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Abstrakt

Lentivirové infekce malych prezvykavct (SRLV — Small Ruminant Lentiviruses) znamé
jako onemocnéni maede-visna u ovci a virova artritida a encefalitida u koz jsou roz§irené
po celém svété a zpusobuji zna¢né ekonomické ztraty. Lentivirova onemocnéni byla
zahrnuta do aktualni Metodiky kontroly zdravi zvifat a nafizené vakcinace pro chovy
zafazené v kontrole uzitkovosti. Kontrolni programy jsou zpravidla zalozené na
sérologickém screeningu a nasledné jsou sérologicky pozitivni zvifata vytazena z chovu.
V literarnim prehledu uvadim vyznamné lentiviry vCetné téch, které nebyly predmétem
analyz.

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

Celkem bylo odebrano pres 3200 vzorka krve ovci a koz u chovatelt v ramci celé
Ceské republiky. Genotypizace byla provedena u stad, kde byl zachycen vyskyt
sérologicky pozitivnich zvifat. Amplifikace zkoumané sekvence DNA byla provadéna
pomoci PCR (Polymerase chain reaction) analyzy, pti spravné amplifikaci daného useku
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 genotyptt SRLV (genotyp A a B) a distribuce riiznych subtyptl u ovci a
koz. Nejvétsi rozdily vykazovaly sekvence u genotypu A, kde jedna skupina izolatu
vykazovala moznost zafazeni do zcela nového subtypu.

U ovci se podarilo identifikovat vSechny tfi genotypy genu TMEMI154. Vyskyt
sérologicky pozitivnich byl statisticky vyznamné vyss§i u zvifat s rizikovym genotypem.
Z divodu mozné mutace viru a vzniku nového subtypu genotypu A je pravdépodobnost
vétsi adaptace viru pro napadeni a infekci jedinct 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.

Klic¢ova slova: lentiviry, SRLV, genotypizace, marker, prezvykavec, 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 I 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, I 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 patfi do skupiny RNA virt, které jsou pivodci mnoha onemocnéni. Spole¢nymi
znaky téchto nemoci je napiiklad dlouha inkubaéni doba, pomaly, Casto latentni prubéh
a dosud zadna znama lécba.

Napadaji sSirokou skalu zZivocisnych druht, véetné ¢lovéka. U malych prezvykavcu
se jedna o maedi-visna virus ovci (MVV) a virus artritidy a encefalitidy koz (CAEV).
Souhrnné se tyto lentiviry oznacuji jako lentiviry malych prezvykavca. Lentiviry dale
napfiklad u koni zpisobuji infek¢ni anémii a u skotu imunodeficienci. U lidi patii do
skupiny lentivira virus HIV zpusobujici onemocnéni AIDS (syndrom ziskaného selhani
imunity).

Lentiviry malych ptfezvykavci (SRLV) zplsobujici 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. Zptsobuji ekonomické
ztraty a vytvari bariéru pfi obchodovani s plemennym materialem (nejen v EU) €i pii
pofadani 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. Pfenos
je mozny jak mezi jednotlivci ¢i chovy (pfenos horizontalni), tak z matky na potomky
(pfenos vertikalni).

Zatimco vyskyt MV je dolozen témérf celosvétove, vyskyt CAE je hlaSen spiSe z
oblasti s intenzivnim chovem koz. Faktem, ktery pomérné komplikuje ozdraveni chovi
od tohoto onemocnéni, je pomémé dlouha, a jesté k tomu individualné specificka délka
mezi infekci a sérologickou odezvou. V praxi to znamena, ze zvife, aC nakazené, muze
byt sérologicky negativni.

Onemocnéni se vyskytuje ve dvou formach, ve formé progresivni pneumonie
(Maedi) a nervové formé (Visna). Vyrazné &ast&ji se na uzemi CR vyskytuje forma
Maedi. Aktualné se laboratorni diagnostika provadi na Statnim veterindrnim ustavu za
pouziti metod ELISA (prukaz protilatek) a v piipadé pozitivniho vysledku pak pomoci
RT-PCR (real-time PCR) pro prukaz provirové DNA.

Nejcasteji prenos probiha kapénkovou cestou. V béznych podminkach prakticky

nelze ve stadé zamezit §ifeni nakazy. V diivéjSich dobach byl vyraznym rizikovym



faktorem odbér vzorku 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 nev§imne,
Ze je zvife nemocné.

U koz se onemocnéni vyskytuje stejné jako u ovci ve dvou formach, ve forme
artritické, ktera je vyrazné cCastéj§i a formée encefalitické, jejiz vyskyt je nizky a
zdokumentovany spi§e u mladsich zvifat.

Mnohé vyzkumy se zabyvaly moznosti genetické rezistence ovci k onemocnéni MV.
Diky stale vzrustajicimu zajmu o chov ovci a také diky vyvoji metod molekularni biologie
byl vyvinut specialni Cip pro ovce Ovine SNP50 BeadChip (Illumina Inc.; San Diego, CA
USA), ktery analyzuje 50 tisic jednonukleotidovych polymorfisma (SNP). S pouzitim
tohoto bylo vytipovano nékolik nad€jnych lokust s predpokladanou asociaci s geneticky
podminénou rezistenci. Nejsilngjsi afinitu k odolnosti vykazoval polymorfismus v genu
pro transmembranovy protein TMEM154.

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

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

a rychlejsimu ozdraveni chovu.



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 pienaseji svij geneticky
material do infikovanych bunék (Miyoshi, 1998). Mezi viry se mimo jiné fadi také
lentiviry zpusobujici v hostitelskych organech chronicka onemocnéni. Jejich nazev je
odvozeny od dlouhé inkubacni doby onemocnéni (lentus — pomaly), jez je t€mito viry
vyvolavano (Lois, 2002). Délka doby od pocatku infekce do nastupu onemocnéni se miize
protahnout na nékolik mésicl, ¢i dokonce nekolik let. Lentiviry infikuji Siroké spektrum
savcu, jako jsou primati, kopytnici (kon€, skot, ovce, kozy) a kockovité Selmy (Durand,
Cimarelli, 2011).

Lentiviry produkuji vysoké titry virovych castic (Yaniz-Galende, Hajjar, 2014).
Lentiviry patfi do skupiny retroviri. Retroviry, jez nejsou u zdravych jedinca bézné
pfitomné, 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 soucasti 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 lentivira byly poprvé popsany az v roce 2007
v genomu kralika, nasledné také u lemurt a fretek. V roce 2014 popsal lentivirovou DNA
v genomu letuchy malajské tym védct 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, ktera je popsana a ktera poskytuje ucelené informace o puvodu téchto vira.
Letucha malajska je asijsky stromovy plachtici savec. Jde o nejblizsi ptibuzny druh
primatd, od nichz byli tito savci oddéleni zhruba pred 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 dob€ pred jejich
druhovym rozdélenim. Vzhledem k tomu, ze se ELVgv nenachazi také u jinych savci, je
Casovy interval proniknuti tohoto lentiviru do genomu letuch 15 az 81 miliona let (Hron,
2014).

Tento cCasovy usek byl pak jesté dale zizen vramci pouziti presnéjSich

fylogenetickych metod s moznosti analyzy zmén v sekvencich ELVgv, jez probihaji pfi
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zacClenovani do genomu hostitele a piepisu RNA do DNA, na 40 az 60 milionu let. Elleder
veri, ze pokud bude uspésny i dalsi objev endogenni sekvence u jinych savci, bude
lentiviry mozné studovat jes§t¢ hloubéji do historie (Hron et al., 2016). Vyzkumy tak
posunuji predpokladany vznik tohoto viru az za hranice geologického obdobi tretihor
(Hron et al., 2016). To, Ze se podafilo nalézt zmény zpusobené pozitivni selekci pasobici
na jeden zantivirovych restrikénich faktor TRIMS5 u spolecného predka letuch
(Dermoptera) by do budoucna mohlo vést k objasnéni mechanismut, prostfednictvim
kterych se jejich predchudci lentivirovym infekcim ubranili (Hron et al., 2016). Vznik
lentivira Ize vSak i pfes vySe uvedené oznacit za téméf neprozkoumany (Hron et al.,
2016). Predchidce lentivirt byl objeven v roce 2009. Slo o endogenni ,,foamy* virus
(Sloth Endogenous Foamy Virus = SIoOEFV) z podceledi spumaviry, ktery byl védci

zachycen v genomu lenochoda (FarkaSova, 2017).
1.1 Klasifikace lentiviru

Lentiviry se dle klasifikace Mezinarodniho vyboru pro taxonomii vira (ICTV) fadi
do jednoho ze sedmi rodu Celedi Retroviridae (Strnad et al., 2003). Jejich podceledi je
Orthoretrovirinae (Luciw, 1996). Jde o sférické viry o priméru pfiblizné€ 80 az 120 nm
(Helio, 2013). Jsou to RNA viry vyuzivajici reverzni transkriptazy (Strnad et al., 2003).
Reverzni transkriptaza (RNA-dependentni DNA-polymeraza) je enzym, ktery tvoii
molekulu DNA na zakladé prepisu informace, jez je ulozend v RNA s opanym
postupem, nez je tomu pii bézné bunécné transkripci (Vokurka, Hugo, 2019).

Enzym se tedy podili na pfeméné RNA na DNA, jez se zaclefiuje do genomu hostitele
(Yaniz-Galende, Hajjar, 2014). Lentivirt je devét druhd. Sedm z nich je zivocisnych a
dva lidské. Zivo¢isné lentiviry se vyskytuji u ovei, 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 - infek¢ni 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 lentivira jsou virus lidské imunodeficience 1 (HIV-1) a virus
lidské imunodeficience 2 (HIV-2), (Miyoshi, 1998). Schéma taxonomického zafazeni

lentiviru uvadi obrazek cislo 1.
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Family Sub-Family Genus Species

Bovine immunodeficiency J

| Alpharetrovirus J | virus

Caprine arthritis

encephalitis virus

Equine infectious anemia J
virus

Feline immunodeficiency J
virus

Human immunodeficiency J
virus 1

Human immunodeficiency J

Beta retrovirus J

Deltaretrovirus J

Orthoretrovirinae

Epsilonretrovirus J

r Retroviridae

LGammaretrov:rusJ G0

Lentivirus Puma lentivirus

Simian immunodeficiency
virus
AL

Spumaretrovirinae ]—— Spumavirus J Visna/maedi virus

Obrizek 1 Schéma taxonomického zarazeni lentiviru (Helio, 2013)

Retroviry maji svou dédi¢nou informaci ulozenou v molekulach RNA a Ize je rozdélit na
jednoduché a slozité. V ramci tohoto déleni se lentiviry fadi do retrovirti slozitych, jelikoz
maji vice moznosti sestiihu RNA, coz s sebou nese jejich zvySenou variabilitu, co se tyce
genovych produkti. SpoleCnym znakem retrovira je piitomnost dlouhych koncovych
repetic (LTR) na obou koncich retrovirového genomu (Shytaj, 2015). Tyto LTR se
skladaji z pfimych repetic (oblasti R) a déle i z unikéatnich sekvenci (Unique 3 — U3,
Unique 5 — US), které jsou zase dualezité pro transkripci. Oblast U3 obsahuje virovy
promotor a enhancerové elementy, zatimco v oblasti R je umisténo iniciacni misto
mRNA. Funkce U5 oblasti neni zcela objasnéna, nicméné odd€luje oblast R od vazebného
mista pro primer — PBS (primer binding site), V pfipadé HIV stejn€ jako SRLV slouzi
jako primer zahajujici reversni transkripci tRNA (transferova RNA) (Bennett, 2020).
Mezi sekvencemi LTR se nachazi tfi strukturalni geny, a sice gag, pol a env (Strnad et
al., 2003).

Viry opi¢i 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
pfirozené infikovani, zustavaji obvykle zdravi, bez vyvoje infekce, jez by presla

v onemocnéni AIDS. Prenos téchto viri na ¢lovéka vedl ke vzniku pravdépodobné
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nejstudovanéjsiho lentiviru, kterym se zejména kvili pandemii AIDS stal HIV. U ¢lovéka
je kinetika 1 pandemicky potencial tohoto viru vyrazné odlisny, nez je tomu v piipadé
opic. HIV zpusobujiciho AIDS (syndrom ziskaného imunodeficitu) existuji dva vzdalené
subtypy. Ve vétsiné svétovych oblasti prevazuje subtyp HIV-1, ktery je uzce pribuzny
SIVcpz aktery v nepfitomnosti antivirové 1écby indikuje rychly nastup syndromu.
Predevsim v zdpadni Africe byl pak izolovan subtyp HIV-2, ktery je tzce ptfibuzny
SIVsm a ktery ma pomalej§i nastup syndromu. Oba typy vznikly s nejvétsi
pravdépodobnosti nezavislym prenosem SIV na piislusniky africkych domorodych
kmend. Ve svétovém mefitku je hlavni pficinou 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 lentiviri

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

Cislo 2 (Sakuma, 2012).

6) Budding

1) Binding and Entry

5) Viral Protein 4
Synthesisand / %

Assembly °
@
viral e
proteins . ———— viral genome
e 4 J
receptor S ‘ |
(e.g. CD4) 3) Reverse I
Transcription / 1 \——————————— viral MRNA
,// ‘
/ /'/ ‘ - [
/s g
7 72 ’°
7 & " M
aita S /  4) Proviral Integration
/ OO HAIOTK
DNA —/ : g
Proviral DNA

Obrazek 2 Schéma fizi zivotniho cyklu lentivira (Sakuma, 2012)

Aby mohl lentivirus zacCit svij zivotni cyklus, musi nejprve vstoupit do cilové bunky.
Tento vstup probiha bud'to formou endocytozy, nebo fuze s bunécnou membranou, poté,
co se virus navaze na specificky receptor. Lentivirus se tak na cilovou buiku vaze
prostfednictvim interakci mezi glykoproteinem ve svém obalu a specifickymi
povrchovymi receptory burky hostitele. Naptiklad pro HIV-1 je timto receptorem
bunécny povrchovy lymfocytovy marker CD4 a jeho chemokinovy receptor typu 4
CXCR4 (exprimovany na T-lymfocytech) nebo CCRS5 (C-C chemokinovy receptor typu
5) exprimovany na monocytech. Chemokinovy receptor CXCR4 je Siroce exprimovan v
bunkach imunitniho 1 centralniho nervového systému (Jazin et al., 1997; Moepps et al.,
1997). Muze zprostiedkovat migraci klidovych leukocyti a hematopoetickych
progenitort 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 buiikou hostitele, coz vede k virovému
vstupu (Durand, Cimarelli, 2011; Helio, 2013; Sakuma, 2012; Ulbricht et al., 2012).

Po vstupu do bunky se antivirové jadro obnazi a uvolni se virovy genom i viroveé
proteiny do cytoplazmy, kde dojde k reverzni transkripci. Virova RNA je pouzita jako
templat a spolu s hostitelskymi nukleotidy a reverzni transkriptazou se syntetizuje
provirova DNA. Po reverzni transkripci je vznikla DNA transportovana do jadra a
integrovana do genomu hostitelské buiiky 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 muze pretrvavat v latentni formé jako trvala soucast genomu bunék 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’ tplnych genoma
RNA ¢i tvorbu RNA, jez koduji enzymatické a strukturalni proteiny (tzv. translace). Prvni
virové mRNA se mnohonasobné spojuji do kratkych transkriptt kodujicich nestrukturalni
proteiny Tat, Rev a Nef, jez usnadniuji produkci dalSich transkriptd. Tat zesiluje
transkripci jinych strukturalnich proteind, Rev usnadfiuje transport stfizenych
a nesestfizenych virovych mRNA do cytoplazmy. Sestfihané transkripty koduji env
i doplikové proteiny a nesestiihané virové RNA jsou prelozeny do gag a pol nebo pusobi
jako genomické RNA pro virové potomky. Virovy RNA genom je tedy uvoliovan a
reverzné transkribovan za vzniku DNA. Cast transkriptu slouZi pro syntézu virovych
proteinu a Cast je inkorporovana do nové vznikajicich Castic 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 slouceni s bunécnou membranou, coz vede
k uvolnéni virového nukleoproteinového komplexu, ktery se sklada z virového genomu
s proteiny hostitelskych buné€k. Urceni pfesného slozeni virového komplexu je obtizné,
jelikoz jde o labilni strukturu, ktera se v Case méni, v ramci pfizpisobovani se preméné

virového genomu z RNA na DNA. Cast komplexu je navic béhem infekce v ,, nefinkcni
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form€. Vramci tohoto procesu vykonava svoji Cinnost enzym virova proteaza
na specifickych polyproteinech, kde uvoliuje strukturalni proteiny a nové vzniklym
virionam tak predava infekénost, ¢imz ziskaji schopnost znovu zahgjit zivotni cyklus
(Durand, Cimarelli, 2011; Helio, 2013; IBIDI, 2016; Miyoshi, 1998; Sakuma, 2012;
Ulbricht et al., 2012).

Nezralé virové ¢astice se z bun€k uvoliuji pucenim. Potom, co nezraly vir opusti pii
puceni bunku, dojde ke §t€peni proteinti gag a pol za vzniku zralého infekéniho virionu
(Helio, 2013).

U vétSiny typu viru se prepisuje virova DNA do RNA a az poté se prevadi na protein.
U retrovirti je RNA nejprve reverzné transkribovana do DNA a odtud se pak integruje
do genomu hostitelské buriky. Po integraci hostitelska burika prepiSe virové geny
spoleCné s geny vlastnimi, ¢imz utvoii stabilni expresi transgenu (Sakuma, 2012).

Zivotni cyklus lentivird 1ze tedy rozdélit do dvou fazi. V ramci prvni faze dochazi
k pfenosu virového genomu do hostitelské buiiky. A ve fazi druhé kjeho Sifeni

(Durand, Cimarelli, 2011).
1.3 Struktura lentiviru

Lentiviry disponuji obalem, dvojitou lipidovou membranou, jsou mirné pleomorfni,
kulovité a méfi 80—-100 nm v praméru. Vystupky na povrchu zptusobuji, ze povrch téchto
vira vypada drsné. Na povrchu viru mohou byt také pfitomny rovnomémeé rozptylené
drobné hroty (o délce kolem asi 8 nm). Nukleokapsidy neboli jadra jsou izometricka.
Nukleoidy jsou soustfedné a tyCovité nebo ve tvaru komolého kuzele (Helio, 2013).

Lentiviry jsou tvofeny ve svém vnitfnim 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 pfeméni na dvouvlaknovou DNA (Sakuma, 2012).

Stejné jako vSechny retroviry maji lentiviry geny gag, pol a env, kédujici virové
proteiny v poradi: 5'-gag-pol-env-3". Narozdil od jinych retrovir vSak lentiviry maji dva
regulacni geny, fat a rev. Mohou mit také dalsi dopliikové geny v zavislosti na viru (napf.
pro HIV-1: vif, vpr, vpu, nef), jehoz produkty se ti¢astni regulace syntézy a zpracovani
virové RNA a dalSich 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 transkriptaza je viroveé kodovana
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 pfed vlozenim virového genomu do hostitelské DNA.
Tat puasobi jako trans-aktivator béhem transkripce ke zvySeni iniciace a prodlouZeni.
Element reagujici na Rev piisobi post-transkripéné, reguluje sestiih mRNA a transport do
cytoplazmy (Gilbert et al., 2003).

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

gag Vi env
LTR 5 if | TR
5 Il W 3
a— tot—" f
vpr v ne
—rev -
Capsid env proteins

(surface)
TM (transmembrane)

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

pol proteins
PR (protease)
RT (reverse transcriptase)

DU (dUTPase)
IN (integrase)

RNA

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

Protein gag je transkribovan nejprve do nevyzradlé mRNA a poté je rozstépen do
transkriptd kodujicich tfi proteiny, kterymi jsou proteiny matricové (MA), jez jsou
nebytné pro stavbu virionu a infekci nedélicich se bunek, kapsidové proteiny (CA) tvorici
hydrofobni jadro a nukleokapsidové proteiny (NC), které chrani genom virionu. Gen pol

koduje virovou proteazu, reverzni transkriptdzu 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 burky hostitele, jelikoz umoziuji vazbu na bunécné receptory nebo fuzi
bunécnymi membranami. Mimo tyto geny strukturalni 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 gent, gag, pol a env, a tii dopliikovych 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 protedzu, reverzni transkriptazu a
integrazu a env koéduje obalové glykoproteiny gpl35 (SU) a gp38 (TM) (Abelson,
Schoborg, 2003). Zatimco gen fat je pro ucinnou virovou replikaci nepostradatelny
(Harmache et al., 1995), vif je absolutné€ nezbytny pro ucinnou 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 ptezvykavcu se lisi od lentivirt
primatt 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).

Genom HIV-1 je podobny genomu SRLV, je vSak slozitéjsi a obsahuje dalsi geny
(Valas et al., 2008). Na rozdil od SRLV obsahuje HIV-1 devét gend kodujicich 15
proteintl, 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
poradi (Watts et al., 2009). Nestrukturalni geny HIV-1 se skladaji z vif, tat, rev, nef, vpu
a vpr a jsou spojeny s patogenezi HIV-1 a imunitnim unikem (Malim et al., 2008). Stejné
jako genom SRLV obsahuji lemujici konce proviru LTR sestavajici z oblasti U3, R a U5
(Arellano et al., 2010). Kromé toho byla v oblasti LTR HIV-1 identifikovana tada
promotorovych a enhancerovych prvka. Neékteré z téchto prvku odezvy zahrnuji AP-1,
NF-kB a Sp1, dulezité 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 lentiviri malych piezvykavca (SRLV) a

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

1.4 Generacni pienos lentivira

Po nakaZeni hostitelské burnky retrovirem je potiebné, aby vir vpravil svij geneticky
material do jejiho chromozomu. Jen tak se muze nadale reprodukovat. V pfipade, kdy
virus nakazi bufiku rozmnozovaci a z daného vajicka ¢i spermie vzejde potomek, muize
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
buriky. Je-li touto hostitelskou burikou ta pohlavni, tim se eventualné stanou soucasti
dédicné genetické informace hostitelského druhu a budou dale prechazet do dalSich
generaci. Védci se puvodné domnivali, Zze jejich infiltrace do pohlavnich bunék je
nesmirné vzacna. To vSak dle nové studie realizované tymem biologt texaské univerzity
vyvraci. Ti hledali dédi¢nou informaci lentiviru u nékolika druht lemurti z Madagaskaru.
Témeér kompletni sekvence DNA lentiviri objevili u Sesti druhd lemurd zrodu
Microcebus, do néhoz patfi mimo jiné také nejmensi priméat svéta maki trpaslici
(Gifford, 2008).

V genomu makiho trpasliciho 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 dalsiho rodu makit,

19



Cheirogaleus. Coz dokazuje, ze lentiviry mohly béhem evoluce velmi Gspésné a také

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

Schopnost lentiviru infikovat buiky in vitro zavisi na typu bunék v bunécné kultute.
Razné typy buné€k tak vyzaduji pro tspésnou transdukci a porazeni cilového genu rizny
pocet lentivirovych ¢astic na buitku (MOI — multiplicity of infection). Teoreticky lze fici,
ze vy§si MOI bude generovat vyssi pocet transdukci na buiku, vyssi pocet integraci
transgenu i vy$§i expresi. Schopnost infekce je pomérem virovych €astic, jez byly vyuzity
k infikovani buiky ke skute¢nému poctu bunek (Sakuma, 2012).

pocet lentivirovych ¢astic
MOI =

potet bunék v kultute
Titr lentivirovych Castic je uvadén obvykle transduk¢ni jednotkou TU nebo infek¢ni
jednotkou TU na mililitr. V pfipadé 1 IU jde o 1 infekéni Castici, tedy k infikovani
napiiklad 106 bunék bude pouzito 106 TU. MOI je v tomto pfipadé 1. Pouzije-li se
k infikovani stejného poctu bunék 5 x vétsi mnozstvi UI (5 x 106), pak je MOI rovno 5
(Sakuma, 2012).
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2 Infekce lidi zpisobované lentiviry

¢

Lidsky genom je zjedné desetiny tvofeny virovou DNA, ktera patii k ,, cizorodym*
slozkam organismu, jez maji v ramci evoluce nedozirny vyznam. Jde o zbytky virt
z rodiny retrovirt, jez v minulosti infikovaly buriky ptedka ¢lovéka. Pozistatky davnych
retrovirovych onemocnéni — endogenni retroviry (human endogenous retroviruses =
HERVs) patii mezi prenositelné elementy obsahujici LTR sekvence na 5° 1 3° konci.
Lidské endogenni retroviry tvoti az 8 % lidského genomu. Nejsou jen nepotfebnymi
elementy, ale zastavaji 1 klicové funkce. ZvétSuji plasticitu lidského genomu a v
nekterych pripadech se v LTR mohou nachazet vazebna mista pro urcité proteiny (napf.
p53) (Pluta, 2009).

Uchovéni schopnosti rozmnozovani bylo oproti nékterym jinym organismum
v ptipadé endogennich vira ¢lovéka prokazano uz v nedavné dobé. Tyto enndogenni viry
maji s retroviry spolecné znaky v rozmnozovani. Stejn€ jako u endogennich vird se tyto
,parazitické DNA® oznacuji spolecné 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 délicich se i nedélicich se bun€k, coz jim
umoziuje infikovat kmenové burnky, srdecni bunky ¢i kardiomyocyty tak, aniz by
po infikovani vykazovaly imunitni odpoveéd’ (Yaniz-Galende, Hajjar, 2014). Mimo to
jsou lentiviry jedineCnymi Cleny cCeledi Retroviridae, jelikoz vétSina retroviri neni
schopna produktivné infikovat nedélici se buriky (Sakuma, 2012). Lentiviry jsou schopné
vyvolat Sirokou Skalu patologii u riznych zivociSnych druhd, clovéka nevyjimaje.
K lentivirtim s afinitou k primatim patii HIV-1, HIV-2 a SIV, které zpusobuji
onemocnéni AIDS u lidi. Virus lidské imunitni nedostatecnosti patii k nejstudovanéj§im
lentiviram.

Vysoka virulence viru je obecné znakem nové vzniklych onemocnéni. V piipadech,
kdy se jedna o virus smrtici, virus zabiji mimo hostitele i sam sebe. Star§i a rozvinutéjsi

vvvvv

(Farkasova, 2017).

2.1 HIV

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

se mnozit v ramci dni a s vys$$i rychlosti mutace RNA, z ¢ehoz vyplyva, ze virus HIV se
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tak by se dalo prepokladat, ze by mél mit dnes podobu silné 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 pfilis
nezmeénil, coz je pozitivni zpravou pro vyzkumniky a vyrobce vakcin, jejichz ¢innost by
na zakladé této informace mohla vést k vytvoreni ockovani proti viru HIV (FarkaSova,
2017).

Pti kopirovani RNA do DNA dochéazi k chybam. Rychlost mutace je tak vysoka, ze
je oznacovana za hranici povolené evolu¢ni rychlosti. HIV vir tedy generuje obrovské
mnozstvi mutaci. AvSak to neznamend, ze vir HIV neprochazi také klasickym
darwinovskym pfirozenym vybérem. Vir HIV tak dokéaze unikat imunitnimu systému
i uCinkam 1éka. Aby vir HIV o§alil imunitni systém, tak je schopen zménit nékteré své
proteiny az o0 25 %. Tyto zménéné proteiny pfitom nadale funguji. Virus HIV tak dokazal
nahodnych mutaci vyuzit ve svij prospéch (Farkasova, 2017).

Diky vysoké mutacni rychlosti unikaji HIV lentiviry vsem druhtim 1écby. Jakmile se
z retroviru vyvine endogenni vir, ktery se dédi jako gen vlastni, zaCne se vir ménit
mnohokrat pomaleji. Ve své podstaté evolu¢né zamrzne. To je také divodem, proc je
mozné rekonstruovat viry v takové podobe, kterou mély pred desitkami milionu let

(Moss, 1989).
2.1.1 Déjiny viru HIV

Historie HIV saha do roku 1981, kdy lékati v New Yorku a v Kalifornii ohlasili vyskyt
nového syndromu. Mladi homosexualn€ zameéteni muzi zacali umirat na rizné kombinace
vzacnych nemoci, jez se obvykle vyskytovaly u lidi s poruchami imunity a také u starSich
osob. Virus HIV-1 se poprvé rozsifil 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 pred tim, nez byl 1ékari 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 piimo z Afriky, coz dalo vznik dvou odlisnych kment viru HIV v ramci
stavajici epidemie. Nékolik riznych kmenti HIV bylo zapfi€inéno prenosem SIV z opic
na Cloveéka. Z nich Ize za vinika soufasné 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 §impanzii z vychodniho Kamerunu. O pfesné dobé prenosu je stale

diskutovano, uvadi se rozmezi let 1884 az 1924 (FarkaSova, 2017).
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2.1.2 Struktura virové castice HIV

Struktura genomu HIV se skladad ze dvou zcela identickych jednofetézcovych RNA
molekul, jez jsou spolecné uzaviené v jadru virové Castice. Genom se v pripadé HIV-1
sklada ze 9 200- 9 600 neukleotidu a priblizné z 9 800 nukleotidi u HIV-2. Genom DNA
je vytvafen 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 pusobi jako promotory (Morita, 2004).

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

zobrazené Cteci ramce genti kddované strukturalnimi a regulacnimi proteiny.
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Obrazek 5 Struktura a organizace genomu HIV-1 (Luciw, 1996)

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

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

Mimo strukturalnich gent gag, pol a env koduje genom HIV také nékolik gent
regulacnich. Témi jsou gen tar, kodujici trans aktivatorovy protein a protein regulujici
sestiih a transport transkriptt z jadra do cytoplazmy a geny rev, jez jsou nezbytnymi pro
zahgjeni replikace HIV. Geny fat 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 castecné zodpovédny za
snizenou patogenitu viru HIV-2. Piehled proteint viru HIV-1 ajejich funkci uvadi piloha
tohoto textu ¢islo 1 (Sakuma, 2012). Ukazku struktury virové castice HIV vcetné jejiho

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

GP - gyloprotein, p — protein, SU — povrchovy protein, RT — reverzni transkriptiaza, 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

Nejcastejsim typem HIV je HIV-1, ktery se vyskytuje po celém svéte. Dle dostupnych
informaci ma typ HIV-1 az 95 % lidi zjicich s HIV. HIV-2 se vyskytuje prevazné
v Africe, avSak postupné se pomalu objevuje i v ramci jinych regiont, 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% sekvencni identitu mezi obéma typy HIV
(Popper, 1999).

Co se tyCe prenosu, ten je u typu HIV-2 pro lidi mnohem slozit&jsi, nez je tomu
u prenosu viru HIV-1. Nejbézn¢j§im zptusobem pienosu HIV-2 pohlavni styk mezi
heterosexualy. [ tak jde vSak o miru az Skrat az 10krat nizsi, nez je tomu u HIV-1. Pfenos
z matky na dité je u HIV-2 20krat az 30krat niz8i, 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-
2 ma pak také nizsi umrtnost (Popper, 1999).

2.1.4 Moznosti nakazy a lécba HIV

HIV virem se Ize nakazit ptimym kontaktem s t€lnimi tekutinami obsahujicimi tento virus
(nejcasteji se jedna o krev, matefské mléko a pohlavni sekrety). K rizikovym faktorim
prenosu patfi pohlavni styk a sdileni injekéniho materialu. Pouze velmi malé riziko
prenosu existuje u nakazenych HIV, ktefi berou spravné léky a udrzuji si tak virovou
zatéz na nezjistitelné urovni. U téchto existuje pouze malé riziko prenosu v ramci
pohlavniho styku a také niz§i riziko pfenosu viru z matky na plod (Popper, 1999).

I pfes nesmirné usili farmaceutickych a akademickych pracovi§t neexistuje ani
v soucasné dobé¢ zadna ucinna vakcina (Ulbricht et al., 2012).

K 1écbe HIV je vyuzivana kombinace nékolika 1€k v ramci tzv. antiretrovirové
terapie. Nakazenym je souCasné podavano inhibitoru tfi enzymu (proteazy, 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 pusobit na dalsi kroky zivotniho cyklu viru. Nadéji tplného
odstranéni viru ztéla je genova terapie, jez by byla cilend na vSechny burky, které
provirus obsahuji (Popper, 1999).

Prvni krok v ramci tohoto procesu byl jiz u€inén pouzitim ex vivo genové terapie,
v ramci transplantace kmenovych bunék kostni diené oSetfenych tak, aby neprodukovaly
CCRS5 (chemokinovy receptor typu 5) koreceptor HIV (Ulbricht et al., 2012). Pfi
spravném a pravidelném uzivani 1ékt lze progresi HIV zpomalit, pomoci ochranit
imunitni systém ataké snizit riziko mozného pfenosu HIV. Virus lidské imunitni
nedostatecnosti-2 obecné méné reaguje na urcité 1é¢ivé latky, které plsobi na HIV-1.
Neni-li virova nakaza HIV 1éCena, pak oslabuje imunitni systém c¢loveka, ¢imz se stava

pro dal§i onemocnéni a infekce zranitelngjsi (Popper, 1999).
2.2 Uplatnéni lentivira v ramci 1é¢by onemocnéni

V nadéji na vyléceni AIDS bylo vyvinuto velké usili tykajici se pochopeni a struktury
viru HIV. Ve snaze o léCitelnost byly vyvinuty silné transgenni vektory na bazi HIV-1.
Vektory zalozené na HIV tvoii vétSinu lentivirovych vektord, které jsou pouzivané

v dnesni dobé ve vyzkumu (Sakuma, 2012).
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Presto, ze jsou lentiviry zodpovédné za onemocnéni AIDS, tak jsou dnes Siroce
vyuzivany v ramci genové terapie a vyvoje genovych vakcin. Jejich uzite¢nost vychazi
z toho, Ze se stabilné zacletiuji 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 buiiky (Miyoshi, 1998).
Vektory 1ze charakterizovat jako prenasece, elementy dédicné hmoty, jez jsou schopné se
samy ve svém hostiteli mnozit a do kterych lze vkladat pozadované useky DNA

(Morita, 2004).
2.2.1 Genova terapie

Uplatnéni lentivirt lze nalézt zejména v genové terapii, ktera je zalozena na Uvaze
prenosu dédicného materialu do bunék pacienta k nahrazeni defektnich gena c¢i
k zavedeni nové bunécné funkce. A praveé zavedeni nové bunécné funkce by mohlo byt
v budoucnu vyuzivano k 1écbé komplexnich onemocnéni, jako je napiiklad rakovina,
AIDS, Parkinsonova nemoc ¢i onemocnéni kardiovaskularniho systému. Aby byl
specificky typ tkané ¢i buniky ovlivnén, musel by do ni byt gen dodan tak, aby ptsobil
spolehliveé, tedy na vhodné urovni a také dostatecné dlouhou dobu (Mazakaris, 2003).

Za nejucinnéjsi metodu tohoto dodani Ize povazovat pouziti modifikovanych virt
tzv. virovych vektora. Retroviry jsou pro tyto ucely vhodné, nebot’ do hostitelské bunky
svij vlastni geneticky material prenaseji velmi tspésné.. Geneticka modifikace viru
probiha in vitro. Jsou odstranény geny kodujici proteiny viru a misto nich vlozeny tzv.
léCebné geny. Sekvence LTR viru jsou ponechany. Na rozdil od konvencénich
retrovirovych vektort, které pro infekci vyzaduji bunééné déleni, nedavno vyvinuté
lentivirové vektory nevyzaduji bunécné deleni a mohou tak byt pouzity pro expresi
transgenu v neuronech. Poprvé bylo pienosu genetické informace za pomoci vira vyuzito
v roce 1968. Od t¢é doby se stala tato problematika pfedmétem mnoha studii (Mazakaris,
2003; Youngsuk et al., 2011).

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

Premeéna viru na virovy vektor byla zahajena poprvé v 80. letech 20. stoleti pomoci
vektort zalozenych na Molonyho viru leukemie oznacovaném MoMLYV. Z lentivir byly

vyvinuté nejprve vektory zalozené na viru lidské imunodeficience HIV-1, jez ziskaly
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Siroké vyuziti pro zékladni i aplikované ucely (Durand, Cimarelli, 2011). Lentivirové
vektory odvozené od HIV-1 se staly hlavnimi nastroji pro doru¢ovani gena do sav¢ich
buné¢k (Sakuma, 2012).

Jejich nejvyhodnéj§im znakem je schopnost zprostiedkovat ucinnou transdukci,
integraci a dlouhodobou expresi do délicich se 1 nedélicich se bunék, a to jak in vitro, tak
in vivo (IBIDIL, 2016). Lentiviry mohou infikovat buiiky bez ohledu na jejich stav
proliferace, coz je Cini pro genovou terapii zvlaste pritazlivymi. Ptiklady cila pro genovou
terapii zalozené na lentivirovych vektorech jsou neurony, hepatocyty nebo monocyty
(Sakuma, 2012).

Lentivirové vektory jsou obecné vytvarené ze dvou zdroja. Tim prvnim jsou viry
primatt, kam patfi vir HIV ¢i vir SIV. Druhym pak viry neprimatd, kam spadaji viry
kravského a koci¢iho syndromu (BIV a FIV) a také nejjednodussi vir infekéni korské
anémie (EIAV). Komerc¢ni spoleCnosti zabyvajici se vyvojem genové terapie vyvinuly
lentivirovy vektorovy systém (odvozeny od EIAV, infikujici koné€, ale ne lidi)
zprostiedkovavajici dlouhodoby a ucinny pienos genti do bunék savcu (Buchschacher,

Wong-Staal, 2020; Mazakaris, 2003).
2.2.2 Vyhody pouziti lentivirovych vektoru

Za atraktivni nosi¢e genu jsou lentivirové vektory povazovany ztoho divodu, Ze jsou
schopné infikovat délici se 1 nedélici se buriky, 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 vektoru jsou lentiviry relativné snadnym systémem k

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

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

I pfes rizné patologie, jez jsou lentiviry vyvolavany, maji tyto viry nékteré rysy
spoleCné. Pocatek infekce je charakteristicky akutni fazi virové replikace, ktera je
prechodna, avsak rychle se meénici ve dlouhotrvajici fazi chronickou, béhem niz je
replikace snizena. Po chronické fazi se projevi dlouhodoba asymptoticka 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 viri zpusobuyjicich 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). Cirkulyjici infikované monocyty infiltruji intersticialni prostory
cilovych organi, jako jsou plice, mlécna zlaza nebo synovialni tkan kloubd, nesou
provirovou DNA integrovanou do genomu hostitelské butiky, a proto jsou pro imunitni
systém neviditelné. Sérokonverze je opozdéna, obvykle o nékolik mésici (Rimstad,
1993). Replikace viru zacina po zrani monocytl na makrofagy a nasledna imunitni
odpovéd” pomalu a progresivné zpusobuje 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
prenaseci (de Boer et al., 1979).

V laboratornich podminkach mohou byt lentivirové infekce diagnostikovany
metodami virologickymi i metodami sérologickymi. Obecnym doporucenim je kvili
konfirmaci vysledk pouziti alespori dvou testli. 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 dalgim vyjimkam z tohoto spole&ného popisu patfi také infekce kojencl HIV-1, pFi niz dochazi k nastupu
onemocnéni velmi rychle (Durand, Cimarelli, 2011).
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rychly test, trvajici 2 az 3 hodiny. Napfiklad ve srovnani s munodifuznim testem (IDT),
ktery se pfi stanoveni tohoto typu taktéz pouziva a ktery trva 2 az3 dny. V ramci vyzkumu
jsou pak pouzivany i dalsi nakladné&jsi 1 Casove€ narocnéjsi testy, jako je naptiklad RIPA
(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 divodu nizké trovné virové zaté€ze nebo kmenové variability. Diagnostické metody je
tedy tfeba neustale zdokonalovat (Akashina et al., 2017).

Kontroverzni otazkou je také dopad mastitidy vyvolané SRLV na produkci. Nekteré
studie nezjiStuji 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 primeérny rocni pokles produkce mléka o 3,2 % a procenta mlééného tuku o 2
% (Christodoulopoulos, 2005). Kromé toho muze infekce SRLV u malych prezvykavctu
negativné ovlivnit kvalitu mléka a zda se, ze spousti zvySeny pocet somatickych bunek
(Leitner, 2008; Martinez-Navalon, 2013).

Lentivirova onemocnéni hospodaiskych zvifat vedou k ekonomickym ztratam
a vzhledem k nutnym nakazovym opatfenim také omezuji moznost obchodu se zvitaty, a
to jak na trhu doméacim, tak v ramci obchodu mezinarodniho nejen v Evropské unii. Lécba
lentivirovych onemocnéni zvifat neexistuje a dostupna neni ani G¢inna vakcina

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

Taxonomicky se virus maedi-visna fadi do Celedi Retroviridae, podceledi
Othoretrovirinae, rodu Lentivirus. Vir je ¢lenén do genotypti maedi-visna A-E, které jsou
dale déleny do subgenotypu (Shah et al., 2004; Straub, 2004). Genom MVYV je dlouhy
pres 9000 nukleotidi a obsahuje podobné jako ostatni retroviry sekvence kodujici tfi
strukturalni geny gag, pol a env a tii doplitkkové geny kodujici proteiny s regulaénimi
funkcemi pfi replikaci viru vif, fat (n€kdy nazyvany spise gen pro viral protein R=vpr) a
rev (Bartak et al. 2018; Villet et al. 2003).

Gen gag koduje tii proteiny, a sice MA (p16 matrix protein), CA (p25 kapsidovy
protein) a NC (p 14 nukleokapsidovy protein). Gen pol koduje virové enzymy: protedzu
(PR), reverzni transkriptazu (RT) s funkci ribonukledzy H (RNaza H), deoxyuridin-
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trifosfatazu  (dUTPazu) a integrazu. Gen FEnv obsahuje sekvence povrchovych
glykoproteini gpl160 (surface=SU) a transmembranovych glykoproteini gp46
(transmembrane=TM) (Andrésdottir, 2018).

Provirovy genom MVYV je na obou koncich ohrani¢en dvéma shodnymi LTR
s oblastmi U3, R a US. Oblast U3 obsahuje promotorové a regulacni prvky, které jsou
zodpovédné za tkafovy 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 domaciho plemene kratkoocasé ovce islandské. Avsak prvni
zminky otomto onemocnéni pochédzi zjizni Afriky zroku 1915. Zislandstiny také
pochazi soucasny nazev maedi-visna. Jde o odvozeninu od typickych projevi dyspnoe
(maedi) a nervovych pfiznakt (visna) (Blacklaws, 2012).

Viry, které zpasobuji virové onemocnéni maedi-Visna (MV), zpusobuji taktéz dalsi
virové onemocnéni artritida a encefalitida koz (CAE). Tuto specifickou skupinu lentivira
nazyvame lentiviry malych prezvykavca (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 i kozy, dokonce i jiné
zivoCisné druhy (Germain, Vallas, 2006).

Nicméng, infekce MVV je Casté)si u ovci a infekce CAEV je Castéjsi u koz, takze je
pravdépodobné uptednostiiovan homologni prenos. Schopnost SRLV produkovat
zktizené infekce preskakujici mezidruhovou bariéru je neobvykld, protoze vétSina
lentivirh ma velmi omezenou schopnost rust v bunkach, které nepochazeji z jejich
hostitelskych druht (Blacklaws, 2012).

Pro maedi-visna ov¢i vir je typicka dlouha inkubacni doba v fadu nékolika mésict
az nekolika let. V ramci produkcnich chovu se tak zvife klinickych projevi onemocnéni
Casto ani nedozije (Bartak et al., 2018). Pfimé ztraty thynem tak byvaji ve stadé malé,
avsak uzitkovost zvitat s prubéhem onemocnéni klesa (Hamza, 2017). U mlad’at dochazi
k pfenosu skrze infikované kolostrum nebo mléko. Mozny je také prenos
transplacentarni. Mezi dospélymi zvifaty je hlavni cestou pfenosu piimy kontakt,
predevsim vzajemnou inhalaci respiratornich sekretti (Blacklaws, 2012), tedy infekcnim

aerosolem.
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Maedi-visna virus se nepfenasi na dlouhé vzdalenosti, ale pouze na nékolik metru.
Nejsnadnéjsi cestu Sifeni tak pfinaseji invazivni chovy ovci at’ uz ustajenych nebo na
pastvach. Postup nakazy je pomaly. V promofeném stade se za 3% roku nakazi ptiblizné
polovina nové piivedenych ovci. Za teoreticky mozny je oznaCovan také pienos
kontaminovanym strojem na dojeni, neuklizenymi placentami infikovanych zvirat
a pouzitim nesterilnich jehel k veterinarnim tkonim na zvifatech. Pfenos nakazy na
clovéka neni mozny (Hamza, 2016).

Maedi-visna virus infikuje promonocyty, coz jsou buriky kostni diené. Ta slouzi
v organismu pro vir jako rezervoar. Tyto infikované promonocyty pak koluji do krevniho
fecisté v podob€é monocytd a dale ve tkanich maturuji do formy makrofaga, 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$i odliS§nost spociva
ve vybéru hostitelskych bunék. Celkova obranyschopnost ovce zastane témeér
nenarus$end. Jeji imunitni systém ale neni schopny virus znicit. Stejné jako je tomu u vSech
lentivirg, tak i virus maedi-visna ma schopnost se trvale zapsat do DNA nakazené buriky
a v podobé¢ genetické informace pak skryté pretrvavat po dlouhou dobu (Hamza, 2016).

U viru maedi-visna nejsou popsany priznaky imunodeficience. Infikovana zvifata
zustavaji imunokompetentni a na tvorbu infekce reaguji tvorbou protilatek specifické
povahy. AvSak imunitni (humoralni) odpovéd je zde mnohem pomalejsi, nez je tomu
u jinych virovych infekci, jez jsou doprovazeny akutnim prabéhem. K vyvoji
specifickych protilatek dochazi v rozmezi né€kolika tydna az nékolika mésict od infekce.
Jako zakladni indikator monitorovani nakazy 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 ramci eliminace nakazy (Blacklaws, 2012).

U infekci zptusobenych SRLV nejvice prevladaji pfiznaky spojené s dychacimi
cestami, jako napf. duSnost a bfiSni dychani v dusledku chronické intersticialni
pneumonie. Mohou se vyskytnout i1 jiné klinické projevy jako mastitida (zatvrdlé
vemeno), artritida (kulhani), progresivni slabost a v nékterych piipadech i thyn
nakazenych zvifat (Straub, 2004). Zvife zstava dozivotnim pienaseCem nakazy a infekce

kon¢i thynem zvitete (Hamza, 2016). Zvitata infikovand MV ukazuje obrazek cislo 7.
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Paréza panevnich koncetin v dusledku infekce Nervove piiznaky onemocnéni. Z hlediska diferencidini diagnazy je
virem Maedi-Visna. dilezité zvdzit dalsi mozné infekce (tetanus, Aujeszkyho choroba...).

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

Onemocnéni je rozdifeno predeviim ve Stiedozemi (Italie, Recko, Spanélsko)
a v Severni Americe. V puvodni lokalit¢ vyskytu na Islandu bylo onemocnéni uspesné
vymyceno. Naopak napfiklad na Novém Zélandu nebo v Australii se onemocnéni
nevyskytuje vibec (Hamza, 2016). Maedi-visna virus ovci lze i tak oznacit za (témér)
celosvétové rozsiteny patogen. Vyjimkou jeho vyskytu neni ani Ceska republika.
Vzhledem k nedostatku studii i obtiznosti hodnoceni moznych ekonomickych dopadu je
vSak stupei roz§ifeni viru i ekonomické ztraty s nim souvisejici té€zko vycislitelné. I pres
to je nejdiskutovanéjSim dopadem omezeni domaciho i mezinarodniho obchodu s chovy
zvitat, kde je nakazovy status zakladnim zdravotnim kritériem (Blacklaws, 2012).

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

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

na zakladé metodiky kazdorotné vydavané Statni veterinarni spravou Ceské republiky.
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Do monitoringu MV v CR jsou zafazeny pouze chovy v kontrole uzitkovosti (KU).
Chovy zatrazené v kontrole uzitkovosti musi byt MV prosté. Hlavni diagnostickou
metodou monitoringu MV je stanoveni protilatek z krevniho séra.. Po zji§téni pozitivnich
vysledkid na pfitomnost viru mize byt hospodafstvi zafazeno opét az po ,, ozdraveni®,
které je prokazano na zakladé monitoringu a které je potvrzeno rozhodnutim piislu§né
Krajské veterinarni spravy (Bartak et al., 2018).

Kontrola je provadéna 1x rocné a do reprezentativniho vzorku je zafazeno 25 %
samicich zvifat vSech plemen nad 12 mésict v€ku ¢i zvifat v laktaci, a to vSak nejméné
v poctu 50 kusa zvifat. Pfi mensim poctu zvifat v hospodafstvi jsou vySetiena vSechna
zvitata star$i 12 mésict nebo ta, jez jsou v laktaci. U samct jsou vySetfovani v§ichni
nekastrovani jedinci star§i 6 mésici s vyjimkou jateCnich berankl. V soucasnosti je
ozdraveni stada feSeno predevsim eliminaci séropozitivnich zvifat. Vyjimku maji stada
Sumavskych ovci, jez je zafazena do svétového genofondu ohrozenych druht
hospodarskych zvifat, pro néz by tato eliminace znamenala zanik plemene (SVSCR,

2022).

3.2 Virus artritidy a encefalitidy koz (CAEYV)

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

Virus artritidy a encefalitidy koz je velice blizce pfibuzny MVV, tomu odpovida
i vysoka sekvencni homologie jejich genomu (Pyper at al., 1986). Genom CAEV
obsahuje stejné strukturalni i dopliikové regulacni geny jako genom MVV (Padiernos et
al., 2015). S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o rizné adaptované kmeny jednoho viru.
V ramci rodu Lentivius jde vSak o samostatny virovy druh. Virus artritidy a encefalitidy
koz aMVYV se spolecn€ oznacuji zkratkou SRLV — lentiviry malych prezykavca. V ramci
onemocnéni CAE a MV byl potvrzen také mezidruhovy prenos vira (Akashi et al., 2016).
Je tedy pravdépodobné, Ze pii spolecném chovu zvifat se nemoci ovci muze nakazit také
koza, jelikoz je pfirozenym hostitelem velmi podobného druhu lentiviru, kterym je prave
CAEV. Pfenos viru na ¢loveéka neni mozny (Akashi et al., 2016).

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

micha, coz zpuisobuje, Ze zvife zaCne trp€t obrnami, které se postupné vyvinou v ochrnuti.
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Mimo artritidy a encefalitidy byva onemocnéni doprovazeno i chronickym zapalem plic,
ktery se muze projevit bud’to spolu s jednim z vySe zminénych piiznaki 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 Sifi
pomalu a nepozorované. K dal§im projevim nakazy, které jsou méné cCasté, patii i
chronické zanéty vemene (Mselli-Lakhal et al., 2000).

Postizeni CNS ve formé encefalitidy je spiSe vzacnym jevem. Vyskytuje se pouze
u kazlat v rozmezi dvou az Sesti mésicu jejich véku. Klinické projevy CAE jsou tedy od
klinickych projevii MV odlisné (Mselli-Lakhal et al., 2000). Projev nakazy koz CAEV
zpusobujici postizeni kloubu predniho kolene ukazuje obrazek cislo 8. Zbytnéni
karpalnich kloubt v pokrocilém piipadée SRLV u ovce; maly obrazek — vyrazna

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

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

Stejné jako u MV, tak ani u CAE nejsou popsany piiznaky imunodeficience. Buiiky
infikovanych zvirat zistavaji schopné odpovédét na antigenni podnét a na tvorbu infekce
tak reaguji tvorbou protilatek specifické povahy. I zde, stejné jako u infekce ovci, je
imunitni odpovéd’ mnohem pomalejsi, nez je tomu u jinych virovych infekci, jez jsou
doprovazeny akutnim prubéhem. K vyvoji specifickych protilatek dochazi od infekce
v rozmezi n€kolika tydni az nékolika mésict. Jako zakladni indikator monitorovani

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

Ptenos CAEV je obdobné jako MVV zapfi€inén sanim mleziva a mléka od
nemocnych samic. A to pfes to, ze je toto mléko bohaté na protilatky proti CAEV.
K pfenosu miize vést jiz pouhé jedno nakrmeni od nemocné kozy. Nektera kiizlata
pozitivnich matek se jiz nakazena narodi nebo se nakazi krvi ¢i poSevnimi sekrety matky
pii porodu. To snizuje Gspésnost pii ozdravovani chovi. Stejn€ jako MVV se CAEV na
kratkou vzdalenost pienasi aerosolem.. Takze zamezit Sifeni viru 1ze oddélenim prostort
pro nakazena a zdrava zvifata. Na rozdil od MV se CAE nepienasi pfedméty ani
pomuckami, coz neplati pii jejich styku s krvi (napf. injekéni jehly). V pripadé CAEV
nebyl prokazan pohlavni prenos (Mselli-Lakhal et al., 2000).

Vyskytem viru v kozich stadech se zaobiraly védecké studie z celého svéta. Zink et
al. (1997) naptiklad pfi zkoumani viru zjistili snizenou mléénou uzitkovost a zvySené
brakovani u koz, které byly infikovany CAEV. Stejni autofi také predlozili udaje, které
naznaCovaly, ze virus muze snizovat reprodukcéni vykonnost a vést ke zhorSeni
zdravotniho stavu jedinct, a to z mnoha rtznych pficin. Naproti tomu studie, ktera byla
uskute¢néna vyzkumniky Elliotem a Masonem (1995), piisla s pfekvapivymi vysledky,
kdy séropozitivni kozy byly v lepsi té€lesné kondici nez na virus negativni jedinci a nebyl
u nich zjistén ani zadny rozdil ohledné reproduk¢nich ukazateli.

Rostouci zajem o chov koz s sebou nese potebu rozvoje chovu téchto prezvykavca
a ten se neobejde bez znalosti jejich zdravotniho stavu. Lentiviry koz, stejné jako lentiviry
ovci, zpusobuji vyznamna onemocnéni po celém svété, 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 postupti jako u viru ovci.
3.3 Infekc¢ni anemicky virus koni (EIAYV)

Taxonomicky se anemicky virus koni fadi do celedi Retroviridae, podceledi
Othoretrovirinae, rodu Lentivirus (Straub, 2004). Virus infek¢ni anemie koni je dlouhy
8359 nukleotidu a jedna se o zivocisny lentivirus s nejjednodussim genomem. Gen gag
koéduje 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 ribonukledzy H, deoxyuridin-trifosfatazu (dUTPazu) a
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integrazu. Oblast Env obsahuje sekvence povrchovych glykoproteint gp90 (surface=SU)
a transmembranovych glykoproteint gp45 (transmembrane=TM) glykoproteinti. Genom
EIAV obsahuje tfi regulacni peptidy: S1 (Tat), S2 a S3 (Rev). Provirovy genom je na 5'
a 3' konci lemovan dvéma identickymi LTR obsahujicimi promotorické a regulacni prvky
(Deshiere et al., 2019).

Infek¢ni anémie koni byla prvnim popsanym onemocnénim, jez bylo zpisobeno
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 Ceska republika, ktera je viak od roku 1989 nakazy
prosta. Pfenos nakazy na ¢lovéka neni mozny (Toman, 2000).

Virus EIAV se prena$i mechanicky hmyzimi vektory (Foil et al., 1993) nebo
nesterilnimi jehlami. Hlavni cestou pfenosu je hematofagni hmyz z Celedi Tabanidae, a
to konkrétné prostrednictvim bodavé-saciho tstroji t€chto ovadu (Cupp a Kemen, 1980).
Receptor pro EIAV na bunéné membrané ziustava 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 Clena Celedi
Retroviridae a oteviely moznosti biochemickych a molekularnich studii (Ciupe a
Scheartz, 2013).

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

Onemocnéni probiha v akutnim, chronickém i dlouhodobé asymptotickém stadiu.
Pocatek akutniho onemocnéni v ramci experimentalni infekce koni se projevil do 3 az
4 tydnt vysokou hladinou virémie a klinickymi projevy, jako je mimo anémie také
kolisava horeCka doprovazena celkovym chifadnutim, prajmy, letargie, otoky a
trombocytopenie. U nékterych koni dochazi pouze k jedné epizodé onemocnéni, u
vétSiny ale prejde akutni faze do faze chronické, pro niz jsou charakteristické
nepravidelné se opakujici cykly projevi onemocnéni. Pravdépodobné diky vyvoji trvalé
ochranné imunity se tato faze vyvine v asymptotické stadium nemoci. Nosi¢ viru zustava
infikovan po cely zivot. Na nakazu neexistuje 1ék (Leroux, 2001).

Jak jiz bylo zminéno, velmi Casto je toto onemocnéni prenaseno hmyzem sajicim
krev. Avsak jeho prenos je Casoveé omezeny, protoze pruzkumy ukazaly, Ze 4 hodiny po

nasati krve z pozitivniho jedince jiz na ustnim ustroji komara vir detekovan nebyl. Kvili
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moznosti §ifeni skrze krev jsou u téchto zvirat rizikové vSechny veterinarni zakroky.
Virus je schopny na injek¢ni jehle vydrzet pii pokojové teploté az Ctyfi dny, coz s sebou
nese riziko podkovarskych, oSetiovatelskych i chovatelskych pomucek. Pro nizkou
koncentraci viru je prenos nakazy v ramci spoleCného ustajeni malo pravdépodobny
(Toman, 2000).

Klinické priznaky akutniho onemocnéni spocivaji v rychlém nastupu vysokych
teplot, které se pohybuji kolem 41 °C, blednutim sliznic nékdy s pfitomnosti drobnych
krvacenin (pfedevsim v okoli uzdicky spodni Casti jazyka), postojem jako pii schvaceni
kopyt a apatii zvifete. Béhem prabéhu subakturniho jsou piiznaky obdobné priubéhu
akutnimu, avSak jsou mirnéj§i. Navic dochézi k blednuti spojivek a pfi zatézi se projevuje
dusnost a poceni. V ramci prabéhu chronického 1ze pozorovat mimo anémie na zvifeti i
to, Zze hubne a je celkove 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 vyuzivano mezinarodné uznavaného Cogginsova testu.
Z metod screeningovych pak ELISA. Kultivace i izolace viru vibec je velmi naroénym
procesem. Z tohoto diivodu se rutinné neprovadi. Virus vsak 1ze z krve ¢i organu prokazat
také metodami molekularné biologickymi (napt. nested RT-PCR).

Infekce EIAV ma za nasledek vysoky titr infek¢ni plazmatické virémie do tfi tydnt
po infekci. Nékolik dikazi naznacuje, Ze je zapotiebi jak humoralnich, tak bunécnych
EIAV-specifickych odpovédi, aby byla ukonena pocateCni virémie. Jak jiz bylo
uvedeno, virova replikace je u zvifat ucinné redukovana na subklinickou urover, tedy z
chronického stadia do asymptomatického stadia infekce EIAV. U dlouhodobych
inaparentnich prenaseci EIAV lze detekovat nizkou trroven virové infekce a replikace v
tkanovych  makrofazich  spojenou s plazmatickou virémii. Imunosuprese u
asymptomatickych zvirat miaze vést k opetovnému vyskytu symptomt onemocnéni i po

nékolika 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 star¢ kraveé, ktera méla lymfocytdzu, 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 nukleotidi. Provirova DNA, obsahuje
strukturalni retrovirové geny gag, pol a env ohranicené 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
doplnkovych gent vCetné vif, tat, rev, vpw, vpy a tmx (Bhatia et al., 2013).

Histologické vysSetteni tkani uhynulého zvifete 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 piibuznym 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 soucasnosti dostupnych
imunodiagnostickych metod. BIV byl pojmenovan na zakladé svych morfologickych,
sérologickych a genetickych vlastnosti podobnych virim HIV a opi¢im
imunodeficiencim (SIV), (Malmquist et al., 1969).

Virus imunodeficience skotu se vyskytuje celosvétoveé (De Pablo-Maiso et al., 2018).
Virus zpusobuje nevyléCitelné onemocnéni trvajici po cely Zivot zvifete (Rodrigues et al.,
2019). Globalni distribuce infekce BIV u mlécného a masného skotu ma séroprevalenci
1,4-33 %. Klinické pfiznaky byly Castéji pozorovany u mlécného skotu infikovaného
BIV nez u skotu masného. Divodem miiZe 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. Napftiklad u telat ma infekce benigni pribéh
(Toman, 2009). Po napadeni hostitele muize vir v téle hostitele setrvat i po mnoho let bez
toho, aby se projevil. Urychlit jeho projevy muze napiiklad soubézna infekce, vyssi vék
nebo stres. BIV napada skot rizného véku. Pfenos nakazy na cloveéka neni mozny (Bhatia
et al., 2013).

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

jako spiSe s projevy v podobé lymfadenodatie (zvétSeni uzlin), lymfocytozy, 1ézemi
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centralniho nervového systému ¢i progresivni slabosti, poklesem vytézku miéka,
snizenim blastogenni odpovédi a paraplegickym syndromem skotu (syndrom
nehybnosti), (Bhatia, Patil, Sood, 2013). Z tohoto divodu neni skutecny dopad této
infekce skotu znam (Rodrigues et al., 2019). Projevy onemocnéni se obvykle vyskytuji
v asymptotické formé. I tak jde porad o zZivot ohrozujici onemocnéni. Patologicky je ale
BIV vice pfibuzny lentivirim 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).

Prenos 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, pfedevS§im monocyty, lymfocyty a mikrofagy
(Rodrigues et al., 2019).

Infekci je mozné diagnostikovat sérologickou detekci specifickych protilatek ci
molekularni detekci virového genomu za pomoci polymerazové retézové rekce (PCR),

(Rodrigues et al., 2019).

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

Stejné jako v lidskych Zivotech, tak i v chovech zvitat zpsobuji infek¢ni onemocnéni
obrovské skody. Nejde jen o pfipadné nutné likvidace nakazenych chovi, ale také o
snizeni uzitkovosti takto postizenych zvirat. Zemédélci i molekularni genetikové se tak
shoduji na vysokém vyznamu Slechténi zvifat odolnych vici riznym nemocem (Petr,
2000).

K naplnéni tohoto cile se lze vydat mnohymi cestami. Jednou z nich je pifenos
piislusnych gent do dédi¢né informace zvifat. Velka pozornost je vénovana také genim,
jez jsou piirozenou soucasti genetické informace zvifat a jez vyvolavaji pfirozenou
rezistenci (odolnost) viici infekénim chorobam (Petr, 2000). Moznosti genové rezistence
byly podrobnéji zkoumany u lidského HIV a také u SRLV hospodatskych zvifat. 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
ptimélo k prizkumu genetickych rozdilti mezi osobami HIV pozitivnimi a osobami, které
se po vystaveni HIV pozitivnimi nestaly. V ramci prizkumi bylo objeveno nékolik gend,
u kterych nékteré z jejich variant pred nakazou virem HIV ¢lovéka brani ¢i v pridech, kdy
k nakaze dojde, tak tomuto nakazenému Clovéku dopoméahaji prodlouzit zivot s ndkazou
(Galvani, 2005).

Ke vstupu do buriky virus potfebuje, aby na jejim povrchu byly pfitomny receptory
umoziujici jeho vstup do jejiho nitra. K nim patii CD4 s nezbytnou pfitomnosti CCRS ¢i
CXCR4 koreceptoru. A pravé mutace koreceptoru CCRS vede ke vzniku rezistence vici
viru HIV nebo lepsi prognoze vzhledem k priibéhu onemocnéni (Galvani, 2005).

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

Je pomérné zajimavé, Ze se tato receptorova mutace hojné vyskytuje v populaci
zejména severoevropske, 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 jedinca disponujicich pouze jednou CCR5 A32 alelou je
v evropské populaci priblizn€ desetiprocentni. Vyskyt homozygott, tedy jedinct, ktefi
disponuji 2 alelami, je pfiblizn€ jednoprocentni. Kupodivu jsou nositelé této mutace
zdravotné zcela v poradku, bez znamek jinych poruch imunity. Téze mutace 1ze vyuzit
v moderni bunééné terapii k 1é¢bé HIV nakazenych pacientd, napf. pomoci transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék s mutaci CCRS A32. Tento typ bunécné terapie
bohuzel s sebou pfinasi mnoha uskali, proto je v soucasné dobé¢ stale ve fazi vyzkumu

(Holt et al., 2010).

4.2 Rezistence vuéi SRLV

Infekcim zpasobenym lentiviry malych prezvykavead (SRLV) jsou vénovany Cetné
vyzkumy, jelikoz jde o onemocnéni, jeZ jsou rozsifena po celém svétd, 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 pomémé cetnému
vyskytu nakazy v Ceské republice vznikl na zadost chovatel® vyzkumny projekt, jehoz
cilem bylo zpracovani programu pro zdravotni kontrolu infekci zpasobovanych lentiviry
u malych prezvykavct. 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 urcitych jedinci rezistence proti MV a CAE potvrzena pokusy
zalozenymi na opakované expozici infekénimu agens, nicméné mechanismus rezistence
se objasnit nepodafilo. Z tohoto diivodu 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 nékolik gend, jez by bylo mozné povazovat za kandidaty odolnosti
proti onemocnéni MV. K odolnosti zde vykazovaly nejsiln€j§i vztah polymorfismy
v genu TMEM 154 (konkrétng polymorfismus E35K) (Soch et al., 2018).

U ancestralniho haplotypu je na 35. pozici kédovaného proteinu TMEM 154 glutamin
ana 70. pozici asparagin. Koduje-li alela TMEM 154 lysin v poloze 35, pak je tento
genotyp u ovci zodpoveédny za zvySenou rezistenci k MV. V genu TMEM 154 nachazi
celkem 11 haplotypt. Nejbéznéji se u ovci vyskytuji haplotypy oznaCované 1, 2 a 3, jez
koduji polypeptidy v pozici 35. Haplotyp 3 je také s vysokou pravdépodobnosti nejspise
puvodni verzi genu TMEM154, jelikoz ovce s nim jsou k MV nejvice nachylné. Praveé
tento pivodni (ancestralni) haplotyp je spojovan se zvysSenou citlivosti k MVV (Heaton

et al., 2012, Heaton et al., 2013).
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Vyskytuje se ale také zmutovany haplotyp charakteristicky zkracenim polypeptidu
kdédovaného TMEM 154, ¢imz u ného dochazi k Castecné nebo k uplné ztraté funkce
transmembranového proteinu (ztrata u haplotypu 4 a 6). Vliv na odolnost ovci viaci MV
v tomto pripadé€ nebyl fadn€ prozkouman z divodu nedostatku ovci s timto haplotypem.
I tak existence téchto dvou polymorfisma naznacuje tomu, ze neplnohodnotna funkce
genu TMEM 154 miZe mit v ramci ochrany proti MV vyhodu (Heaton et al., 2012, Heaton
et al., 2013).

U koz tato problematika neni blize prozkouména. Avsak vyspélost soucasné védy
poukazuje na Casné probadani této problematiky 1 u koz. Nadé&ji na identifikaci a
naslednou analyzu kandidatnich genti pro odolnost u koz dava zejména nové vyvinuty

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

Lentiviry malych prezvykavcl (SRLV) zplisobujici onemocnéni maedi-visnu ovci (MV)
a artritidu a encefalitidu koz (CAE), jsou roz§ifeny po celém svété. Tyto choroby jsou
nelécitelné a neexistuji proti nim ucinné vakciny. Vzhledem k soucasné nakazové situaci
jsou onemocnéni MV a CAE vyznamnym problémem. Zpusobuji ekonomické ztraty
a vytvaii bariéru pii obchodovani s plemennym materidlem (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 Cetnost naleza pozitivnich zvifat v jednotlivych chovech
v KU, nejsou vSak stanovena opatfeni pro eradikaci nakazy. DalSim problémem
znesnadnujicim chovatelim ozdraveni je fakt, ze do monitoringu je zahrnuto pouze 25 %
zvitat u hospodarstvi s vice nez 50 zviraty. Zbyla zvifata by chovatel musel nechat
testovat na vlastni naklady, ¢imz by mu vznikaly dalsi vydaje. Situaci téZ nenahrava
prubéh onemocnéni, kdy detekovatelné mnozstvi protilatek se mize u zvifete objevit az
meésice po nakaze.

Sami chovatelé primarné€ projevuji zajem o vyvoj markerd geneticky podminéné
rezistence. Stejné€ jako u eradikace klusavky (scrapie) na zékladé selekce rezistentnich
genotypu se 1 v pripadé maedi-visny nabizi moznost zavedeni eradika¢niho programu
spojujiciho Casnou a pfesnou diagnostiku spolecné s asistovanou selekci podminénou
markery genetické rezistence.

Jako reakce na tuto problematiku vznikl vyzkumny projekt, jehoz cilem je vyvinuti
programu zdravotni kontroly SRLV s vyuzitim novych metod casné detekce onemocnéni
MYV a CAE a genetické selekce na zakladé markert geneticky podminéné rezistence
k infekci. V ramci projektu byly do monitoringu zatazeny chovy v KU a vybrané chovy
mimo KU, chovy s nezndmou nakazovou situaci nebo historii vyskytu onemocnéni a
stada 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 pfihlédnutim ke kmenové
variabilité je tfeba metody molekularné biologické diagnostiky nadale zdokonalovat.

Virologickou a sérologickou diagnostiku v ramci projektu provadél SVU Jihlava.
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Diky pfedchozim vyzkumtm zalozenym predevsim na genomové analyze s pouzitim
50k SNP cipti pro ovce bylo identifikovano nékolik kandidatnich gend pro odolnost proti
onemocnéni MV. Nejsiln€jsi vztah k odolnosti vykazuji polymorfizmy v genu
TMEM 154, 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 cila projektu bylo na zakladé diagnostického nalezu provést identifikace
genetickych variant ovlivilyjicich geneticky podminénou vnimavost/odolnost ovci
k onemocnéni MV a analyza moznych kandidatnich markert u koz.

Vzorky krve byly primamné vysSetfeny pomoci ELISA testu za GCelem priukazu
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 vysetieno 2801 vzorka ovci a 609 vzorka
koz. Z celkového poctu ovci bylo 496 vzork 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 zvirat (vékova kategorie:
minimaln& 4 mésice po odstavu) dle metodiky SVU Jihlava. Krev byla odebirana do
plastovych zkumavek s objemem 10 ml, jako antikoagulant byla pouzita KsEDTA. Thned
po odbéru byla krev ve zkumavce diukladné 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
vySetfeni, ,,buffy coat™ pro prikaz provirové DNA.

Identifikace genotypu TMEMI154 byla provedena u stad s vyskytem sérologicky
pozitivnich i negativnich zvifat zjisténych dle ELISA testu. Pro stanoveni genotypu
TMEM154 u ovci a koz byla pouzita plnd 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 piecistény
a zaslany do externi laboratofe pro ucely 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 TMEM 154 byl analyzovan u 645 vzorku ovci a 60 vzorku koz.

Bylo osekvenovano 645 vzorkt krve ovci s témito vysledky:

Tabulka 1 Podil jednotlivych genotypu

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 pocitaCovém programu R (RStudio, Boston,
USA).

Podil pozitivnich v jednotlivych genotypech ovci byl u genotypu A 425 %, 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 zvirat.

Zatimco u ovci byly prokazany vSechny 3 genotypy, u koz byl také amplifikovan
a osekvenovan stejny usek genu TMEM 154 (vysoce homologni s ovéi DNA), nicméné
u vSech analyzovanych vzorkl koz byl identifikovan pouze jeden genotyp (E35) jak
u sérologicky pozitivnich, tak u sérologicky negativnich zvifat. Takze u koz se
nepiedpokladad polymorfismus a nalezeni markeru rezistence v této sekvenci genu
TMEM154.

Pii genetické charakteristice lentivird 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 ptiradit 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,
Ttalii, Polsku, Spanélsku a Svycarsku. S velkou pravdépodobnosti se kmen B dostal do
Ceské republiky nakupem chovnych jedincti ze zahraniéi.

Geneticka analyza polymorfismu v kandidatnim genu TMEM 154 potvrdila vyskyt
vSech 3 genotypu. Nepotvrdila se ale 100% vazba ptislusného polymorfismu na odolnost
¢i vy$8i nachylnost k onemocnéni pravdépodobné z divodu mutaci SRLV a piekonani
dfive publikované vazby polymorfismu K35 k rezistenci k lentivirovym onemocnénim.
Nicméné v ramci této skupiny genotypu je patrny trend vyssi odolnosti k onemocnéni.
Nejvyssi podil séropozitvnich zvifat byl zjistén u zvifat v polymorfismu obsahujicim
vnimavou alelu projevujici se inkorporaci glutaminu do struktur transmembranového
proteinu, tedy heterozygoti s genotypem E35K Zjisténé frekvence vyskytu
polymorfismu odpovidaji dfive publikovanym zjisténim. Srovnani podilu genotypt neni
zcela relevantni, protoze zvifata vhimavého genotypu nemusi byt vzdy infikovana.

Kromé geneticky podminéné rezistence se v patogenezi infekce SRLV uplatiiuje fada
dalsich faktort, a to pfedev§im genotyp a mozna mutace viru, stafi zvifat, plemeno,
podminky chovu a dalsi vlivy prostiedi.

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

polymorfismu, ktery by mohl mit souvislost s vy$si odolnosti viici lentivirovym infekcim.
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Abstract

The zim of this study was to detenmine the prevalence of small ruminant lentivires (SELV)
infections on sheep and goat farms which are exempt from state monitoring and camy molecular
characterization of strains circulating amongst these farms without SELV eradication. A total
mumnber of 3,410 blood zamples of sheep and zoats from 21 herds wers collected for the purpose
of the project. The detacted sarological prevalsnce of maedi vizna in shesp was 19.9% (3362801)
and the seroprevalence of caprine arthritis and encephslitis in goats was 14.1% (846007, All
pozitive animals were tested by the nested polvmerase chain reaction (nPCR) method for the
prezsnce of provims in the buffy-coats from EDTA-blood zamples. Phylogenstic analysiz of
03 SPLV sirainz identified the genotype in 77 sequences, where &0 of them were genotype
A and 17 belonged to genofype B. Whereas all of the genotype E sequences were classifiad
in subtype B, the gzenotype A zroup of isolates showed higher variability and were relsted
to subzenofypes A and A3 Thiz smdy represents the first report of genstic charactsrisation
of BRLV strains circulating in the territory of the Czech Fepublic.

Migedi viznag, capring artiriris, nested PCR, ELISA

Small ruminant lentiviruses (SELVE) are widespread in most regions of the world
and infections are associated with economic losses mn small-ruminant production. The
members of this SELV group in the Refroviridas family, maedi-visna virns (WMVV) and
caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV), infect sheep and goats (L Homme et al.
2011). Small muminant lentivimses canse persistent infections which can induce systemic
dizeases affecting joints, mammary glands and respiratory and central nervous systems
after long incubation periods I:I'karanaﬂ et al. 1983). Lentivirnses have in common
their typical genomic orzanisation, the induction of slowly progressive diseases, a large
spectrum of ta.nzeted organs and symptoms, and the abﬂih. to persist within their hosts
despite a strong smmunclogical response. Ingestion of infected colostrum and milk is the
major transmizsion 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
1989). Common clinical signs caused by SRLV infections include neurclogical disorders,
dyspnoea, emaciation, mastitis, and arthritis (Alvarez et al. 2006).

The genomic organization of SRLVs is typical of lemtivimszes: the proviral gencme
consists of two identical positive-sense single-stranded ribonucleic acid (RNA) subunits
(8.4-92 kb) (Gifford 2012). The SELV genome contains the structural genes gag, pol
and erv, in addition to the regulatory genes rev, vif, and faf. The gag and pol genes are
relatively well conserved among SEIVs, which makes them ideal targets for Polymeraze
Chain Reaction (PCE) primer design (Pepin et al. 1998; 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-CAEV isolated from goat (L' Homme et al. 2011) were originally viewed as
distinct viral species restricted to respective host animal zpecies. As more SRLV sequences
had become available for phylogenetic analyses, it became evident that SR Vs can cross
the species barrier and can be tranzmitted from sheep to goats under favourable conditions
(Shah et al. 2004b; Pisoni et al. 2003).

The classification of viral genotypes info groups and subfypes proposed in the last
decade by Shah et al_ (2004a) involving two long segments of the SRLY genome (gag-pol
segment 1.8 kb; and pol sezment 1.2 kb) is widely accepted at present. Accordingly, SRLV
are classified into five genotype groups (A-E) which can vary between 25% and 3% in
their nuclectide sequences. However, genotypes SL B and E may further be distributed
into different subtypes, varying between 15% and 27% of their sequence. Group A has so
far 15 recognized subtypes (A1-A15): group B ha,a three subtypes (B1-B3); and group
E haz only two zubtypes (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, classifiy these sequences with
genotype A, suzgesting that genotype D 15 in fact genotype A, exhibiting divergence in
the pc-l gene I:Ra.muez et al. 2013). The ocurmrence of genotype E is described in local

icnz in the northwestern region of Italy and the island of Sardinia (Grego
‘G'D; Reina 2010). The high genetic 1."anal:|111t1. amongst SELV and the corresponding
phvlogenstic relationships amongst sequences has been described in numerous studies in
different countries (Ramirez et al. 2013). Although SRIV infection in small muminants
iz widespread on all continents, little information is available on the genetic variants
circulating in different geographic regions. Besides SELV complete genomes available in
the GenBank, partial sequences have been published in Brazil, Canada, Finland, France,
Greece, Ireland, Japan Netherlands, Poland, Bussia Slovenia South Kerea Turkey
(reviewed by Ramirez et al. 2013), Switzerland (Shah et al. 2004a), Ttaly (Grego et al.
2002), and Norway (Gjerset et al. 2007).

In the Czech Republic MVV/CAEV was firstly described in the early 19905 based on
the serclogical diagnosis by detection of specific antibodies using commercial agar gel
immunodiffusion test {-’LGDJ} First virus 1zolation and partial genome characterisation of
the Czech ovine lentivirus isolate OPM was publizhed by Celer et al in 1997, Further six
Czech ovine lentivirus isolates were characterised from snPCR products of a.mpljﬁcanon
of partial gag gene zequences (Celer et al. 2000), which confirmed the ovine lentivirus
genotype in the Czech Republic iz closely related to the prototype Maedi-Visna strains
K1514 (Iceland), EV1 (Scotland) and SA-OMVV (South Africa), recently grouped to the
Al subgroup. Nevertheless clear phylogenetic differences can be found between the six
viruzes analyzed and the first OPM isolate.

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 vse of early detection methods of SELVs. All zamples were tested
for the presence of SELV serum antibodies using different ELISA tests (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Azsay). Selected samples from SRV positive farms were further tested
by PCE. to amplify proviral sequences of sufficient length suitable for the genetic typing of
SRIVs circulating tn the country. The final goal of the project is also the genetic selection
on the basis of markers of genstic resistance - to infection (TMEM154 gene}

Materials and Mlethods
Apimals and blood sampling
Apimalz at least 4 months afier weaning originsting from 21 farms from 7 different regions of the Czech

Fepublic (Farlowvy Vary, Libersc, Olomounc, Pardobice, Pilsen, South Bohemian and South Moravizn Fegion) wers
used for the smdy. Atotal of 3, 4]IZI blood ampl& af:.h-aep and moats were collected for the purpose of the project,
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of which 2 801 were ovine zamples from 14 hards and $09 caprine samples from 7 hards. Two farms were mixed
flock with shesp and goats. Whole blood from sheep and goats st a volume of 5 ml was draam by venipuncture
and collected into tabes with ethylenediaminetetrascetic acid (E_EDTA).

ELIZA testz

Al zarmples ware tested for SELV amtibodies by commercially available ELISA test (IDEXT MVV/ICAEY
P18 Ab Screening Test) and the findings were confirmed by additional ELISA assays IDEX MVVICAEV p28
Ahb Verification Test (IDEXCT USA), IDESTT CAEV/AIVY Total Ab Test (IDEXT, USA), Elitest MV VICAEY
(HYPHEN Biolled, France), ID Screen® MVV/CAEV Indirect (IDnvet, France) and one agar pel immuonodifosion
test AGID MAEDITEC (APHA Scientific, UK). Eradikit SFLV ELISA test (I3 Dizenostics, Italv) bazed on
a mix of gag and env peptides belonging to the genotypes A and B was used for serological genotyping.

Eunffy-coat preparation and white blood cell isolation

White blood cells (WEBC) were isolated from KIEDTA whole blood by centrifization at 400 = g for 20 min at
room temperature (FT). After careful removal of plazma for serological testing, buffy coat laver was transferred
by pipetting to clean 1.5 ml wbes. Second centrifuzation =t 400 = g for 20 min was used for the residual plazma
removal. Final cleaning of buffy coat was performed using the lyzis solwton (MH,CL MaHCO_, EDTA, final pH
7.53). Samples were centrifozed at 1,000 = g for 5 min at BT and the sopematant was discarded. The obtained pelet
waz stored at-B0 *C.

Deoxyribonucleic acid extraction

Dieomyritonucleic acid (DMA) from WEBC was extracted using a MagA Pure LC Total NA Isolation kot
oo MasA Pure robotic system (Foche). Prelvsis step was perfonmed using Iysis solotion (GuSCH, Tris-HCI
(pH §.4), EDTA (pH 5.0}, Triton 3-10{) in the volume of 300 pl and (50 mg/pl) in the volume of 3 pl in
a thermomiwer (5§ *C for 80 min). The Proteinass K enmme was subsequently deactivated at 2§ *C for 20 min.

Polymeraze chain reaction

Two-pair primers (Table 1) comesponding to the most highly conserved sequences in the gag gene from the
targeted SELV genomes were nsed for nested PCE. {Gregzo et al 2007). The primers GAG F1 and POL F.1 ware
uszed for the first PCE. step, where the consequent lenzth of the amplification product was 0.8 kb. The second
set of primers GAG FI and POL F2 was used for nested PCR. step carried out in a 25 pl reaction vohme. The
extracted DA was amplified in a reaction miwhire of the total volume of 25 pl with the following composition-
primers {0.3 phl for each), Deccoynucleotide (dNTPs) Sohstion MMix {0.12 mAl}, 1 = PCE. buffer complete with
MeCL (0.12 mAI), Fast Start Tag Polymerasze (1 Unit). The temperatre profile started with an initial densturation
step (B3 *C for 10 min), followed by 35 cycles with denaturing (95 *C for 1 min), annealing (55 *C for 30 £) and
elongation (72 °C for 1 min). MNested PCF. was carried out under similar conditions as the first PCE., where 2 ul
of the first PCE. product were transferred imto the reaction mix. The temperaiure profile was the same as in the first
PCR, except for the anmealing step (60 *C for 30 ).

Table 1. Specific primers for the zag gene resion designed according to Grego et al. (2007).

Primer Sequence 37-37 Length of PCE. product Lenz GZ;NR
GAGFL TGETEARECTAGMTAGAGACATGS 13kb

BOLRI CATAGERGCHGOGEACGGCASCA

GAGF2 CAAACWETRGCAATGCAGCATGE 0.8 kb
POLR2 GCGGACGECASCACACT

PCE: polyvmerase chain reaction; nPCE: nested polymerasze chain reaction; kb: kilobvie

Sequencing

The specificity of the resnlting PFCR products can be vernfied uzing the saquence analvziz and by comparing the
obtained sequences with referential sequences svailable in the GenBank at the Wational Center for Biotechnology
Information (MCEI). Polvmerase chain reaction products with specific length were cut ot from agarose gel
and purified on columns (High Pure PCE Product Purification Eit [Foche, Gemmany] and Expin combe GPF
[GeneAll Biotechnolegy, Forea]). Purified DIA was sequenced by Sanger method with reamplification primers
uzing dve terminator chemisiry. The onfput sequence data were processed in the BioEdit software (Tom Hall
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Ibiz Biosciences, Carlshad, CA, USA) and modified sequences were compared with ssquences i the NCEI
databaze via the BLAST (Basic Local Alisnment Search Tool) algomthm Based on this comparison, supposed
incorporation was estimated of detected proviral sequences to the SELV genotvpe groups and their subtypes.

Phylogenetic analvsis

Oibtained micleotide sequences were analvzed adjusted and preliminanly compared by Bio Edit sofiware (Hall
1200} hlultiple alismrment of analvzed saquences together with reference SRLV sequences was accomplished with
Chuztal W in MEGA 7 (Kumar etal 2014). Phtlc-zam!u.c and moleoalar evolutionary analyses were performed using
the MNeishbowr Joinine method and the Tanmra-Mei modsl with zamma substiution in MEGA 7 (Hei and Eumar
20010} and all zaps and mizzing dats were ignored. The stati=tical confidence of the topologies was assessed wane 1000
boiztrap replicates.

Tzhle 2. Fesultz of serological testing. PCF. and genetic typing on Czech farms.

- : - . S ELI5A e Genofype
Farm Ssmple code  Speces Wi of anims = TS DCR. positive v pr—S T
A Po sheep 243 zl1 32 i AZA3 NDet
A Tk zoat 431 el 41 18 ATAS A
B Br thazp 130 126 4 11 ATAS A
C Sch sheep 230 210 0 14 AXA3 AB
D M thazp 200 103 a7 (i ] ATAS A
E Al thazp 300 a1 W0e 1z B1 AZAS B
F 3l zhasp 113 T4 ) 3 A4S NDat
G Zn thag i 43 14 14 ATA3 A
G Ik goat 2174 120 134 a ATA3 A
totsl 2000 1360 631 410

ELI5SA: Enryme-Linked ImmunoSorbent Azzay; PCE- pohvmeraze chain reaction

Results

Atotal mmmber of 3,410 blood samples of sheep and goats from 21 herds were tested for
presence of specific antibodies against MVV/CAE. Specific SELV antibodies were detected
in 542 animals on 7 farms oot of 21 (33%6). The detected serological prevalence of MWV
it sheep waz 19.9% (356/2801) and the prevalence of CAE in goats was 14.1% (86/609).
The proviral DINA was detected by PCR in 410 samples (65%) out of 631 seropositive
animals. A total of 287 suitable reamplification products were sequenced amongst the 410
PCR. positive animals from 7 farms (Table 2). The length of the analysed sequences for the
phyvlogenetic tree was adjusted to about 750 bp (1002-1732 according to the location of
the complete genome sequence of the reference strain M60609_1-Teelandic strain K13514).

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

a total of 77 samples represe-ﬂia‘.ti're -:rf each flock were randomly selected fior further
]J'h‘i]DEEﬂ'EtIL‘- analysis. Amongst the 77 zag gene sequences, genotype A was identified
in 60 of them, and 17 belonged to genotype B. A total of 40 representative sequences
(58 foreach f'a.tm} are presemedmtheph;]ngeneucm {33 of them belonging to genotype
A and 5 of them to genotype B) (Fig. 1). Whereas all the genotype B sequences clustersd
clearly in subtype B2, the genotype A group of 1solates showed higher vanability and were
related o subgenctypes A2 and A3. Detailed comparizon of partial nuclectide sequences
from Farm E with reference strains A1, A2 and A3 (Fig. 2) revealed circulation of more
than one subtype (A2/A3 and B2) in this flock.

MNuclectide diversity within each group was compared in group A (mean nucleotide
diversity, 153 %; range_ 0.1-22.53%) and group B (mean 2 4% range. 0.2-9.0%). Intra-
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Fiz. 1. Phviogenetic relstionship of zoat and sheep
lentivimz miclectide sequences of izolstes from Czech
flocks by the Neighbour joining method.
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farm heterogenity in group A: fafm A
(mean, 6. 02 range, 1.0-18.4 %), farmB
{mean, 11.4%; range_ 3 4-15 5%), farm
C (mean 14. T%; range, 2.4-21.0%),
farm D {mean_4.3%; range, 0.1-10.7%),
farm E {mean 5.6%: - range,0.4-8.4%),
farm F  (mean  24%; range,
0.1-3.8%), farm G (mean, 9.4%; range,
03-152%) and group B: farm E
(mean, 2 4%; range. 0.2-0.0%).

Results of serological examination of
90 serum samples by subunit ELISA on
genctype A and B derived matrix protein
{(Eradikit SRLV ELISA test) confirmed
the presence of genotypes detected
by molecular genotyping on & out of
7 farm:, while on one 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 existed up
until now. Tools recommended for early
detection consist of laboratory methods
for detection of the humoral immune
response  (serology) and  methods
detecting the (pro-Jviral mweleid acid.
The proviral DNA was detected by
PCR in 410 samples (65%) out of
631 seropositive animals. This result
cofresponds to past studies (Celer et al.
1997; Shah et al. 2004a; De Andrés
et al 2003) where the sensitivity of
varicus PCE approaches related to
different ELISA testz vary from 60 to
95%. Polymerase chain reaction tests
tend to be less sensifive than many
ELISA tests regarding the identification
of infected individvals by laboratory
testing (De Andrés et al 2003).
Polymeraze chain reaction appears to



105 1215 125 1835 1ras 1255 1% 175 1156 12‘9‘5
ELEIR123-A1 TOOGGSACE BAATE TECTAALGET GRATCAMATT ATEGEAGTAG GATAARCARA TCASCAGGEA GICCAGGRITE ATATSGATCA AGIAMGGCAG
EYI5ETET AL GUIOOGG00 »oo - REOTG TOCTTACAGT GEATCARATE ATEOGAGTAL CACAMRCARA TUATCAGHON TCALAAGITE ATATGGATCA AGCARGECAA
2512 mEn-A GOIAGSGIL BAATG TCCTTACAGT GEATCASRRTT ATGHRAGTAL GACAARCARA TCAGLAGGIA TOACAAGICE ATATOGATCA GERAMIGLAG

AYASAITH-A3 GOIAGGGO0 . «os s BAATH TOCTTACAGT GEATCARATC ATEGGRAGTAL GATAARCHARA TCRECAMGIS GOGLANRGICE ATATGGATCS AGCARGACAA
ERIH1IE-BL ALCALLTULA DURDLRLGAG CALTARLALT Ui ILARATT ATDIERGTAL DAL ARRLLAS T RALLANLE, Lol ASil |8 Rl A TG0 TR [ ARl As
2434 BEN-B2 ACTACCTOLG GUAGUAGLAG GALTAALCGT GGATCARATT ATGLLALTAL GALAARCARA TCARMGLAGLY COTCARGCITA ALATGGATCA ALCARGALAA
ATASATIR-BF ACTACCTOLG OUROORIGAE GATTARAGT GOATCARATT ATOGRAGTAL OACARSCARS TCROGUAGLT GUACASLITE RCATONATOR ALCARIGCAS

PR R (RPRPRTY URPRRY (RPN (FPRPY RNPORPRPY (RPVRTY PR PR PN PRRPY (PSP (RPN Y POAPRY (RPURPRPY PR IR PN
R b o] 111% 112% 11% 1% 17355 1306% 117% 1% 1ixa
FIRTINIZ5-A1 ATATGITTOL AATUGGTAAT AACAGCATTA AGATCAGTAR GUECATATHIC OCATAGALTA GOASALCCTA TOCTAGTCAR GUALAALRAT AATOAGATCT
EYFHATAT -AZ GTATGITTEL SATEGAGTAAT ATCAGCATTA AGATCALTAR GACATATLTC ACATAGALIA COAMDCCTA TCCTAGTAAR GLALGAAASAT ALTGAMALGTT
2917 BEN-A  TTATGETTGL SATGGGTANT RACAGCATTA AGATCALTAR GGREATATOIC ACATAGADCA CGGAATCCTA TCCTGHTAAR GIAARAGEAT AGTGASAGIT
AYATITO-AT ATATGITTED SATEGATAAT AMADGCATTA AGATCAGTGE GRCATATARTC ACACAGALTA GORAATICTA TOTTAGTGAR GEAALAASAT ARTGAMAGTT
FIMIAIIA-R]1 ATATRECTOC MATGLLTAAT ATCAGCATTA AGGRICHTAR GATATATGGE CCATAAGECA GLRATCCAA TGUTALTAMS il AAWAARL R WATGAGE CAT
2434 BEn-AF ACCTRETTGE SATGGGTANT ATCAGCATTA AGAGCTRTAN GROATATGGE TCATARADCA GGRAATCCAS TGCTAGTAAR ACAALAARGT AATGAGCCAT
AYLSATIA-AY ATCTAROTTED MATGGGTAAT ATCAGCATTA AGARCTORTAR GRCATATRGE TCATAGAITA GRAMTICRA TETTAGRTAM GEAALAARGE ANTGRGHTAT

vomeleran] sraclomral aeraloaee]l smealeane] samrlorae] vraelavaal cveclomral sovalvare] vovslerme] vomelora:]
L] 141% 1435 1435 Leds 1455 1ai% 147% 1485 L&35
EURIRIIZ-AL ATGEAARGATIT CATAGLTAGRY CTATTARUES CAATIGATGL ARRACCTETT ACTGAGCCTA TAARAACATA TLTAVAGGTS ALTCIGTINT ACACASATEL
EYIRATAT-A2 ATGWGATIT CATOGOANGS CTALT AU COATAGATGE THAGCOGHEITA ACAGAICCTA TAAMACATS CTTGWAMGTS ACTCTGTIAT ATACASATGE
1517 BEn-A  ATGAASACTT CATAGUAAGE (TOTT&SMES CIATAGATOL TOAACCAGTT ACAGATICRA TARLAGIATA TITGAARGTE &{TCTGTICT ACACARATED
AYASA1TG-A3 ATGAWASATIT TATAGDCASS TTATT &G CTATAGATGL CHAGLIAETT ACRGAICCTA TAMMARCATA TITGAVARETS ACTCTOTIAT ATACASATEC
EUOI0120-81 ATGMGAATT TORUAGLASGE TTOLTatas) CRATAGATOL AOAGLCEGHTT ACCCAGCOlA Tastansals TCTAALSOGTS AATTATLTT ATACASATGL
2954 BEn-BE ATGAWASACTT TOAGCASGS CTOLT GG CRATAGATOL AGRACCAGTT ACRCARCCTA TARMGEIATA TITASARTTS ACTCTOTIAT ATACARATEC
AYERATIE B2 ATGAGRATIT Toraglassd CTOUTAGANE CRATAGRTGL ARRALCAETL ACSCASCCTA Tameansate TOTAMARITS AATIATITT ATACARATEL

Fiz_ 1. Comparizon of two field strains from farm E with the reference sirain (sobtvpe A1, A2 A3 B1, BI).

be able to detect an infected animal prior to seroconversion, 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 serology and PCE together
with relatively short sampling intervals iz optimal for detecting SELV infected animals
especially in eradication programmes where the early detection of infection is needed
(De Andrés et al 2003).

In the Czech Bepublic, an eradication program has never been officially established but
breeding flocks under official control of production efficiency were systematically tested
for presence of MVV/CAEV antibodies since late 1990s. This attempt has reduced the
prevalence of SELVS in these flocks uader 1%. However, there iz no exact defined number
of other flocks out of this program. where the detected serclogical prevalence of MWV
m sheep was 19.9% (556/2801), and of CAE in goats 14.1% (86/609). Eventually, on

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

This s’mdn represents the first report of genetic characterization of SRV strains circulating
within the territory of the Czech Republic. Previous study reporting about the phy logenetic
analysiz of the MV'V strains in the Czech Republic (Celer et al. 2000) comparing partial
gag gene sequences considered the relevance to prototype MWV izolates K151—1 EV1
and SA-OMVV without farther recently used identification of the genotype. Our results
identified the genotypes in 77 zequences, of which 60 were genotype A present in both
animal species, and 17 belonged to genotype B cccumring in one sheep flock. Owvine and
goat sequences, which belong to genctype A could not be assigned to existing subtypes,
however, they were found to be related to subtype A2 or A3. Further analyzes have to be
performed on larger segments of gag-pol and env or rev gene to classify the relevance to
existing subtypes. The length of gag gene part analysed in our study was defined by the
size of the reamplification pmduct 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, meamwhile subtype A3 was-declared in Spain, Switzerland, and Turkey.
In contrast, the genotype B strains limited only to one flock were clearly identified as
subtype B2 occurring in France, Italy, Poland, Spain and Switzerland.

Magdi-visna virus prototypes originally isolated from sheep are now referred to as group
A further divided into several sub‘n“pes isolated from sheep, goats or both species (Shah et
al. 2004a b). Caprine arthritis-encephalitiz virus prototypes originally isolated from goats
are referred to as group B, divided into subtypes as well 1solated from both species (Pisoni
et al. 2005; Shah et al. 2004a). It is clearly confinned by numerous other studies from
several countries that CAEV and VMV often cross the species barrier infecting the new
host, perzisting in it and spreading across the new host population (Valas et Cal. 1996;
Leroux et al. 1997; Germain et al. 2006). Our study revealed the parallel occurrence of
zenotype 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 aszigned to a single host species,
the host species spectrum may be wider in nature.

Small mminant lentivirs dizplays a high genetic and antigenic heterogeneity and
includes diverse genotypes and subgenotypes that display great genetic variability. The
molecular epidemiclogy of SRLV iz constantly chanuE dus to ammal movements,
cross-species transmission and due to their rapid evolutionary rate. Mutations are very
frequent in lentiviruzses and also the recombination can occur between different SELV,
creating new variantz Heterogeneous SELV genotypes may affect the diagnostic sensitivity
and s.pem.ﬁmh. The dev E'll.‘.lpﬂlE'ﬂI of azsays tailored by region [EIJE]:II help resclve 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 aucleotide
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
(Farm A and D). On farm E, where mixed infection 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 zerclogical and molecular approaches to determining the SRIV genotypes
in positive flocks, the results of ELISA designated for that purpose (Eradikat SELV 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 is uzed on the flock level rather than the individual level, it could be a sutable tool
to differentiate genotypes A and B in case the sequencing analysis iz not available in the
laboratory.

Thiz stedy describez an epidemiological situation of SELV in the Czech Republic. It
declares the presence of two SRLV genotypes A and B within the territory of the covntry
and the distribution of different subtypes in sheep and goats. The data reported in this study
suggest that Czech SRLV strains are more divergent t within the A genatype and forther
characterization of the A2/A3 strains should be p-EI'ﬁD-IrI:I.Ed to classify them precisely or to
confirm a new subtype.
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SOUHRN

TonkaT., CurnV., Soch M., Vejéik A., Vernerova K., Farkova B., Stoidl P, Bartak P, Simek B., Vaclavek P,
Plodkové H. Srovnéni incidence lentivirovych infekci u ovci a koz s rozdilnym genotypem genu
tr bréanového p TMEM154. Veterinaistvi 2019;69(5):377-380.

Plvodci lentivirovych infekci malych prezvykavch (SRLV), kterymi jsou virus Maedi-Visna (MVV) u ovci
a virus artritidy a encefalitidy koz (CAEV), jsou roziffené po celém svété veéetné Ceské republiky.
Vnimavost k infekci je ovlivnéna genetickou kombinaci vice gen, 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 jedinc na
zékladé genotypizace mize byt jednim z nastrojii kontrolnich programi pro eliminaci SRLV v infikova-
nych chovech a pro ploinou prevenci.

SUMMARY

TonkaT, CurnV.,, Soch M., Vejéik A., Vernerova K., Farkova B., Stoidl P, Bartak 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 viri z celedi
Retroviridae, rodu Lentivirus a jsou souhrnné ozna-
cované jako lentivirové infekce malych prezvykav-
cl (SRLV). V soucasné dobé je onemocnéni MVV
roziitené po celém svété véetné Ceské republiky.'?

Kontrolni programy lentivirovych infekci ovci
a koz jsou zpravidla zaloZeny na sérologickém
screeningu stadd s naslednym vyfazovanim séro-
pozitivnich zvifat a navazujicim plosném monito-
ringu. Tento systém byl v minulych letech roziifen
o0 moznost selekce na zakladé genetické rezisten-
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ce podle pfisluiného genotypu transmembrano-
vého proteinu (TMEM154). K tomu je nutné znat
nejenom variabilitu virovych ptivodct onemocné-
ni, ale také genotypové rozloZeni rezistentnich
nebo vnimavych jedincl v populaci hostitelskych
zvirat.?

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, urceni haplotypu genu TMEM154
a identifikace marker( genetické rezistence jako
druhy stupen v systému prevence a profylaxe len-
tivirovych infekci malych prezvykavci.
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Geneticka rezistence k retrovirové infekci byla popsa-
na u ¢lovéka® a u ovci®’ Jako klicovy kandidatni gen pro
testovani odolnosti vici infekci SRLV u ovci a koz byl
popsan gen TMEM154 kédujici polypeptid o velikosti
191 aminokyselin. Molekuldrni analyza zaloZend na sek-
venovani genu TMEM154 a identifikace konkrétniho
genotypu je zalozena 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 ma na pozici 35 adenin/
/guanin a asociovanou aminokyselinu lyzin/glutamin.

Za vice vnimava k infekci SRLV jsou povazovéna zvitata
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-
naéni analyzy amplifikovaného produktu a identifikace
konkrétniho genotypu umoziuje vybér jedinct s geno-
typem s vyssi odolnosti va¢i onemocnéni nastavenim
markert pro asistovanou selekci. Tento postup se jiz
pouziva u ovci.*” U koz neni tato problematika blize pro-
béadana, nicméné sekvenaéni podobnost analyzovanych
genli umoziuje detekci polymorfismu u genu TMEM154
i ukoz.

feonoonnnoe
fococonnnoo
e
cooncononon
fooono0n0no
e
ARRAAAAn~AAA
PEEEEEEEE>>
AnnAAAnAAAA
»>e>>>2r>>>
e
AAmAAAaAnAAn
P
ELEE L)
e P
AAmAnAnAnAA
PEEEEIEEB

Obr. 1 - Alignement sekvenc/ 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 genotypt byla
provedena pouze ve stadech, kde byla identifikovana
sérologicky a virologicky pozitivni i negativni zvifata.
Testovany byly vzorky od sérologicky pozitivnich a nega-
tivnich zvifat z prislusného stada vybranych podle hod-
not zjidténych v ELISA testu. Chovy bez sérologicky
pozitivnich jedinct nebyly do analyzy zahrnuty.

Izolace DNA

DNA byla izolovana z krve testovanych zvifat.
Odebrana krev byla po prevozu do laboratore zamraze-
na pii =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-
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van v 500 ul TE pufru. Pro dikladné procisténi ziskaného
peletu byl pfedchozi krok 3x opakovan.

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 opétovném promi-
chéani a centrifugaci se vzorek inkuboval pfi 98 °C po
dobu 10 minut. Takto pfipravené 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 wl sterilni destilované H,0, 1 pl kazdého z pri-
mer (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-
Zeny 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 cykld denaturace 30 s pii 94 °C, annealingu 30 s pfi
58,5 °C a 50 s elongace pii 72 °C. Zavére¢na 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 vzorkl byla
zpracovéna asocia¢ni analyzou. Vysledky ve formé kon-
tingen¢nich tabulek byly testovany Pearsonovym x*
testem.

Vysledky

Pro Gcely genotypizace byl vybran soubor sérologicky
negativnich i pozitivnich zvifat z chovii s vyskytem SRLV.
Celkem bylo analyzovano 605 ovci a 60 koz ze sedmi
chovli ovci a dvou chovili koz s prevalenci séropozitiv-
nich 8,7-56,2 % u ovci a 13,2 a 30,6 % u koz2. U viech
analyzovanych vzork( byl uspésné amplifikovan pro-
dukt o o¢ekavané délce 865 bp (obr. 2). PCR produkt byl
sekvenovan u viech analyzovanych vzorkl. 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 tii 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 baze adenin kéduje aminokyseli-
nu lyzin a tento genotyp se vyznacuje vy3si mirou odol-
nosti, u séropozitivnich vzorkd 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-
pl (tab. 2) se z celkového poctu 328 ovci s pozitivhim
vysledkem ELISA testu vyskytoval genotyp K35 u 107
vysetfenych zvifat (32,6 %), genotyp E35 u 54 zvifat
(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 vzorkll (14,1 %) a heterozygoti byli
identifikovani u 109 zvirat (39,3 %). Statisticky vyznamné
rozdily jsou u séropozitivnich ovci v pfipadé genotypu
K35 (x? = 3,42) a u séronegativnich vzork( u genotypu
E35K (x2 = 2,4) (tab. 3.).

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

Hospodarska zvirata

35. pozici genu TMEM154.37 Zjisténé vysledky ve vysetio-
vanych chovech potvrzuji, Ze rozdily ve vnimavosti
k infekci MVV nebo CAEV v zavislosti na polymorfismu
genu TMEM154 maji opodstatnéni. Infikovana zvitata se
sice vyskytovala u viech definovanych genotypu, aviak
s vyjimkou jednoho konkrétniho chovu byl procentudini
podil séropozitivnich zvifat vzdy niz$i u homozygotniho
genotypu K35.

Nejvy3si podil séropozitivnich ovci byl zjistén u zvifat
s haplotypem obsahujicim vnimavou alelu projevujici
se inkorporaci glutaminu do struktur transmembrano-
vého proteinu, tedy heterozygott s genotypem E35K
(50,9%) a homozygoti o genotypu E35 (16,5 %).
Podobné v Némecku zjistili signifikantné vy3si podil
séronegativnich ovci u genotypu K35 u ¢tyfé 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 podilt genotypl u séronegativnich zvifat neni
zcela relevantni, protoze zvifata vnimavého genotypu
nemusi byt vzdy infikovana. Kromé geneticky podminé-
né vnimavosti se v patogenezi infekce SRLV uplatiuje
fada dalsich faktor(, a to predevsim genotyp viru, stafi
zvifat, plemeno, podminky chovu a dalsi vlivy pro-
stedi.'?

Frekvence vyskytu vysoce vnimavého genotypu se
vyznamné lisi u riznych plemen ovci. Napfiklad ovce
dakkanska z Indie nebo tibetskd maji vibec nejvyssi
frekvenci vnimavé alely v globélni populaci, zatimco
nejnizsi vyskyt této alely byl zjistén u vzadcného plemene
walliské 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 daldi 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 genotyp(.? V piredchozi studii
byl zjistén na uzemi CR vyskyt dvou

i

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 dfive publikovanych vysledki by méla byt senzi-
tivita k infekci SRLV spojena s polymorfismem na

VETERINARSTVI 6/2019

genotypl SRLV, a sice blize nedefinova-
né skupiny A2/A3 a genotyp B2.'? Vyssi
podil pozitivnich ovci s odolnéjsim
genotypem K35 (48 %) oproti 30 %
podilu negativnich byl zjistén pouze
v jednom chovu plemene Sumavské ovce s genotypem
viru skupiny A, ktery nevykazoval vyznamné odlidnou
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 popisovan jako
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Hospodarska zvifata

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

Sérologické vysetieni ELISA
Pozitivni Negativni
Chov
K35 E35 E35K K35 E35 E35K
% % % % % %
1 21,74 435 7391 7917 0,00 20,83
2 40,00 10,00 50,00 55,00 5,00 40,00
8 48,08 1,92 50,00 29,63 18,52 51,85
Ovce 9 0,00 55,00 45,00 16,28 32,56 51,16
16 43,37 843 48,19 58,67 933 32,00
18 15,79 52,63 31,58 36,36 13,64 50,00
19 12,82 25,64 61,54 61,54 10,26 28,21
20 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 26 0,00 100,00 0,00 0,00 100,00 0,00
Tab. 2 - Celkovd distribuce genotypu v testovanych chovech ovci
Pocetn K35 E35 E35K
SRLV pozitivni 328 107 (32,6 %) 54 (16,5 %) 167 (50,9 %)
SRLV negativni 277 129 (46,6 %) 39 (14,1 %) 109 (39,3 %)

Tab. 3 - Kontingencni tabulka analyzy genotypt ovcl
(Pearson x2 = 6,21, df=2, p < 0,05)

Genotyp ELISA pozitivni ELISA negativni
K35 107 3.42) 129 (0,04)
E35 54 (0,04) 39 (0,28)
E35K 167 (0,03) 109 (2,40)

vnimavy k lentivirové infekci, a vysledky ELISA test( také
prokézaly, Zze vice nez % vySetfovanych vzork( s timto
genotypem bylo séropozitivnich. U koz neni situace
s rezistenci jednotlivych haplotypl zcela jasna a muze
byt objasnéna dalsim vyzkumem korelaci mezi genoty-
py koz a monitoringem lentivirovych infekci v chovech.

Zaver

V nasi studii se podafilo identifikovat u ovci vechny tfi
genotypy genu TMEM154, které jsou odpovédné za vni-
mavost k infekci SRLV. Celosvétové rozsireni vnimavych
alel v populaci ovci vytvaii pfedpoklad, Zze genetické
testovani a nasledna selekce vnimavych genotypt muze
piispét ke zlep3eni nakazové situace SRLV a ekonomické
rentabilité chovu ovci.
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Vyuziti metody LAMP
pro molekularni diagnostiku
lentivir malych prezvykavct
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SOUHRN
Stehlfkova D., Vernerova K., Curn V., Tonka T., Farkova B., Vej¢ik A., Bartak P, Vaclavek P. Vyuziti metody
LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) pro ni diag ik 0 malych

prezvykavci. Veterinafstvl 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-
nénf s vyznamnym ekonomickym dopadem. Onemocnéni jsou typicka a vyznamna svym dlouho-
trvajicim latentnim charakterem s postupnym Sifenim v infikovaném chovu. Pozitivni nalez vytva-
H 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-
spolehlivéjsl diagnosticka metoda se jevi pouzitl kombinace sérologického a gPCR (real time PCR)
testu, zatimco pouziti metody LAMP ma zatim sva c | vyzadujicl optimalizace pfedeviim
v extrakci a zpracovan! provirové DNA.

SUMMARY

Stehlikova D., Vernerova K., Curn V., Tonka T., Farkova B, Vej¢ik 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):340-345.

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( patff do rodu Lentivirus,
celedi Retroviridae (podceled Orthoretrovirinae). Infekce
témito viry zpGsobujl multisystémové, pomalé, progre-
sivni a fatalnl lymfoproliferativnl onemocnéni v cllovych
organech, jako jsou plice, mlé¢na 2laza, mozek a klouby.
V poslednich desetiletich byla rozeznana cela fada va-
riant SRLV a v soucasnosti je tato skupina rozdélena do
péti genotypd A az E. Genotyp A (Al az A13) je hetero-
gennf skupina zahrnujicf klasické MV viry i jiné varianty,
které infikujl jak ovce, tak kozy. Genotyp B (B1 az B3) by
mél zahrnovat CAE viry infikujici vyhradné ovce.
Genotypy C (postihujici ovce i kozy), D a E (vyhradné
ovce) se v Evropé vyskytuji ztidka. Neni vyloucena
rekombinace vedoucf 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 oznacena karakulska ovce importova-
na z Némecka. Rychlému $ifeni infekce dopomohlo spo-
le¢né, diouhé zimni ustajeni. Virus byl pojmenovan
v islandském jazyce podle respiracnich pfiznakd maedi
a neurologickych pfiznaka visna.’ V prab&hu roku 1965
na Islandu uhynulo z divoda tohoto onemocnéni pfes
100 tisic ovcf a dalsich 650 tisic bylo porazeno v ramci
razantnfho eradika¢niho programu.* U koz bylo onemoc-
nénl poprvé ano v Indii, nasledovala hlasen(
z Némecka a USA. Na zakladé symptoma bylo onemoc-
nénl pojmenovano jako artritida a encefalitida koz.
Soucasna nakazova situace ukazuje na celosvétové roz-
Sifenf onemocnéni s vyjimkou Australie a Nového
Zélandu, kde doposud byl hlaen pouze vyskyt artritidy
a encefalitidy koz CAE.*

LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification;

Pouziti metody LAMP bylo poprvé zdokumentovano
a ovéfeno pfi detekci viru hepatitidy B roku 2000. Je to
vysoce specificka a u¢inna amplifikatni metoda, ktera
amplifikuje DNA za izotermickych podminek. Ve srovna-
ni s PCR a real-time PCR ma LAMP vy33i u¢innost amplifi-
kace, kterd je pfisuzovana tomu, Zze neni nutné volit slo-
2ité teplotni podminky. Na rozdil od PCR tedy nevyzadu-
je cyklovanl.? Ve srovnani s tradi¢nimi 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 vys3l u¢innosti amplifikace.” Obrovska
vyhoda LAMP je i v uspofe ¢asu. DNA se amplifikuje
10°-10"% za 15-60 minut, coz maze ve srovnani s PCR
udetfit i 1 hodinu® Od svého zavedeni byla metoda
LAMP optimalizovana k detekci patogend humannich,
zivocisnych i rostlinnych (viry, bakterie, protozoa) &i nej-
raznéjsich potravinovych i Vstupni materi-
al je pak ziskavan z nejriznéjitho klinického materialu
(krev, faeces atd.). K amplifikaci jsou pouzivany termo-
stabilnf DNA polymerdzy s dislokazovou aktivitou, které
majl 5-3’endonukleazovou aktivitu. Témto kritérifm
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vyhovuje Bst polymeraza izolovana z bakterie Bacillus
hy philus, Bsm polymeraza izol 4 z bakte-
rie Bacillus smithii a Gsp polymeraza z Geobacillus stearo-
thermophilus.”” Sada primerd pro amplifikaci LAMP
zahmuje $est primerd, a to vn&jsf ptedni primer (Forward
Outer Primer; F3), vnéj3f zadnl (Backward Outer Primer;
B3), vnittnl pfednf (Forward Internal Primer; FIP) a vnitini
zadnl (Backward Internal Primer; BIP). Pro urychleni reak-
ce jsou navrzeny dva smyckové primery Loop B
(Backward Loop Primer; BLP, Loop B) a Loop F (Forward
Loop Primer; FLP, Loop F). Tyto primery odpovidajl sek-
venci Sesti riznych oblasti cflového genu. Na 2konci to
jsou oblasti F3¢, F2c, Flc a na 5'konci oblasti B1, B2, B3.
Vzhledem ke specifickému pasobenl téchto primerad je
mnozstvi amplifikované DNA vy$sf nez u reakcl zaloze-
nych na PCR. LAMP amplifikaci Ize rozdélit na dvé &asti.
Na pfipravu vychoziho materialu a na cyklickou amplifi-
kaci. V prvnl &asti se vnitfnl primer FIP hybridizuje
k oblasti F2c, nachazejicl se na templatovém fetézc
DNA. Tento proces zahajuje syntézu fetézce a vytvafi se
fetézec, ktery je komg k temp Poté pri-
mer F2 naseda na oblast F3¢ templatu. S pomoc! disloka-
zové aktivity ter ilnf DNA poly y se zahajl
fetézova substitucni reakce, ¢imz vznika vazba primeru
FIP a nové vzniklého fetézce. Tato struktura mdze na
Jjednom konci vytvofit smyckovou strukturu. Syntetizuje
se dvojfetézcova DNA pomoc! primeru F2 a templatové-
ho fetézce DNA. Vzhledem k tomu, Ze na 5 'kondi fetézce
existuji komplementarni oblasti Fic a F1, po nasednutf
BIP a B2 probfha ekvivalentni proces a vznikne dalsf
struktura kmenové smycky na druhém konci DNA.
Celkové tato struktura slouzl jako vychozi material pro
cyklickou amplifikaci. V druhé &asti probfha cyklicka
amplifikace. Struktura vznikla v prvni fazi je rychle pfeve-
dena do kmenové smyc¢ky pomoci syntézy DNA. Poté FIP
hybridizuje se smyckou DNA, ¢imz2 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 uvolnuje se FIP spojeny s viak-
nem. Pozdéji se, diky komplementarité oblasti F1-Flc
a Blc-B1, na obou koncich, tyto oblasti spoji. Stejnym
zpOsobem B2 se spoji se smy¢kovou oblasti B2¢, &im2 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 rzné struktury
sestavajicl ze stfidavé obracenych opakovani cllové sek-
vence na témze viaknu DNA. Amplifikace a detekce genu
maze byt dokon¢ena v jediném kroku inkubace reak<nf
smési pfi konstantn/ teploté asi 60-65 “C5"' Mezi dals(
komponenty patff dNTPs, jako zdroj potfebnych nukieo-
tid0. Dale se do reak¢ni smési pfidavajl ionty Mg”,
pomoci nichz Ize 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 detekci
CEAV, kdy byly jako templat pro design primerQ zvoleny
konzervativni useky 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 3 208 131 2 4 2

2 ovce KT 150 24 1 125 160 2 4 g

3 ovee K1 230 0 210 87 2 4 4

4 ovce CB 8 0 0 8 0 2 0 0
5 kozy SY 22 1 0 21 45 2 0 0

6 ovee Sy 50 0 1 50 0 2 0 0

7 ovce K 100 10 0 9% 10 2 4 3

8 ovee St 50 0 1 49 0 2 0 0
9 ovee JH 2 0 ‘- 2 0 0

10 ovce PT 200 a7 3 100 | 485 2 4 4
11 ovee IN 431 42 3 386 97 2 4 3
12 kozy BM 18 0 0 18 [} 2 0 0
13 ovee BM 42 0 0 42 0 2 0 0
14 ovee KT 90 0 0 9% 0 2 0 0
15 kozy st 103 0 0 103 0 2 0 0
16 ovce (K 50 0 () 50 0 2 0 0
17 kozy CK 19 o 0 19 0 2 0 0
18 kozy B 31 0 0 2 0 2 0 0
19 ovee CB 248 0 3 245 0 2 0 0
20 ovce KT 91 o 0 9 0 2 0 0
21 ovee u 206 0 1 205 0 2 0 0
2 ovee KV 280 63 1 216 225 2 4 4
2 ovce KV 299 146 1 152 488 2 4 4
24 kozy 5 173 53 0 120 206 2 4 1
25 ovee 5 274 154 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 nékolik
metod. Levnou a ucinnou dou detekce je

niny pyrofosforetnanu hofe¢natého v reakéni smési.
Vzhledem k tomu, Ze mno2stvi srazeniny v reakénf smési

réza na agarozovém gelu. Produkt je pod UV transilumi-
natorem vizualizovan ve formé velkého mno2stvi DNA
bandd. Nevyhodou této metody je riziko kontaminace
po amplifikace po otevfeni vzorku pfi nanasen( na gel."
Dal$i moznostf vizualizace je pouzitf turbi e, kdy

je s mnozstvi Y é DNA, maze byt
opticka fena turbidi nebo po centri-
fugaci, kdy je dobfe viditelny pouhym okem.” Dals(
metodou je vyuZitl interkalacnich barviv, napf. SYBR
Green, kdy barvivo po navazani na amplifikovanou DNA
je zelené zbarvenl."”
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Tab. 2 - Sekvence poutitych primerd (Macrogen, KOR)

Hospodarska zvifata

3 GGAAAAGAGATTATCCTGAGCT

B3 TGHACICTCCTCAGGAGT T

FIP GCACCATAAACAAT TTCCTTCTGTCCAGGCATGCAAGATAAAAGT TC
BIP TACAIGTTTGAGGACCATAAAGAGGT TCTTCACCTTCTGCCATA

LF AAGIGCTCCCCTCTGAGIC

Tab. 3 - Siozeni reakéni smési

tsothermal master mix (OptiGene, UK) 15
F3,B3 S
Primery 5 loopk, B 20
FIP, BIP 40
Templat (50 ng/ ) 3
SYBR green 1
HO 1
Materidl a metodika Vysledky
Z chovil s prokazanym vyskytem infekce SRLV byla Na obr. 1 jsou deny vysledky po p dené LAMP
vybrana zvifata starsl 12 mésicd a odebrany vzorky yze u vzork( ych z krve sérologicky pozitiv-

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 Ctyti vzorky sérologic-
ky pozitivni. Celkem bylo na modelovém panelu

ém pro ucely o 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 zavéretnou 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 reakén(
smési je uvedeno v tab. 3.

V pfipadé vyuziti termocykleru bylo po amplifikaci
do vzorka ptfidano 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 pfi 4 V/cm. Agarézovy gel byl
vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a doku-
mentacniho zafizenl InGenius3. V pfipadé real-time
zobrazeni bylo pouzito interkala¢nl c¢inidlo SYBR
Green (SigmaAldrich, USA) v koncentraci 1x pfimo do
reakénl smési.
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nich a negativnich ovcl a koz. Vizualizace amplifikova-
nych produktG byla proved: pomocdi elektroforézy
v agarozovém 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 1 163 247 2661 2794
—
Obr. 1 - Vizualizace produktu LAMP na ag gelu

Legenda: M = ladder 10 kb (SigmaAldrich, 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

Uvzorkd W {(voda, biank bez DNA), 1 a 247 nejsou piitomné
Zddné ampiifikaéni produkty a neprobéhia amplifikace.
Uvzorka 163, 2661 a 2794 jsou detekované produkty po LAMP
analyze, v pfipadé této analyzy se nehodnoti pozice amplikond,
ale amplifikace jako takovd, tedy piitomnost amplikond na gelu
a tyto vzorky odpovidaji poziti vy!
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Obr. 2 - Vizualizace produktd real-time LAMP

Legenda: Zelend linie = voda; hnédd = vzorek 1 - koza CAE negativni; fialovd = vzorek 163 - koza CAE pozitivni; ervend = 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 fi e a probéhla ampiifikace

ny v podobé kfivek odpovidajicim narastu fluorescence
a mnozstvi detekovanych amplifikovanych fragmentd.
Ve viech tfech pfipadech analyzy pozitivnich vzorkd
doslo k pocatku exponencidlniho narGstu 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 negativn(
vysledky po LAMP analyze rovnéz poskytly negativni
vysledek. U sérologicky pozitivnich vzork( byla usp&s-
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-
¢temz jejl pouziti bylo Uspésné ovéfeno i pro nékteré
nakazy podiéhajici povinnému hiasenf (slintavka a kul-
havka, horecka udoll Rift, mor skotu, enzooticka leukéza
skotu, klasicky i africky mor prasat, vezikularni choroba
prasat, newcastleska choroba ¢i aviamf influenza).’ Mezi
nesporné vyhody této techniky patfi vysoka citlivost,
specifitnost, moznost kvantifikace, rychlé a snadné pro-
vedeni a nizké naroky na pfistrojové vybaven! v porov-
nani naptiklad s PCR.

344

V pfedchozich studiich byla metoda LAMP vyuzita
vyhradné k detekci CAEV, pficemz vstupnim biologickym
materidlem byla krev a dale kultury bunék synoviainf
membrany."*' Vzorky byly v téchto pfipadech ziskany na
uzeml Filipin a Ciny. Cllem tohoto projektu bylo ovefit
a optimalizovat pouziti LAMP na nase podminky s vyuZi-
tim provirové DNA izolované z krve ovcl a koz. Z vybra-
nych vzork( byla pozitivita na MV/CAE pomoci LAMP
jednoznacné potvrzena u 31 ze 40 analyzovanych séropo-
zitivnich vzorkd, a to s pouzitim obou vizualizatnich
metod. U deviti pomoci LAMP analyzovanych vzorkd (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 nepodafilo 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 nejvétsl 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

VETERINARSTVI 5/2018

64



jiz aspésné poutita pro detekci CAEV a diky této studii
se prokazala jejf aplikovatelnost k detekci MVV. Fakt, ze
u jednoho prokazatelné pozitivniho vzorku se nepodafi-
la pomoci LAMP opakované prokazat pfitomnost provi-
rové DNA, ukazuje na soucasné 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 nenarocnosti
provedenl.
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I. Cil metodiky

Onemocnéni maedi-visna ovci (MV) a virova arteritida a encefalitida koz (CAE)
patfi do skupiny vird z ¢eledi Retroviridae, rod Lentivirus, oznacované souhrnné
jako lent virové infekce malych pfeZvykavcd (SRLV). V sou€asné dob& jsou MV a
CAE rozsifeny po celém svété vietné Ceske republiky. Vzhledem k soucasné
nakazové situaci jsou onemocnéni MY a CAE vyznamnym problémem. Zpusobuiji
ekonomickeé ztraty a vytvafi barieru pii obchodovani s plemennym maternialem
(nejen v EU), & pfi pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zafazené v kontrole uZitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté, wvyjimku ma
pouze Sumavka. Na zakladé poZadavk( chovateld vznikl vyzkumny projekt, jehoz
cilem je zpracovani programu zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych
piezvykavcl s vyuZitim metod Casné detekce infekce MV a CAE a genetické
selekce na zakladé markerd genetické rezistence k infekci.

Historicky bylo onemocnéni s klinickymi projevy progresivni pneumonie poprve
popsano v jiZzni Africe v roce 1915, Soucasny nazev maedi-visna pochazi z
islandstiny podle typickych Klinickych projevi dyspnoe (maedi) a nervovych
pfiznakd (visna). NejzavaZznéjsi epizootie MV v historii byla zaznamenana na
Islandu, kam byla infekce zavleéena importem karakulskych ovci z Némecka v
roce 1933, které byly dovezeny za Géelem zvySeni uZitkovosti plvodniho
primitivnino plemene kratkoocasé islandské ovce. Na rozdil od jinych lentivirovych
infekci (HIV, FIV) nejsou u MV a CAE popsany pfiznaky imunodeficience.
Infikovana zvifata zdstavaji imunokompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek, ale humoralni odpovéd na infekci MVV je wyznamné
pomalejgi neZ u jinych virovych infekci s akutnim prab&hem.

V soucasné dobé je MV rozéifena po celém svité vietné Ceské republiky. Stupefi
rozsifeni a souvisejici ekonomické ztraty jsou obtiZzné vycislitelné, vzhledem k
nedostatku seriéznich epidemiologickych studii a obtiZnosti hodnoceni moZnych
ekonomickych dopadd. Hlavnim dokumentovatelnym ekonomickym dopadem je
omezeni mezinaradniho 1 domaciho obchodu s chovnymi zvifaty, kde je zakladnim
zdravotnim kritériem nakazovy status chovu, tj. chov prosty nakazy. Sledovani
vyskytu MY a CAE v CR v ramci monitoringu nakaz zatina na pocatku 90. let s
vyuZitim komeréné dostupnych diagnostickych testd. Vy3etfovani v ramci
Metodiky kontroly zdravi SVS CR na naklady statu je v soucasné dobé& provadéno
pouze v chovech zafazenych v kontrole uZitkovost (KU). Hospodarstvi musi byt
prosté vwvirové infekce na =zakladé wvyhodnoceni laboratorniho wySetfeni z
predeslého roku ze strany KVS anebo se jedna o nové hospodarstvi zafazené do
kontroly uZitkovosti, respektive jiZ ozdravene hospodarstvi. Pozitivni hospodarstvi
z pfedeslych let mizZe byt do monitoringu zafazeno aZ po ozdraveni a na zakladé
rozhodnuti prisludné KVS SVS. WV hospodarstvich (stadech), v nichZ se provadi
kontrola uZitkovosti, se vySetfeni provadi 1x rofné.

Opatfeni pro eradikaci nakazy v pozitivnich chovech ve form& ozdravovaciho

programu nebo povinnost periodické kontroly nebyla doposud zavazné stanovena,
nicméné jedinym moZnym postupem se jevi radikalni metoda postupné eliminace
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séropozitivnich zvifat. Timto zplsobem bylo postupné dosaZeno ozdraveni
prakticky vSech chovd zafazenych do kontroly uZitkovosti. Vyjimku z téchto
podminek ma plemeno Sumavské ovce, kiera je zafazena do svétového
genofondu ohroZenych druhl hospodarskych zvifat, a eradikace by znamenala
zanik tohoto vzacného plemene s Ozkou plemennou zakladnou. Jednim z cild
projektu je vyvinuti postupt sérologické identifikace infikovanych zvifat, na kterou
navazuji postupy detekce vird metodami molekulami biclogie, genotypizace zvifat
a identifikace markerd genetické rezistence. U ovci jiZ bylo identifikovano nékolik
kandidatnich gend pro odolnost proti cnemocnéni MV. Nejsiingjsi vztah k odolnosti
vykazuji polymorfismy v genu TMEM154, konkrétné pak polymorfismus E35K. U
koz neni tato problematika blize probadana, nicméné pokrok o molekularnich
metodach dava nad&ji k identifikaci a nasledné analyze kandidatnich gend pro
odolnost i u koz.

Cilem feSeni projektu NAZYV QJ 1610096, v ramci n&hoZ byla metodika
vypracovana je vypracovat nové diagnostické metody pro véasné odhaleni
infekénich agens, v tomio pfipadé onemocnéni maedi-visny (MV) ovci a
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAE), provést prikaz vira MVV a CAEV
pomoci imunologickych metod a metod zaloZenych na molekularni detekci
virt a na zakladé genetického screeningu navrhnout program markery asistované
selekce na rezistenci proti lentivirovym infekcim malych pieZvykaved (SRLV).
Timto prosazovat v plemenitb& genotypy odoln&jsi k anemocnéni.

Cilem metodiky je pod&ani uceleného souboru analytickych
postupid pro detekci specifického genotypu zvifete a moZnost
genetické selekce odolnéjsich jedincid na zdkladé genetické
rezistence Kk infekci.

[§8)
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Il. Vlastni popis metodiky

II.1. Uvod

Lentiviry malych pfezvykavcl (SRLV), konkrétné maedi-visna virus ovci (MVVY) a
virus infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV) zpisobuji celosvétové rozéifena
onemocnéni vyskytujici se i v CR. Lentiviry malych pfeZvykavcl zplsobuji maedi-
visnu ovci (MVY) a artritidu a encefalitidu koz (CAE) a tyto choroby jsou nelécitelng
a neexistuji proti nim Gcinné vakciny. Vzhledem k sou€asné nakazovée situaci jsou
onemocnéni MV a CAE wyznamnym problémem. Zpasobuji wyznamné
ekonomickeé ztraty a wytvali bariéru pii obchodovani s plemennym materialem
(nejen v EU), & pfi pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zafazeneé v kontrole uZitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté.

Soucasny konfrolni 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 chovateld pfedpoklada vyE3i incidence onemocnéni, tedy
ovce sumavska, je z monitoringu vyjmuto. Jeji chovatele primamé projevuji zajem
o vyvoj markerl geneticky podminéné rezistence. Stejné jako u eradikace
klusavky (scrapie) na zakladg selekce rezistentnich genotypd se i zde se nabizi
mozZnost zavedeni eradikacniho programu spojujiciho €asnou a piesnou
diagnostiku spole€né s asistovanou selekci podmin&nou markery geneticke
rezistence.

Diky predchozim wyzkumiam zaloZenym pfedevidim na genomové analyze s
pouZitim 50k SNP gipt pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich gend pro
odolnost proti onemacnéni MY Nejsilngj3i vztah k odolnosti vykazuji polymorfismy
v genu TMEM15. U koz neni tato problematika bliZze probadana, nicméné nové
vyvinuty 52k SNP mikrodip, dava nad&i k identifikaci a nasledné analyze
kandidatnich geni pro odolnost u koz.

Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potfeba podporovat
rozvo] chovu téchto zvirat, véein& ohroZenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvirat, Slechténi | podpory obchodu s plemennym materialem.
Ozdravovaci program od lentivirovych infekci malych preZvykavcl zaloZeny na
kombinaci pfesné a rychlé diagnostiky onemocnéni a markery asistované selekce
(MAS) se jevi jako mozZné vychodisko pro feSeni soucasné nakazoveé situace.
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11.2. Odbér vzorku biologického materialu

Pro diagnostické Gcely je odebirana penferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu).

« Krev |e odebirana do plastovych 5 ml zkumavek s antikoagulantem
KzEDTA.

« Je tfeba dodrZet maximaini hladinu krve oznacenou ryskou na
zkumavce.

« lhned po odbéru je krev ve zkumavce nutné ddkladn& promichat s
antikoaguantem, uchovavavat pfi +4°C a zpracovat bezprostiedné po
doruceni 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 plastoveé odbéroveé zkumavky z KsEDTA

Pfistroje:
« centrifuga
+ sada automatickych pipet
+ vortex
+ |ednice
+ hlubokomrazici box
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11.3. Izolace DNA z krve

Izolace DNA pomoci Chelexu

DNA z hostitelské krve byla izolovana pomoci Chelexu 100 (Bio-Rad
Laboratories). Tato metoda se €asto vyuZiva ve forenzni genetice k izolaci DNA ze
zaschlych krevnich vzorkl, vzorkd tkani, vlasd a kosti. Cistota DNA neni prilis
idealni, ale pro naslednou PCR reakc je dostacujici. Vyhodou je minimalizace
kontaminace vzorku, kdy cely proces izolace DNA probiha pouze v jedné
zkumavce. Dalsi vyhodou je rychlost extrakce a cenové naklady na relativng nizke
aravni.

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 kovh (Ca, Mn a zejména Mg2+), které
b&hem exftrakce pfi vysokych teplotach (95 - 100 °C) mohou poSkozovat DNA
Blokace Mg2+ iontl také inaktivuje nukleazy, které hofecnaté kationty vyZaduji pro
svoji aktivitu.

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

Postup:

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

ul TE pufru

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

3. Odebereme opatrné supernatant a pelet resuspendujeme opé&t v 500 pl
TE pufru

4. Pro dikladné preidténi krevnich vzorkd 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 vzaorku ustiihnutou Spickoul

« V15 ml mikrocentrifugéni zkumavce k objemu 50 pl krve pfidame 100 pl
roztoku Chelexu a 1 pl Proteinazy K (20 mg/ml).

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

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

+ Takto upraveny vzorek obsahuje v horni frakci (supernatantu) izolovanou
DNA, ktera se da pouZivat pro dal3i reakce.

+ Vzorky lze uchovavat kratkodobé pifi 4°C nebo dlouhodobé pfi -20° C. Pfed
kaZdym pouZitim je tfeba vzorek promichat a znovu stoéit.

Izolace DNA pomoci automatu MagCore NucleicAcid Extractor

Extrakce DNA z krve se provadi pomoci pomoci komeréniho kitu na automatické
roboticke stanici, kde za necelou hodinu je vyizolovano dostatetné mnozstvi DNA
pro dalsi testovani.

+« 200 pyl krve se napipetuje do analytické zkumavky.
Zkumavka se vloZi do robotické stanice MagCore NucleicAcid Extractor.
Do robotické 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

Proteinaza K (20 mg/ml)

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

Pfistroje:
« centrifuga
+ sada automatickych pipet
+« vortex
+« 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

Pfistroje:
+ sada automatickych pipet
+ roboticka stanice MagCore NucleicAcid Extractor
+ mrazak
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11.4. Detekce polymorfismu na genu TMEM154

Genotypizace se provadi na souboru nahodné vybranych, na pfitomnost provirové
DNA pozitivné | negativné testovanych zvifat. 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 SRLY v genomu.

W populacich malych pfeZvykavcl 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 kaduje aminokyselinu lysin.
Zvirata s timto polymorfismem maji sniZzené riziko nakazy SRLV infekci. Druhym
polymorfismem - E35 - je pfitomnost baze guaninu na 35 pozici, vysledkem je
zarazeni aminokyseliny glutaminu do peptidového fetézce, a nositeleé s timio
polymorfismem jsou nachylngjsi k infekci SRLV viry. Nejrizikovéjsi skupinou jsou
ale heterozygotni nositelé - E35K, ktefi maji na pozici 35 R (adenin a guanin), a
ktefi jsou k infekci lentiviry nejnachylnéjsi.

Pro identifikaci jednotlivich polymorfismi byla z pozitivné testovanych chovi na
pfitomnost SELV 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 Cast genu TIMEM154 byla nasledné zpracovana piislusnymi
programy.

PCR analyza genu TMEM 154

Sekvence primerd pouzivanych pro detekci genu TMEM154.

Primer Sekvence ‘5—3'
TMEM154R GGC TGAAGG CATTITCTGTT

TMEM154F TTT GCT GAA GTG CCT CTG AA

PCR reakce probiha v objemu 25 pl. Reakéni smés se pfipravuje vZdy nova
Rozioky a reagencie jsou uchovavny v mrazaku pi -20° C. Roztoky je nutné
dokonale rozmrazit a promichat pfed vlastni pfipravou PCR reakce. Do PCR
zkumavek se napipetuje mnoZstvi reagencii a roztok(, uvedenych niZze. Po
napipetovani se zkumavka uzavie, kratce stoéi a vloZi do cykleru. V kazdé reakci
je potfeba pfipravit | negativni kontrolu, kde je DNA nahrazena adekvatnim
abjemem PCR vody.
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Amplifikace | reamplifikace probiha v konvenénim termocykleru TRIO (Biometra)
pii niZe uvedenych teplotnich profilech.

Priprava mastermixu:

1. Reakéni smés se piipravuje vZdy nova.
2. Roztoky a reagencie po rozmraZzeni dobfe 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 vzorkd nebo kontrol je nutné okamzité zaviit PCR zkumavku.

Slozeni reakéni smési pro PCR

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

Krok Teplota (°C) Cas/cyklovani
1(denaturace a aktivace) 94 2 min
2(denaturace) 94 305
3(annealing) 585 305
4{elongace) T2 50 s
5(cyklovani) Zpétnakrok €. 2 30 x
6(finalni elongace) T2 7 min
T(chlazeni) 4 o0

9
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Elektroforéza PCR fragmentu

PCR produkty se detekuji na 1,5%-2% agarozovém gelu v 1x TBE pufru.
Podminky separace: 120 V 1 hod. Jako velikostni marker se pouzZiva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu a
prochazejicim UV svétlem o vinové delce 312 nm. Vyhodnoceni gelu se provadi
pomoci vyhodnocovaciho zafizeni, jehoZ souéasti je kamerovy systém, UV
transiluminator a vyhodnocovaci software. Pomaoci tohoto programového vybaveni
je moZné pomoci velikostniho markeru a pozitivni kontroly potvrdit (stanovit)
velikost ofekavaneho specifického PCR produktu. Po provedeni elektroforézy je
vysledek zdokumentovan a uloZen do databaze pro dodatec¢ne vyhodnoceni nebo
ovéfeni.

Sekvenacéni analyza

Detekce jednotlivych genotypd (E35, K35, E35K) se provadéla pomoci sekvenaéni
analyzy. Sekvenovani DNA v soufasne dobé& patfi k standardnim metodam
molekularn&-genetickych analyz biclogického materialu. Fomoci sekvenace DNA
je moZné wuréit pofadi jednotlivych nukleotidd v Ffetézci DNA a analjzou
determinované sekvence ziskat relevantni informace, které mohou napfiklad
slouzit pfi vySe zminéném ovéfeni specifity ziskaného PCR produktu nebo pfi
genotypovani a druhovém zafazeni biclogickych agens, rostlin nebo Zivo&ichd.
Vysledny precistény PCR produkt slouZi jako templatova DNA pro sekvenacni
reakci, pfi které je nukleova kyselina denaturovana a ziskana jednofetézcova DNA
slou?i jako templat pro syntézu druhého komplementarniho fetézce. Syntéza je
zprostfedkovana enzymem polymerdazou a reakce je upravena tak, Ze v uréitych
mistech dochazi v zavislosti na sekvenci templatového vliakna k ukonéeni
(terminaci) syntézy. Pokud jsou pro detekci sekvenacnich produkid pouZity
fluoraforem znacené terminatory ddNTP, detekuje se 3'-konec molekuly a tim se i
definuje pofadi nukleotidovych bazi v fetézci DNA.

Amplifikovany fragment se sekvenuje s primery specifickymi k sekvenci (v nagem
pfipadé specifickymi primery pro Usek TMEM154 genu). Sekvenovani prokaze
spravnou sekvenci amplikonu a v pfipadé porovnani sekvenci v urcitém bodé
sekvence rozhodne o pfislusnosti k danému genotypu.

Po sekvenaéni reakci dochazi kwvlastnimu sekvenovani (= uréeni pofadi
nukleotidd) v sekvenatoru/genetickém analyzatoru, ktery pracuje na principu
kapilarni elektroforézy a je osazeny laserovym detektorem. Energie vyzarena z
fluorescenénich barviv je zachycovana specialni CCD kamerou. Jednotlivym
Gsekdm je poté za pomoci algoritmu piifazovana ciselna hodnota (RFU). Tento
komplikovany a pfesné kalibrovany proces miZeme shrnout do dvou krokd.
Vysledkem prvniho kroku sekvenaéni analyzy je tzv. elektroforetogram. Jedna se
o grafické znazornéni vyslednych dat. Jednotlivé baze jsou v eletroforetogramu
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znaceny odlidnymi fluorescenénimi barvami - cytosin je znafen modie, thymin
cerven&, adenin zelen& a guanin Zluté. Nasleduje druhy krok sekvenadni analyzy,
kdy jsou dafa ziskana ze sekvenatoru zpracovana specialnim typem softwaru.

Po skonéeni PCR reakce zdstavaji v mixu nespotiebované nukleotidy a zbytky
primera, které mohou negativné ovlivnit dal3i analyzy amplikond, jako je napf.
sekvenovani. Proto se pfed vlastni sekvenaci PCR reakce ofetfi kitem ExoSap-IT
(USB Corp.). Jedna se o smés hydrolytickych enzymu - exonukléazy a alkalické
fosfatazy v pufru, kterym se oZetfi konena PCR reakce. ExoSap neposkozuje
vysledny amplifikovany produkt. Exonukleaza odstranuje z produktu primery,
alkalicka fosfataza zbytky nukleotidd. ExoSap se piidava pfimo do PCR produktu
a ve dvou krocich je reakce ukonéena.

Postup:

+ Na kaZdych 5 pl PCR reakce se piidaji 2 pl ExoSapu. NapP. k 25 pl reakce
piidame 10 pl ExoSapu. Zamichame a inkubujeme 30 minut pfi 37°C.
MNasledné& inaktivujeme ExoSap pfi 80°C 15 minut.

* Inkubace mlZe probihat v termobloku, nebo v termocykleru. Pokud
prodlouZime ¢as inkubace, vysledny produkt bude |&épe precistény.

+ Po osetfeni PCR produktu ExoSapem je potfeba k reakci piidat opét jeden
Z primerall

+ Na kaZdych 10 pl vzorku pfidame 5 pl primert, forward nebo reverse, podle
sméru, ktery chceme sekvenovat. Takto upraveny vzorek je pfipraven k
sekvenovani.

Sekvenace prefisténého produkiu probiha v externi laboratofi (SegMe). Do
laboratofe se posila vzorek 10 pyl PCR reakce s 2 pl ExoSapu a 5 pl primeru (5uM)
pro kaidy smér sekvenovani zvladt (1 vzorek obsahuje forward nebo reverse
primer). Vzorek se posila v 1,5 ml mikrozkumavce nebo v PCR mikrozkumavce.
Vzorky lze do laboratofe zaslat 1 v 960 jamkovych destickach. Sekvenace je
provedena Sangerovou metodou na kapilarmich analyzatorech  Applied
BioSystems 3500 prostfednictvim BigDye Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit
(Appied BioSystems). Ziskana data jsou dostupnd ve formatu ab1 (abi -
chromatogram) a jako sekvence ve formatu FASTA. Takio ziskané soubary
sekvenci jednotlivych amplikon/zvifat jsou dale zpracovany v programech (Mega,
Geneious, Unipro Ugene, ..} a upravené sekvence porovnany s on-line dostupnou
databazi nukleotidovych sekvenci NCBI prostiednictvim algontmu BLAST {Basic
Local Alignment Search Tool), sekvence porovnavany mezi sebou a jednotlivé
genotypy vyhodnoceny.
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PC

Chemikalie a spotfebni material:

PCR H20 (Top Bia)

Mastermix (Top Bio)

primer TMEM154F, 100 pM (KRD)

primer TMEM154R, 100 pM (KRD)
Vyizolovana DNA

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

Pfistroje:
+ PCR termocykler
+ centrifuga
+ sada automatickych pipet
* voriex
+ mrazak

Elektroforéza

Chemikalie a spotfebni matenal:

EDTAOS5M, 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)

EDTAODS5M
1.0 MEDTA .. 186,1 g{Sigma)
ultrafiltrovana voda ... 800 ml

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

TBE (10x)

Trisbase ... 108 g(Serva)

kyselina borita ... 55 g (Serva)
05MEDTA(pHSB,0) .. . 40 ml{Serva)
ultrafiltrovana voda doplnit objem do 1000 mi

Poznamka: skladovani vy3e uvedenych roztoku je pii pokojové teploté
DNA Marker 100-1500 bp (BioLabs) skladovat pii -15 aZ -20°C
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Pfistroje:

rychlovahy Scaltec SBC 41 (Sartorius)
trepacky MS-1 (IKA)
fiepacka MS-2 (IKA)
chlazena centrifuga 1-14K(Sigma)
centrifuga 5453 (Eppendorf)
centrifuga 5418 (Eppendorf)
chladici box CH-100 (Biosan)
vyhfevna tiepacka Komfort ( Eppendorf)
biohazard boxy BIO 2 (MNuaire)
automat pro extrakci NK MagNa Pure LC Instrument (ROCHE)
termocykler TRIO (Biometra)
real-time PCR systém CFX396 (Bio Rad)
vyhodnocovaci zafizeni: pramyslova kamera
o UV transiluminator
= vwyhodnocovaci software Gel-Pro Analyzer
zarizeni na pripravu ultrafilirované vody (Aqual)
lednice a mrazaky pro uloZeni reagencii a pro archivaci vzork(
automatické pipety (Eppendorf ) v rozsahu 0,1 — 1000 ul

laboratorni sklo pro pfipravu a skladovani roztok( (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 presnou
identifikaci jednotlivych genotypt 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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11.5. Statistické hodnoceni jednotlivych genotypu

Asociacni analyza

Asociacni analyza zkouma vztah mezi nzikovymi fakiory a rozvojem uwrCitého
onemocnéni. Pokud se u infikovanych jedincd vyskytuje alela s wy2si frekvenci
vyskytu, neZ je tomu u zdravych jedincd, 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 Zzastoupeni daneho znaku (polymaorfismu) mezi skupinou, ktera
onemocnéla a skupinou, u které onemocnéni nevypuklo. DaleZité je, aby vichni
testovani jedinci pochazeli ze stejné populace, a aby testovana skupina byla co
nejhomogenné&jéi (vék, pohlavi, plemenao). Vy3si frekvence SNP nebo genotypi u
infikovanych jedincd mdZe znamenat, Ze se s uréitym genotypem zvyiuje riziko
specifického onemocnéni. (Lewis a Knight, 2012).

Ziskané vysledky jsou sumarizovany v kontingencnich 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%)

IM&Feni vztahu nzikového faktoru a onemocné&nim pomoci odds ratio - srovnani
skupin s a bez rizikového faktoru, jaka je Sance onemocnét u obou skupin, nebo
jestli se Sance na infekci li3i. Vypodita se jako pomér Sance vzniku onemocnéni u
skupiny vystavené riziku ku skuping, na kterou rizikovy faktor neplsobi.
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lll. Srovnani novosti postupu

V soutasné dobé neni v CR k dispozici dostupna metodika zabyvaijici se touto
problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen diléi a rozptylené ve
védeckych publikacich a monografiich, které se zabyvaji problematikou detekce
pivodch virovych onemocnéni ovci a koz, tj. maedi-visna virus ovci (MVV) a virus
infek&ni artntidy a encefalitidy koz (CAEV).

Predkladana metodika zahmuje popis viech metodickych a analytickych postupd
od odbéru vzorku, pfes jeho uchovani, zpracovani a postupy imunochemické a
molekularni detekce MVV a CAEV.

Soucasti metodiky je | vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych detekénich metod.

Movost postupu spociva v kombinaci sérologicke a molekulamé biclogické
identifikace infikovanych zvifat, dale v modifikaci extrakce provirové DNA a pouZiti
primerad, 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

JMetodika genotypizace ovci a koz - detekce markerl geneticky podmingné
rezistence k SRLV* vprvni €asti zahrnuje teoreticky Ovod do problematiky. V
praktické €asti pak jsou uvedeny postupy potfebné pro spravny odbér vzorkd,
izolact DMNA a protokoly pro PCR  detekci a sekvenovani cilového
genu/polymorfismu a uréeni genotypl zvifete.

Metodika pfedstavuje soubor optimalizovanych navodd molekularni analyzy, na
jejichZ zakladé |ze provadé&t rutinni analyzy vzorkd 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 veterinami, ktera mohou
s vyhodou vyuZit pfednosti optimalizovanych postupd detekce genotypl. Metodika

bude uplatnéna prostfednictvim SCHOK. 5 timto subjekiem byla uzaviena
smlouva o uplatnéni metodiky.
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V. Ekonomické aspekty

Predpokladane ekonomicke pfinosy metodiky jsou kalkulovany aZ do vyse 15 000
fis. KE. Dalsimi pfinosy predkladané metodiky jsou rozsifeni spekira technik a
metodickych postupd pouZivanych v diagnostickych laboratofich, rozSifeni
portfolia technik a sluzeb provadénych v laboratofi, metodicka a vzdélavaci
funkce.

Pfinosem pro chovatele je moZnost vyvozu plemennych zvifat (jehnic a berand) v
odhadovaném poétu 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 postupl uvedenych v metodice lze zapoditat pofizeni
nejnutn&jsiho investicniho a neinvesticniho vybaveni pro provoz laboratofe a
provedeni Ukond a postupd uvadénych v metodice v celkové minimalni vysi 6,5 mil
KE&. V pripadé 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 K& a automatické Cipove
elektroforézy nebo fragmentacniho analyzatoru ve vysi 1,4 mil KE. Dalsi naklady
pak predstavuji naklady na chemikalie a na zakladé dlouhodobych kalkulaci €ini
Jednotkova cena za analyzu jednoho vzorku 420 KE (ceny za chemikalie). V
uvedeném piikladu kalkulace nakladd nejsou uvedeny dopliikové naklady, odpisy,
naklady na vzdélavani a vyskoleni personalu laboratofe, naklady na vyvo] metod,
které jsou odvislé od konkrétni situace a vybavenosti (materialni i personalni)
pracovisté.

Jako ekonomicky vyhodnéjii se jevi analyza vzork( ve specializovanych
laboratofich, kde lze sdilet naklady na pofizeni investic, vychovu a vzdélavani
pracovnikd, sluzby.
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|. Anotace technologie

Ovérena technologie je vysledkem projekiu MZe NAZY QJ 1610096 "Program
zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych pfezvykavch s vyuZitim novych
metod Easné laboratorni diagnostiky a markerd geneticky podminéné rezistence k
infekci jako selekéniho kriténa".

\ technologii je popsan novy systém prevalence a profylaxe lentivirovych infekci
malych pfeZvykavch jako pfedpoklad pro novy, Géinny eradikacni program.
Technologie zahrnuje zasady a metodickeé postupy odbéru, uchovani a zpracovani
vzorkl krve; postupy pro sérologické stanoveni virového onemocnéni, postupy pro
molekularni detekci virove 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 SRLV. Dale jsou uvedena doporuceni pro
chovatele, tak aby nedochazelo k rozdifovani & zavlékani onemocné&ni maedi-
visna ovci (MV) a virova arteritida a encefalitida koz (CAE) v chovech.
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Il. Predmét a cil technologie

Lentiviry malych pfezvykavcl (SRLV), konkrétné maedi-visna virus ovci (MVV) a
virus infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV) zplGsobuji celosvétové rozdifena
onemocnani vyskytujici se i v CR — maedi-visnu ovci (MV) a artritidu a encefalitidu
koz (CAE). Tyto choroby jsou neléfitelné a neexistuji proti mm Géinné vakciny.
Vzhledem k soucasné nakazove situaci jsou onemocnéni MV a CAE zavaznym
problémem. Zplscbuji vyznamné ekonomické ztraty a vytvafi bariéru pfi
obchodovani s plemennym materialem (nejen v EU), & pfi pofadani chovatelskych
akci (vystavy, svody). Chovy v CR zafazené v kontrole uZitkovosti (KU) musi byt
MY a CAE prosté.

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

Soudobé poznatky ukazuji, Ze pouZivané diagnostické metody nejsou vZdy zcela
spalehlive vzhledem ke sloZité patogenezi onemocnéni. Nejspolehlivgjsi je
kombinace imunologickych a molekularmmé& biologickych metod, piiéemZ s
pithleédnutim ke kmenové wvariabilité, je tfeba metody molekularné biclogické
diagnostiky nadale zdokonalovat. Krevni vzorky jsou primamé testovany metodou
ELISA za uéelem priukazu specifickych protilatek. Suspektni vzorky jsou pfipadné
konfirmovany alternativnimi imunologickymi metodami - imunodifuznim testem
popf. imunoblotem. Sérologicky pozitivni vzorky a vybrane negativni vzorky jsou
dale testovany na pfitomnost provirové DNA metodou real-ime PCR (gPCR) &
LAMP.

MNa zakladé analyzy genomu ovci byl identifikovan kandidatni gen pro odolnost
proti onemocnéni MV/CAE — gen TIMEM154 NejsilngjSi vztah k odolnosti vykazuje
polymorfismus E35K. Molekulari analyza zaloZena na sekvenovani genu
TMEM154 a identifikace konkrétniho genofypu umoZiiuje markery asistovanou
selekci a vybér jedinch s genotypem s vy$3i odolnosti vi&i onemocnéni.
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Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potfeba podporovat
rozvo] chovu téchto zvirat, véetn& ohrozenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvifat, Slechténi | podpory obchodu s plemennym materialem.
Ozdravovaci program od lentivirovych infekci malych prezvykavch zaloZeny na
kombinaci pfesné a rychlé diagnostiky onemocnéni a markery asistované selekce
(MAS) se jevi jJako mozZné vychodisko pro feSeni soucasné nakazové situace.

Cilem technologie je navrhnout modelovy postup zaloZeny na
presné a véasné detekci SRLV a molekularni detekci specifického
genotypu zvifete. Tento postup umoZiiuje markery asistovanou
selekci odolnéjsich jedinci na zdkladé genetické odolnosti
k infekei a soucasné eliminaci infikovanych jedinci z chovu.
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Ill. Vlastni popis technologie

Odbér vzorka krve

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

Sérologicka diagnostika: prakaz specifickych protilatek proti
SRLV

Zvifata infikovana SLRV zlstavaji imunokompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek. Humoralni odpovEéd na infekci MVV je wyznamné
pomalejgi, neZ u jinych virovych infekci = akutnim prib&hem. K sérokonverzi
dochazi rizné a to od nékolika tydnd do nékolika mésicd po infekci. Protilatky typu
1gG jsou po piirozené infekct MVV/CAEV pfitomné po celou dobu Zivota zvifete a
slouZi jako zakladni indikator monitorovani nakazy v chovech a selekéni kritérium
pi1 elimnaci nakazy. Pro sérologickou diagnostiku SRLY na dzemi CR jsou
vhodné komeréni ELISA testy Elitest MVV/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
molekularn& biologicka metoda PCR (polymerazova fetézova reakce). Principem
této metody je multiplikace Oseku cilove sekvence vybraného genu z provirove
DMNA vznikajici po integraci viroveho genomu do hostitelské DNA pomoci
specifickych primerd, které tuto sekvenci ohraniéuji. lzolace provirové DNA je
provadéna z buffy coatu a u extrahované DNA je provedena testace na pfitomnost
provirové DNA pomoci nested PCR dle Grego et al. {2007). Cilova oblast genomu
Je konzervativni oblast gag genu. Vysledny amplifikaéni a reamplifikacni produkt je
o délce 1,3 kb a 0,8 kb.

Detekce provirové DNA SRLV pomoci RT-PCR metody

WV prub&hu realtime PCR je vizualizace amplifikaéniho produktu zajigténa
nasednutim specifické fluorescenéni sondy typu Tagman pro dany GOsek
\ elongaéni fazi dochazi kjejimu rozloZeni pomoci exonukleazové aktivity Tag
polymerazy a tim i k uvolnéni fluorescenéniho zafeni. Jako kontrolni gen je pouZit
gen pro B-aktin. K detekci genu pro B-aktin se do reakce stemplatovou DNA
ziskanou z testovaného zvifete pfidava jeden par specifickych primerd a jedna
sonda znacenou fluoroforem Hex dle Toussaint et al. (2007).
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Diagnostika SRLV na zakladé LAMP analyzy

Metoda Loop Mediated |sothermal Amplification (LAMP) je modemni metodou,
ktera umoZrfiuje vysoce specifickou, G€innou a rychlou amplifikaci nukleovych
kyselin za izotermickych podminek. V porovnani s metodou real-time PCR je
LAMP specifictgjsi, citlivéj3i a rychlejsi a je velmi citliva na cCistotu a kvantitu
vstupni DNA. Je ekonomicky efektivni, a to | diky tomu, Ze pro vizualizaci neni
potfeba elektroforetického zobrazeni. Dalsi vyhodou metody LAMP je jeji rychlost.
IMezi zakladni komponenty kaZdé reakce patii 4 oligonuklectidové primery, jejichz
Ocelem je rozpoznat 6 odliSnych oblasti na cilovem genomu a DNA dependentni
DNA polymeraza.

Detekce polymorfismu na genu TMEM154

V populacich malych pfeZvykavcl se u transmembranového genu 154 TIMEN 154
vyskytuji nejméné 3 polymorfismy. Prvni je polymorfismus K35, kdy je na pozici 35
genu baze adenin, a kdy tato sekvence nukleotidd kaduje aminokyselinu lysin.
Zvirata s timto polymorfismem maji sniZzené riziko nakazy SRLY infekci. Druhym
polymaorfismem - E35 - je pfitomnost baze guaninu na 35 pozici, vysledkem je
zafazeni aminokyseliny glutaminu do peptidového fetézce, a nositelé s timto
polymaerfismem 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 produkiu.
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IV. Testovani vlastni technologie — protokol a ovéreni

Pro vechny uvedené postupy byly vypracovany podrobné metodické postupy
(Bartak et al. 2017 a Bartak et al. 2018) a metodické postupy pro zpracovani
vzork( krve, izolaci provirové DNA a zvifeci DNA, sérologické stanoveni protilatek
proti SRLV, molekularni detekci SRLV a identifikaci polymorfismu — rezistentniho
¢ nachylneho genotypu byly otestovany a ové&feny na scuboru vice nez 3500
vzorkl ovci a koz.

Klicové pro dosaZeni optimalnich vysledkd je doporuéeny odb&r a zpracovani
vzork( krve a optimalizovany postup izolace provirové DNA. Pro sérologickou
diagnostiku SRLY na dzemi CR jsou vhodné komercni ELISA testy Elitest
MVWICAEY (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 obecné& velmi vysoka (96-100%). KaZdy z testd
pouZivanych k sérologickeé diagnostice ma své prednosti a nevyhody s chledem
na potencialni moZnosti wyuZiti, 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 porovnatelnou 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 MVV/CAEY, srovnatelnou Uroven vykazuje ID Screen MY
Indirect. Nejméné citlivy test vtomto porovnani byl IDEXX MVV/CAEV p28 Ab
Screening Test pfi dodrZeni kriterii hodnoceni danych vyrobcem.

Technologie obsahuje | metodické postupy molekularni detekce SRLY zaloZene
na PCR, RT-PCR a LAMP/RT-LAMPF technikach. Tyto techniky jsou vhodnym
doplfikem sérologického stanoveni SRLV, umoZfuji molekularni identifikaci a
kmenovou charakterizaci SRLV nicméné tyto postupy jsou citlivé na dostateéné
mnozstvi a kvalitu provirove DNA.

Na zakladé sérologické a molekularni detekce byla vyhodnocena prevalence
v analyzovanych chovech ovci a koz. Prevalence byla ve velmi Sirokem rozsahu
0 - 53.3 %. Byly identikovany chovy bez pfitomnosti SRLV (13 chovi), ale i 12
chovld s vyskytem SRLV, ve 4 pfipadech byla vice neZ tretina zvifat v chovu
infikovana.
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Bartak P. a kol. (2012): Sysiém prevence a profylaxe lentivirowych infekei malych predwykaved.

Tabulka 1: Prevalence onemocnéni MV/CAE ve sledovanych chovech.

Cislo chovu Druh zvifete Celkovy pocet Prevalence v %
zvirat
1. kozy 243 132
2. ovce 150 15.3
3. ovce 230 7.8
4. ovce <] 0
5. kozy 22 45
6. ovce 50 2
T. ovce 100 10
8. ovce 50 0
9. ovce 2 0
10. ovce 200 445
11. ovce 431 =15
12. kozy 18 0
13. ovce 42 0
14. ovice S0 0
15. kozy 103 0
16. ovce 50 0
17. kozy 19 0
18. kozy 31 0
19. ovce 248 0
20. ovce 91 0
21. ovce 206 0
22. ovee 280 20
23. ovce 299 431
24, kozy 173 295
25. ovce 274 53.

Molekularni analyza polymorfismu v kandidatnim genu TMENM 154 potvrdila vyskyt
viech tfech genotypl. Nepotvrdila se ale 100% vazba pfislugného polymorfismu
na odolnost ¢i vyEai nachylnost k onemocnéni pravdépodobné z divodu mutaci
SRLV a pfekonani dfive publikované vazby polymorfismu K35 krezistenci
k SELV. Nicmén# v ramci této skupinu genotypd je patrny trend vy2Ei odolnosti
onemocnéni a i selekce jedincid s timto genotypem je vyZadovana.

Tabulka 2: Vyskyt genotypll zvifat ve skuping sérologicky pozitivnich a negativnich

ELISA pozitivni negativni
genctyp E35 E35K K35 E35 E35K K35
% % % % % %

1 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 4735 73.91 2174 0,00 20 83 7917
3 10,00 50.00 40.00 500 40,00 55.00
10 1,92 50,00 48,08 18,52 51,85 2963
11 55,00 4500 0,00 32,56 51,16 16,28
22 2564 61,54 12,82 10,26 28,21 61,54
23 343 4519 4337 933 32,00 5867
24 100,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00
25 52 63 3158 1579 13 64 50,00 36,36
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Bartak P. a kol. (2018): Systém prevence a profylaxe lentivirowjch infekei malych predvykaved.

Soubor opatreni zahrnuty v kontrolnim programu je treba nastavit
podlie nakazového statusu chovu.

1. chov prosty SRLV

serologicky monitoring nakazoveho statusu

systém biosekurity jako nastroj ochrany chovu pied zavlecenim infekce
prednostni zafazovani do chovu jedinch o genotypu K35 pro zvyieni kvality
stada z hlediska obchodu a z hlediska prevence

2. chov infikovany SRLV

serologicka identifikace inflkovanych zvifat

molekularni detekce a identifikace genotypu SRLV

periodicke vyfazovani infikovanych zvifat z chovu bez ohledu na jejich
genotyp

prednostni zafazovani do chovu jedinci o genotypu K35 s potencialni vy3si
odolnosti SRLV

systém biosekurity jako nastroj ochrany chovu pfed zavle€enim infekce

3. chov s neznamym nakazovym statusem

identifikace stada serologickym vySetienim a identifikace infilkovanych zvirat
molekularni detekce a identifikace genotypu SRLV
periodickeé vyfazovani infilkovanych zvifat z chovu bez ohledu na jejich

genatyp

pfednostni zafazovani jedincl o genotypu K35 s potencialni vy3Si odolnosti
SRLY do chovu

systém biosekurity jako nastroj ochrany chovu pied zavle€enim infekce
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Bartak P. a kol. (2018): Systém prevence a profylaxe lentivirowjch infekei malych predvykaved.

V. Shrnuti

Uvedené postupy prokazaly moZnost rychlé, wvéasné a piesné detekce
onemocnéni SRLY a wvifadé pfipadd wysokou prevalenci onemocnéni
v analyzovanych chovech.

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

+ disledné kontrole vyskytu onemocnéni v chovech;

+ identifikaci infikovanych zvirat na zakladé sérologické &i sérologicke a
molekularni analyzy;

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

« molekularni identifikaci genotypu zvifete a do chovu prednostni
zafazovani jedinci o genotypu K35 s potencialni vy3si odolnosti
SRLV;

* v piipadé obchodovani se zvifaty — duslednou 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 MVICAE ;
s« prevence zavleceni infekce do chovu dovozem infikovanych zvirat.

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

10
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Smiouva o uplatnéni ovéfené technologie
zpracovaneé v ramci feseni projektu QJ 1610096 "Program zdravotni kontroly

lentivirovych infekci malych prezvykavcu s vyuzitim novych metod ¢asné laboratomi

diagnostiky a marker( geneticky podminéné rezistence k infekci jako selekéniho kritéria"

uzaviena podle ustanoveni § 11 zakona ¢ 130/2002 Sb., o podpore vyzkumu,
experimentalniho vyvoje a inovaci z vefejnych prostfedku

Smiuvni strany:

1.

11

1.2

21

22

Jiho&eska 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 pfedstavenstva
(dale jen ,uzivatel technologie®)

Clanek 1
Predmét smlouvy

Predmétem této smiouvy je uplatnéni ovéfené technologie s nazvem  Systém
prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych prezvykavcly" zpracované na
pracovisti poskytovatele v ramci fe$eni projektu MZe QJ 1610096 "Program zdravotni
kontroly lentivirovych infekci malych pfeZzvykavel s vyuZitim novych metod ¢asné
laboratorni diagnostiky a markert geneticky podminéné rezistence k infekci jako
selekéniho kritéria” (dale jen .technologie®).

Celé znéni technologie je nedilnou pfilohou této smlouvy (viz. Priloha €.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 Vaclavek, 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 predpokiad pro novy, ucinny eradikacni
program. Technologie zahrnuje zasady a metodické postupy odbéru, uchovani a
zpracovani vzorku 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 rozSifovani ¢ zaviékani onemocnéni maedi-visna
ovci (MV) a virova arteritida a encefalitida koz (CAE) v chovech
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' Clanek 3
Uprava viastnickych a uzZivatelskych prav k technologii

Véechna prava k technologii patii autorum technologie.

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

Autor/zastupce autorského kolektivu ovérené 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
ovéfena technologie, vyvinuta vramci feSeni projektu, bude vramci pfislusnych
publikaci, pfipadné planu uplatnéni vysledkl, pfistupna vSem potenciainim
uzZivatelum.

Clanek 4

Zéavérecna ustanoveni
Tato smiouva se uzavira na dobu neurtitou s tfimésicni vypovédni Ihatou.
Vypovédni |hata zagina bézet od prvniho dne mésice nasledujiciho po doruceni
vypovédi druhé smluvni strané.
Jakékoliv zmény a dopinéni této smlouvy mohou byt provedeny pouze po sobé
¢iselnymi dodatky k této smlouvé, podepsanymi zmocnénymi zastupci smiuvnich
stran.
Zéavazky, prava a povinnosti vyplyvajici z této smlouvy pfechazeji na eventuaini
pravni nastupce smiuvnich stran.
Tato smlouva nabyva platnosti a G€innosti 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 jehoZz ramci byla ovéfena technologie
Zpracovana.
Podpis ovéfené technologie je nedilnou soucéasti 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 pfebira. V pfipadé,
Ze ovéfena technologie bude nasledné vydana tiskem, pfeda poskytovatel
bezprostfedné po vyti§téni originalni vytisk s oznacenim 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 vyzkumného projektu
za rok 2018,
Poskytovatel nenese Zadné pravni dusledky za komeréni vyuziti ovérené
technologie.
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Podpisy smluvnich stran

Za autora technologie (za autorsky
tym)

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

Formulaf pro posudek pracovnika pfislusného odborného organu statni spravy
Metodika

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

Autor/autofi: Bech Com v w-» mv.m&w\.mmmmmmmv, :

Ll L s

Jihoteska univerzita v Ceskych Budgjowvicich,
Predkladaijici organizace: boroegsarchrapin ey it

Q0 1810086 Prograr 23Retrs ety srirovycs risec mygch satvyeivcl 3 v rovpe malsd S5 DHrmn T Jagr0smky 3 makenl ITeSTY JOOTITend rezuience & Tt 2k

Projekt &.:  sesewe i’

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

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

Il) Vlastni popis metodiky /
Komentar:

Metodika pfedstavuje soubor optimalizovanych navodu molekularni analyzy, na
jejichZ zakladé Ize 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) Vyjadfeni k "novosti postupu” /
Komentar:
Novost postupu spociva v kombinaci sérologické a molekularné biologické

identifikace infikovanych zvifat, 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 genotypl. 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

m’MM”WMA M-u Mum;um:wwnmmmm- 2

o y § vyuliten mmmmuum ¥ chowu ovol a koz. Je

nakladuy spo) omu-maavcwin&bauum Pﬂmmwp
mmmmaﬂdmawwummmawm 1000 b5 z8 ok, tzn min. 5 000 za kathulovand obdool
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POSUDEK ZPRACOVAL/A: MVDr. Marie Bleierova

Pracovisté: 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 subjektim, které pfedloZily
metodiku, nemam osobni ani obdobny vztah k Zadnému z pfedkladateli a neni mi znama Zadna

skutec¢nost, ktera by mohla ovlivnit moji nepodjatost.

)

Datum

P hs
:«\
SN

MVDr. Zbynék Semerad

Jméno vedouciho pracovnika

Y4 29 ” A )
A e 24}
B

Datum

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

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

Podpis vedouciho pracovnika a
razitko organizace statni spravy
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OPONENTNI POSUDEK
Formulaf pro posudek oponenta z oboru
Technologie

Nazev technologie: Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych pfeZvykavci
R I gl CEMYT IS

(s :

Autor/autofi: 5 SoinEpalt ar R

B o ML i
3 ey b

A % 5 b

Pfedkladajici organizace: Jiho&eska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Projekt &.: QJ 1610096

1) Spliuje metodika pozadavky na strukturu metodiky? ANO / NE
1) Cil metodiky /
Komentaf:

Cilem ovéfené technologie "Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci
malych pfezvykavcl" je navrh modelového postupu, zaloZzeného na pfesné a
vEasné detekci SRLV a molekulami detekci specifického genotypu zvifete.

1l) Viastni popis metodiky /
Komentaf:

Technologie zahmuje zasady a metodické postupy odbéru, uchovani a zpracovani vzorkl krve;
postupy pro sérologické stanoveni virového onemocnéni, postupy pro molekulami 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 doporugeni pro chovatele, tak aby nedochazelo k roz§ifovani & zaviékani
onemocnéni maedi-visna ovci (MV) a virova arteritida a encefalitida koz (CAE) v chovech,

Ill) Vyjadreni k "novosti postupi” /
Komentar:
Navrhovany postup umoZiiuje detekci markeru pro asistovanou selekci

odolnéjsich jedincl na zékladé genetické odolnosti k infekci a souéasné eliminaci
infikovanych jedincl z chovu.

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

UzZivateli ovéfené technologe budou v&deckovyzkumna a veterinami pracovisté,
ktera v ramci své €innosti mohou vyuZivat pfednosti optimalizovanych postupil
detekce genotypi.

V) Ekonomické aspekty (odhad nakladi v tis. K& a ekonomického pfinosu pro /
uzivatele v tis. K¢&)
Komentaf :

Pfedpokladany ekonomicky pfinos ovéfené technologie je vyjadfen v samostatné

“Metodice genotypizace ovci a koz - detekce markeri geneticky podminéné
rezistence k SRLV" ve vysi 15 000 000 K&.

12
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VI) Seznam pouizité literatury
Komentar :

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

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

Bartak P., Vaclavek P., Kostkova M., Mikulaskova K., Simek B. (2017): Prevalence lentivirovych

Swmmv&smmmw Veterinafstvi 67-

Bartak P. a kol. Metodika odbér( a zpracovani vzork(, serologického a molekularniho stanoveni
plvodce lentivirového onemocnéni ovci a koz. Ceské Budéjovice, 2017.

2) Dedikace

= uvedeni odkazu na pfislusny projekt VaV/podporu 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 chovatell ovci a koz
Ceskeé republiky, se kterym byla uzaviena smiouva o uplatnéni souvisejici samostatné
metodiky.

4) SOUHRNNE VYJADRENI
(Odpovida pozadavkum na metodiku?)

Pfedkladany "Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych
pfezvykavcil" odpovida pozadavkum na ovéfenou technologii. Doporuuji jeji
pfijeti jako vystupu dosaZzeného v ramci fedeni projektu MZe NAZV QJ 1610096
"Program zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych pfezvykavcl s vyuZitim
novych metod &asné laboratorni diagnostiky a markerti geneticky podminéné
rezistence k infekci jako selekéniho kritéria”,

2/3

110



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

Pracovisté: doc.MVDr. Pavel Novak, CSc.
Ulice: Vyzkumny Gstav Zivogi§né 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 subjektim, které predlozily
metodiku, nemam osobni ani obdobny vztah k zadnému z pfedkladateli a neni mi znama zadna
skuteénost, ktera by mohla ovlivnit moji nepodjatost.

SO @000 el
Datum Podpis zpracovatele posudku
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... fakulta v Ceskych Budéjovicich

Faculty University of South Bohemia
‘. of Agriculture  in Ceské Budéjovice

L
[ |
Statni
veterinarni
Ustav
Jihlava

Certifikovana metodika:
Metodika odbéru a zpracovani vzorku,
serologického a molekularniho
stanoveni lentivirového onemocnéni ovci
a koz

Metodika byla vypracovana jake vystup vyzkumného projektu MZe NAZV QJ
1610096 "Program zdravotni kontroly lentivirovych infekei malych
prezvykaved s vyuZitim novych metod &asné laboratorni diagnostiky a
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I. Cil metodiky

Chov ovci a koz je nyni jednou z priorit zeméd&lstvi, jak v LFA, tak v produkénich
oblastech, a to i z divodd udrZovani krajiny v kulturnim stavu, vyuZiti produkce
TTP, & zachovani biodiverzity. Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v
CR, je potfeba podporovat rozvoj chovu téchto preZvykavcl, a to z hlediska
zdravotniho stavu zvifat, welfare, Slechténi a podpory mistniho | mezinarodniho
obchodu s plemennym matenalem.

Lentiviy malych prezvykaved SRLV, tedy maedi-visna virus ovci (MVV) a virus
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV), zplsobuji vwznamna onemocnéni po
celém své&té Tyto choroby vedou k ekonomickym ztratam a s pfihlédnutim k
nakazovym opatienim, omezuji moZnosti cbchodu s plemennymi zvifaty. Pro tyto
virové infekce neexistuje (cinna vakcina ¢i lecba. Soucasné poznatky ukazuji, Ze
pouZivané diagnostické metody nejsou vidy zcela spolehlivé (z divodd kmenové
variability, & nizké Grovné virove zatéZe). Je tedy tfeba metody imunochemické a
molekularn& biclogické diagnostiky nadale zdokonalovat. Diky genomové analyze
s pouZitim 50k SNP Eipa pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich gend
pro odolnost k onemocné&ni MV, piifemZ nejsilngjsi vztah k odolnosti vykazuje gen
TMEM1542%. U koz je tfeba tuto oblast prozkoumat, k éemuz snad dopomiZe
pouZiti nového 52k SNP mikrocipu®”.

Cilem feSeni projektu NAZYV 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) ovci a
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAE), provést priukaz viru MVV a CAEV
pomoci imunologickych metod a metod zaloZenych na molekulami detekci
virg a na zakladé genetického screeningu navrhnout program markery asistovans
selekce na rezistenci proti lentivirovym infekcim malych pfeZvykavcd (SRLV).
Timto prosazovat v plemenitbé genotypy odolngjsi k onemocnéni.

Cilem metodiky je podéni uceleného souboru analytickych postupd pro
detekci SRLV a vytvoreni platformy pro ozdravovaci program lentivirovych
infekci malych preZvykavci (ovei a koz).

Fa
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Il. Vlastni popis metodiky

II.1. Uvod

Lentiviry malych pfeZvykavcl (SRLY), 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 ovci (MV) a artritidu a encefalitidu koz (CAE) a tyto choroby jsou nelécitelne
a neexistuji profi nim Gcinné vakciny. Vzhledem k souc¢asne nakazové situaci jsou
onemocnéni MY a CAE wyznamnym problémem. ZpOsobuji vyznamné
ekonomické ziraty a vyivafi bariéru pfi obchodovani s plemennym materialem
(nejen v EU), &i pfi pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zarazene v kontrole uZitkovosti (KU) musi byt MV a CAE proste.

Souéasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvifat a
nafizené vakcinace, sleduje &etnost nalezd pozitivnich zvifat v jednotlivych
chovech v KU, nejsou viak stanovena opatfeni pro eradikaci nakazy. Plemeno,
kde se dle zprav od chovateld pfedpoklada vyi3i incidence onemocnéni, tedy
ovce Sumavska, je z monitoringu vyjmuto. Jeji chovatelé pnmamé projevu)ji zajem
o vyvo] markerl geneticky podminéné rezistence. Stejné jako u eradikace
klusavky (scrapie) na zakladé selekce rezistentnich genotypl se | zde se nabizi
mozZnost zavedeni eradikatniho programu spojujiciho €asnou a pfesnou
diagnostiku spole€né s asistovanou selekci podminénou markery geneticke
rezistence.

Soudobé poznatky ukazuji, Ze pouzivané diagnostické metody nejsou vidy zcela
spolehlivé wvzhledem ke sloZité patogenezi onemocnéni. Mejspolehlivéjsi je
kombinace imunoclogickych a molekularné biologickych metod, piicemz s
piihlédnutim ke kmenové variabilité, je tfeba metody molekularné biologické
diagnostiky nadale zdokonalovat''. Krevni vzorky jsou primamé testovany
metodou ELISA za O&elem prikazu specifickych protilatek. Suspektni vzorky jsou
pfipadné konfirmovany alternativnimi imunoclogickymi metodami - imunodifuznim
testem popf. imunoblotem. Sérologicky pozitivni vzorky a vybrané negativni vzorky
Jsou dale testovany na pritomnost provirové DNA metodou real-time PCR (gPCR)
s cilem vyvinout co nejspolehlivé)si metodiku s pfihlednutim ke kmenove variabilité
a zaroven zmapovat distribuci jednotliviych genotypa lentivind v populaci ovci a
koz.

Diky predchozim wyzkumim zaloZenym pfedeviim na genomové analyze s
pouZitim 50k SNP &ipd pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich gend pro
odalnost proti onemacnéni MY. Nejsilngjsi vztah k odolnosti vykazuji polymaorfizmy
v genu TMEM15%%. U koz neni tato problematika blize probadana, nicméné nové
vyvinuty 52k SNP mikrodip, dava nadgji 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
rozvo] chovu t&chto zvifat, véetn& ohroZenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvirat, Slechténi | podpory obchodu s plemennym materialem.
Ozdravovaci program od lentivirowych infekci malych pfeZwykavcd zaloZeny na
kombinaci pfesné a rychlé diagnostiky onemocnéni a markery asistované selekce
(MAS) se jevi jJako moZné vychodisko pro feSeni soucasné nakazové situace.

L
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1I.2. Odbér vzorku biologického materialu

Pro diagnosticke Ucely je odebirana periferni krev zvirat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu).

Krev je odebirana do plastovych 10 ml zkumavek s antikoagulantem K:EDTA. Je
tieba dodrZzet maximalni hladinu krve oznafenou ryskou na zkumavce. lhned po
odbéru je krev ve zkumavce nutné dikladng promichat s antikoaguantem,
uchovavavat pii +4°C a zpracovat bezprosifedné po doruceni do laboratofe.

Ze vzorkl krve s KGEDTA je odstfed&nim separovana plasma, buffy-coat (bilé
krvinky + krevni desticky) a erytrocyty. Krevni plasma se pouZiva pro sérologicke
vysetfeni, buffy coat pro prikaz provirové DNA. Vzorky jsou archivovany pii -80°C.

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

Pristroje:
+ centrifuga
+ sada automatickych pipet
+ voriex
+ lednice
+ hlubokomrazici box
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I.3. Sérologicka diagnostika: prukaz specifickych
protilatek proti SRLV

Zvifata infikovana SLRV zlstavaji imunokompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek. Humoralni odpovéd na infekci MVV je wyznamné
pomalejsi, neZ u jinych virowych infekci s akutnim prib&hem. K sérokonverzi
dochazi rdzné a to od nékolika tydni do nékolika mésicd po infekci.
Protilatky typu IgG jsou po prirozené infekci MVV/CAEV pritomné po celou
dobu Zivota zvifete a slouzi jako zakladni indikator monitorovani nakazy
v chovech a selekéni kritérium pfi eliminaci nakazy.®

Lentivirove infekce mohou byt v laboratornich podminkach diagnostikovany jak
virologickymi tak séerologickymi metodami. Obecné je doporuc¢ovana kombinace
minimalné dvou testd kvali konfirmaci vysledki. Jako optimalni postup
laboratorni diagnostiky lentivirovych infekei je doporudéovana kombinace
ELISA testu a pfimého prukazu metodou PCR.®

Serologicke metody

Zakladem diagnostiky SRLV infekeci jsou sérologické metody, =zahrnujici
spektrum  ovéfenych  laboratornich  technik.  Jednak  mamek dispozici
screeningové testy jako je imunedifuzni test (IDT/AGID) a rizné varianty
imunoenzymatickych testd (ELISA). Druhou skupinou jsou testy s vy3&i naroénosti
provedeni: radioimuncanalyza (RIA), radicimunoprecipitace (RIPA) a Western blot
(WB). Tyto testy jsou sloZitéjsi, relativné nakladné a £asové naroéné a proto jsou
pouZivané spise pouiivané pro vyzkumné Ocely.

Sérologicka diagnostika je wyuZivana pro pravidelny zdravotni monitoring
v negativni populaci & k identifikaci pozitivnich chovl jako souéasti programu
eradikace. V chovech s potvrzenym vyskytem SRELV jsou pak sérologické metody
v kombinaci s PCR pouZivany na identifikaci infikovanych jedinci vhodnych
k vyfazeni v ramci ozdraveni chovu. Za Ofelem 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 vy3si sensitivitu neZ IDT. Mnohé studie rovnéZz potvrdily, Ze test ELISA
detekuje sérokonverzi v ranngjSich fazich infekce nez test IDT. ELISA test je take
ve srovnani s|DT znacné rychlejsi (2-3 hodiny wvs. 2-3 dny) a umozZiiuje
zpracovani velkého mnoZstvi vzorkd.

ELISA testy na diagnostiku SRLY infekci lze obecné& rozdélit na nepfimeé a
kompetitivni. Nepfime ELISA testy jako antigen wvyuZivaji cely virus,
rekombinantni proteiny nebo synteticke peptidy. Kompetitivni ¢i blokovaci testy
jsou zaloZeny na monoklonalnich protilatkach proti definovanym epitopam viru.
ELISA testy postavené na rekombinantnich é&i peptidovych antigenech
vyuZivaji napf. rekombinantni proteiny kapsidy (CA) jako je p55, p25, p16, pi4,
transmembranovy protein (TM) gp46 nebo purifikovany obalovy protein gp135.7-12
PouZivany jsou rovnéZ syntetické peptidy odvozené od p25 nebo T proteinu 8
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Proteiny kapsidy Jsou povaZovany za skupinové specifické antigeny s vyraznou
kiiZovou sérologickou reaktivitou mezi izolaty viru maedi-visna, ktera zahrnuje
rovnéZ izolaty viru CAE? TM glykoprotein je pokladan za vysoce imunogenni
komponentu viru. Experimenty s rekombinantnim TM glykoproteinem prokazaly
piitomnost protilatek aZz u 97% infikovanych ovci.'®

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

Problémem sérologické diagnostiky zdstava i pfes vysokou vysokou sensitivitu |
specifitu testd tzv. intermitentni sérologicka odezva. Ta se projevuje Easovou
variabilitou humoralni odezvy a to od nékolika tydnd do nékolika mésicl po infekci.
Obecné se pfedpoklada, Ze titr protilatek pfi sérokonverzi dosahne maximalni vyse
a pak klesne na niZ3i, ale stabilni hladinu. Nékteré studie oviem uvadi, Ze u
urciteho 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 i
roky 522 Titry protilatek proti riznym proteindim (p25, p16, p14 nebo proteinim
obalu) pak mohou prab&zné kolisat nebo mohou doéasné klesnout pod detekéni
schopnost testl a vykazovat tak negativni vysledek. Tento fenomén v praxi
komplikuje diagnostiku a eradikaci infekci SRLY.

Pouzitelnost metod sérologie

Kvili vySe popsanym omezenim je sérologie vhodna zejména pro screening stad
¢i prub&Zny monitoring, ale omezeng pouZitelna k identifikaci zdravotniho statusu
u jednotlivych zvifat Zde je vhodné pfistoupit k opakovanému vySetfeni zvirete
{tzv. parové vzorky) a to s odstupem nékolika mésict od prvniho odbéru. Vhodna
je také doplnéni vy3etfeni pfimym prikazem viru testem PCR. Prikaz provirové
DMNA viru testem PCR je citlivéj5i neZ ELISA test v rannych fazich infekce, protoZe
detekuje inflkované zvife jesté pfed sérokonverzi. To lze wyuZit pfi eradikaci
nakazy na uUrovni stada, kdy jsou testem PCR testovany sérologicky negativni
zvifata. Obecné je ale PCR diagnostika SRLY hodnocena jako méné citliva nez
ELISA testy a to kvdli nizkému mnoZstvi viru vyluGovanému nasledné bé&hem
dalich fazi infekce po sérokonverzi. Pro optimalni detekci SRLV infekce lze
doporuéit kombinaci vhodné wybraného ELISA testu a PCR. Kvili genetické a
antigenni variabilité je nutné testy ovéfit s ohledem na pravé cirkulujici kmeny viru
v danem regionu.
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Provedeni testd

Provedeni konkrétnich testd uvednych vtabulce €.1. se fidi navodem wyrobce
diagnostické soupravy. Vzorkem k 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 sérologicke diagnostiky (ELISA, IDT) pouzivané k rutinnimu testovani SRLV

Reference
Nazey testu Virobce Typ testu Vypocet Cut-off Proteiny viru poutite v testu Sensitivitn [S] | Spedfita (3] | [Se,5p)-
literatura
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151 - Laaratire Service
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69380 Lissiey, Franie
Indiagnostic 5. Mix peptidll MVV/CAE 2 oblacti GA [group-specifc
Largn P.rcin, 2, 10035, | nagfimy ELISA test pazitivni vz = 0D ., 4 outat=04 antigen] 8 ENV genes [coalowé proteiny|oddvoou | 06.8-100% | 946-99,4% b}
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Il.4. Vyhodnoceni sensitivity a specifity sérologickych
testu

Sensitivita testd muze byt vyznamné ovlivnéna vysokou genetickou
variabilitou viru, druhem pouzitého antigenu, druhem zvirete a stadiem
infekce. Pro dosazeni optimalniho vysledku sérologické diagnostiky je treba
provedeni 3irsi srovnavaci studie dostupnych testd s cilem stanoveni
vhodné kombinace testd pro pfislusny region. Geneticka heterogenita SRLV
ovliviuje jak na prikaz genomu tak testy zalozené na detekci virovych
proteind. Nevhodné zvolené testy mohou 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 rizné druhy
komerénich ELISA testd nebo imunodifuze. Imunodifuzni test (IDTIAGID) je
postaven na celém viru a detekuje zejména protilatky proti kapsidovému proteinu
p25viru MY (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 vyuZivan spise jako orientaéni test a za
urgitych okolnosti mdzZe byt pouZit i pro konfirmaci vysledku ziskaného ELISA
testemn. @7

Sensitivita ELISA testl se pohybuje vétsinou nad 90% a specifita byva
obecné velmi vysoka (96-100%). KaZdy z testd pouzZivanych k sérologické
diagnostice ma své pfednosti a nevyhody s ohledem na potencialni moZnosti
vyuZiti, kterymi jsou zejména jejich rdzna specifita a sensitivita. ProtoZe
neexistuje zadny oficialni ,zlaty standard® sérologickych testd na
diagnostiku infekeci SRLY, jsou testy vétSinou porovnavany navzajem mezi
sebou a wvysledné studie tak maji rdznou obtizné porovnatelnou kvalitu. Ve
studiich na uréeni specifity a sensitivity by méla byt vyuZita experimentalné
infilkovana zvifata s jasné definovanym infekénim statutem a dle OIE doporuéeny
pocet minimalngé 300 pozitivnich a 1000 negativnich vzorkd (OIE Manual of
Standards for Diagnostic Tests and Vaccines, 2000).2' Tato kritéria nejsou praxi
realné dosaZitelna, a proto jsou vyuZivany riznym zpasobem definované vzorky
po piirozeng infekci. Zjisténa sensitivita a specifita testd se podle pristupu v
riznych studiich mdze vyrazné lisit. Vyznamnéjsi rozdily byvaji hlavné v
sensitivité testl, specifita byva vétdinou vysokid. Ojedinéle se mohou
vyskytovat | falené& pozitivni vysledky, u kterych divod reakce neni moZno
objektivng objasnit.” V poslednich letech se v nékterych evropskych zemich
objevily falesng pozitivni reakce zplsobené nedostateéng purifikovanymi
vakcinami proti viru kataralni horecky ovci.™

Pro vyhodnoceni relativni sensitivity komer&nich ELISA testd na vzorcich z Ceské

republiky byl pouZit soubor terénich vzork( ovci a koz z riznych chova, které byly
serologicky pozitivni v imunodifuznim testu (IDT/AGID MAEDITEC). Jako nejvice
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citlivy test se jevi Elitest MVV/CAEY, srovnatelnou Groven vykazuje |D Screen MY
Indirect. Nejméné citlivy test viomto porovnani byl IDEXX MVWV/CAEV p28 Ab
Screening Test pii dodrZeni kriterii hodnoceni danych vyrobcem.

Pro sérologickou diagnostiku SRLV na uzemi CR jsou vhodné komeréni

ELISA testy Elitest MVV/ICAEV (Hyphen) a ID Screen MV Indirect (IDvet),
popf. jejich kombinace pfi nutnosti kenfirmaéniho vySetreni.
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11.5. Detekce provirové DNA SRLV pomoci PCR metody

PouZiti sérologickych a molekularnich 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 pfipravuji diagnosticke
postupy a testovaci reagencie. Dale je aplikace testd zavisla na patogenezi
v jednotlivych chovech (regionech) a na mife provirovée DNA a SRLV protilatek
generyjicich se b&hem virémie u jednotlivych zvifat daného druhu. (Herrmann-
Hoesing, 2010).

U novorozenych jehfiat a kizlat od SRLV pozitivnich matek, od kterych obdrzi
velkou €ast jegjich novorozenecké imunity prostiednictvim pasivniho prenosu
prostiednictvim kolostra a mléka, mohou byt serologicke a molekularné biologicke
testy faleSné pozitivni. Pledchozi studie ukazaly, Ze pokud jsou jehfiata pfirozené
kojena od SRLV pozitivnich matek, jsou u nich detekovany SRLY protilatky po
prvnim dni sani aZ do 52. tydne stafi. Obdobna situace je i u detekce provirove
DNA, ktera miZe byt detekovana v perifernich krevnich mononuklearnich burikach
aZ do 24. tydne stafi. Z tEchto divodl je doporueno testovat zvifata alesponi 4-6
mésicl po odstavu (Herrmann-Hoesing et al. 2007).

K prokazani provirové DNA sekvence lentivird u malych piezvykavcl je pouZita
molekularn& biologickd metoda PCR (polymerazova fetézova reakce). Principem
této metody je multiplikace Oseku cilové sekvence vybraného genu z provirove
DMNA vznikajici po integraci viroveho genomu do hostitelske DNA pomoci
specifickych primerd, které tuto sekvenci ohraniuji. Specifita vysledného PCR
produktu |ze ovéit pomoci sekvenacni analyzy a porovnanim ziskané sekvence
se sekvencemi uloZzenych v dostupné databazi NCBI.

Na zakladé poznatkd z pfedchozich studii je molekularni diagnostika zaméfena na
detekci provirové DNA z hostitelské burky (leukocyty, event. mononuklearni
buriky) oproti pfimé detekci RNA volného viru v plasmé&, séru nebo v dalSich
télnich tekutinach z dlvodu wy3&( zachytitelnosti infektu v pribéhu virémie.
Podobny efekt by mé&l byt dosaZen také pfi extrakci provirové DNA z alveolarnich
makrofagld ziskanych pomoci plicni lavaZe (nebo sekéniho biclogického
materialu). Tento diagnosticky postup je ale mnohem pracngjéi a lze jej aplikovat
pouze u mensiho poftu zvifat.

Dalsi moZnosti detekce provirove sekvence SRLV je metoda real-time PCR, pii
které je provirova DNA amplhifikovana polymerdzovou fetézovou reakci pomoci
DNA polymerazy, specifickych primerd a fluoroforu (Sybr Green, Evo Green, atd.).
WV prab&hu nasedani primerd (annealingova faze) a elongace fetézce dochazi
k vazbé interkalujiciho barviva se vznikajici dvouretézcovou DNA. Sybr Green po
vazbé s dsDNA emituje silny fluorescenéni signal. Intenzita fluorescence je pfimo
amérna mnoZstvi amplifikaéniho produktu v reakéni smési. Vysledek je sledovan v
realném &ase a je vyhodnocen pomoci pfislusného softwaru Real-time PCR
systému na zakladé hladiny fluorescence. Nevyhodou této metody je nespecificke
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nasedani barviva a je nuiné vé&novat velkou pozornost navrZeni specifickych
primerd pro dany Gsek DNA sekvence. Vznik nespecifickych produktd 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. MNavrhovat primery pro vice konzervativni regiony provirového genomu jako
jsou napfiklad geny pol lir, gag, env.

2. Navrhovat primery specificky nasedajici na sekvenci pozitivni kontroly
(referenéni kmeny) a soutasné na provirovou sekvenci SRLV kmend
vyskytujici se v kontrolovaném stadu.

3. Kontrolovat specifitu amplifikaéniho produktu pomoci sekvenace.

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

5 MNetestovat zvifata mladsi nez 4 mésice po odstavu.

Vzorkovani

Pro diagnostické ucely se odebira periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu. Odebrana krev, kiera je oSetfena
antikoagulantem K:EDTA, je testovana po separaci plasmy a krevnich elementa
na prikaz protilatek i provirové DNA.

Priprava a zpracovani buffy coatu

Plna krev s Ks:EDTA o objemu 5 ml je centrifugovana v pivodni odbérové
zkumavce pfi 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
cervené krvinky. Po opatrném odpipetovani krevni plasmy, ktera se pouZiva pro
sérologické vysetieni, je pfepipetovana stfedni vrstva — buffy coat do &isté 1,5 ml
zkumavky typu eppendorf. Aby bylo odstran&no reziduum plasmy, je ziskany buffy
coat opét centrifugovan pii 2 500 x g po dobu 20 minut. Dodateéné procisténi
buffy coatu od erytrocytd se provadi pomoci lyzaéniho roztoku RLE o sloZeni:
NH4Cl, NaHCOz, EDTA, finalni pH 7,3, Bezprostiedné po precisténi buffy coatu
se z né] 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 MagMNA Pure LC Total NA Isolation kit uréeného pro tento
pfistro] a pro tento typ extrakce. Pfed vlasini automatickou izolaci je proveden
preizolacni krok pomoci lyzaéniho roztoku a proteinazy K. SloZeni prelyzacniho
roztoku: GuSCN, Trns-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 teplot&é 56 *C po dobu 90 minut. Po t&to inkubaci je
provedena teplotni inaktivace enzymu pfi 96 °C po dobu 10-20 minut.

Detekce cilove sekvence DNA

Po screeningovém sérologickém vySetieni je vybrana extrahovana DNA, u kieré je
provedena testace na pritomnost 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 chraniéuji.
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 agardzovém gelu
prochazejicim UV svétlem po jednosmémé horizontalni  elekiroforéze a
vyhodnocen pomoci programu Gel-Pro Analyzer.

Pro ové&feni spravneho postupu extrakce DNA a piitomnosti inhibi€niho fakforu
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 buné&éné motilité, stavbé a integrité. Aktin je jedna z nejhojn&jsich
intracelularnich bilkovin eukaryotickych bunék. Beta-aktin je jako globularni protein
hlavni souc¢asti 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 znacenou fluoroférem Hex (Toussaint et al. 2007).

WV prab&hu realtime PCR je vizualizace amplifikaéniho produktu zajisténa
nasednutim specifické fluorescentni sondy typu Tagman pro dany Usek.
\ elongaéni fazi dochazi kjejimu rozloZeni pomoci exonukleazové aktivity Tag
polymerazy a tim 1 kuvolnéni fluorescenéniho zafeni. Real-time PCR probiha
v termocyklérech, které umoZfiuji teplotni cyklovani a zarover detekuji
fluorescenci v kaZdém cyklu PCR. Intenzita fluorescence je piimo Omérna
mnoZstvi amplifikacniho produktu pritomného v reakéni smési.
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Sekvence primerd pouZivanych pro detekci gag genu.
(Grego et al., 2007)

Primer Sekvence ‘6—3’
GAG F1 TGGTGARKCTAGMTAGAGACATGG
POL R1 CATAGGRGGHGCGGACGGCASCA
GAG F2 CAAACWGTRGCAATGCAGCATGG
POL R2 GCGGACGGCASCACACG

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

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

ACT1081 proza |TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT
HEX

PCR reakce probiha v cilovém objemu 25 pl.
Amplifikace i reamplifikace probiha v konvenénim termocykleru TRIO (Biometra)
pi1 nize uvedenych feplotnich profilech.

Priprava mastermixu:

1. Reakéni smés se plipravuje vidy nova.

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

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

4 Do PCR zkumavky napipetovat reagencie a roztoky v pofadi a objemu niZe
uvedenem.

5. Po napipetovani vzorkd 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 kiiZové kontaminace.
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SloZeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Objem (ul) Vysledna konc.
PCR H:0 16,4
10 x PCR pufr complete 25 1x
dNTP(10 mM) 03 0,12 mM
Primer GAG F1(25 pM) 0,3 0,3 uM
Primer GAG R1(25 pyM) 0,3 0,3 uM
:;:533}:;’)13“ Tag Polymeraza 02 1U/reakei
Extrahovana DNA 5
Teplotni profil PCR (amplifikace)

Krok Teplota (°C) Cas/eyklovani
1(denaturace a aktivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 1 min
3(annealing) 55 35 5
4(elongace) 72 1 min
S(cyklovani) Zpétna krok €. 2 35 x
G(finalni elongace) 72 7 min
T(chlazeni) 10 oo
Slozeni reakéni smési pro nPCR

Reagencie Objem (pl) Vysledna konc.
PCR H:z0 18,9
10 x PCR pufr complete 25 1%
dNTP({10 mM) 0,3 0,12 mM
Primer GAG F1(25 uM) 0,3 0,3 pM
Primer GAG R1(25 uM) 0,3 0,3 uM
Fsaj}“%taﬂ Tag Polymeraza 02 1Ulreakci
Extrahovana DNA 25

17

129




Bartak P. a kol. (2017} Metodika odbérl a zpracovani wzorkl, serclogického a molekulamihe stanoveni plvodce
lentivirowého onemocnéni avel a koz

Teplotni profil PCR (reamplifikace)

Krok Teplota (°C) Caslcyklovani
1(denaturace a aktivace) a5 10 min
2(denaturace) a5 1 min
3(annealing) 60 35 5
4({elongace) 72 1 min
5(cyklovani) Zpét na krok & 2 35 %
B(finalni elongace) 72 7 min
T(chlazeni) 10 oo

Real-time PCR reakce probiha v cilovém objemu 25 pl.
Amplifikace probiha vreal-ime PCR systému CFX-96 (Bio-Rad) pfi niZe
uvedeném teplotnim profilu.

Priprava mastermixu:

1. Reakéni smés se piipravuje vidy nova.

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

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

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

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

6.V kaZzdém kole analyz je nutna pfitomnost pozitivni 1 negativni kontroly (jiZ od
extrakce) pro ové&feni chodu PCR a vylou€eni kiiZové kontaminace.

Ptiprava primer-sonda mixu (finalni objem 200 pl)

Reagencie Koncentrace Objem (pl)
ssprimer ACT1005F 100 pM 5
ssprimer ACT1135R 100 uM 5
ACT1081 proba HEX 100 uM 25
PCR H:0 1875
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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) Cas/cyklovani
1(denaturace a aktivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 15s
3(annealing+ elongace) 60 60 s
S(cyklovani) Zpét na krok €. 2 4 x
ELFO

PCR produkty se detekuyi na 1,5%-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. Pomaoci tohoto programového vybaveni
Jje moZné pomoci velikostniho markeru a pozitivni kontroly potvrdit (stanovit)
velikost ofekavaného specifickeho PCR produktu. Po provedeni elektroforézy je
vysledek zdokumentovan a uloZen do databaze pro dodateéné vyhodnoceni nebo

ovéfeni.
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Vyhodnoceni testu

PCR

Amplifikaéni 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 Hz0) a negativity pozitivnich kontrol je nutné analyzu opakovat

Obr.¢.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 pripadé 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

T L) Y ]
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& 800 + .
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Obr. €. 2: Amplifikaéni kiivka kontrolniho genu pro B-aktin.
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Sekvenacni analyza DNA

Ovéfeni specifity PCR produkiu je moZné provést pomoci konfirmaéni PCR
metody nebo pomoci sekvenatni analyzy.

Sekvenovani DNA v soucasné dobé patfi k standardnim metodam molekularné-
genetickych analyz biologického materialu. Pomoci sekvenace DNA je mozZné uréit
pofadi jednotlivich nukleotidd v fetézci DNA a analyzou determinované sekvence
ziskat relevantni informace, které mohou napfiklad slouZit pfi vySe zminéném
oveéfeni specifity ziskaného PCR produkiu nebo pfi genotypovani a druhovéem
zafazeni biologickych agens, rostlin nebo Zivodichl.

Vysledny precistény PCR produkt slouZi jako templatova DNA pro sekvenacni
reakci, pfi které je nukleova kyselina denaturovana a ziskana jednofetézcova DNA
slou?i 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 templatového viakna k ukonéeni
{terminaci) syntézy. Pokud jsou pro detekci sekvenacnich produktd pouZity
fluoraforem znacené terminatory ddNTP, detekuje se 3'-konec molekuly a tim se i
definuje pofadi nukleotidovych bazi v fetézci DNA.

Po skonceni rozdéleni DNA na jednotlivé Useky dochézi k prichodu téchto
terminovanych (Osekd prostfednictvim  automatické  kapilarni  elektroforézy
laserovym detektorem. Energie vyzarena z fluorescencnich barviv je zachycovana
specialni CCD kamerou. Jednotlivym Osekim je poté za pomoci algoritmu
pfifazovana tiselna hodnota (RFU).

Tento komplikovany a pfesné kalibrovany proces maZeme shrmout do dvou krokd.
Vysledkem prvniho kroku sekvenaéni analyzy je tzv. elektroforetogram. Jedna se
o grafické znazoméni vyslednych dat. Jednotlivé baze jsou v eletroforetogramu
znaceny odlisnymi fluorescenénimi barvami - cytosin je znacen modre, thymin
cervené, adenin zelen& a guanin Zluté. Nasleduje druhy krok sekvenacni analyzy,
kdy jsou data ziskana ze sekvenatoru zpracovana specialnim typem softwaru.

Purifikace nPCR produktu

Purifikace PCR produktu pfed provedenim sekvenacni analyzi je realizovana
prostiednictvim kolonkoveho kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up(Macherey-
Nagel). Reamplifikacni produkt o velikosti 0.8 kb je vyfiznut z elekiroforetickeho
gelu pomoci skalpelu a nasledné prenesen do Cisté 1,5 ml zkumavky. Do
zkumavky s PCR produktem je napipetovan vazaci pufr NT1 o objemu 20 pl a
objem doplnén do 150 pl pomoci PCR Hz0. Nasleduji purifikaéni kroky pomoci
promyvaciho pufru a centrifugace (11 000 rcf/30 s). Precisténa 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. Preéisténa
nukleova kyselina se skladuje pfi -20°C nebo pfi dlouhodob&si archivaci v
teplotnim rozsahu -70 az -80°C.
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Provedeni sekvenace DNA

Sekvenace precisténého PCR produkiu je provedena prostfednictvim externi
laboratofe(GATC-Biaotech, Segme). SloZeni zaslaneho roztoku s templatovou DNA
Je nasledujici: 5pl PCR produktu (20-80ng/ul) a Spl primeru (5pui) pro oba sméry
oddélené. Akceptovatelny format pro zaslani je 1,5 ml zkumavka nebo 96-ti
jamkova desticka. Sekvenace pielisténého 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 .ab1(chromatogram) a FASTA, kiera jsou dale
Zpracovana v programu BioEdit a3 upravené sekvence porovnany s on-line
dostupnou databazi nuklectidovych sekvenci NCBI prostfednictvim algoritmu
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

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

Vzorek
SRLV (HCBI)

Vzorek
SELV (NCBI)

Vzorek
SELV (NCBI)

Vzorek
SRLV (HNCBI)

Vzorek
SBLV (HCBI)

Vzorek
SELV (NCBI)

10 20 30
GRRRGECREC TRGCEIRETR TGCTRCTACC TGEGRCRRGTIR
GRRAGGECRGC TRGCETRETR TGCTRCTACC TGEGRCRARGTR
70 a0 90 100

G GCCRIGATGC CEGGEAATLG BECEMCRELRL GRETTALTEC
= CCCATERATE. e TR -~ ~2lr72n ~=rBTTLL i~
TG GCCATGATGC | lrlznn ol ponn TIZLTEC

110 120 130 140 150
LLGGEARATT ARATGREEAR GCRAGRALGET GEAGRRGRARL CRATCCLRCCER
RLGGERRRTT ARRTGREERR GCRAGRRAGET GEAGRRGRAR CRATCCRCCR

1a0 170 180 190 200

P e P T, ep— R p———
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L Laly u.“.u\:;’-‘;\:li __;;'t_\:lq_“__ LLATTRTGE CGRGTRGERCE
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ARCAMNATCD T T ~ AnACCTRACRT cenl-iacrn ACLCLRT -
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310 320 330 340 350

Vzorek AGACCAGGER ATCH AGTARARCAR
SRLV (NCBI) AGRCCRGGER ATCCRT AGTGARACHR

Vzorek 2eaTTTGoR T REATGCRGEL ceacTiiaclic
SRELV (NCBI) ZAGARTTTGCR AT neaTeCReRn ceacTizaclc

Vzorek RRCCTRIBRR
SELV (NCBI) ARCCIRIgRR

.l .
460 470 480 430 500
Vzorek TlGACTGCC ARARACARAT GGRACAGAGTA TTAGGACAAL GAGTACAACAE
SRLV (NCBI) TCRGACTGCC RARAACARAT GGACAGAGTE TTAGGACRAR GRGTACAACE
310 520 330 540 =30
Vzorek AGCTAGTGTA GAAGAAZANA TGCAAGCATG CAGHGATGTG GGATCAGAAG
SRLV (NCBI) AGCTAGTGTE GARGRRzals TGCRAGCATG CR TG GGATCAGRAG

Vzorek
SRLV (HNCBI)

E_'LEI

Vzorek CRCLLLG
SELV (NCBI) u.:-._w_ﬂ’ CACARRG

Vzorek LERCRRG GGERT TnTa '\JT GGERAGLAGRG
SRLV (HCBI) GCRE AERCRAG GEGRATRRTRTG GT GGERRGRGRG

Chemikélie a spotrfebni material
Zpracovani buffy coatu

Priprava rozioku pro lyzi erytrocyta (RLE):
NH4CI ... 16,6 g/l(Sigma)
NaHCO3 v 2,0 gll(Sigma)
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EDTA
Upavit na finalni pH 7,3
Skladovani pii 2 aZ 8 °C

Extrakce DMNA

Pliprava L6 pufru:
Guanidin thiocyanate (GUSCN) ...

01MTris-HClLpHG4 ...
02MEDTA,pHB8OD ...
Trton X-100
Skladovani pfi 2 az 8 °C

0,185 g/lisServa)

120 g (Serva)
100 ml (Serva)

22 ml (Serva)

cca 2,5 ml (Sigma)

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

SloZeni extrakéniho kitu

Oznaéeni

Specifikace

Wash Buffer |, lahvicka .1 (Eema)

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

Wash Buffer I, lahvicka € 2 (modra )

proamyvaci pufr (100 ml)
odstranéni soli, proteind,...
skladovani pii pokojove teploté

Wash Buffer I, lahvicka £.3
(Eervena)

promyvaci pufr ( 100 ml)
odstranéni saoli
skladovani pii pokojove teploté

Lysis/Binding Buffer, lahvicka &.4
(zelena)

lyzaéniivazaci pufr (100 ml)
lyze bunék a vazba NK
skladovani pii pokojove teploté

Proteinase K_ lahvicka .5 (riZova)

proteinaza K (lyofilizovana)
degradace proteind

skladovani pfi pokojove teploté
Pfiprava :

rozpustit obsah 1 lahvicky ve 3 ml
elu¢niho pufru

skladovani pii 2 aZ 8 °C (4 tydny)
skladovani pfi-15 aZ -25 °C (12
mésicl)

Magnetic Glass Particles Suspension

(MGPs), lahvicka €.6 (hnéda)

magnetické sklen&né partikule
navazani (adheze) NK

pied pipetaci peélivé protfepat
skladovani pfi pokojove teploté

Elution Buffer, lahvicka ¢ 7 (Zluta)

eluéni pufr(100 ml)

10mM Tris-HCI, pH 8,0

eluce profisténé NK
skladovani pfi pokojove teploté
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PCR

PCR H:z0 (Top-Big)

10 x PCR reakéni pufr s MgClz (ROCHE)

mix dNTP, 10 mM (ROCHE)

ssprimer GAG F1, 100 pM {Genen Biotech)

ssprimer POL R1, 100 pM (Generi Biotech)

ssprimer GAG F2, 100 uM (Generi Biotech)

ssprimer POL R2, 100 pM {Generi Biotech)

Fast Start Tag Polymerace 5 U/ul (ROCHE)

Pozitivni kontrolni DNA ziskana z krve infikovaného zvifete
Izolovana DNA je uchovavana pii -70 a2 - 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 uM (Generi Biotech)

ssprimer ACT1135R, 100 uM {Generi Biotech)

sonda ACT1081HEX, 100 pi (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)

DNA Marker 100-1500 pb (BioLabs)

EDTAO0S5 M
10 M EDTA . 186,1 g{Sigma)
ultrafiltrovana voda ... ... 800 ml

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

TBE (10x)

Tris base . 108 g(Serva)
kyselinaborita . .. 55 g (Serva)

05 MEDTA(pHB0) .. . 40 ml{Serva)
ultrafiltrovana voda doplnit objem do 1000 ml

Poznamka: skladovani vyse uvedenych roztoku je pii pokojové teploté
DMNA Marker 100-1500 bp (BioLabs) skladovat pii -15 aZ -20°C
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Purifikace nPCR produktu

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

SloZeni purifikaéniho kitu

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

" Elution Buffer NE eluéni pufr (15 ml)

i Zkumavky s filirem (Zluté kolonky) skladovani pii pokojove teploté

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

skladovani pfi pokojové teploté

Reagencie neocbsazené 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

latexove rukavice(MSM)

plasté (VOS5 Krok)

Pristroje a pomucky

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

ffepacka MS-2 (IKA)

chlazena centrifuga 1-14K(Sigma)

centrifuga 5453 (Eppendorf)

centrifuga 5418 (Eppendorf)

chladici box CH-100 (Biosan)

vyhievna 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

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

laboratorni sklo pro pfipravu a skladovani roztokd (kadinky, odmé&mé

valce, )
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11.5. Diagnostika SRLV na zakladé LAMP analyzy

Metoda Loop mediated |sothermal Amplification (LAMP) je moderni metodou,
ktera umoZniuje vysoce specifickou, G¢innou a rychlou amplifikaci nukleovych
kyselin za izotermickych podminek. V porovnani s metodou PCR je realtime
LAMP specifict&jsi, citlivéjgi a rychlejgi. LAMP miZe byt také vhodnou detekéni
metodou v rozvojovych zemich, jelikoZ nevyZaduje nakladné wybaveni. Je
ekonomicky efektivni, a to i diky tomu, Ze pro vizualizaci neni potieba
elektroforetickeého zobrazeni. Dalsi vwhodou metody LAMP je jeji rychlost a tedy

moznost rychle a pfitom dostatecné presné analyzy v polnich podminkach.

Mezi zakladni komponenty kaZdé reakce patfi 4 oligonuklectidové primery, jejichZ
ucelem je rozpoznat 6 odliSnych oblasti na cilovem genomu a DNA dependentni
DMNA polymeraza (napif. Bst DMA polymeraza z organismu Bacillus
stearothermophilus nebo Gsp DNA polymeraza z organizmu Geobacillus sp.). Pro
metodu LAMP je rozhodujici spravny navrh primerd. Pro spolehlivy prib&h
analyzy jsou zapotiebi 4 oligonukleotidové primery. Dva jsou vn&jsi (F3 - forvard a
B3 - backward) a dva jsou vnitini primery (FIP - forward inner primer a BIP -
backward inner primer). Dale se pouZivaji smyckové primery (LF — loop forward a
LB — loop backward) pro rychlepsi pribéh reakce. Pro spolehlivy prib&h analyzy
je nutné zajistit pfedepsané podminky primert. 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 diagnostické Gely se odebira periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu. Odebrana krev, ktera je oSetfena
antikoagulantem K:EDTA, je testovana po separaci plasmy a krevnich elementd
na prikaz protilatek i provirové DNA.

Extrakce DNA

Extrakce DNA z hostitelskych bunék se provadi pomoci automatu MagNA Pure LC
a komeréniho kitu MagMNA Pure LC Total NA Isolation kit uréeného pro tento
pfistro] a pro tento typ extrakce. Pfed vlastni automatickou izolaci byl proveden
preizolacni krok pomoci lyzaéniho roztoku a proteinazy K. SloZeni prelyzacniho
roztoku: GuSCN, Tris-HCI (pH 6 4), EDTA (pH 80}, Triton X-100. Z predchoziho
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 primerd byly pouZity éastecné sekvence DNA gag genu, ktera
se jevi jako vhodna oblast SRLV. VYéechny sekvence byly testovany v programu
Mfold (Zuker, 2003), kde byla zjiSténa pravd&podobnost tvofeni sekundammich
struktur. Navrh primerd z vybranych sekvenci probihal v programu PrimerExplorer
verze 5 za pfedem definovanych podminek. MNejddleZitgsi je dodrZet idealni
pomér G a C bazi mezi 50 - 60%, vzdalenost mezi primery, stabilitu na konci
primerd a optimalni teplotu tani primerovych oblasti mezi 59 — 65°C. Primery také
nesmi tvofit Zadné sekundarni struktury (Natomi a kol., 2000).

Po navrZeni byly primery nejdfive po jednom porovnavany s databazi GenBank
(NCBI) pro zjigté&ni teoretické specificity pro CAEV. K Iaboratornim analyzam byly
vybrany pouze primery, které mély nejv&tsi pifedpoklad pro specifickou detekci viru
CAEV a co nejniZsi pfedpoklad detekce ostatnich vird.

Sekvence primerl pouZivanych pro LAMP analyzu a detekci gag genu.

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

Optimalizace vech primerd probihala v gradientovém fedéni koncentraci MgSOs
a betainu. Reakéni smési pro metodu LAMP byly pripraveny v celkovém objemu
20 pl v nasledujicim sloZeni: 1,6 pM primeru FIP; 1,6 pM primeru BIP; 0,2 uM
primeru F3; 0,2 pM primeru B3; 1.4 mM dNTPs: 0 - 5mM MgSOs, 0 — 5mM
betainu, 3,2 pl templatové DNA, 8 U GspM20 DNA polymerazy, 2 pl 10X
reakéniho pufru a zbytek objemu byl doplnén steriini destilovanou Hz0.
Amplifikace probihala v termocycleru pii 60 - 65°C po dobu 30 — 60 minut s
naslednou zavéreénou denaturaci pfi 90°C. Po amplifikaci bylo do vzorkd pfidano
interkalaéni €inidlo ethidium bromid. Prob&hla elektroforeticka separace fragmenti
na 1% agarozovém gelu s 0,5X TBE po dobu 80 minut pfi 4 V/cm. Agardzovy gel
byl vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a dokumentacniho 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
interkalacni €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 souc¢asné dobé neni v CR k dispozici dostupna metodika zabyvajici se touto
problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen diléi a rozptylené ve
védeckych publikacich a monografiich, kieré se zabyvaji problematikou detekce
ptvodcd virovych onemocnéni ovci a koz, tj. maedi-visna virus avci (MVV) a virus
infek&ni artntidy a encefalitidy koz (CAEV).

Predkladana metodika zahmuje popis viech metodickych a analytickych postupd
od odbéru vzorku, pfes jeho uchovani, zpracovani a postupy imunochemické a
molekularni detekce MVV a CAEV.

Soucasti metodiky je | vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych detekénich metod.

Movost postupu spociva v kombinaci sérologicke a molekularné  biclogicke
identifikace infikovanych zvifat, dale v modifikaci extrakce provirové DNA a pouZiti
primerd, 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

JMetodika odb&rl a zpracovani vzorkl, serologického a molekularniho stanoveni
plvodce lentivirového onemocnéni ovci a koz" v prvni asti zahrnuje teoreticky
Uvod do problematiky. WV praktické ¢asti pak jsou uvedeny postupy potiebné pro
spravny odb&r vzorkl, izolaci protilatek a provirové DNA a protokoly pro PCR
detekci jednotlivych gend, resp. cilovych genotypa.

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych navodd  imunochemické/
serologicke a molekularni analyzy, na jejichZ zakladé lze provadét rutinni analyzy
vrozkl krve s cilem optimalni detekce pfitomnosti pavodcl virového onemocnéni.
Vystupem analyzy je pak detekce pozitivnich a negativnich zvifat na zakladé
imunochemické/serclogické a molekulami analyzy .

UZivatelé metodiky jsou pracovisté vyzkumna a wveterinarni, ktera mohou
s vyhodou wvyuZit pfednosti optimalizovanych postupl detekce pozitivnich a

negativnich zvirat. Metodika bude uplatnéna prostfednictvim SCHOK. § timto
subjektem byla uzavfena smlouva o uplatn&ni metodiky.
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V. Ekonomické aspekty

Pfedpokladané ekonomické pfinosy metodiky jsou kalkulovany aZ do vyse 15 000
tis. K& Dalsimi pfinosy pfedkladané metodiky jsou rozsifeni spektra technik a
metodickych postupd pouZivanych v diagnostickych laboratofich, rozsifeni
portfolia technik a sluzeb provadénych v laboratofi, metodicka a vzdélavaci
funkce.

Pfinosem pro chovatele je moZnost vyvozu plemennych zvifat (jehnic a berand) v
odhadovaném poétu 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 postupld uvedenych v metodice lze zapoditat pofizeni
nejnutn&jsiho investitniho a neinvesticniho vybaveni pro provoz laboratofe a
provedeni Ukond a postupd uvadénych v metodice v celkové minimalni vy$i 6,5 mil
KE. V piipad& 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 cipové
elektroforézy nebo fragmentaéniho analyzatoru ve vysi 1.4 mil K& Dalsi naklady
pak pfedstavuji naklady na chemikalie a na zakladé dlouhodobych kalkulaci éini
Jednotkova cena za analyzu jednoho vzorku 420 KE (ceny za chemikalie). V
uvedeném piikladu kalkulace nakladd nejsou uvedeny dopliikové naklady, odpisy,
naklady na vzdélavani a vyskoleni personalu laboratofe, naklady na vyvo] metod,
ktere jsou odvislé od konkrétni situace a wvybavenosti (materialni i personalni)
pracovisté.

Jako ekonomicky vyhodné&j$i se jevi analyza vzorkd ve specializovanych

laboratofich, kde lze sdilet naklady na pofizeni investic, vychovu a vzdé&lavani
pracovnikd, sluzby.
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7 Zavér

Pro v€asnou, rychlou a presnou detekci onemocnéni SRLV u ovci a koz se pouzité
postupy prokazaly jako vhodny néstroj pro v€asnou diagnostiku a prevalenci onemocnéni
ve stadu. V nékterych analyzovanych chovech se ukéazala vysoka prevalence onemocnéni
s vysokym procentem séropozitivnich zvirat. Molekularni analyza polymorfismu
v kandidatnim genu TMEM 154 prokazala vyskyt vSech tii genotypl, vazba na pfislusny
genotyp potvrzujici vyssi rezistenci nebo nachylnost k onemocnéni se ale neprokazala
s o¢ekavanou piesnosti pravdépodobné z divodu dalSich mutaci viru a piekonani diive
publikované vazby genotypu K35 s rezistenci k SRLV. Nicméné v této skupiné genotypu
se genotyp K35 jevi jako potencialni marker, jelikoz v analyzované skuping se projevuje
trend vySSi odolnosti proti onemocnénim zpusobenym SRLV u jedinci stimto
polymorfismem.

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

Dle diivejsich vyzkum je rezistence nebo naopak vnimavost k onemocnéni spojena
s polymorfismem na 35. pozici genu TMEM154.

Vysledky potvrzuji vétsi vyskyt rizikovych genotypu E35 a E35K u sérologicky
pozitivnich zvitat. Naopak genotyp K35 (dle dfivejSich vyzkumu souvisejici s odolnosti)
se u pozitivnich zvirat vyskytoval nejméne. Ale jeho vétsi podil u pozitivnich zvitat
ukazuje na moznou mutaci viru a adaptaci na napadeni zvifat s genotypem, ktery byl
povazovan za rezistentni.

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

Program prevence a profylaxe onemocnéni dle navrzenych metod sérologické
a molekularni analyzy 1ze efektivné aplikovat pro ozdraveni stad a pomaha zvysit celkové
povédomi o prevalenci onemocnéni zpusobenych SRLV v ¢eskych chovech. Tento
program je zaloZzen na vySetfovani symptomatickych zvirat, identifikaci nemocnych
zvitat na zékladeé sérologické nebo sérologické a molekularni analyzy a v ptipadé
potvrzeni vyskytu infekce tyto jedince vyfadit z chovu bez ohledu na jejich genotyp (v
ptipadé genovych rezerv do miry neohrozujici genetickou zékladnu chovu). Déle pak

provést molekularni analyzu chovnych jedinci a do chovu =zafazovat jedince
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s potencialné odoln€jsim genotypem. Pii obchodu se zvitaty dbat na daslednou kontrolu
zdravotniho stavu a vyuziti sérologické a molekularni analyzy pro prevenci vyskytu
infikovanych zvifat a pro vybér jedinct s potencialné odolnéjSim genotypem. Tento
program by mél pomoci ke snizeni vyskytu onemocnéni zptisobenych lentiviry u malych
prezvykavcl a snizovani poctu stad s infekci a onemocnénim MV/CAE. Tento systém
pomaha dale zamezit introdukci viru a onemocnéni infikovanymi jedinci ze zahranii pii
obchodovani se zviraty. Pii genetické charakteristice lentivirdh malych prezvykavca 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
zahranic¢i. Dulezité je samoziejmé dbat i na biosekuritu a spravnou chovatelskou praxi
jako nastroj prevence zavleceni onemocnéni do chovu.

Vzhledem k rostoucimu z4jmu o chov ovci a koz v CR je potieba podporovat rozvoj
chovu téchto zvirat, v€etné ohrozenych domacich plemen, z hlediska zdravotniho stavu
zvirat, Slechténi 1 podpory obchodu s plemennym materialem. Ozdravovaci program
od lentivirovych infekci malych prezvykavcl zaloZzeny na kombinaci piesné a rychlé
diagnostiky onemocnéni a pouziti sérologickych a molekularnich metod se jevi jako
mozné vychodisko pro feSeni soucasné nakazové situace a vedouci k postupnému

ozdravovani chova v Ceské republice.
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PRILOHA 1 Piehled proteinii viru HIV-1 a jejich funkce

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

Gene Size* Protein Funclion
P Pro5Gag precursor of the mner structural proleins
pd capsid prodein (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
p6 involved in virus particle release
pol Pri6tGagFol precursor of the viral engymes
plo protease (PR) protealytic cleavage of Gag (Pr55) and Gag-Pol (Prlé0GagPol) precursor protein; release of
structural proteins and viral enzymes
p5l reverse transcriptase (RT) transcription of HTV RMA in proviral DNA
p15 (66} RNase H degradation of viral RNA in the viral RNA/TINA replication complex
p3z integrase (TH) integration of proviral DNA into the host genome
eny Priplad precursor of the envelope proteins SU and TM, deavage by cellular protease
gplan surface ghycoprotein (SUT) attachment of virus to the target cell
gl transmembrane protein (TM) anchorage of gp120, fusion of viral and cell membrane
taf pl4 transactivator protein activator of transcription of viral genes
rev pl1e BNA splicing regulator regulates the export of non-sphiced and partially spliced viral mRNA
nef pa7 negative regulating factor miristilated protein, influence on HTV replication, enhancement of infectiviry of viral
particles, downregulation of CD4 on target cells and TTLA cells on target
wif p3 viral infectivity protein critical for infectious virus production in vive
vpr pl5 virus protein r component of virus particles, interaction with pé, facilitates virus infectivity, effect on the cell
cycle
Vi pl6 virus prolein unigue efficient virus particle release, control of CD4 degradation, modulates intracellular trafficking
vpx pls virus protein x interaction with ps in virus particles, involved in early steps of virus replication of HIV-2,
component of virus particles
tew P26 tatfrev protein Tat-Fnv-Rev fusion protein, regulates the activity of Tat and Rev in nuclens

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