o genotypu K35 pro zvyieni kvality
stada z hlediska obchodu a z hlediska prevence

2. chov infikovany SRLV

+ sérologicka identifikace inflkovanych zvifat

+« molekularni detekce a identifikace genotypu SRLY

+ periodicke vyfazovani infilkovanych zvifat z chovu bez ohledu na jejich
genotyp

« pfednostni zafazovani do chovu jedinch o genotypu K35 s potencialni vy3si
odolnosti SRLY

« systém biosekurity jako nastroj ochrany chovu pred zavleCenim infekce

3. chov s neznamym nakazovym statusem

+ identifikace stada serologickym vysetfenim a identifikace infilkovanych zvirat

+« molekularni detekce a identifikace genotypu SRLY

s periodicke vyfazovani infilkovanych zvifat z chovu bez ohledu na jejich
genotyp

« pfednostni zafazovani jedincd o genotypu K35 s potencialni vy3si odolnosti
SRLV do chovu

« systém biosekurity jako nastroj ochrany chovu pied zavleCenim infekce
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V. Shrnuti

Uvedené postupy prokazaly moZnost rychle, véasné a pfesné detekce
onemocnéni SRLY a viadé piipadd vysokou prevalenci onemocnéni
v analyzovanych chovech.

Na zakladé navrZzenych postupl sérologické a molekularni analyzy lze navrhnout |
systém prevence a profylaxe lentivirovych onemocnéni ovci a koz zaloZeny na:

+ dusledné kontrole vyskytu onemocnéni v chovech;

identifikaci infikovanych zvirat na zakladé sérologicke ¢i sérologicke a

molekularni analyzy;

+ vyfFazeni infikovanych zvifat z chovu bez ohledu na jejich genotyp;

+ molekularni identifikaci genotypu zvifete a do chovu pfrednostni
zafazovani jedinch o genotypu K35 s potencialni vyssi odolnosti
SRLV;

* v pfipadé obchodovani se zvifaty — ddslednou kontrolu zdravotniho
statusu na zakladé sérologické &i sérologické a molekularni analyzy a
identifikace genotypu zvifete.

Tento systém povede k:

+ ozdraveni chovl a postupnému sniZovani poétu chovi s MV/CAE :
+ prevence zavleé¢eni infekce do chovu dovozem infikovanych zvirat.

V pfipadé genowvych rezerv — aplikace bodu 3 (vyfazeni infikovanych zvifat
z chovu bez ohledu na jejich genotyp) v mife negativné neovliviiujici genetickou
zakladnu chovu.

10
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Smlouva o uplatnéni ovéfené technologie
zpracované v ramci feSeni projektu QJ 1610096 "Program zdravotni kontroly

lentivirovych infekci malych prezvykavcel s vyuzitim novych metod &asné laboratomi

diagnostiky a markeru geneticky podminéné rezistence k infekci jako selek&niho kritéria"

uzaviena podie ustanoveni § 11 zakona ¢ 130/2002 Sb., o podpofe vyzkumu,
experimentalniho vyvoje a inovaci z vefejnych prostiedki

Smiuvni strany:

1

1.1

1.2

2.1

22

JihoCeska univerzita v Ceskych Budéjovicich

se sidlem BraniSovska 1645/31a, 370 05 Ceské Budéjovice
IC/RC: 60076658

DIC: CZ 60076658

zastoupena doc. Tomasem Machulou, Ph.D., Th.D., rektorem JU
(dale jen .poskytovatel technologie®)

Svaz chovatell ovci a koz z.s.

se sidlem Ptasinského 308/5, 602 00 Brno

IC/RC: 63109859

DIC: CZ 63109859

zastoupeny Ing. Vitem Maresem, pfedsedou predstavenstva
(dale jen ,uzivatel technologie®)

Clanek 1
Predmét smlouvy

Predmétem této smiouvy je uplatnéni ovéfené technologie s nazvem Systém
prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych prezvykavcy' zpracované na
pracovisti poskytovatele v ramci feSeni projektu MZe QJ 1610096 "Program zdravotni
kontroly lentivirovych infekci malych pfezvykavcl s vyuzitim novych metod &asné
laboratorni diagnostiky a markeru geneticky podminéné rezistence k infekci jako
selekéniho kritéria” (dale jen .technologie).

Cele znéni technologie je nedilnou pfilohou této smlouvy (viz. Pfiloha &.1)

Clanek 2
Autorstvi technologie a cil uplatnéni technologie

Autory jsou: prof Ing. Miloslav Soch, CSc., dr.h.c., prof. Ing. Viadislav Curn, Ph.D.,
Ing. Antonin Vejéik, CSc., Mgr. Tomas Tonka, Ph.D., Ing. Katefina Vernerova, Ing.
Barbora Farkova, Ing. Dagmar Stehlikova, MVDr. Pavel Bartak, Ph.D., Mgr. Bronislav
Simek, MVDr. Petr Véclavek, Ph.D.). Zastupcem autorského tymu je prof Ing.
Miloslav Soch, CSc., dr.h.c.

Cilem uplatnéni ovéfené technologie je poskytnuti systému prevalence a profylaxe
lentivirovych infekci malych pfezvykavcu jako predpoklad pro novy, Géinny eradikaéni
program. Technologie zahrnuje zasady a metodické postupy odbéru, uchovani a
zpracovani vzorkl krve; postupy pro sérologické stanoveni virového onemocnéni,
postupy pro molekularni detekci virové NK (izolace provirové DNA, detekce provirové
DNA pomoci PCR, RT-PCR a LAMP, postupy pro izolaci DNA ovci a koz a detekci
genotypu majiciho vztah k rezistenci k SRLV. Dale jsou uvedena doporuéeni pro
chovatele, tak aby nedochazelo k roz§ifovani & zavlékani onemocnéni maedi-visna
ovei (MV) a virova arteritida a encefalitida koz (CAE) v chovech
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) Clanek 3
Uprava viastnickych a uZivatelskych prav k technologii

Véechna prava k technolegii patii autorim technologie.

Uzivatel technologie je opravnén uzivat uvedenou technologii po dobu Uéinnosti této
smiouvy.

Autor/zastupce autorského kolektivu ovéiené technologie prohlasuje, Ze zpracovana
ovéfena technologie nezasahuje do prav jinych osob z prumyslového nebo jiného
dusevniho viastnictvi.

Autor/zastupce autorského kolektivu ovéfené technologie prohlasuje, Ze zpracovana
oveiena technologie. vyvinuta vramci feeni projektu, bude v ramci pfislusnych
publikaci, pfipadné planu uplatnéni vysledkd, pfistupna véem potencidinim
uzivatelim.

Clanek 4

Zéavérecna ustanoveni
Tato smiouva se uzavira na dobu neurditou s tfimeésicni vypovédni Ihitou.
Vypovédni |hata zagind béZet od prvniho dne mésice nasledujiciho po doruceni
vypovédi druhé smluvni strané.
Jakékoliv zmény a doplnéni této smlouvy mohou byt provedeny pouze po sobé
Ciselnymi dodatky k této smlouvé, podepsanymi zmocnénymi zastupci smluvnich
stran.
Zavazky, préva a povinnosti vyplyvajici z této smiouvy pfechazeji na eventuaini
pravni nastupce smiuvnich stran.
Tato smlouva nabyva platnosti a Géinnesti dnem podpisu obou smiuvnich stran.
Tato smlouva se vyhotovuje ve tfech stejnopisech, z nichz kazdy ma platnost
originalu. Kazda smluvni strana obdrzi jeden stejnopis. Jeden stejnopis obdrzi
poskytovatel podpory na feseni projektu, v jehoz ramci byla ovéfena technologie
Zpracovana.
Podpis ovéfené technologie je nedilnou souéasti této smlouvy. Autor/zastupce
autorského tymu ovéfené technologie pfeda uzivateli pfi podpisu smlouvy popis této
ovérené technologie v tiSténé a elektronické podobé a ten ji timto prebira. V pfipadé,
Ze ovéfena technologie bude néasledné vydana tiskem, pfeda poskytovatel
bezprostfedné po vytisténi originaini vytisk s oznaéenim ISBN.
Ovéfena technologie je poskytovana pfijemci ovéfené technologie bezplatné.
Poskytovatel ovéfené technologie vioZi uplatnénou ovéfenou technologii do systému
evidence RIV. Tato smlouva bude uvedena ve zpravé o feseni vjzkumného projektu
za rok 2018,
Poskytovatel nenese Zzadné pravni dusledky za komeréni vyuziti ovéfené
technologie.
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Podpisy smluvnich stran

Za autora technologie (za autorsky
tym)

prof Ing. Miloslav Soch, CSc., dr.h.c

V Ceskych Budgjovicich //:/

dne: 4{1‘ /2 1 Zo ( J; {jméno/podpis) j

Podpisy smiuvnich stran

Za poskytovatele technologie < GKA UNIVERZITA
doc. Tomas Machula, Ph.D,, WR)&E:H BUDEJOVICE Ll‘l
rektor JU Y RERTORAT

370 \FS‘ Jg::k\' Budeovicy

V Ceskych Budéjovicich

dne: 19 -12- 208 (iméno a podpis statutémiho zastupce)

Za uzivatele technologie

V Brné
dne: 4 .74 o074

Ing. Vit Mares
predseda predstavenstva SCHOK

_ Zf ; /qm//

(j/méno a podpis sltatutéamiho zéstupce)
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OPONENTNi_POSUDEK

Formularf pro posudek pracovnika prislusného odborného organu statni spravy
Metodika

Nazev metodiky: Ovérena technologie: Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych pfezvykaved

Autor/autofi: Bech M Gom V Vejta A Torks T, Vermodk K. A--’-g;’t.mn mump.”.v‘

Jihoceska univerzita v Ceskych Budgjovicich,
Predkladajici organizace: St et ke e

Projekt (‘, Q9 llmﬁ'ﬁawrm-mnnmuy wisuravyen s mygoh phatvyeivel 3 wpuder rovpe malsd e DHormo T Jagrosky A makenl Jenescry DOOTIrAnS rezuience ¥ wfoaci ake

B LW A
1) Splfiuje metodika poZadavky na strukturu metodiky? ANO / NE
1) Cil metodiky /
Komentar:

Cilem metodiky je podani uceleného souboru analytickych postupd pro detekci
specifického genotypu zvifete a moznost genetické selekce odolnéjsich jedincl
na zakladé geneticke rezistence k infekci

ll) Vlastni popis metodiky /
Komentar:

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych navodl molekularni analyzy, na
jejichz zakladé |ze provadét rutinni analyzy vzork( krve s cilem optimalni detekce
marker( genetické rezistence k infekci SRLV. Vystupem analyzy je pak detekce
genotypl u pozitivnich a negativnich zvifat na zakladé molekulami analyzy.

Ill) Vyjadreni k "novosti postupi" /
Komentar:
Novost postupu spociva v kombinaci sérologické a molekularné biologické

identifikace infikovanych zvirat, dale v modifikaci extrakce provirové DNA a
pouziti primerd, které dosud nebyly pouZity pro diagnostiku SRLV v CR.

IV. Popis uplatnéni metodiky (pro koho je uréena, jakym zpisobem bude uplatnéna) /
Komentar :

UZivatelé metodiky jsou pracovisté vyzkumna a veterinarni, kterd mohou s
vyhodou vyuZit pfednosti optimalizovanych postupl detekce genotypt. Metodika
bude uplatnéna prostfednictvim SCHOK. S timto subjektem byla uzaviena
smiouva o uplatnéni metodiky.

V) Ekonomické aspekty (odhad nakladu v tis. K& a ekonomického pfinosu pro /
uzivatele v tis. K¢)
Komentar
Ex plincsy oy pou rozdifend m mnn 20 hy fich
POrUoNS Chnik & sdet ény Amlu ow-wmulmmmvmmmm
lm el mmmmm&hnw ¥ chowu ovol a koz. Je
ey metodiy & omnlmhmwwﬁnmnuumma Pmuamp-umoum,e

ya
Wmmmaummawmnommmw 1000 b5 28 cok, tzn min, 5 000 za kathulovans obdool
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POSUDEK ZPRACOVAL/A: MVDr. Marie Bleierova

Pracoviste: Ustiedni veterinarni sprava Statni veterinarni spravy

Ulice: Slezska 100/7

PSC, Obec: 120 56 Praha 2
Telefon:  +420 607 060 348 E-mail: m bleierova@svscr.cz

Prohlasuji, Ze nejsem v zaméstnaneckém ¢i obdobném vztahu k subjektGm, které predloZily
metodiku, nemam osobni ani obdobny vztah k Zadnému z pfedkladateli a neni mi znama Zadna

skutec¢nost, ktera by mohla ovlivnit moji nepodjatost.

p ,
4 M. 204§

Datum

MVDr. Zbynék Semerad

Jméno vedouciho pracovnika

Y4 29 ” A ‘]
A d%. 2048
sessasssesraiiones

Datum

.............................................

.............................................

Podpis vedouciho pracovnika a
razitko organizace statni spravy
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OPONENTNI POSUDEK

Formular pro posudek oponenta z oboru
Technologie

Nazev technologie: Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych pfeZvykavci
Autorfautofi: g Sochakoll REURST: '
Predkladajici organizace: Jiho&eska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Projekt &.: QJ 1610096
1) Spliuje metodika pozadavky na strukturu metodiky?

1) Cil metodiky
Komentar:

Cilem ové&fené technologie "Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci
malych pfezvykavcl" je navrh modelového Postupu, zaloZzeného na pfesné a
v€asné detekci SRLV a molekulamni detekci specifického genotypu zvifete.

ll)  Viastni popis metodiky

Komentat:

Technologie zahmuje zasady a metodické postupy odbéru, uchovani a zpracovani vzorky krve;
postupy pro sérologické stanoveni virového onemocnéni, postupy pro molekulérni detekei virove
NK (izolace provirové DNA, detekce provirové DNA pomoci PCR, RT-PCR a LAMP, postupy pro

Dale jsou uvedena doporugeni pro chovatele, tak aby nedochazelo k mﬂMnl €&l zaviékan|
oenemocnéni maedi-visna ovci (MV) a virova arteritida a encefalitida koz (CAE) v chovech,

Ill) Vyjadreni k "novosti postupi”
Komentar;

Navrhovany postup umozZfiuje detekci markert pro asistovanou selekci

odolnéjsich jedincli na zakladé genetické odolnosti k infekci a sougasné eliminaci
infikovanych jedinct z chovu,

IV. Popis uplatnéni metodiky (pro koho je uréena, Jakym zpisobem bude uplatnéna)
Komentar ;

UzZivateli ovéfené technologe budou védeckovyzkumna a veterinami pracoviste,
ktera v ramci své &innosti mohou vyuZivat pfednosti optimalizovanych postupi
detekce genotypi.

V) Ekonomické aspekty (odhad nakladu v tis. K& a ekonomického pfinosu pro
uzivatele v tis. Ké&)

Komentar :

Pfedpokladany ekonomicky pfinos ovéfené technologie je vyjadfen v samostatné
“Metodice genotypizace ovci a koz - detekce marker(: geneticky podminéné
rezistence k SRLV" ve vysi 15 000 000 K&.

12
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VI) Seznam pouzité literatury /

Komentar :

Seznam pouZité literatury je uveden v samostatné "Metodice genotypizace ovci
a koz - detekci marker geneticky podminéné rezistence k SRLV". Obsahuje
celkem 40 zahraniénich a 5 tuzemskych védeckych literarnich prameni.

VI) Seznam publikaci, které pfedchazely metodice/Vystupy z originalni prace /

Komentar :

Barték P., Véclavek P., Kostkova M., Mikulaskova K., Simek B. (2017): Prevalence y
onemocnéni malych pfezvykaved v CR s vyuZitim sérologické diagnostiky. Veterinafstvi 67
227-232.

Bartak P. a kol. Metodika odbérl a zpracovani vzorkl, serologického a molekularniho stanoveni
plvodce lentivirového onemocnéni ovei a koz. Ceske Budéjovice, 2017,

2) Dedikace /

= uvedeni odkazu na pfislusny projekt VaVipodporu na rozvoj vyzkumné organizace

3) Uzaviena smlouva o vyuziti vysledku (metodiky) s konkrétnim uzivatelem
Komentar: /

Ovéfena technologie byla vypracovana jako souéast vyzkumného projektu MZe NAZV
QJ 1610096. Jeji vyuziti bude uplatnéno prostfednictvim Svazu chovatel ovei a koz

republiky, se kterym byla uzaviena smiouva o uplatnéni souvisejici samostatné
metodiky.

4) SOUHRNNE VYJADRENI /

(Odpovida pozadavkim na metodiku?)

Pfedkladany "Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych
pfeZvykavc" odpovida pozadavkim na ovéfenou technologii. Doporuéuiji jeji
pfijeti jako vystupu dosazeného v ramci feseni projektu MZe NAZV QJ 1610096
"Program zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych prezvykavei s vyuZitim
novych metod &asné laboratorni diagnostiky a markerti geneticky podminéné
rezistence k infekci jako seleké&niho kritéria®,

2/3
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POSUDEK ZPRACOVAL/A: Titul, jméno, pfijmeni, titul

Pracoviste: doc.MVDr. Pavel Novak, CSc.
Ulice: Vyzkumny Gstav Zivogisné vyroby,v.v.i.

PSC, Obec: 104 00 Praha Uhfinéves
Telefon: 4420603 783 765 E-mail: novak.pavel@email.cz

Prohlasuji, Ze nejsem v zaméstnaneckém ¢&i obdobném vztahu k subjektum, které predlozily
metodiku, nemam osobni ani obdobny vztah k zadnému z pfedkladateli a neni mi znama zadna
skuteénost, ktera by mohla ovlivnit moji nepodjatost.

Vi
7122018 ... ‘

.............................................

Datum Podpis zpracovatele posudku
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Zemédélska Jihodeska univerzita

... fakulta v Ceskych Budgjovicich

Faculty University of South Bohemia
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Statni
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Certifikovana metodika:
Metodika odbéru a zpracovani vzorku,
serologického a molekularniho
stanoveni lentivirového onemocnéni ovci
a koz

Metodika byla vypracovana jako vystup vyzkumného projektu MZe NAZV QJ
1610096 "Program zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych
prezvykavcl s vyuzitim novych metod éasneé laboratorni diagnostiky a
markerd geneticky podminéné rezistence k infekci jako selekéniho kritéria™

Prof. Ing. Miloslav Soch, CSc., dr.h.c.
Prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.
Ing. Antonin Vejéik, CSc.

Mgr. Tomas Tonka, Ph.D.

Ing. Katefina Vernerova
Ing. Barbora Farkova
Mgr. Bronislav Simek
MVDr. Petr Vaclavek, Ph.D.

Mgr. Hana Pledkova
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I. Cil metodiky

Chov ovci a koz je nyni jednou z priorit zemé&délstvi, jak v LFA, tak v produkénich
oblastech, a to i z divodd udrZovani krajiny v kulturnim stavu, vyuZiti produkce
TTP, &i zachovani biodiverzity. Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v
CR, je potieba podporovat rozvoj chovu téchto pieZwykavch, a to z hlediska
zdravotniho stavu zvirat, welfare, glechténi a podpory mistniho | mezinarodniho
obchodu s plemennym materialem.

Lentiviry malych pfeZvykavcld SRLV, tedy maedi-visna virus ovci (MVV) a virus
infek&ni artritidy a encefalitidy koz (CAEV), zplsobuji vyznamna onemocnni po
celém své&té Tyto choroby vedou k ekonomickym ztratam a s pfihlédnutim k
nakazovym opatienim, omezuji mozZnosti obchodu s plemennymi zvifaty. Pro tyto
viroveé infekce neexistuje ucinna vakcina ¢i lécba. Soucasné poznatky ukazuji, Ze
pouzivané diagnostické metody nejsou vZdy zcela spolehlivé (z divodd kmenové
variability, €i nizké Grovné virové zatéze). Je tedy tfeba metody imunochemicke a
maolekularné biologické diagnostiky nadale zdokonalovat. Diky genomové analyze
5 pouZitim 50k SNP Zipl pro ovece, bylo identifikovano nékolik kandidatnich gend
pro odolnost k onemocné&ni MV, pfigemZ nejsilngjsi vztah k odolnosti vwkazuje gen
TMEM154%5 U} koz je tfeba tuto oblast prozkoumat, k éemuZ snad dopomize
pouziti nového 52k SNP mikrogipu®”.

Cilem feSeni projektu MNAZYV QJ 1610096, v ramci néhoZ byla metodika
vypracovana je vypracovat nové diagnostické metody pro véasné odhaleni
infekénich agens, v tomto pfipadé onemocnéni maedi-visny (MV) ovei a
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAE), provést prikaz viru MVV a CAEV
pomoci imunologickych metod a metod zaloZenych na molekulami detekci
virts a na zakladé genetického screeningu navrhnout program markery asistovang
selekce na rezistenci proti lentivirovym infekcim malych preZvykavcd (SRLV).
Timto prosazovat v plemenitb& genotypy odolng&jdi k onemocnéni.

Cilem metodiky je podani uceleného souboru analytickych postupd pro
detekci SRLV a vytvoreni platformy pro ozdravovaci program lentivirovych
infekei malych preZvykaveu (over a koz).

=]
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Il. Vlastni popis metodiky

I.1. Uvod

Lentiviry malych pfeZwykavcd (SRLV), konkrétné maedi-visna virus ovci (MVV) a
virus infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV) zplsobuji celosvétové rozsifena
onemocnéni vyskytujici se i v CR. Lentiviry malych pfeZvykavcl zplsobuji maedi-
visnu avei (MV) a artritidu a encefalitidu koz (CAE) a tyto choroby jsou neléditelné
a neexistuji proti nim Géinné vakciny. Vzhledem k souéasné nakazové situaci jsou
onemocnéni MV a CAE wyznamnym problémem. Zpuasobuji vyznamné
ekonomické ztraty a vytvafi bariéru pii obchodovani s plemennym materialem
(nejen v EU), &i pfi pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zarazene v kontrole uZitkovosti (KU) musi byt MY a CAE proste.

Soufasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvifat a
nafizené vakcinace, sleduje Eetnost nalezG pozitivnich zvifat v jednotlivych
chovech v KU, nejsou viak stanovena opatieni pro eradikaci nakazy. Plemeno,
kde se dle zprav od chovateld pfedpoklada vyi3i incidence onemocnéni, tedy
ovce Sumavska, je z monitoringu vyjmuto. Jeji chovatelé pnmamé projevuji zajem
o wvyvo] markerl geneticky podminéné rezistence. Stejné jako u eradikace
klusavky (scrapie) na zakladé selekce rezistentnich genotypl se | zde se nabizi
mozZnost zavedeni eradikaéniho programu  spojujiciho €asnou a pfesnou
diagnostiku spoleéné s asistovanou selekci podmin&nou markery genetické
rezistence.

Soudobé poznatky ukazuji, Ze pouZivané diagnostické metody nejsou vZdy zcela
spolehlivé vzhledem ke sloZité patogenezi onemocné&ni. MNejspolehlivgsi e
kombinace imunologickych a molekularné biologickych metod, pfiéemZ s
pithlédnutim ke kmenové variabilité, je tfeba metody molekularné biologické
diagnostiky nadale zdokonalovat''. Krevni wvzorky jsou primamé testovany
metodou ELISA za Ofelem prikazu specifickych protilatek. Suspektni vzorky jsou
piipadné konfirmovany alternativnimi imunoclogickymi metodami - imunodifuznim
testem popf. imunoblotem. Sérologicky pozitivni vzorky a vybrané negativni vzorky
jsou dale testovany na pfitomnost provirovée DNA metodou real-time PCR (gPCR)
s cilem vyvinout co nejspolehlivéjsi metodiku s pfihlédnutim ke kmenové vanabilité
a zaroveh zmapovat distribuci jednotlivych genotypl lentivin v populaci ovci a
koz.

Diky predchozim wyzkumim zaloZenym pfedeviim na genomové analyze s
pouzitim 50k SNP €ipl pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich gend pro
odolnost proti anemocn&ni MVY. Nejsiingjsi vztah k odolnosti vykazuji polymaorfizmy
v genu TMEM152%. U koz neni tato problematika bliZze probadana, nicméné nové
vyvinuty 52k SNP mikrocip, dava nad&ji k identifikaci a nasledné analyze
kandidatnich gend pro odolnost u koz?".
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Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potfeba podporovat
rozvoj chovu téchto zvirat, véetné ohroZenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvifat, Slecht&ni | podpory obchodu s plemennym materialem.
Ozdravovaci program od lentivirovych infekci malych pfeZzvykavcl zaloZeny na
kombinaci pfesné a rychlé diagnostiky onemocnééni a markery asistované selekce
(MAS) se jevi Jako moZné vychodisko pro feSeni soucasné nakazové situace.

(4]
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Il.2. Odbér vzorku biologického materialu

Pro diagnostické Ufely je odebirana periferni krev zvifat (v&kova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu).

Krev je odebirana do plastovych 10 ml zkumavek s antikoagulantem K:EDTA. Je
treba dodrZet maximalni hladinu krve oznacenou ryskou na zkumavce. Ihned po
odbéru je krev ve zkumavce nutné dikladné promichat s antikoaguantem,
uchovavavat pfi +4°C a zpracovat bezprostiedné po doru€eni do laboratofe.

Ze vzorkd krve s K:EDTA je odstiedénim separovana plasma, buffy-coat (bilé
krvinky + krevni desticky) a erytrocyty. Krevni plasma se pouZiva pro serologicke
vysetfeni, buffy coat pro prikaz provirové DNA. Vzorky jsou archivovany pfi -80°C.

Chemikalie:
+ 10 ml plastové odbé&rové zkumavky z K:EDTA

Pristroje:
« centrifuga
+ sada automatickych pipet
+  voriex
+ |ednice
+ hlubokomrazici box
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II.3. Sérologicka diagnostika: prakaz specifickych
protilatek proti SRLV

Zvifata infikovana SLRV zlstavaji imunokompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek. Humoralni odpovéd na infekci MVV je vyznamné
pomalejgi, nez u jinych virovych infekci s akutnim prib&hem. K sérokonverzi
dochazi rdzné a to od nékolika tydnd do nékolika mésicd po infekei.
Protilatky typu IgG jsou po pfirozené infekeci MVVICAEV pritomné po celou
dobu Zivota zvirete a slouzi jako zakladni indikator monitorovani nakazy
v chovech a selekéni kritérium pfi eliminaci nakazy.®

Lentivirové infekce mohou byt v laboratornich podminkach diagnostikovany jak
virologickymi tak sérologickymi metodami. Obecné je doporuc¢ovana kombinace
minimalné dvou test( kvdli konfirmaci vysledkid. Jako optimalni postup
laboratorni diagnostiky lentivirovych infekci je doporuéovana kombinace
ELISA testu a pfimého prikazu metodou PCR.?

Seérologicke metody

Zakladem diagnostiky SRLV infekci jsou sérologické metody zahrnujici
spektrum  ové&fenych laboratornich  technik.  Jednak  mamek dispozici
screeningové testy jako je imunodifuzni test (IDT/AGID) a rizné varianty
imunoenzymatickych testd (ELISA). Druhou skupinou jsou testy s vyE3i narocnosti
provedeni: radicimuncanalyza (RIA), radicimunoprecipitace (RIPA) a Western blot
(WB). Tyto testy jsou sloZitgjsi, relativné nakladné a ¢asové narofné a proto jsou
pouZivané spise pouZivané pro vyzkumné Géely.

Sérologicka diagnostika je wyuZivana pro pravidelny zdravotni monitoring
v negativni populaci & k identifikaci pozitivnich chovl jako souéasti programu
eradikace. V chovech s potvrzenym vyskytem SRLV jsou pak sérologické metody
v kombinaci s PCR pouZivany na identifikaci infikovanych jedincd vhodnych
k vyfazeni v ramci ozdraveni chovu. Za (celem screeningu € monitoringu jsou
pouzivany testy ELISA, které postupné nahradily méné citlivy IDT a od roku 2004
je pouZivan ELISA jako test prvni volby pro mezinarodni obchod. ELISA test ma
obecné vy33i sensitivitu neZ IDT. Mnohé studie rovné&Z potvrdily, Ze test ELISA
detekuje sérokonverzi v rann&jdich fazich infekce neZ test IDT. ELISA test je take
ve srovnani s IDT znacné rychlejdi (2-3 hodiny vs. 2-3 dny) a umoZiuje
zpracovani velkého mnoZstvi vzorki.

ELISA testy na diagnosfiku SRLV infekci lze obecn& rozdélit na nepfime a
kompetitivni. Nepfimé ELISA testy jako antigen wvyuZivaji cely wvirus,
rekombinantni proteiny nebo syntetické peptidy. Kompetitivni & blokovaci testy
jsou zaloZeny na monoklondlnich protilatkach proti definovanym epitopim viru.
ELISA testy postavené na rekombinantnich ¢&i peptidovych antigenech
vyuZivaji napf. rekombinantni proteiny kapsidy (CA) jako je p55, p25, p16, p14,
transmembranovy protein (TM) gp46 nebo purifikovany obalovy protein gp135.7-18
Pouzivany jsou rovnéZ syntetické peptidy odvozené od p25 nebo TWM proteinu.®
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Proteiny kapsidy jsou povaZovany za skupinové specifické antigeny s vyraznou
kfizovou sérologickou reaktivitou mezi izolaty viru maedi-visna, ktera zahrnuje
rovné? izolaty viru CAE? TM glykoprotein je pokladan za vysoce imunogenni
komponentu viru. Experimenty s rekombinantnim TM glykoproteinem prokazaly
pfitomnost protilatek aZ u 97% infikovanych ovci.'®

Protilatky proti kapsidovému proteinu p25 vzristaji relativng brzo po infekci a
hladina t&chto protilatek zacne klesat, kdyZ se objevi klinicke pfiznaky. Protilatky
proti obalovym glykoproteinim gp46 a gp135 vzristaji pozd&ji po infekci a
perzistujici pres klinickou fazi #2° Vétsina souéasnych komerénich ELISA testd
tak vyuziva kombinaci kapsidového proteinu (napr. p25, p27, nebo p28) viru
maedi-visna produkovaného na Escherichia coli a peptidu ziskaného z
imunodominantniho regionu transmembranového proteinu gp48. Vysledkem
je pak sensitivita pohybujici se u rdznych testd vétiinou nad 90% a vysoka
specifita v rozmezi 96-100%.

Problémem sérologické diagnostiky zdstava i pfes vysokou vysokou sensitivity |
specifitu testl tzv. intermitentni sérologicka odezva. Ta se projevuje £asovou
variabilitou humoralni odezvy a to od nékolika tydnl do nékolika mésicl po infekci.
Obecné se predpoklada, Ze titr protilatek pii sérokonverzi dosahne maximalni vyse
a pak klesne na niZ3i, ale stabilni hladinu. Nékteré studie oviem uvadi, Ze u
uréiteho procenta zvirat (10-20%) dochazi k tzv. intermitentni protilatkové odezvé
zZjisténé jak ve WB, IDT &i ELISA testu a toto obdobi miZe trvat tydny, mésice ale |
roky 822 Titry protilatek proti riznym proteindm (p25, p16, p14 nebo proteinim
obalu) pak mohou prib&iné kolisat nebo mohou doéasné klesnout pod detekéni
schopnost testl a vykazovat tak negativni vysledek. Tento fenomén v praxi
komplikuje diagnostiku a eradikaci infekci SRLV.

Pouzitelnost metod serologie

Kvuli vy3e popsanym omezenim je sérologie vhodna zejména pro screening stad
£i prub&Zny monitoring, ale omezené pouzitelna k identifikaci zdravotniho statusu
u jednotlivych zvifat. Zde je vhodné pfistoupit k opakovanému vy3etfeni zvirete
(tzv. parové vzorky) a to s odstupem nékolika mésict od prvniho odbéru. Vhodna
je také doplnéni vysetfeni pfimym prikazem viru testem PCR. Prikaz provirové
DMNA viru testem PCR |e citlivéj§i neZ ELISA test v rannych fazich infekce, protoZe
detekuje inflkované zvife jesté pfed sérokonverzi. To lze wvyuZit pfi eradikac
nakazy na urovni stada, kdy jsou testem PCR testovany sérologicky negativni
zvifata. Obecné je ale PCR diagnostika SRLV hodnocena jako méné citliva nez
ELISA testy a to kvdli nizkému mnoZstvi viru vylu€ovanému nasledné béhem
dalsich fazi infekce po sérokonverzi. Pro optimalni detekci SRLV infekce lze
doporuéit kombinaci vhodné& vybraného ELISA testu a PCR. Kvili genetické a
antigenni variabilité je nutné testy ovéfit s ohledem na pravé cirkulujici kmeny viru
v daném regionu.
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Provedeni testd

Provedeni konkrétnich testd uvednych v tabulce €.1. se fidi navodem vyrobce
diagnostické soupravy. Vzorkem Kk detekci specifickych protilatek je plazma
ziskana zplsobem popdanym v kapitole 11.2. Testy je vhodné doplnit internimi
pozitivnimi kontrolami terénnich sér z vysetfovanych chovi.
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Tabuka €. 1. Prehled dostupné komeréni sérologické diagnostiky (ELISA, IDT) pouzivané k rutinnimu testovani SRLV

Nazew tastu

IDEXX MVV/CAEV pI8 Ab
Screening Test

IDEX BV CAEV p28 Ab
Verification Test

IDEXXX CAEV/MVV Total Ab Test

1D Screen® MVV | CAEV Indirect

Batibody Test it

L5Net™ Ruminant MAED-
VISHA/CAEV Serum ELISA Kt

Reference
Vyrobez Typ testu Vypotet Cut-off Proteiny viru pouit v testu Sensitivita [Se] | Specifita (3p] | [Se, 5p]-
literatura
D80 Laboratories, Inc., USA . P {00 vaorek- 00 o
IDEXK e |::rﬂl nr:rr-:ie repr LSAtet ) 1on :n_r:mmhlf]f aboftzi1-12 | (TME gene]z remmbioninbo prteiupl, | BASAO0% | 963400% 13
[oek aetgeler 55 ! ! i e o o ity g,
D80 Labarstorias, Inc., US& ngp"-‘m\immm Sj'PE-E:ian|[UIJv:nr:k;r-Uler:k;‘\] . = X e
X K K L cutoff=110-120 er,BNg:nz]ur:mnmiuprahuwm. 5 6-100% 96,3-100% 7
{IDEH Monspellier 545, Francie]| dvoujambavy verificatni /{O0FR, - ODPE, ] ) e o o ity g,
D80 Laboratories, Inc., USA
. o 5/ = 100% x ({00 veorek- 0D WK}/ | cut-off ovee) = 50-60% PP
||nn|:(;;:r:;:;1m. nepimy ELISA test {00 Pe-0onN) e 304 el virus - maktiovany - MVY [kmen DL ). o5 998% (100%) | 6,5,10,1
. L Symieticiy peptid imundaminantnin
MIRHJ::::M Franciz neﬁm&mﬂm le‘l’=[ﬂﬂ@'ﬂl‘l CM-::‘* LU F . L3 i ggl‘w |9]|',8‘35] H|35"’ [“.m 5: ?J nJHlm
' " i kepsicow pratein 25 kapsidy NV
IDvet . Womsinece peptic MVY,/CAE 2 ciesti GAG [roup-
Abnelohter | nepim Esates m'“’z;ﬁ”_x: OO mesath | et M prmmembed ey | OL70% | S00 R}
34730 GRABELS, Francie [ ) and ENV genes |obalove prateiyl.
VMRE Inc. 51 e = 100 Pochony gpA35 enw glykopratein ru CAEV-E3
WW, 425 D Altian R, ompetitimi ELISA 1' I wiaft=35% rvzEnY N monwdonaini protidti F1-299 (bez 53 50% 100% 61516
Pulmen, WA 35153, USA fHoow 4 vyuiit gag proteini).
L51 - Labaratire Service
Intemetional . % Inh = [0Om NC- 0D Sampie] x 100 : Powtchovy pratein gpA38 wiru MV CAEV navezany
£ Al ces Ecureuis i EEA oom K a2 i Manoklondin protiisthy. 0,00 R B
53380 Lissiey, Framce
Inddingnastic .r.. M peptic MVV/CAE 2 bt GA group-specific
Levgeo F.Brecan, 2, 10095, | nepimy ELISA test peziivi V2 = {00 ot tat=iA antigen] m ENW g [obaiove proteimyoddvaou | S68-000% | 94.6-09.4% pi]
Grugiescn (T0) iz et genatypd.
APHA Sciantfic, New Haw,
Addestone, Surrey, United | imunocitani test Cepjvins. 653% 3%, 57,17
Kingdom
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Il.4. Vyhodnoceni sensitivity a specifity sérologickych
testu

Sensitivita testd muaZe byt vyznamné ovlivnéna vysokou genetickou
variabilitou viru, druhem pouzitého antigenu, druhem zvirete a stadiem
infekce. Pro dosaZeni optimalniho vysledku sérologické diagnostiky je treba
provedeni 3irii srovnavaci studie dostupnych testd s cilem stanoveni
vhodné kombinace testd pro pFisluiny region. Geneticka heterogenita SRLV
ovliviiuje jak na prikaz genomu tak testy zaloZzené na detekci virovych
proteind. Mevhodné zvolené testy mehou snizovat sensitivitu, produkovat
falesné negativni vysledky a komplikovat tak rannou diagnostiku infekce
SRLV.

Prehled dostupné sérologické diagnostiky pouzivané v Ceské republice
k diagnostice SRLV je uveden v tabulce & 1. PouZivany jsou zde rdzné druhy
komerénich ELISA testi nebo imunodifuze. Imunodifuzni test (IDT/AGID) je
postaven na celém viru a detekuje zejmena protilatky proti kapsidovému proteinu
p25viru MV (u koz p28 viru CAE) a obalovému glykoproteinu gp135. Specifita
imunodifuzniho testu je vysoka a pohybuje se kolem 98 3%, ale nevyhodou je jeho
nizka senzitivita (76%). Proto byva IDT wyuZivan spise Jako orientacni test a za
uréitych okolnosti miZe byt pouZit i pro konfirmaci vysledku ziskaného ELISA
testem @7

Sensitivita ELISA testd se pohybuje vétsinou nad 90% a specifita byva
obecné velmi vysoka (96-100%). KaZdy z testl pouZivanych k sérologicks
diagnostice ma své pfednosti a nevyhody s ohledem na potencialni moZnosti
vyuZiti, kterymi jsou zejména Jejich rizna specifita a sensitivita. Protoze
neexistuje 2adny oficialni ,zlaty standard® sérologickych testi na
diagnostiku infekci SRLV, jsou testy vé&tSinou porovnavany navzajem mezi
sebou a vysledné studie tak maji rdznou obtizné porovnatelnou kvalitu. Ve
studiich na urfeni specifity a sensitivity by méla byt vyuZita experimentaln&
infilkovana zvirata s jasné definovanym infekénim statutem a dle OIE dopaoruceny
potet minimalng 300 pozitivnich a 1000 negativnich vzorkd (OIE Manual of
Standards for Diagnostic Tests and Vaccines, 2000).%" Tato kritéria nejsou praxi
realné dosaZitelna, a proto jsou vyuZivany raznym zplsobem definované vzorky
po pfirozené infekci. Zjisténa sensitivita a specifita testd se podle pfistupu v
riznych studiich mdze vyrazné lisit. Vyznamnéjii rozdily byvaji hlavné v
sensitivité testd, specifita byva vétSinou vysoka. Ojedinéle se mohou
vyskytovat | faledng pozitivni vysledky, u kterych divod reakce neni mozno
objektivné objasnit.” V poslednich letech se v nékterych evropskych zemich
objevily faleiné pozitivni reakce zplsobené nedostateéng purifikovanymi
vakcinami proti viru kataralni horecky ovci.'?

Pro vyhodnoceni relativni sensitivity komerénich ELISA testd na vzorcich z Ceskeé
republiky byl pouZit soubor terénich vzorkd ovci a koz z riznych chovd, které byly
sérologicky pozitivni v imunodifuznim testu (IDT/AGID MAEDITEC). Jako nejvice
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citlivy test se jevi Elitest MVV/CAEV, srovnatelnou Groven vykazuje |D Screen MY
Indirect. Nejméné citlivy test vtomto porovnani byl IDEXX MVW/CAEV p28 Ab
Screening Test pii dodrZeni kriterii hodnoceni danych vyrobcem.

Pro sérologickou diagnostiku SRLV na uzemi CR jsou vhodné komeréni

ELISA testy Elitest MVVICAEY (Hyphen) a ID Screen MV Indirect (IDvet),
popr. jejich kombinace pfi nutnosti konfirmaéniho vySetreni.
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I1.5. Detekce provirové DNA SRLV pomoci PCR metody

Pouziti sérologickych a molekulamich diagnostickych testd pro detekci SRLV
(Small Ruminant Lentivirus) je zavislé na nékolika faktorech, jako je napfiklad druh
testu, procentualni identita virové nukleotidové sekvence detekované ve stadech
v dané oblasti a virové sekvence, na zakladé které se piipravuji diagnostické
postupy a testovaci reagencie. Dale je aplikace testl zavisla na patogenezi
v jednotlivych chovech (regionech) a na mife provirove DNA a SRLY protilatek
generyjicich se b&hem virémie u jednotlivych zvifat daného druhu. (Herrmann-
Hoesing, 2010).

U novorozenych jehfiat a kizlat od SRLV pozitivnich matek, od ktenjch obdrzi
velkou ¢€ast jejich novorozenecké imunity prostiednictvim pasivniho pfenosu
prostiednictvim kolostra a mleka, mohou byt sérologicke a molekularné biologicke
testy faleSné pozitivni. Pfedchozi studie ukazaly, Ze pokud jsou jehnata piirozené
kojena od SRLV pozitivnich matek, jsou u nich detekovany SRLV protilatky po
prvnim dni sani az do 52. tydne stafi. Obdobna situace je i u detekce provirove
DNA, ktera mizZe byt detekovana v perifernich krevnich mononuklearnich burikach
aZ do 24. tydne stafi. Z téchto divodad je doporuéeno testovat zvifata alespori 4-6
mésicl po odstavu (Herrmann-Hoesing et al. 2007).

K prokazani provirové DNA sekvence lentivird u malych pieZvykavcl je pouZita
molekularné biologickd metoda PCR (polymerazova fetézova reakce). Principem
této metody Je multiplikace (seku cilové sekvence vybraného genu z provirové
DMNA wznikajici po integraci virového genomu do hostitelské DNA pomoci
specifickych primert, které tuto sekvenci chraniuji. Specifita vysledného PCR
produktu |ze ové&fit pomoci sekvenacni analyzy a porovnanim ziskané sekvence
se sekvencemi uloZenych v dostupné databazi NCBI.

Na zakladé poznatkd z predchozich studii je molekularni diagnostika zaméfena na
detekci provirovée DNA z hostitelské bunky (leukocyty, event. mononuklearni
buriky) oproti pfimé detekci RNA volného viru v plasmé&, séru nebo v dalgich
télnich tekutinach z divodu wy3& zachytitelnosti infektu v prab&hu virémie.
Podobny efekt by mél byt dosaZen také pfi extrakci provirove DNA z alvealarnich
makrofagh ziskanych pomoci plicni lavaze (nebo sekéniho biclogického
matenalu). Tento diagnosticky postup je ale mnohem pracné&jsi a lze je] aplikovat
pouze u mensiho poftu zvirat.

Dalsi moZnosti detekce provirové sekvence SRLV je metoda real-time PCR, pii
které je provirova DNA amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci pomoci
DNA polymerazy, specifickych primert a fluoroforu (Sybr Green, Evo Green, atd.).
WV pribé&hu nasedani primerd (annealingova faze) a elongace fetézce dochazi
k vazbé interkalujiciho barviva se vznikajici dvoufetézcovou DNA. Sybr Green po
vazbé s dsDNA emituje silny fluorescenéni signdl. Intenzita fluorescence je pfimo
umérna mnoZstvi amplifikacniho produktu v reakcni smési. Vysledek je sledovan v
realnem c¢ase a je vyhodnocen pomoci pfislusneho softwaru Real-time PCR
systému na zakladé hladiny fluorescence. Nevyhodou této metody je nespecificke
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nasedani barviva a je nutné vénovat velkou pozornost navrZeni specifickych
primert pro dany Gsek DNA sekvence. Vznik nespecifickych produktt amplifikace
Ize odhalit pomoci analyzy kiivky tani.

Souhrn zpusobd, jak maximalizovat citlivost a specifiénost molekularné
biologickych metod detekujici genom SRLV je nasledujici (Herrmann-
Hoesing, 2010):

1. Navrhovat primery pro vice konzervativni regiony proviroveho genomu jako
Jsou napfiklad geny pol Ifr, gag, env.

2. Navrhovat primery specificky nasedajici na sekvenci pozitivni kontroly
(referenéni kmeny) a souéasné na provirovou sekvenci SRLV kmena
vyskytujici se v kontrolovanem stadu.

3. Kontrolovat specifitu amplifikaéniho produktu pomoci sekvenace.

4. U vzorkd s negativnim PCR wvysledkem pouZit k ovéfeni vysledku interni
kontrolu v podob& housekeeping” genu jako je napfiklad geny pro beta-
aktin, cytochrom B, GAPDH nebo 185 nbosomalni RNA.

5 Netestovat zvifata mladsi nez 4 mésice po odstavu.

Vzorkovani

Pro diagnosticke Gcely se odebira periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu. Odebrana krev, kitera je oSetiena
antikoagulantem KsEDTA, je testovana po separaci plasmy a krevnich elementa
na prikaz protilatek i provirové DNA.

Priprava a zpracovani buffy coatu

Plna krev s K:EDTA o objemu 5 ml je centrifugovana v pivodni odbérové
zkumavce pii 2 000 x g po dobu 20 minut. Po této centrifugaci jsou separovany tfi
zakladni krevni sloZky: plasma, buffy-coat (bilé krvinky + krevni desticky) a
Eervené krvinky. Po opatrném odpipetovani krevni plasmy, ktera se pouZiva pro
serologickeé vysetieni, je piepipetovana stfedni vrstva — buffy coat do ciste 1,5 ml
zkumavky typu eppendorf. Aby bylo odstranéno reziduum plasmy, je ziskany buffy
coat opé&t centrifugovan pii 2 500 x g po dobu 20 minut. Dodatecné procisténi
buffy coatu od erytrocytd se provadi pomoci lyzacniho roztoku RLE o sloZeni:
NH4Cl, NaHCOz=, EDTA, finalni pH 7,3. Bezprostfedné po pfecisténi buffy coatu
se z n&j extrahuje DNA nebo je archivovan pfi -80°C.
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Extrakce DNA

Extrakce DNA z hostitelskych bunék se provadi pomoci automatu MagNA Pure LC
a komercniho kitu MagNA Pure LC Tofal NA Isolation kit uréeného pro tento
pfistro] a pro tento typ extrakce. Pred vlastni automatickou izolaci je proveden
preizolaéni krok pomoci lyzaéniho roztoku a proteinazy K. SloZeni prelyzaéniho
roztoku: GuSCN, Tris-HCI (pH 6,4), EDTA (pH 8,0), Triton X-100. Pfipraveny buffy
coat je lyzovan pomoci 300 ul lyzacniho roztoku a 3 ul proteinazy K (50 mg/ul)
v termomixeru pii nastavené teploté 56 °C po dobu 90 minut. Po této inkubaci je
provedena teplotni inaktivace enzymu pfi 96 °C po dobu 10-20 minut.

Detekce ciloveé sekvence DNA

Po screeningovém sérologickém vysetfeni je vybrana extrahovana DNA, u které je
provedena testace na pfitomnost provirové DNA pomoci nested PCR dle
publikace (Grego et al, 2007). Amplifikace cilového Useku provirove DNA je
provedena pomoci dvou pard specifickych primerd, které tento Gsek ohraniéuji.
Cilova oblast genomu je konzervativni oblast gag genu. Vysledny amplifikacni a
reamplifikaéni produkt o délce 1,3 kb a 0,8 kb. je detekovan v agarézovém gelu
prochazejicim UV svéllem po jednosmémné horizontalni  elekiroforéze a
vyhodnocen pomoci programu Gel-Pro Analyzer.

Pro ovéfeni spravneho postupu extrakce DNA a piitomnosti inhibiéniho faktoru
byla zvolena paralelni real-time PCR reakce detekujici kontrolni gen pro B-aktin.
Beta-aktin je jednou ze Sesti aktinovych izoforem. Aktiny jsou vysoce konzervativni
geny zapojené v bun&éné motilité, stavbé a integrité. Aktin je jedna z nejhongjsich
intracelulamich bilkovin eukaryotickych bunék. Beta-aktin je jako globularni protein
hlavni soucasti kontraktiiniho aparatu a jeden ze dvou nesvalovych
cytoskeletarnich aktind. K detekci genu pro B-aktin se do reakce s templatovou
DMNA ziskanou z testovaného zvifete pfidava jeden par specifickych primerd a
jedna sonda znaéenou fluoroférem Hex (Toussaint et al_ 2007).

V prib&hu realtime PCR je vizualizace amplifikaéniho produkiu zajisténa
nasednutim specifické fluorescenéni sondy typu Tagman pro dany Usek.
V elongacni fazi dochazi kjejimu rozloZeni pomoci exonukleazove aktivity Tag
polymerazy a tim i kuvolnéni fluorescenéniho zafeni. Real-time PCR probiha
v termocyklérech, kieré umoZiuji teplotni cyklovani a zaroven detekuji
fluorescenci v kazdem cyklu PCR. Intenzita fluorescence je piimo Omérna
mnozstvi amplifikacniho produktu pfitomného v reakéni smési.
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Sekvence primerd pouzivanych pro detekci gag genu.
(Grego et al., 2007)

Primer Sekvence ‘5—3’
GAG F1 TGGTGARKCTAGMTAGAGACATGG
POL R1 CATAGGRGGHGCGGACGGCASCA

GAGF2 CAAACWGTRGCAATGCAGCATGG
POL R2 GCGGACGGCASCACACG

Sekvence primer( a sondy pouzZivanych detekei genu pro B-aktin.
(Toussaint et al., 2007)

Primer/sonda Sekvence ‘5—3°
ACT1005 F CAGCACAATGAAGATCAAGATCATC
ACT1135R CGGACTCATCGTACTCCTGCTT

ACT1081 préza |TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT
HEX

PCR reakce probiha v cilovém objemu 25 pl.
Amplifikace i reamplifikace probiha v konvenénim termocykleru TRIO (Biometra)
pii niZe uvedenych teplotnich profilech.

Priprava mastermixu:

1. Reakéni smés se plipravuje vidy nova.

2 Roztoky a reagencie po rozmraZeni dobie promichat a kratce stocit pfi 10 000
rpm/10s.

3. Reagenci po kratké centrifugaci vytemperovat v chladicim boxu pfiblizné na 0,5
az 4°C.

4. Do PCR zkumavky napipetovat reagencie a roztoky v pofadi a objemu nize
uvedeném.

5. Po napipetovani vzorkld nebo kontrol je nutné okamZité zaviit PCR zkumavku.
6. V kazdém kole analyz je nutna pfitomnost pozitivni | negativni kontroly (jiZ od
extrakce) pro ovéfeni chodu PCR a vylouceni kiiZzove kontaminace.
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Slozeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Objem (ul) Vysledna konc.
PCR H:z0 16,4
10 x PCR pufr complete 25 1x
dNTP(10 mM) 0,3 0.12 mM
Primer GAG F1(25 p) 0,3 0,3 uM
Primer GAG R1(25 uM) 0,3 0,3 uM
E:Saj}“?)tart Tag Polymeraza 0,2 1Ulreakci
Extrahovana DNA 5
Teplotni profil PCR (amplifikace)

Krok Teplota (°C) Cas/cyklovani
1(denaturace a akfivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 1 min
3(annealing) 55 35 5
4(elongace) T2 1 min
5(cyklovani) Zpétnakrok €. 2 35 %
6(finalni elongace) 72 7 min
7(chlazeni) 10 -~
Slozeni reakéni smési pro nPCR

Reagencie Objem (pl) Vysledna konc.
PCR H:0 18,9
10 x PCR pufr complete 25 1%
dNTP(10 mM) 0.3 0,12 mM
Primer GAG F1(25 p\) 0,3 0,3 uM
Primer GAG R1(25 uM) 0,3 0,3 uM
E:Saj}j‘u)tan Taqg Polymeraza 02 1U/reakei
Extrahovana DNA 25
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Teplotni profil PCR (reamplifikace)

Krok Teplota (°C) Cas/cyklovani
1(denaturace a akfivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 1 min
3(annealing) 60 15 g
4(elongace) 72 1 min
5(cyklovani) Zpétna krok €. 2 35 x%
6(finalni elongace) 72 7 min
7(chlazeni) 10 oo

Real-time PCR reakce probiha v cilovem objemu 25 pl.
Amplifikace probiha vrealtime PCR systéemu CFX-96 (Bio-Rad) pfi nize
uvedeném teplotnim profilu.

Priprava mastermixu:

1. Reakéni smés se pfipravuje vidy nova.

2. Roztoky a reagencie po rozmraZeni dobfe promichat a kratce stacit pfi 10 000
rpm/10s.

3. Reagenci po kratké centrifugaci vytemperovat v chladicim boxu pribliZné na
0,5 az 4°C.

4. Do PCR stripu napipetovat reagencie a rozioky v pofadi a2 objemu niZe
uvedeném.

5. Po napipetovani vzorkd nebo kontrol je nutné ckamZité uzaviit PCR strip
stripovymi vicky.

6.V kazdem kole analyz je nutna piitomnost pozitivni | negativni kontroly (jiZ od
extrakce) pro ovéfeni chadu PCR a vylougeni kiiZzové kontaminace.

Priprava primer-sonda mixu (finalni objem 200 pul)

Reagencie Koncentrace Objem (ul)
ssprimer ACT1005F 100 pM 5
ssprimer ACT1135R 100 pM 5
ACT1081 proba HEX 100 pM 25
PCR H:z0 187 5 ul
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Slozeni reakéni smési pro real-time PCR

Reagenci Objem (ul)
PCR H:z0 8
2X QuanTitect Probe PCR Master Mix 12,5
Primer-sonda mix 2
Extrahovana DNA 25
Teplotni profil real-time PCR

Krok Teplota (°C) Casl/cyklovani
1(denaturace a akfivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 15s
3(annealing+ elongace) 60 60 s
5(cyklovani) Zpétnakrok €. 2 4 x
ELFO

PCR produkty se detekuji na 15%-2% agarozovém gelu v 1x TBE pufru
Podminky separace: 120 V 1hod. Jako velikostni marker se pouZiva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu a
prochazejicim UV svétlem o vinové délce 312 nm. Vyhodnoceni gelu se provadi
pomoci vyhodnocovaciho zafizeni, jehoZ soucasti je kamerovy system, UV
transiluminator a vyhodnocovaci software. Pomoci tohoto programového vybaveni
je mozZneé pomoci velikostniho markeru a pozitivni kontroly potvrdit (stanovit)
velikost ofekavaného specifického PCR produktu. Po provedeni elektroforézy je
vysledek zdokumentovan a uloZen do databaze pro dodateéné vyhodnoceni nebo

ovéreni.
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Vyhodnoceni testu

PCR

Amplifikacni produkt prvniho kroku PCR ma délku 0,8 kb. Vysledny produkt
druhého kroku PCR (nPCR) je o délce 1,3 kb. V pripadé pozitivity negativni
kontroly (PCR Hz20) a negativity pozitivnich kontrol je nutné analyzu opakovat.

Obr.c.1: Vyhodnoceni ELFO; start ¢.1(velikostni marker 100bp), start ¢.2-6(specificky
reamplifikacni produkt PCR), start €.7 (negativni vzorek s nespecifickym produktem)

Real-time PCR

V pfipadé& negativniho vysledku PCR metody a pfi hodnoté Ct (HEX) = 40 je nutné
extrahovanou DNA nafedit PCR vodou vpoméru 1:2 nebo 1:5 a oba testy
opakovat.

Amplification

n +
+ T

0 10 20
Cycles

Obr. €. 2: Amplifikacni kiivka kontrolniho genu pro B-aktin.
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Sekvenaéni analyza DNA

Ovéreni specifity PCR produktu je moZné provést pomoci konfirmaéni PCR
metody nebo pomoci sekvenacni analyzy.

Sekvenovani DNA v souéasné dobé patfi k standardnim metodam molekularné-
genetickych analyz biologického materialu. Pomoci sekvenace DNA je moZné uréit
pofadi jednotlivych nukleotidd v Fetézci DNA a analyzou determinované sekvence
ziskat relevantni informace, kieré& mohou napfiklad slouZit pfi vySe zminéném
oveéfeni specifity ziskaného PCR produkiu nebo pfi genotypovani a druhovéem
zafazeni biologickych agens, rostlin nebo Zivogichd.

Vysledny precistény PCR produkt slouZi jako templatova DNA pro sekvenacni
reakci, pfi které je nukleova kyselina denaturovana a ziskana jednofetézcova DNA
slouZi jako templat pro syntézu druhého komplementarniho fetézce. Syntéza je
zprostfedkovana enzymem polymerazou a reakce je upravena tak, Ze v uréitych
mistech dochazi v zavislosti na sekvenci templatového viakna k ukonéeni
(terminaci) syntézy. Pokud jsou pro detekci sekvenacnich produktd pouZity
fluoroforem znacené terminatory ddNTP, detekuje se 3 -konec molekuly a tim se |
definuje pofadi nukleotidovych bazi v fretézci DNA.

Po skonéeni rozdéleni DNA na jednotlivé Useky dochézi k prichodu téchto
terminovanych Gsek( prostfednictvim  automatické  kapilarni  elektroforézy
laserovym detektorem. Energie vyzarena z fluorescenénich barviv je zachycovana
specialni CCD kamerou. Jednotlivym Osekim je poté za pomoci algoritmu
piifazovana Ciselna hodnota (RFU).

Tento komplikovany a pfesné kalibrovany proces miZeme shrmout do dvou kroki.
Vysledkem prvniho kroku sekvenaéni analyzy je tzv. elekiroforetogram. Jedna se
o grafické znazorné&ni vyslednych dat. Jednothivé baze jsou v eletroforetogramu
znaceny odlignymi fluorescenénimi barvami - cytosin je znafen maodie, thymin
tervené, adenin zelené a guanin Zluté Nasleduje druhy krok sekvenacni analyzy,
kdy jsou data ziskana ze sekvenatoru zpracovana specialnim typem softwaru.

Purifikace nPCR produktu

Purifilkace PCR produktu pfed provedenim sekvenaéni analyzi je realizovana
prostiednictvim kolonkového kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up{Macherey-
Magel). Reamplifikacni produkt o velikosti 0.8 kb je vyfiznut z elektroforetického
gelu pomoci skalpelu a nasledng pfenesen do Cisté 1,5 ml zkumavky. Do
zkumavky s PCR produkiem je napipetovan vazaci pufr NT1 o objemu 20 pl a
objem dopInén do 150 pl pomoci PCR Hz0. Nasleduji purifikaéni kroky pomoci
promyvaciho pufru a centrifugace (11 000 rcf/30 s). Predidténad DNA na kolonce je
inkubovana s 20 pl eluéniho pufru EN po dobu 1 min pfi pokojové teploté a
nasledné je centrifugovana (11 000 rcf/1 min) do 1,5 ml zkumavky. Precisténa
nukleova kyselina se skladuje pfi -20°C nebo pfi dlouhodobgjsi archivaci v
teplotnim rozsahu -70 aZz -80°C.
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Provedeni sekvenace DNA

Sekvenace prefidténého PCR produkiu je provedena prostfednictvim externi
laboratofe(GATC-Biotech, Seqme). SloZeni zaslaného roztoku s templatovou DNA
je nasledujici: 5pl PCR produktu (20-80ng/ul) a 5pl primeru (5pM) pro oba sméry
oddélené&. Akceptovatelny format pro zaslani je 1,5 ml zkumavka nebo 96-ii
jamkova desticka. Sekvenace precisténého templatu je provedena technikou
zvanou Sangerova (dideoxy) metoda na genetickych kapilarnich analyzatorech
Applied Biosystems 3500/3500xL prostfednictvim BigDye® Terminator v3.1Cycle
Sequencing Kit (Aplied Biosystems) za standardnich podminek. Ziskana data jsou
dostupna on-line ve formatech _abi(chromatogram) a FASTA, ktera jsou dale
zpracovana v programu BioEdit a upravené sekvence porovnany s on-line
dostupnou databazi nuklectidovych sekvenci NCBI prostfednictvim algoritmu
BLAST (Basic Local Alignment Search Toal).

Porovnani sekvence testovaného vzorku s referenéni sekvenci (EU010126) z NCBI:

Vzorek
SRLV (NCBI)

Vzorek
SRLV (NCBI)

Vzorek
SELV (NCBI)

Vzorek
SELV (NCBI)

Vzorek
SRLV (NCBI)

Vzorek
SRLV (NCBI)

e g e e TECTLCTACE TEGLCALSTL LLG —
un_Ll.’-;ua-u.’-.l.:\, Th TGECZTRCTRCZIC TEGRCERGTR RRGRTATACT

e L TOCTAC e —
CGRARGGECREC Th TACTRZC TEGRCRARGTR RRGRTRTRCT

9
— —
“sar,_u AG = TTRAT

110 120 130 140 150

A= ALAATT BAATRL ey (A AN =T (B~ LoD (—h l"" [
it LLTT RRERTGR L GCRGRRAGET GERGRRGRLL CRATCCRCCER
A AAATT ARAATEARCAR CrARARACET ERER AR CRRTCCACTR
vt RATT RRLTGR L GCRAGRARAGET GEACGRARGRALL CRARTCCRCCE

160 170 180 130 200
CCTCCSCAG GRAGGRG ARCPGIGGAT CARATTATGE GAGTRAGGACA
CCTCCRSCAG GAGGRS 2ncGTGEAT CRRATTATGS GRGTRAGEACH

210 220 230 240 250

e — o~ ~ ] T TR o
LRACRRATCLE GCRGCTGCOEC RAGCTRACET LMCLRECE RGRCRATEET
LI LT e - et R e -
RACRRLTCLE GCRGCTGCORC RAGCTARRCAET AQCRRAGCER RGRCRLTET

2e0 270 280 290 300
GCTTGCRATG GGETRRTRICR GCATTRAGRG CTGIRAGECR TRIGECICRT
GCTIGCRRTG GETRRTRICR GCATTRAGRG CIGI@ARGECR TRIGECICRT
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310 320 330 340 350
Vzorek AGACCAGGGR ATCH LGTRRRRCRL TG GR
SELV (NCBI) LGLCCLRGGER RTCCEAT AGTGAAMCREA = G

360 3?, 3 390 400
Vzorek LGRETTTIGCR G "’“’1\" RCGATGCRGRE CCRGTIRRCEC
SRLV (NCBI) AGLETTTGCR O GCRAT RCATGCRGRR CCLAGTRRCEC

430

WVzorek TTRRCTC
SRLV (NCBI) TTRRCTC

460 470 480 490 500
Vzorek TCRGEACTGCC ARARACARAT G‘&.‘u"a_.'i_ias A TTAGGACRAR GAGTACRACH
SELV (NCBI) T \CTGCC RRRRRCRRRT GGACAGAGTR TTAGGACRLL GRAGTRCRACHE

510 520 530 540 550
Vzorek LGCTAGTGTA GRACALLLEL TGCRAGCATG CRGEGRATCETE GGATCRGRASG
SRLV (NCBI) AGCTAGTGTR GRARGARANGMR TGCALGCRTG CL TG GEATCAGRARAG

R . e I L I T e .

560 370 580 590 oo
Vzorek GRTTTRRRLT GCRET TL GCRCRGCCET TRRGGCCEGL LRRRCLRLCLRE
SRLV (NCBI) GARTTITRRRLT GCRET TL CGCRCRGCCHT TRARGGCCEGL LRRECLRLCRL

E.’LD EED 64" 650
Vzorek CRTRRRG RLC TETE CERCRERG
SRLV (NCBI) GGI L'-’ CLCRRRC QTEC "'G"‘G._-Lf-\’u’ CERCLQRG

6?,

Vzorek GGCRAR VGRCAAG GGAT 'L-:L'a ! .:T GERRLGLGRE
SELV (NCBI) GCRR _.'iu_{.‘._uLG GEATRATATG P GT & LGRGLRG

Chemikalie a spotfebni material
Zpracovani buffy coatu
ro lyzi erytrocytt (RLE):

. 16,6 g/l{Sigma)
2.0 g/l(Sigma)

Pfiprava roztoku
NHACI
NaHCO3
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EDTA
Upavit na finalni pH 7,3
Skladovani pfi 2 az 8 °C

Extrakce DNA

Priprava L6 pufru:
Guanidin thiocyanate (GuSCN)

0,1 M Tris-HCI, pHB64
02MEDTA, pHEO
Triton X-100 ...
Skladovanipfi2z az 8 °C

0,185 gll{Serva)

120 g (Serva)

100 ml (Serva)

22 ml (Serva)

cca 2,5 ml (Sigma)

|lzolaéni kit MagNa Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (ROCHE):

SloZeni extrakéniho kitu

Oznadeni

Specifikace

Wash Buffer |, lahvicka .1 (€ema)

promyvaci pufr (100 ml})
odstranéni inhibitord
skladovani pfi pokojove teploté

Wash Buffer Il, lahvicka €.2 {(modra )

promyvaci pufr (100 ml})
odstranéni soli, proteind,. ..
skladovani pii pokojové teploté

Wash Buffer Ill, lahvicka £.3
(Cervena)

promyvaci pufr ( 100 ml)
odstranéni soli
skladovani pii pokojové teploté

Lysis/Binding Buffer, lahvicka ¢ 4
(zelena)

lyzacni/vazaci pufr (100 ml)
lyze bunék a vazba NK
skladovani pfi pokojove teploté

Proteinase K, lahvicka £.5 (riZova)

proteinaza K (lyofilizovana)
degradace proteind

skladovani pi pokojové teploté
Priprava -

rozpustit cbsah 1 lahvicky ve 3 ml
elucniho pufru

skladovani pii 2 aZ 8 °C (4 tydny)
skladovani pii-15 aZz -25 °C (12
mésici)

Magnetic Glass Particles Suspension

(MGPs), lahvitka .6 (hn&da)

magnetické sklené&né partikule
navazani (adheze) NK

pied pipetaci peclivé protiepat
skladovani pii pokojové teploté

Elution Buffer, lahvicka &.7 (Zluta)

eluéni pufr(100 ml)

10mM Tris-HCI, pH 8,0

eluce profisténé NK
skladovani pii pokojové teploté
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PCR

PCR H:z0 (Top-Bio)

10 x PCR reakéni pufr s MgClz (ROCHE)

mix dNTP, 10 mM (ROCHE)

ssprimer GAG F1, 100 pM (Generi Biotech)

ssprimer POL R1, 100 yM (Generi Biotech)

ssprimer GAG F2, 100 pM (Generi Biotech)

ssprimer POL R2, 100 pyM (Generi Biotech)

Fast Start Tag Polymerace 5 U/pyl (ROCHE)

Pozitivni kontrolni DNA ziskana z krve infikovaného zvifete
Izolovana DNA je uchovavana pii -70 aZ - 80°C.

Poznamka: reagencie s roztoky se uchovavaji pfi -15 aZ -20°C.

Real-time PCR

PCR HzO (Top-Bio)

2x QuantiTect Probe PCR Master Mixmix dNTP, 10 mM (Qiagen)
ssprimer ACT1005F, 100 yM (Generi Biotech)

ssprimer ACT1135R. 100 uM {Generi Biotech)

sonda ACT1081HEX, 100 uM (Generi Biotech)

Poznamka: reagencie s roztoky se uchovavaji pfi -15 aZ -20°C.

ELFO

EDTA 0,5 M, pH 8,0 (vlastni pfiprava, viz. niZe)

TBE (10 x) (vlastni pfiprava, viz. nize)

agaroza (Serva)

PCR ethidium bromid (Top-Bio) | pozor potencialni karcinogen |
PCR vkladaci pufr (Top-Bio)

DMNA Marker 100-1500 pb (BioLabs)

EDTAOQS M
1.0MEDTA ... 186,1 g(Sigma)
ultrafitrovana voda ... 800 ml

S roztokem se intenzivné micha, b&hem michani se upravi pH na 80 pomoci
NaOH (cca 20 g). Po dplném rozpust&ni roztok EDTA dopinime do objemu1000
ml a sterilizujeme autoklavovanim.

TBE (10x)

Tris base ... 108 g(Serva)

kyselina borita ... 55 g (Serva)
05MEDTA(pHE,0) ... 40 mi(Serva)
ultrafitrovana voda ... dopinit objem do 1000 mi

Poznamka: skladovani vyse uvedenych roztoku je pfi pokojove teploté
DMNA Marker 100-1500 bp (BiolLabs) skladovat pii -15 az -20°C
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Purifikace nPCR produktu

Purfikaéni kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up(Macherey-Nagel

SloZeni purifikaéniho kitu

Oznaceni Specifikace
Binding Buffer NTI vazaci pufr (2x25 ml)
. skladovani pfi pokojové teploté
Wash Buffer NT3 Promyvaci pufr (20 ml)
Priprava:

smichat s 200 ml 96-100% Et-OH
skladovani pfi pokojové teploté

| Elution Buffer NE eluéni pufr (15 ml)
. skladovani pfi pokojové teploté
| Zkumavky s filirem (Zluté kolonky) skladovani pii pokojove teploté

Reagencie neobsaZené v kitu: Ethanol 96-100%
Spotrebni material

1,5 ml zkumavky (Eppendorf)

Jednorazovy plast a Spicky pro MagNa Pure LC Instrument (ROCHE)
pipetovaci Spicky s filirem (Eppendorf)

skalpel

latexoveé rukavice(MSM)

plasté (VOS5 Krok)

Pristroje a pomicky

rychlovahy Scaltec SBC 41 (Sartorius)
trepacky M3-1 (IKA)

trepacka MS-2 (IKA)

chlazena centrifuga 1-14K(Sigma)

centrifuga 5453 (Eppendorf)

centrifuga 5418 (Eppendorf)

chladici box CH-100 (Biosan)

vyhifevna tfepacka Komfort { Eppendorf)
biohazard boxy BIO 2 (Nuaire)

automat pro extrakci NK MagNa Pure LC Instrument (ROCHE)
termocykler TRIO (Biometra)

real-time PCR systém CFX396 (Bio Rad)
vyhodnocovaci zafizeni: pramyslova kamera
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o UV transiluminator

= vyhodnocovaci software Gel-Pro Analyzer
zafizeni na pfipravu ultrafiltrované vody (Aqual)
lednice a mrazaky pro uloZeni reagencii a pro archivaci vzorkd
automatické pipety (Eppendorf ) v rozsahu 0,1 — 1000 ul

laboratorni sklo pro piipravu a skladovani roztokd (kadinky, odmémé
valce,..)
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I1.5. Diagnostika SRLV na zakladé LAMP analyzy

Metoda Loop mediated |sothermal Amplification (LAMP) je moderni metodou,
ktera umoZfiuje vysoce specifickou, Uéinnou a rychlou amplifikaci nukleovych
kyselin za izotermickych podminek. V porovnani s metodou PCR je real-time
LAMP specifictgjdi, citlivéjdi a rychleji. LAMP mZe byt také vhodnou detekéni
metodou v rozvojovych zemich, jelikoZz nevyZaduje nakladne wybaveni. Je
ekonomicky efektivni, a to i diky tomu, Ze pro vizualizaci neni potieba
elektroforetického zobrazeni. Daldi vwhodou metody LAMP je jeji rychlost a tedy
moZnost rychlé a pfitom dostateéné presné analyzy v polnich podminkach.

Mezi zakladni komponenty kazdé reakce patii 4 oligonuklectidové primery, jejichz
tcelem je rozpoznat 6 odlisnych oblasti na cilovem genomu a DNA dependentni
DMNA polymeraza (napif. Bst DNA polymeraza z organismu Bacillus
stearothermophilus nebo Gsp DNA polymeraza z organizmu Geobacillus sp.). Pro
metodu LAMP je rozhodujici spravny navrh primerd. Pro spolehlivy pribgh
analyzy jsou zapotfebi 4 oligonukleotidové primery. Dva jsou wvné&jsi (F3 - forvard a
B3 - backward) a dva jsou vnitini primery (FIP - forward inner primer a BIP -
backward inner primer). Dale se pouZivaji smyckove primery (LF — loop forward a
LB — loop backward) pro rychlepéi pribéh reakce. Pro spolehlivy prib&h analyzy
je nutné zajistit pfedepsané podminky primerd. To jsou: dodrZeni vzdalenosti mezi
primerovymi dvojicemi, optimalni teplota tani, stabilita konce primerd, optimalni
obsah G a C bazi a absence sekundarnich struktur (viasenek).

Vzorkovani

Pro diagnosticke Gcely se odebira periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu. Odebrana krev, kitera je oSetiena
antikoagulantem KsEDTA, je testovana po separaci plasmy a krevnich elementa
na prikaz protilatek i provirové DNA.

Extrakce DNA

Extrakce DNA z hostitelskych buné&k se provadi pomoci automatu MagNA Pure LC
a komeréniho kitu MagNA Pure LC Total NA Isolation kit ur€eného pro tento
pfistro] a pro tento typ extrakce. Pfed viastni automatickou izolaci byl proveden
preizolaéni krok pomoci lyzaéniho roztoku a proteinazy K. SloZeni prelyzaéniho
roztoku: GuSCN, Tris-HCI (pH 6,4), EDTA (pH &,0), Triton X-100. Z pfedchoziho
kroku ziskany pelet buffy coatu byl lyzovan pomoci 300 ul a 3 ul proteinazy K (50
mg/ul) v termomixeru pfi nastavené teplot® 56 °*C po dobu 90 minut. Po této
inkubaci prob&hla teplotni inaktivace enzymu pfi 96 °C po dobu 10-20 minut.
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Navrh primerd pro LAMP analyzu

Pro ,in silico® navrh primert byly pouZity Easteéné sekvence DNA gag genu, kiera
se Jevi Jako vhodna oblast SRLV. VSechny sekvence byly testovany v programu
Mfold (Zuker, 2003), kde byla zjisténa pravd&podobnost tvofeni sekundarnich
struktur. Navrh primertl z vybranych sekvenci probihal v programu PrimerExplorer
verze 5 za predem definovanych podminek. NejdllezZitgjsi je dodrZet idealni
pomér G a C bazi mezi 50 - 60%, vzdalenost mezi primery, stabilitu na konci
primert a optimalni teplotu tani primerovych oblasti mezi 59 — 65°C. Primery také
nesmi tvofit Zadne sekundarni struktury (Natomi a kol , 2000).

Po navrZeni byly primery nejdfive po jednom porovnavany s databazi GenBank
(NCBI) pro zjisténi teoretické specificity pro CAEV. K laboratornim analyzam byly
vybrany pouze primery, které mély nejvétéi pfedpoklad pro specifickou detekci viru
CAEV a co nejnizsi prfedpoklad detekce ostatnich vird.

Sekvence primer( pouZivanych pro LAMP analyzu a detekci gag genu.

Primer Sekvence ‘5—3’
F3 CAAGTAAGGATATTTTAGAAGTGC
B3 GATCCATATTTGCTTGTGCT
FIP TCCATCTTTCTGCTTCTTCATTCAATAGCCATGATGCCAGGAA
BIP GAGGAATAATCCACCCCCAGCTGCCTGATTTGTTTGTCCG
LF CCTTGTATTAACTCTTTTTGTGCCC
LB GGCGGCTTGACAGTGGATCA
Provedeni LAMP analyzy

Optimalizace viech primerd probihala v gradientovém fedéni koncentraci MgSOs
a betainu. Reakéni smési pro metodu LAMP byly pfipraveny v celkovem objemu
20 pl v nasledujicim slozeni: 1,6 pM primeru FIP; 1,6 pM primeru BIP; 0,2 pM
primeru F3; 02 pM primeru B3; 1,4 mM dNTPs; 0 - 5mM MgS0s, 0 — 5mM
betainu, 3.2 pl templatové DNA, 81U GspM2.0 DNA polymerazy, 2 ul 10X
reakéniho pufru a zbytek objemu byl doplnén sterilni destilovanou Hz0.
Amplifikace probihala v termocycleru pii 60 - 65°C po dobu 30 — 60 minut s
naslednou zavérecnou denaturaci pii 90°C. Po amplifikaci bylo do vzorkd pfidano
interkalacni éinidlo ethidium bromid. Prob&hla elektroforeticka separace fragmentd
na 1% agardzovém gelu s 05X TBE po dobu 80 minut pfi 4 Vicm. Agardzovy gel
byl vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a dokumentaéniho zafizeni
InGenius3.
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Optimalizovany postup byl pfeveden pro real-time LAMP. Pro reakéni smés byla
zachovana koncentrace viech primerd a misto ostatnich komponent byl pouZit
izotermalni master Mix (Optigene, UK). Namisto ethidium bromidu bylo pouZito
interkalaéni ¢inidlo SYBR Green. Analyzy probihaly na zafizeni QuantStudio™ 6
Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Reakce probihala pii teploté&
64°C po dobu 30 min.
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lll. Srovnani novosti postupu

V soucasné dobé neni v CR k dispozici dostupna metodika zabyvajici se touto
problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen diléi a rozptyleng ve
védeckych publikacich a monografiich, kieré se zabyvaji problematikou detekce
pavodci virovych onemocnéni ovei a koz, tj. maedi-visna virus avci (MVV) a virus
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV).

Predkladana metodika zahrnuje popis viech metodickych a analytickych postupl
od odbé&ru vzorku, pies jeho uchovani, zpracovani a postupy imunochemické a
molekularni detekce MWV a CAEV.

Soucasti metodiky je 1 vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych detekénich metod.

Movost postupu spofiva v kombinaci sérologicke a molekularné  biclogicke
identifikace infikovanych zvifat, dale v modifikaci extrakce provirové DNA a pouZiti
primert, které dosud nebyly pouZity pro diagnostiku SRLV v CR. PouZité primery
byly ové&feny s pozitivnim vysledkem pfi detekci kmend aktualné cirkulujicich v
chovech ovci a koz v Ceskeé republice.

IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika odbérl a zpracovani vzorkd, serologického a molekularniho stanoveni
plvodce lentivirového onemocnéni ovci a koz" v prvni Easti zahrnuje teoreticky
Uvod do problematiky. V' praktické &asti pak jsou uvedeny postupy potfebné pro
spravny odb&r vzorkl, izolaci protilatek a provirové DNA a protokoly pro PCR
detekci jednotlivych gena, resp. cilovych genotypl.

Metodika piedstavuje soubor optimalizovanych navodd  imunochemické/
serologické a molekularni analyzy, na jejichZ zakladé lze provadé&t rutinni analyzy
vrozkd krve s cilem optimalni detekce pfitomnosti pivodcd virového onemocnéni.
Vystupem analyzy je pak detekce pozitivnich a negativnich zvifat na zakladé
imunochemické/serologické a molekularni analyzy.

UZivatelé metodiky jsou pracovidté wyzkumna a veterinarni, ktera mohou
s wyhodou wyuZit prednosti optimalizovanych postupl detekce pozitivnich a
negativnich zvifat. Metodika bude uplatnéna prostfednictvim SCHOK. S timto
subjektem byla uzaviena smlouva o uplatné&ni metodiky.
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V. EKonomické aspekty

Predpokladané ekonomické pfinosy metodiky jsou kalkulovany az do vyse 15 000
tis. KE. Dalsimi pfinosy piedkladane metodiky jsou rozsifeni spektra technik a
metodickych postupd  pouZivanych v diagnostickych laboratofich, rozdifeni
portfolia technik a sluZzeb provadénych v laboratofi, metodicka a vzdé&lavaci
funkce.

Pfinosem pro chovatele je moZnost vyvozu plemennych zvifat (jehnic a berand) v
odhadovaném poctu cca 1000 ks za rok, tzn. min. 5 000 za kalkulované obdobi.
Priméma cena plemenného zvifete je cca 3 tis. KE.

Do nakladd na zavedeni postupd uvedenych v metodice lze zapocitat pofizeni
nejnuingjsiho investicnino a neinvesticniho vybaveni pro provoz laboratofe a
provedeni Ukond a postupd uvadénych v metodice v celkové minimalni vysi 6,5 mil
KE. V pfipadé automatizace izolace DNA a zpracovani velkého objemu vzorkd je
pak nutné pocitat s dalsimi naklady na pofizeni linky pro izolaci DNA pomoci
paramagnetickych partikuli v objemu cca 25 mil KE a automatické dipové
elektroforézy nebo fragmentaéniho analyzatoru ve vygi 1.4 mil K& Daldi naklady
pak pfedstavuji naklady na chemikalie a na zakladé dlouhodobych kalkulaci éini
jednotkova cena za analyzu jednoho vzorku 420 KE (ceny za chemikalie). WV
uvedeném piikladu kalkulace nakladd nejsou uvedeny dopliikové naklady, odpisy,
naklady na vzdé&lavani a vyskoleni personalu laboratofe, naklady na vyvo] metod,
které jsou odvislé od konkrétni situace a vybavenosti (materialni 1 personalni)
pracovisté.

Jako ekonomicky vyhodn&jgi se jevi analyza vzorkl ve specializovanych

laboratofich, kde lze sdilet naklady na pofizeni investic, vychovu a vzd&lavani
pracovnikd, sluZby.
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[ Zavér

Pro vcasnou, rychlou a ptfesnou detekci onemocnéni SRLV u ovci a koz se pouzité
postupy prokdzaly jako vhodny nastroj pro v€asnou diagnostiku a prevalenci onemocnéni
ve stadu. V nékterych analyzovanych chovech se ukéazala vysoka prevalence onemocnéni
svysokym procentem séropozitivnich zvifat. Molekularni analyza polymorfismu
Vv kandidatnim genu TMEM154 prokézala vyskyt vSech tii genotypt, vazba na piislusny
genotyp potvrzujici vyssi rezistenci nebo nachylnost k onemocnéni se ale neprokazala
s ocekavanou presnosti pravdépodobné z ditvodu dalSich mutaci viru a prekonani diive
publikované vazby genotypu K35 s rezistenci k SRLV. Nicméné v této skupin€ genotypt
se genotyp K35 jevi jako potencidlni marker, jelikoz v analyzované skupin€ se projevuje
trend vyss$i odolnosti proti onemocnénim zplsobenym SRLV u jedinci s timto
polymorfismem.

Podatilo se tedy identifikovat vSechny tfi zndmé polymorfismy vztahujici se k
rezistenci a odolnosti k lentivirovym infekcim. Prace dava predstavu o mozném rozlozeni
genotypt u sérologicky pozitivnich zvifat.

s polymorfismem na 35. pozici genu TMEM154.

Vysledky potvrzuji vétsi vyskyt rizikovych genotypt E35 a E35K u sérologicky
se u pozitivnich zvifat vyskytoval nejméné. Ale jeho vétsi podil u pozitivnich zvifat
ukazuje na moznou mutaci viru a adaptaci na napadeni zvifat s genotypem, ktery byl
povazovan za rezistentni.

U analyzovanych vzorkli koz se vyskytl pouze genotyp E35, takze zde
pravdépodobné nelze ptredpokladat moznost polymorfismu a nalezeni markeru pro
rezistenci.

Program prevence a profylaxe onemocnéni dle navrzenych metod sérologické
a molekularni analyzy Ize efektivné aplikovat pro ozdraveni stdd a pomaha zvysit celkové
povédomi o prevalenci onemocnéni zpisobenych SRLV v ¢eskych chovech. Tento
program je zaloZen na vySetfovani symptomatickych zvifat, identifikaci nemocnych
zvitat na zdkladé sérologické nebo sérologické a molekuldrni analyzy a v piipadé
potvrzeni vyskytu infekce tyto jedince vytadit z chovu bez ohledu na jejich genotyp (v
pfipadé genovych rezerv do miry neohrozujici genetickou zakladnu chovu). Dale pak

provést molekularni analyzu chovnych jedinci a do chovu zafazovat jedince
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s potencialné odolnéjsim genotypem. Pfi obchodu se zvitaty dbat na dislednou kontrolu
zdravotniho stavu a vyuziti sérologické a molekuldrni analyzy pro prevenci vyskytu
infikovanych zvifat a pro vybér jedincl S potencialn¢ odolnéjSim genotypem. Tento
program by mél pomoci ke snizeni vyskytu onemocnéni zptisobenych lentiviry u malych
pfezvykavcil a snizovani poctu stad s infekci a onemocnénim MV/CAE. Tento systém
pomaha dale zamezit introdukci viru a onemocnéni infikovanymi jedinci ze zahranici pfi
obchodovani se zvitaty. Pii genetické charakteristice lentivirGi malych ptezvykavctu v
Ceské republice byly detekovany kmeny A a B. Kmen B byl detekovan pouze v jednom
chovu a do Ceské republiky se pravdépodobné dostal nakupem plemennych zvifat ze
zahrani¢i. Dulezité je samoziejmé dbat i na biosekuritu a spravnou chovatelskou praxi
jako nastroj prevence zavleeni onemocnéni do chovu.

Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potieba podporovat rozvoj
chovu téchto zvirat, véetné ohrozenych domacich plemen, z hlediska zdravotniho stavu
zvirat, Slechténi i podpory obchodu s plemennym materidlem. Ozdravovaci program
od lentivirovych infekci malych ptezvykavcu zalozeny na kombinaci ptesné a rychlé
diagnostiky onemocnéni a pouziti sérologickych a molekuldrnich metod se jevi jako
mozné vychodisko pro feSeni soucasné nédkazové situace a vedouci k postupnému

ozdravovani chovti v Ceské republice.
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PRILOHA 1 Piehled proteini viru HIV-1 a jejich funkce

(Transfusion Medicine and Hemotherapy (2016); 43:203-222)

Gene Size* Protein Function
P24 capsid protein (CA) formation of conical capsid
pl7 matrix protein (MA) myristilated protein, forming the inner membrane layer
p7 nucleoprotein (NC) formation of the nudeoprotein/RNA complex
pb involved in virus particle release
pol Pri6iGagPol precursor of the viral cnzymes
plo protease (PR) proteclytic cleavage of Gag (Pr55) and Gag-Pol (Pr160GagPol) precursor protein; release of
structural proteins and viral enzymes
psl reverse transcriptase (RT) transcription of HTV RMA in proviral DNA
P15 (66} RNase H degradation of viral RNA in the viral RNA/DNA replication complex
paz integrase (IN) integration of proviral DNA into the host genome
env PriGplad precursor of the envelope proteins SU and TM, cleavage by cellular protease
gplan surface glycoprotein (SU) attachment of virus to the target cell
gpdl transmembrane protein (TM) anchorage of gp120, fusien of viral and cell membrane
tat pl4 transactivator protein activator of transcription of viral genes
rev p1e BMA splicing regulator regulates the export of non-spliced and partially spliced viral mRMNA
nef pa7 negative regulating factor miyrigtilated protein, influence on HTV replication, enhancement of infactivity of viral
particles, downregulation of CD4 on target cells and LA cells on target
vpr pl5 wirus protein r compaonent of virus particles, interaction with pé, facilitates virus infectivity, effect on the cell
cycle
VP plé virus protein unigue efficient virus particle release, control of CD4 degradation, modulates intracellular trafficking
vpx pls virus protein x interaction with ps in wirus particles, involved in early steps of virus replication of FHITV-2,
component of virus particles
tev p26 tat/rev protein Tat-Env-Rev fusion protein, regulates the activity of Tat and Rev in nucleus

*Mumbers correspond to the size of the proteins (p) or glycoproteins (gp) in 1,000 Da.




