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Abstrakt 

Lentivirové infekce malých přežvýkavců (SRLV - Small Ruminant Lentiviruses) známé 

jako onemocnění maede-visna u ovcí a virová artritída a encefalitida u koz jsou rozšířené 

po celém světě a způsobují značné ekonomické ztráty. Lentivirová onemocnění byla 

zahrnuta do aktuální Metodiky kontroly zdraví zvířat a nařízené vakcinace pro chovy 

zařazené v kontrole užitkovosti. Kontrolní programy jsou zpravidla založené na 

sérologickém screeningu a následně jsou sérologicky pozitivní zvířata vyřazena z chovu. 

V literárním přehledu uvádím významné lentiviry včetně těch, které nebyly předmětem 

analýz. 

Cílem této práce byl screening výskytu lentivirových infekcí u malých přežvýkavců 

v České republice a dále pak genotypizace vybraného kandidátního markeru a nalezení 

genotypu souvisejícího s možností genové rezistence. 

Celkem bylo odebráno přes 3200 vzorků krve ovcí a koz u chovatelů v rámci celé 

České republiky. Genotypizace byla provedena u stád, kde byl zachycen výskyt 

sérologicky pozitivních zvířat. Amplifikace zkoumané sekvence D N A byla prováděna 

pomocí PCR (Polymerase chain reaction) analýzy, při správné amplifikaci daného úseku 

následovala sekvenační analýza a výsledky byly statisticky vyhodnoceny. 

V mé práci jsem došla k závěru, že v České republice byl dosud zachycen výskyt 

2 z 5 možných genotypů S R L V (genotyp A a B) a distribuce různých subtypů u ovcí a 

koz. Nej větší rozdíly vykazovaly sekvence u genotypu A, kde jedna skupina izolátů 

vykazovala možnost zařazení do zcela nového subtypu. 

U ovcí se podařilo identifikovat všechny tři genotypy genu TMEM154. Výskyt 

sérologicky pozitivních byl statisticky významně vyšší u zvířat s rizikovým genotypem. 

Z důvodu možné mutace viru a vzniku nového subtypu genotypu A je pravděpodobnost 

větší adaptace viru pro napadení a infekci jedinců s více rezistentním genotypem. 

U koz byl prokázán pouze jeden genotyp, takže zde s nej větší pravděpodobností nelze 

najít marker související s rezistencí proti SRLV infekcím. 

Klíčová slova: lentiviry, SRLV, genotypizace, marker, přežvýkavec, 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 D N A 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 S R L V 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 S R L V infections. 

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

Lentiviry patří do skupiny R N A virů, které jsou původci mnoha onemocnění. Společnými 

znaky těchto nemocí je například dlouhá inkubační doba, pomalý, často latentní průběh 

a dosud žádná známá léčba. 

Napadají širokou škálu živočišných druhů, včetně člověka. U malých přežvýkavců 

se jedná o maedi-visna virus ovcí (MVV) a virus artritídy a encefalitidy koz (CAEV). 

Souhrnně se tyto lentiviry označují jako lentiviry malých přežvýkavců. Lentiviry dále 

například u koní způsobují infekční anémii a u skotu imunodeficienci. U lidí patří do 

skupiny lentivirů virus HIV způsobující onemocnění AIDS (syndrom získaného selhání 

imunity). 

Lentiviry malých přežvýkavců (SRLV) způsobující onemocnění maedi-visnu ovcí 

(MV) a artritídu a encefalitidu koz (CAE), jsou rozšířeny po celém světě. Tyto choroby 

jsou neléčitelné a neexistují proti nim účinné vakcíny. Vzhledem k současné nákazové 

situaci jsou onemocnění M V a C A E významným problémem. Způsobují ekonomické 

ztráty a vytváří bariéru při obchodování s plemenným materiálem (nejen v EU) či při 

pořádání chovatelských akcí (výstavy, svody). Chovy v ČR zařazené v kontrole 

užitkovosti (KU) musí být M V a C A E prosté, výjimku má pouze šumavka. 

Fylogenetická analýza odhalila, že M V V a C E A V jsou z velké části shodné. Přenos 

je možný jak mezi jednotlivci či chovy (přenos horizontální), tak z matky na potomky 

(přenos vertikální). 

Zatímco výskyt M V je doložen téměř celosvětově, výskyt C A E je hlášen spíše z 

oblastí s intenzivním chovem koz. Faktem, který poměrně komplikuje ozdravení chovů 

od tohoto onemocnění, je poměrně dlouhá, a ještě k tomu individuálně specifická délka 

mezi infekcí a sérologickou odezvou. V praxi to znamená, že zvíře, ač nakažené, může 

být sérologicky negativní. 

Onemocnění se vyskytuje ve dvou formách, ve formě progresivní pneumonie 

(Maedi) a nervové formě (Visna). Výrazně častěji se na území ČR vyskytuje forma 

Maedi. Aktuálně se laboratorní diagnostika provádí na Státním veterinárním ústavu za 

použití metod ELISA (průkaz protilátek) a v případě pozitivního výsledku pak pomocí 

RT-PCR (real-time PCR) pro průkaz provirové DNA. 

Nejčastěji přenos probíhá kapénkovou cestou. V běžných podmínkách prakticky 

nelze ve stádě zamezit šíření nákazy. V dřívějších dobách byl výrazným rizikovým 
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faktorem odběr vzorků krve ve stádě j ednou j ehlou, ale v dnešních dobách snad k tomuto 

již nedochází. 

Klinický obraz u nemocných zvířat je spíše neurčitý, často si chovatel ani nevšimne, 

že je zvíře nemocné. 

U koz se onemocnění vyskytuje stejně jako u ovcí ve dvou formách, ve formě 

artritické, která je výrazně častější a formě encefalitické, jejíž výskyt je nízký a 

zdokumentovaný spíše u mladších zvířat. 

Mnohé výzkumy se zabývaly možností genetické rezistence ovcí k onemocnění M V . 

Díky stále vzrůstajícímu zájmu o chov ovcí a také díky vývoji metod molekulární biologie 

byl vyvinut speciální čip pro ovce Ovine SNP50 BeadChip (Illumina Inc.; San Diego, C A 

USA), který analyzuje 50 tisíc jednonukleotidových polymorfismů (SNP). S použitím 

tohoto bylo vytipováno několik nadějných lokusů s předpokládanou asociací s geneticky 

podmíněnou rezistencí. Nej silnější afinitu k odolnosti vykazoval polymorfismus v genu 

pro transmembránový protein TMEM154. 

Maedi-visna virus má 5 genotypů (A, B, C, D a E) a součástí práce bude i analýza 

distribuce virových genotypů v České republice. 

Pokud by se opravdu prokázal vztah určitého genotypu k větší odolnosti nebo naopak 

náchylnosti k lentivirovým onemocněním, mohlo by to vést k efektívnej ší plemenitbe 

a rychlejšímu ozdravení chovů. 
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1 Lentiviry 

Viry lze obecně specifikovat jako malé obligatórni intracelulární parazity s RNA 

(ribodeoxynukleové kyseliny) nebo D N A (deoxyribodeoxynukleové kyseliny) genomem, 

jež jsou obklopeny ochranným proteinovým obalem a které přenášejí svůj genetický 

materiál do infikovaných buněk (Miyoshi, 1998). Mezi viry se mimo jiné řadí také 

lentiviry způsobující v hostitelských orgánech chronická onemocnění. Jejich název je 

odvozený od dlouhé inkubační doby onemocnění (lentus - pomalý), jež je těmito viry 

vyvoláváno (Lois, 2002). Délka doby od počátku infekce do nástupu onemocnění se může 

protáhnout na několik měsíců, či dokonce několik let. Lentiviry infikují široké spektrum 

savců, jako jsou primáti, kopytníci (koně, skot, ovce, kozy) a kočkovité šelmy (Durand, 

Cimarelli, 2011). 

Lentiviry produkují vysoké titry virových částic (Yaniz-Galende, Hajjar, 2014). 

Lentiviry patří do skupiny retrovirů. Retroviry, jež nejsou u zdravých jedinců běžně 

přítomné, se označují jako exogénni. Ty, které tvoří sekvence D N A v buněčných 

genomech, jež jsou s retroviry homol ogické, se označují jako retroviry endogenní. Stane-

li se vir součástí genomu zárodečné linie, kdy se dědí v hostiteli do dalších generací 

(Morita, 2004). 

Vědci si dlouhou dobu mysleli, že lentiviry nejsou schopny proměny v endogenní 

formu (Moss, 1989). Endogenní formy lentivirů byly poprvé popsány až v roce 2007 

v genomu králíka, následně také u lemurů a fretek. V roce 2014 popsal lentivirovou D N A 

v genomu letuchy malajské tým vědců z Ústavu molekulární genetiky Akademie věd 

České republiky. Tento významný objev endogenního lentivirů nazývaný ELVgv 

(Endogenous Lentivirus Galeopterus variegatus) je do současnosti nej starší lentivirovou 

sekvencí, která je popsaná a která poskytuje ucelené informace o původu těchto virů. 

Letucha malajská je asijský stromový plachtící savec. Jde o nejbližší příbuzný druh 

primátů, od nichž byli tito savci odděleni zhruba před 81 miliony let. V této studii byly 

analyzovány lentiviry u čtyř druhů malajských letuch, kdy jejich přítomnost potvrdil 

v rámci všech zkoumaných druhů. To ukazuje existenci tohoto viru již v době před jejich 

druhovým rozdělením. Vzhledem k tomu, že se ELVgv nenachází také u jiných savců, je 

časový interval proniknutí tohoto lentivirů do genomu letuch 15 až 81 milionů let (Hron, 

2014). 

Tento časový úsek byl pak ještě dále zúžen v rámci použití přesnějších 

fylogenetických metod s možností analýzy změn v sekvencích ELVgv, jež probíhají při 
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začleňování do genomu hostitele a přepisu R N A do DNA, na 40 až 60 milionů let. Elleder 

věří, že pokud bude úspěšný i další objev endogenní sekvence u jiných savců, bude 

lentiviry možné studovat ještě hlouběji do historie (Hron et al., 2016). Výzkumy tak 

posunují předpokládaný vznik tohoto viru až za hranice geologického období třetihor 

(Hron et al., 2016). To, že se podařilo nalézt změny způsobené pozitivní selekcí působící 

na jeden z antivirových restrikčních faktorů TRIM5 u společného předka letuch 

(Dermoptera) by do budoucna mohlo vést k objasnění mechanismů, prostřednictvím 

kterých se jejich předchůdci lentivirovým infekcím ubránili (Hron et al., 2016). Vznik 

lentivirů lze však i přes výše uvedené označit za téměř neprozkoumaný (Hron et al., 

2016). Předchůdce lentivirů byl objeven v roce 2009. Šlo o endogenní „foamy" virus 

(Sloth Endogenous Foamy Virus = SloEFV) z podčeledi spumaviry, který byl vědci 

zachycen v genomu lenochoda (Farkašová, 2017). 

1.1 Klasifikace lent iv irů 

Lentiviry se dle klasifikace Mezinárodního výboru pro taxonomii virů (ICTV) řadí 

do jednoho ze sedmi rodů čeledi Retroviridae (Strnad et al., 2003). Jejich podčeledi je 

Orthoretrovirinae (Luciw, 1996). Jde o sférické viry o průměru přibližně 80 až 120 nm 

(Helio, 2013). Jsou to R N A viry využívající reverzní transkriptázy (Strnad et al., 2003). 

Reverzní transkriptáza (RNA-dependentní DNA-polymeráza) je enzym, který tvoří 

molekulu D N A na základě přepisu informace, jež je uložená v R N A s opačným 

postupem, než je tomu při běžné buněčné transkripci (Vokurka, Hugo, 2019). 

Enzym se tedy podílí na přeměně R N A na DNA, j ež se začleňuj e do genomu hostitele 

(Yaniz-Galende, Hajjar, 2014). Lentivirů je devět druhů. Sedm z nich je živočišných a 

dva lidské. Živočišné lentiviry se vyskytují u ovcí, kde se jedná o vir maedi-visna, u koz, 

kde jde o virus artritídy a encefalitidy (CAEV), u skotu - virus imunodeficience skotu 

(BIV), u koní - infekční anemický virus (EIAV), u koček, kde jde o virus kočičí 

imunodeficience (FIV), dále lentivirus pum (PLV) a opic - virus opičí imunodeficience 

(SIV). Lidskými druhy lentivirů jsou virus lidské imunodeficience 1 (HIV-1) a virus 

lidské imunodeficience 2 (HIV-2), (Miyoshi, 1998). Schéma taxonomického zařazení 

lentivirů uvádí obrázek číslo 1. 
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Family Sub-Family 

Retroviridae 

wirinae 

Genus 

Alpharetrovirus 

Beta retrovirus 

Deltaretrovirus |  

' Epsilonretrovirus\ 

1 Gammaretrovirus\ 

Lentivirus 

{Spumaretrovirinaef—^ Spumavirus 

Bovine immunodeficiency 
virus 

Caprine arthritis 
encephalitis virus 

Equine infectious anemia 
virus  

Feline immunodeficiency 
virus 

Human immunodeficiency 
virus 

Human immunodeficiency 
virus 2  

Puma lentivirus 

Simian immunodeficiency 
1/'V"C 

Visna/maedi virus 

Obrázek 1 Schéma taxonomického zařazení lentivirů (Helio, 2013) 

Retroviry mají svou dědičnou informaci uloženou v molekulách R N A a lze je rozdělit na 

jednoduché a složité. V rámci tohoto dělení se lentiviry řadí do retrovirů složitých, jelikož 

mají více možností sestřihu RNA, což s sebou nese jejich zvýšenou variabilitu, co se týče 

genových produktů. Společným znakem retrovirů je přítomnost dlouhých koncových 

repetic (LTR) na obou koncích retrovirového genomu (Shytaj, 2015). Tyto LTR se 

skládají z přímých repetic (oblasti R) a dále i z unikátních sekvencí (Unique 3 - U3, 

Unique 5 - U5), které jsou zase důležité pro transkripci. Oblast U3 obsahuje virový 

promotor a enhancerové elementy, zatímco v oblasti R je umístěno iniciační místo 

mRNA. Funkce U5 oblasti není zcela objasněna, nicméně odděluje oblast R od vazebného 

místa pro primer - PBS (primer binding site), V případě HIV stejně jako SRLV slouží 

jako primer zahajující reversní transkripci tRNA (transferová RNA) (Bennett, 2020). 

Mezi sekvencemi L T R se nachází tři strukturální geny, a sice gag, pol a env (Strnad et 

al., 2003). 

Viry opičí imunodeficience SIV se větví do dalších pěti linií, které nesou název podle 

svého hostitele (SM - mangabej kouřový, A G M - africká zelená opice, CPZ - šimpanz, 

M N D - mandril, S Y K - syke) (Durand, Cimarelli, 2011). Primáti, již jsou tímto virem 

přirozeně infikovaní, zůstávají obvykle zdraví, bez vývoje infekce, jež by přešla 

v onemocnění AIDS. Přenos těchto virů na člověka vedl ke vzniku pravděpodobně 
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nej študovanej šího lentiviru, kterým se zejména kvůli pandemii AIDS stal HIV. U člověka 

je kinetika i pandemický potenciál tohoto viru výrazně odlišný, než je tomu v případě 

opic. HIV způsobujícího AIDS (syndrom získaného imunodeficitu) existují dva vzdálené 

subtypy. Ve většině světových oblastí převažuje subtyp HIV-1, který je úzce příbuzný 

SIVcpz a který v nepřítomnosti antivirové léčby indikuje rychlý nástup syndromu. 

Především v západní Africe byl pak izolován subtyp HIV-2, který je úzce příbuzný 

SIVsm a který má pomalejší nástup syndromu. Oba typy vznikly s nej větší 

pravděpodobností nezávislým přenosem SIV na příslušníky afrických domorodých 

kmenů. Ve světovém měřítku je hlavní příčinou AIDS kmen HXB-2-HIV-1, jenž je 

používán jako prototyp většiny studií týkajících se tohoto onemocnění (Durand, 

Cimarelli, 2011; Miyoshi, 1998; Strnad et al., 2003). 
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1.2 Ž ivo tn í cyklus lent iv irů 

Životní cyklus lentivirů lze rozdělit do šesti fází, kterými jsou vazba a vstup, obnažení 

genomu, reverzní transkripce, prozatímní integrace, syntéza a shromažďování proteinů 

a pučení. Tyto fáze zobrazuje schéma životního cyklu lentivirů, označené jako obrázek 

číslo 2 (Sakuma, 2012). 

Proviral D N A 

Obrázek 2 Schéma fází životního cyklu lentivirů (Sakuma, 2012) 

Aby mohl lentivirus začít svůj životní cyklus, musí nejprve vstoupit do cílové buňky. 

Tento vstup probíhá buďto formou endocytózy, nebo fúze s buněčnou membránou, poté, 

co se virus naváže na specifický receptor. Lentivirus se tak na cílovou buňku váže 

prostřednictvím interakcí mezi glykoproteinem ve svém obalu a specifickými 

povrchovými receptory buňky hostitele. Například pro HIV-1 je tímto receptorem 

buněčný povrchový lymfocytový marker CD4 a jeho chemokinový receptor typu 4 

CXCR4 (exprimovaný na T-lymfocytech) nebo CCR5 (C-C chemokinový receptor typu 

5) exprimovaný na monocytech. Chemokinový receptor CXCR4 je široce exprimován v 

buňkách imunitního i centrálního nervového systému (Jazin et al., 1997; Moepps et al., 

1997). Může zprostředkovat migraci klidových leukocytu a hematopoetických 

progenitorů 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 hlavním receptorem pro kmeny viru 

lidské imunodeficience-1 (HIV-1), který vzniká v průběhu progrese infekce HIV k AIDS 

(Feng et al., 1996). Po rozpoznání receptoru mění virové transmembránové proteiny 

konformaci pro usnadnění membránové fúze s buňkou hostitele, což vede k virovému 

vstupu (Durand, Cimarelli, 2011; Helio, 2013; Sakuma, 2012; Ulbricht et al., 2012). 

Po vstupu do buňky se antivirové jádro obnaží a uvolní se virový genom i virové 

proteiny do cytoplazmy, kde dojde k reverzní transkripci. Virová R N A je použita jako 

templát a spolu s hostitelskými nukleotidy a reverzní transkriptázou se syntetizuje 

provirová DNA. Po reverzní transkripci je vzniklá D N A transponována do jádra a 

integrována do genomu hostitelské buňky za pomoci enzymu integrázy. Genetický 

materiál viru je tedy transportován do jádra cílové buňky, kde se integruje do 

chromozomu hostitelské buňky. Tento proces se nazývá provirová integrace. Integrovaný 

provirus může přetrvávat v latentní formě jako trvalá součást genomu buněk i řadu let. 

Mechanismus aktivace viru a procesu transkripce není dodnes znám (Aldovini a Young, 

1990). 

Transkripce z integrovaného proviru má za následek transport buď úplných genomů 

R N A či tvorbu RNA, jež kódují enzymatické a strukturální proteiny (tzv. translace). První 

virové mRNA se mnohonásobně spojují do krátkých transkriptů kódujících nestrukturální 

proteiny Tat, Rev a Nef, jež usnadňují produkci dalších transkriptů. Tat zesiluje 

transkripci jiných strukturálních proteinů, Rev usnadňuje transport střižených 

a nesestřižených virových mRNA do cytoplazmy. Sestříhané transkripty kódují env 

i doplňkové proteiny a nesestříhané virové R N A jsou přeloženy do gag a pol nebo působí 

jako genomické R N A pro virové potomky. Virový R N A genom je tedy uvolňován a 

reverzně transkribován za vzniku DNA. Část transkriptů slouží pro syntézu virových 

proteinů a část je inkorporována do nově vznikajících částic jako genomová RNA. Tím 

je nastartovaná pozdní fáze virového životního cyklu (Durand, Cimarelli, 2011; Helio, 

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

V konečné fázi se virový genom a proteiny shromáždí na plazmatické membráně 

a uvolní se z buňky hostitele. Dojde tedy ke sloučení s buněčnou membránou, což vede 

k uvolnění virového nukleoproteinového komplexu, který se skládá z virového genomu 

s proteiny hostitelských buněk. Určení přesného složení virového komplexu je obtížné, 

jelikož jde o labilní strukturu, která se v čase mění, v rámci přizpůsobování se přeměně 

virového genomu z R N A na DNA. Část komplexu je navíc během infekce v „nefunkční" 
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formě. V rámci tohoto procesu vykonává svoji činnost enzym virová proteáza 

na specifických polyproteinech, kde uvolňuje strukturální proteiny a nově vzniklým 

virionům tak předává infekčnost, čímž získají schopnost znovu zahájit životní cyklus 

(Durand, Cimarelli, 2011; Helio, 2013; IBIDI, 2016; Miyoshi, 1998; Sakuma, 2012; 

Ulbricht etal.,2012). 

Nezralé virové částice se z buněk uvolňují pučením. Potom, co nezralý vir opustí při 

pučení buňku, dojde ke štěpení proteinů gag a pol za vzniku zralého infekčního virionu 

(Helio, 2013). 

U většiny typů virů se přepisuj e virová D N A do R N A a až poté se převádí na protein. 

U retrovirů je R N A nejprve reverzně transkribována do D N A a odtud se pak integruje 

do genomu hostitelské buňky. Po integraci hostitelská buňka přepíše virové geny 

společně s geny vlastními, čímž utvoří stabilní expresi transgenu (Sakuma, 2012). 

Životní cyklus lentivirů lze tedy rozdělit do dvou fází. V rámci první fáze dochází 

k přenosu virového genomu do hostitelské buňky. A ve fázi druhé k jeho šíření 

(Durand, Cimarelli, 2011). 

1.3 Struktura lent iv irů 

Lentiviry disponují obalem, dvojitou lipidovou membránou, jsou mírně pleomorfní, 

kulovité a měří 80-100 nm v průměru. Výstupky na povrchu způsobují, že povrch těchto 

virů vypadá drsně. Na povrchu viru mohou být také přítomny rovnoměrně rozptýlené 

drobné hroty (o délce kolem asi 8 nm). Nukleokapsidy neboli jádra jsou izometrická. 

Nukleoidy jsou soustředné a tyčovité nebo ve tvaru komolého kužele (Helio, 2013). 

Lentiviry j sou tvořeny ve svém vnitřním prostředí řetězci RNA, enzymy a proteiny 

(Helio, 2013). Infekce je zahájena připojením virové částice k buněčnému povrchu 

(Clapham, McKnight, 2002). Genom lentivirů se skládá z jednovláknové RNA, která se 

během procesu replikace přemění na dvouvláknovou D N A (Sakuma, 2012). 

Stejně jako všechny retroviry mají lentiviry geny gag, pol a env, kódující virové 

proteiny v pořadí: 5' -gag-pol-env-3'. Na rozdíl od j iných retrovirů však 1 entiviry maj í dva 

regulační geny, tat a rev. Mohou mít také další doplňkové geny v závislosti na viru (např. 

pro HIV-1: vif, vpr, vpu, nef), jehož produkty se účastní regulace syntézy a zpracování 

virové R N A a dalších replikačních funkcí. Dlouhá koncová repetice (LTR) je dlouhá asi 

600 nt, z toho oblast U3 je 450, sekvence R 100 a oblast U5 je dlouhá asi 70 nt (Gilbert 

et al., 2003). 
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Retroviry nesou specifické proteiny ve svých kapsidách, které se typicky spojují 

s genomem RNA. Tyto proteiny se typicky účastní raných fází replikace genomu a 

zahrnují reverzní transkriptázu a integrázu. Reverzní transkriptáza je virově kódovaná 

RNA-dependentní D N A polymeráza. Enzym využívá genom virové R N A jako templát 

pro syntézu komplementární kopie D N A (Blomer et al., 1997). 

Reverzní transkriptáza má také aktivitu RNázy H pro destrukci RNA-templátu. 

Integráza váže jak virovou cDNA generovanou reverzní transkriptázou, tak hostitelskou 

DNA. Integráza zpracovává L T R před vložením virového genomu do hostitelské DNA. 

Tat působí jako trans-aktivátor během transkripce ke zvýšení iniciace a prodloužení. 

Element reagující na Rev působí post-transkripčně, reguluje sestřih mRNA a transport do 

cytoplazmy (Gilbert et al., 2003). 

Zobrazení struktury genomu HIV-1 a lentivirové částice ukazuje obrázek číslo 3. 

Capsid 
Envelope i 

env proteins 
y SU (surface) 

T M (transmembrane) 

gag proteins 
M A (mattrix) 

NC (nudeocapsid) 

CA (capsid) 

pol proteins 
PR (protease) 

RT (reverse transcriptase) 

OU (dUTPase) 
IN (integrase) 

RNA 

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

Protein gag je transkribován nejprve do nevyzrálé mRNA a poté je rozštěpen do 

transkriptů kódujících tři proteiny, kterými jsou proteiny matricové (MA), jež jsou 

nebytné pro stavbu virionu a infekci nedělících se buněk, kapsidové proteiny (CA) tvořící 

hydrofóbní jádro a nukleokapsidové proteiny (NC), které chrání genom virionu. Gen pol 

kóduje virovou proteázu, reverzní transkriptázu a integrázu, což jsou enzymy nezbytné 
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pro replikaci viru. Gen env kóduje během zrání viru povrchové glykoproteidy, nezbytné 

pro vstup viru do buňky hostitele, jelikož umožňují vazbu na buněčné receptory nebo fúzi 

buněčnými membránami. Mimo tyto geny strukturální obsahují lentiviry také geny 

regulační, jejich podrobnější popis bude uveden v rámci kapitoly 2.1.2 (Sakuma, 2012). 

1.3.1 Genomická struktura SRLV (small ruminant lentivirus) 

Genom SRLV se skládá ze tří strukturních genů, gag, pol a env, a tří doplňkových genů, 

vif tat a rev (obrázek 4) (ĽHorame et al., 2011; Reina et al., 2009). Gen gag kóduje 

kapsidové proteiny, pol kóduje virové enzymy proteázu, reverzní transkriptázu a 

integrázu a env kóduje obalové glykoproteiny gpl35 (SU) a gp38 (TM) (Abelson, 

Schoborg, 2003). Zatímco gen tat je pro účinnou virovou replikaci nepostradatelný 

(Harmache et al., 1995), vif j e absolutně nezbytný pro účinnou in vivo replikaci viru a 

patogenitu (Harmache et al., 1996; Kristbjornsdottir et al., 2004). Ohraničující konce 

provirové D N A jsou oblasti dlouhých terminálních repetic (LTR), které obsahují oblasti 

U3, R a U5 (Angelopoulou et al., 2006; Angelopoulou et al., 2008; Leroux, 2008). Tyto 

oblasti poskytují signály potřebné pro virovou transkripci a integraci do hostitelského 

genomu (Angelopoulou et al., 2008). Lentiviry malých přežvýkavců se liší od lentivirů 

primátů v tom, že jejich proteiny Tat netransaktivují virové promotory L T R (Villet et al., 

2003a). Protein SRLV Tat je spíše funkčně podobný proteinu Vpr HIV typu 1 (HIV-1) 

(Villet et a l , 2003b). 

Genom HIV-1 je podobný genomu SRLV, je však složitější a obsahuje další geny 

(Valas et al., 2008). Na rozdíl od SRLV obsahuje HIV-1 devět genů kódujících 15 

proteinů; tyto geny zahrnují strukturní geny gag, pol a env, které kódují kapsidové 

proteiny, virové enzymy a obalové glykoproteiny, gpl20 (SU) a gp41 (TM), v daném 

pořadí (Watts et al., 2009). Nestrukturální geny HIV-1 se skládají z vif, tat, rev, nef, vpu 

a vpr a jsou spojeny s patogenezí HIV-1 a imunitním únikem (Malim et al., 2008). Stejně 

jako genom SRLV obsahují lemující konce proviru L T R sestávající z oblastí U3, R a U5 

(Arellano et al., 2010). Kromě toho byla v oblasti L T R HIV-1 identifikována řada 

promotorových a enhancerových prvků. Některé z těchto prvků odezvy zahrnují AP-1, 

N F - K B a Spi, důležité transkripční faktory související s imunitou hostitele, které všechny 

vedou k aktivaci transkripce a replikaci viru (Katagiri et al., 2006). Na obrázku 4 je 

znázorněno porovnání genomické struktury lentivirů malých přežvýkavců (SRLV) a 

HIV-1. 
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S R L V 

Obrázek 4 Genomická organizace SRLV a HIV-1 (Valas et al., 2008) 

1.4 G e n e r a č n í přenos lent iv irů 

Po nakažení hostitelské buňky retrovirem je potřebné, aby vir vpravil svůj genetický 

materiál do jejího chromozomu. Jen tak se může nadále reprodukovat. V případě, kdy 

virus nakazí buňku rozmnožovací a z daného vajíčka či spermie vzejde potomek, může 

se stát sekvence viru permanentní součástí hostitelského genomu za vzniku endogenního 

retroviru (Farkašová, 2017). 

Lentiviry mají schopnost se během svojí replikace integrovat do genomu hostitelské 

buňky. Je-li touto hostitelskou buňkou ta pohlavní, tím se eventuálně stanou součástí 

dědičné genetické informace hostitelského druhu a budou dále přecházet do dalších 

generací. Vědci se původně domnívali, že jejich infiltrace do pohlavních buněk je 

nesmírně vzácná. To však dle nové studie realizované týmem biologů texaské univerzity 

vyvrací. Ti hledali dědičnou informaci lentivirů u několika druhů lemurů z Madagaskaru. 

Téměř kompletní sekvence D N A lentivirů objevili u šesti druhů lemurů zrodu 

Microcebus, do něhož patří mimo jiné také nej menší primát světa maki trpasličí 

(Gifford, 2008). 

V genomu makiho trpasličího objevili vědci zlomky endogenního lentivirů v roce 

2008 (Farkašová, 2017). Stabilní součástí genomu primátů tohoto rodu se lentiviry staly 

před 4,2 miliony let. V té době však byly začleněny i do dalšího rodu makiů, 
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Cheirogaleus. Což dokazuje, že lentiviry mohly během evoluce velmi úspěšně a také 

opakovaně infiltrovat D N A pohlavních buněk primátů (Gifford, 2008). 

1.5 Schopnost infekce lentiviry 

Schopnost lentiviru infikovat buňky in vitro závisí na typu buněk v buněčné kultuře. 

Různé typy buněk tak vyžadují pro úspěšnou transdukci a poražení cílového genu různý 

počet lentivirových částic na buňku (MOI - multiplicity of infection). Teoreticky lze říci, 

že vyšší MOI bude generovat vyšší počet transdukci na buňku, vyšší počet integrací 

transgenu i vyšší expresi. Schopnost infekce je poměrem virových částic, jež byly využity 

k infikování buňky ke skutečnému počtu buněk (Sakuma, 2012). 

počet lentivirových částic 
MOI = - ;— , , v  

počet buněk v kultuře 

Titr lentivirových částic je uváděn obvykle transdukční jednotkou T U nebo infekční 

jednotkou IU na mililitr. V případě 1 IU jde o 1 infekční částici, tedy k infikování 

například 106 buněk bude použito 106 IU. MOI je v tomto případě 1. Použije-li se 

k infikování stejného počtu buněk 5 x větší množství UI (5 x 106), pak je MOI rovno 5 

(Sakuma, 2012). 
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2 Infekce lidí způsobované lentiviry 

Lidský genom je z jedné desetiny tvořený virovou DNA, která patří k „cizorodým" 

složkám organismu, jež mají v rámci evoluce nedozírný význam. Jde o zbytky virů 

z rodiny retrovirů, j ež v minulosti infikovaly buňky předků člověka. Pozůstatky dávných 

retrovirových onemocnění - endogenní retroviry (human endogenous retroviruses = 

HERVs) patří mezi přenositelné elementy obsahující L T R sekvence na 5' i 3' konci. 

Lidské endogenní retroviry tvoří až 8 % lidského genomu. Nejsou jen nepotřebnými 

elementy, ale zastávají i klíčové funkce. Zvětšují plasticitu lidského genomu a v 

některých případech se v L T R mohou nacházet vazebná místa pro určité proteiny (např. 

p53) (Pluta, 2009). 

Uchování schopnosti rozmnožování bylo oproti některým jiným organismům 

v případě endogenních virů člověka prokázáno už v nedávné době. Tyto enndogenní viry 

mají s retroviry společné znaky v rozmnožování. Stejně jako u endogenních virů se tyto 

„parazitické D N A " označují společně jako retroelementy a tvoří cca 40 % lidské DNA. 

Veškeré sekvence kódující proteiny oproti tomu tvoří pouze zhruba 1,1 % genomu 

(Matoušková, 2005). 

Lentiviry mají schopnost transdukce do dělících se i nedělících se buněk, což jim 

umožňuje infikovat kmenové buňky, srdeční buňky či kardiomyocyty tak, aniž by 

po infikování vykazovaly imunitní odpověď (Yaniz-Galende, Hajjar, 2014). Mimo to 

jsou lentiviry jedinečnými členy čeledi Retroviridae, jelikož většina retrovirů není 

schopná produktivně infikovat nedělící se buňky (Sakuma, 2012). Lentiviry j sou schopné 

vyvolat širokou škálu patologií u různých živočišných druhů, člověka nevyjímaje. 

Klentivirům s afinitou k primátům patří HIV-1, HIV-2 a SIV, které způsobují 

onemocnění AIDS u lidí. Virus lidské imunitní nedostatečnosti patří k nej studovanějším 

lentivirům. 

Vysoká virulence viru je obecně znakem nově vzniklých onemocnění. V případech, 

kdy se jedná o virus smrtící, virus zabíjí mimo hostitele i sám sebe. Starší a rozvinutější 

choroby jeví známky nižší virulence, z tohoto důvodu se rozmnožují úspěšněji 

(Farkašová, 2017). 

2.1 H I V 

Vývoj virů j e ve srovnání s vývojem člověka mnohonásobně rychlejší. Viry jsou schopné 

se množit v rámci dní a s vyšší rychlostí mutace RNA, z čehož vyplývá, že virus HIV se 
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vyvíjel miliónkrát rychleji než člověk. Vzhledem k tomu, že se HIV vyvíjí již miliony let, 

tak by se dalo přepokládat, že by měl mít dnes podobu silně sofistikovaného, vyvinutého, 

smrtícího viru s daleko vyšší infekčností. Je tedy zajímavé, že většina genetických změn 

viru HIV z uplynulého století je zcela náhodná. Virus se tak za sto milionů let příliš 

nezměnil, což je pozitivní zprávou pro výzkumníky a výrobce vakcín, jejichž činnost by 

na základě této informace mohla vést k vytvoření očkování proti viru HIV (Farkašová, 

2017). 

Při kopírování R N A do D N A dochází k chybám. Rychlost mutace je tak vysoká, že 

je označována za hranici povolené evoluční rychlosti. HIV vir tedy generuje obrovské 

množství mutací. Avšak to neznamená, že vir HIV neprochází také klasickým 

darwinovským přirozeným výběrem. Vir HIV tak dokáže unikat imunitnímu systému 

i účinkům léků. Aby vir HIV ošálil imunitní systém, tak je schopen změnit některé své 

proteiny až o 25 %. Tyto změněné proteiny přitom nadále fungují. Virus HIV tak dokázal 

náhodných mutací využít ve svůj prospěch (Farkašová, 2017). 

Díky vysoké mutační rychlosti unikají HIV lentiviry všem druhům léčby. Jakmile se 

z retroviru vyvine endogenní vir, který se dědí jako gen vlastní, začne se vir měnit 

mnohokrát pomaleji. Ve své podstatě evolučně zamrzne. To je také důvodem, proč je 

možné rekonstruovat viry v takové podobě, kterou měly před desítkami milionů let 

(Moss, 1989). 

2.1.1 Dějiny viru HIV 

Historie HIV sahá do roku 1981, kdy lékaři v New Yorku a v Kalifornii ohlásili výskyt 

nového syndromu. Mladí homosexuálně zaměření muži začali umírat na různé kombinace 

vzácných nemocí, jež se obvykle vyskytovaly u lidí s poruchami imunity a také u starších 

osob. Virus HIV-1 se poprvé rozšířil v Konžské demokratické republice. Z Afriky se 

virus HIV dostal kolem roku 1966 na Haiti a kolem roku 1969 také do USA, což bylo 12 

let před tím, než byl lékaři identifikován první pacient (Montagnier, 2014). 

Z U S A se virus rozšířil do Kanady a také do Evropy. Současně se do Asie a Evropy 

dostal také kmen přímo z Afriky, což dalo vznik dvou odlišných kmenů viru HIV v rámci 

stávající epidemie. Několik různých kmenů HIV bylo zapříčiněno přenosem SIV z opic 

na člověka. Z nich lze za viníka současné pandemie označit kmen HIV-1, ostatní viry 

označované jako HIV-2 se vyskytují pouze v afrických oblastech. Bylo potvrzeno, že vir 

HIV-1 pochází od šimpanzů z východního Kamerunu. O přesné době přenosu je stále 

diskutováno, uvádí se rozmezí let 1884 až 1924 (Farkašová, 2017). 
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2.1.2 Struktura virové částice HIV 

Struktura genomu HIV se skládá ze dvou zcela identických jednořetězcových R N A 

molekul, jež jsou společně uzavřené v jádru virové částice. Genom se v případě HIV-1 

skládá ze 9 200- 9 600 neukleotidů a přibližně z 9 800 nukleotidů u HIV-2. Genom D N A 

je vytvářen reverzní transkripcí genomu virové R N A a vložen do hostitelské DNA. 

Vzniklý D N A genom HIV je na obou svých koncích lemován sekvencemi L T R (viz Obr. 

5), (Luciw, 1996). Dlouhé terminální repetice na 5'a 3'koncích provirové dvouvláknové 

D N A působí jako promotory (Morita, 2004). 

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

zobrazené čtecí rámce genů kódované strukturálními a regulačními proteiny. 

G 1 2 3 •• = = " S 9 k 

LTR - dlouhé koncové repetice, strukturální gen gag - jenž kóduje strukturální proteiny virového 

jádra,pol - jenž kóduje reverzibilní transkriptázu, proteasu a integrázu a env - jenž kóduje 

Dlouhé terminální repetice jsou nekódující regulační oblasti, mezi kterými jsou 

umí stěny otevřené čtecí rámce, j ež kóduj í strukturní proteiny a enzymy viru, kterými j sou 

gag, pol a env (Ulbricht et al., 2012). 

Mimo strukturálních genů gag, pol a env kóduje genom HIV také několik genů 

regulačních. Těmi jsou gen tat, kódující trans aktivátorovy protein a protein regulující 

sestřih a transport transkriptů z jádra do cytoplazmy a geny rev, jež jsou nezbytnými pro 

zahájení replikace HIV. Geny tat a rev jsou první proteiny, jež mají být syntetizovány po 

integraci a jež jsou nutné k urychlení produkce virových mRNA. Dále také faktor 

negativní regulace (ne/), virový infekční faktor {vij) a virové proteiny vpr a vpu, které 

nejsou nezbytné pro replikaci viru, avšak mají vliv na jeho vznik a patogenezi. Protein 

pgl 

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

glykoprotein ve virovém obalu (Luciw, 1996). 
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Vpr je přítomný pouze v lentivirech primátů. Vpuje pak částečně zodpovědný za 

sníženou patogenitu viru HIV-2. Přehled proteinů viru HIV-1 a j ejich funkcí uvádí příloha 

tohoto textu číslo 1 (Sakuma, 2012). Ukázku struktury virové částice HIV včetně jejího 

mikroskopického zobrazení ukazuje Obr. 6. 

Core-
shell 

Obrázek 6 Struktura virové částice HIV (Luciw, 1996) 

GP - gyloprotein, p - protein, SU - povrchový protein, RT - reverzní transkriptáza, T M -

transmembránový protein, IN - integráza, CA - kapsidový protein, MA - matricový protein, PR -

proteáza, NC - protein, jenž váže nukleovou kyselinu, LI - vazebný protein, MHC - hlavní 

histokompatibilní proteiny (Luciw, 1996). 

2.1.3 Rozdíly mezi HIV-1 a HIV-2 

Nej častějším typem HIV je HIV-1, který se vyskytuje po celém světě. Dle dostupných 

informací má typ HIV-1 až 95 % lidí žijících s HIV. HIV-2 se vyskytuje převážně 

v Africe, avšak postupně se pomalu objevuje i v rámci jiných regionů, jako jsou USA, 

Evropa či Indie. Oba lentiviry mají shodné účinky na lidské tělo, avšak geneticky jsou 

odlišné. Studie z roku 2008 odhalila pouze 55% sekvenční identitu mezi oběma typy HIV 

(Popper, 1999). 

Co se týče přenosu, ten je u typu HIV-2 pro lidi mnohem složitější, než je tomu 

u přenosu viru HIV-1. Nejběžnějším způsobem přenosu HIV-2 pohlavní styk mezi 

heterosexuály. I tak jde však o míru až 5krát až lOkrát nižší, než je tomu u HIV-1. Přenos 

z matky na dítě je u HIV-2 20krát až 3 Okřát nižší, než je tomu u viru HIV-1. Lidé s HIV-

2 mají také nižší virovou zátěž či hladinu viru v krvi, než je tomu u lidí s typem HIV-1. 

HIV infekce se vlivem viru HIV-2 rozvíjí pomaleji než u viru HIV-1. Lidé s HIV-2 mají 
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delší bezpříznakové období než lidé s HIV-1 a také pomalejší progresi do 3. stadia. HIV-

2 má pak také nižší úmrtnost (Popper, 1999). 

2.1.4 Možnosti nákazy a léčba HIV 

HIV virem se lze nakazit přímým kontaktem s tělními tekutinami obsahujícími tento virus 

(nejčastěji se jedná o krev, mateřské mléko a pohlavní sekrety). K rizikovým faktorům 

přenosu patří pohlavní styk a sdílení injekčního materiálu. Pouze velmi malé riziko 

přenosu existuje u nakažených HIV, kteří berou správně léky a udržují si tak virovou 

zátěž na nezjistitelné úrovni. U těchto existuje pouze malé riziko přenosu v rámci 

pohlavního styku a také nižší riziko přenosu viru z matky na plod (Popper, 1999). 

I přes nesmírné úsilí farmaceutických a akademických pracovišť neexistuje ani 

v současné době žádná účinná vakcína (Ulbricht et al., 2012). 

K léčbě HIV je využívána kombinace několika léků v rámci tzv. antiretrovirové 

terapie. Nakaženým je současně podáváno inhibitorů tří enzymů (proteázy, reverzní 

transkriptázy a nově také integrázy). V současné době jde o jedinou schválenou terapii 

proti AIDS. K nalezení dlouhodobé antiretrovirové terapie je však potřeba hledat další 

inhibitory, jež budou působit na další kroky životního cyklu viru. Nadějí úplného 

odstranění viru z těla je genová terapie, jež by byla cílená na všechny buňky, které 

provirus obsahují (Popper, 1999). 

První krok v rámci tohoto procesu byl již učiněn použitím ex vivo genové terapie, 

v rámci transplantace kmenových buněk kostní dřeně ošetřených tak, aby neprodukovaly 

CCR5 (chemokinový receptor typu 5) koreceptor HIV (Ulbricht et al., 2012). Při 

správném a pravidelném užívání léků lze progresi HIV zpomalit, pomoci ochránit 

imunitní systém a také snížit riziko možného přenosu HIV. Virus lidské imunitní 

nedostatečnosti-2 obecně méně reaguje na určité léčivé látky, které působí na HIV-1. 

Není-li virová nákaza HIV léčena, pak oslabuje imunitní systém člověka, čímž se stává 

pro další onemocnění a infekce zranitelnější (Popper, 1999). 

2.2 U p l a t n ě n í lent iv irů v rámci léčby o n e m o c n ě n í 

V naději na vyléčení AIDS bylo vyvinuto velké úsilí týkající se pochopení a struktury 

viru HIV. Ve snaze o léčitelnost byly vyvinuty silné transgenní vektory na bázi HIV-1. 

Vektory založené na HIV tvoří většinu lentivirových vektorů, které jsou používané 

v dnešní době ve výzkumu (Sakuma, 2012). 
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Přesto, že jsou lentiviry zodpovědné za onemocnění AIDS, tak jsou dnes široce 

využívány v rámci genové terapie a vývoje genových vakcín. Jejich užitečnost vychází 

z toho, že se stabilně začleňují do cílových buněk. Lentivirové vektory také překonávají 

omezení, jež s sebou nesou jednoduché retrovirové vektory (nižší frekvence inzerční 

mutageneze a vyšší stabilita virových částic). Pro jejich využití v imunoterapii je pak 

zásadním faktem, že mohou transdukovat vysoce diferencované buňky (Miyoshi, 1998). 

Vektory lze charakterizovat jako přenašeče, elementy dědičné hmoty, jež jsou schopné se 

samy ve svém hostiteli množit a do kterých lze vkládat požadované úseky D N A 

(Morita, 2004). 

2.2.1 Genová terapie 

Uplatnění lentivirů lze nalézt zejména v genové terapii, která je založená na úvaze 

přenosu dědičného materiálu do buněk pacienta k nahrazení defektních genů či 

k zavedení nové buněčné funkce. A právě zavedení nové buněčné funkce by mohlo být 

v budoucnu využíváno k léčbě komplexních onemocnění, jako je například rakovina, 

AIDS, Parkinsonova nemoc či onemocnění kardiovaskulárního systému. Aby byl 

specifický typ tkáně či buňky ovlivněn, musel by do ní být gen dodán tak, aby působil 

spolehlivě, tedy na vhodné úrovni a také dostatečně dlouhou dobu (Mazakaris, 2003). 

Za nejúčinnější metodu tohoto dodání lze považovat použití modifikovaných virů 

tzv. virových vektorů. Retroviry j sou pro tyto účely vhodné, neboť do hostitelské buňky 

svůj vlastní genetický materiál přenášejí velmi úspěšně.. Genetická modifikace viru 

probíhá in vitro. Jsou odstraněny geny kódující proteiny viru a místo nich vloženy tzv. 

léčebné geny. Sekvence L T R viru jsou ponechány. Na rozdíl od konvenčních 

retrovirových vektorů, které pro infekci vyžadují buněčné dělení, nedávno vyvinuté 

lentivirové vektory nevyžadují buněčné dělení a mohou tak být použity pro expresi 

transgenu v neuronech. Poprvé bylo přenosu genetické informace za pomocí virů využito 

v roce 1968. Od té doby se stala tato problematika předmětem mnoha studií (Mazakaris, 

2003; Youngsuk et a l , 2011). 

K vlastnostem, díky kterým lze lentiviry využít v rámci genové terapie, patří jejich 

schopnost dodat jeden, dva nebo tři terapeutické geny.. Lentiviry vytvářejí nízkou 

imunitní reakci u hostitele a také se velmi málo pomnožují (Mazakaris, 2003). 

Přeměna viru na virový vektor byla zahájena poprvé v 80. letech 20. století pomocí 

vektorů založených na Molonyho viru leukémie označovaném M o M L V . Z lentivirů byly 

vyvinuté nejprve vektory založené na viru lidské imunodeficience HIV-1, jež získaly 
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široké využití pro základní i aplikované účely (Durand, Cimarelli, 2011). Lentivirové 

vektory odvozené od HIV-1 se staly hlavními nástroji pro doručování genů do savčích 

buněk (Sakuma, 2012). 

Jejich nej výhodnějším znakem je schopnost zprostředkovat účinnou transdukci, 

integraci a dlouhodobou expresi do dělících se i nedělících se buněk, a to jak in vitro, tak 

in vivo (IBIDI, 2016). Lentiviry mohou infikovat buňky bez ohledu na jejich stav 

proliferace, což je činí pro genovou terapii zvláště přitažlivými. Příklady cílů pro genovou 

terapii založené na lentivirových vektorech jsou neurony, hepatocyty nebo monocyty 

(Sakuma, 2012). 

Lentivirové vektory jsou obecně vytvářené ze dvou zdrojů. Tím prvním jsou viry 

primátů, kam patří vir HIV či vir SI V. Druhým pak viry neprimátů, kam spadají viry 

kravského a kočičího syndromu (BIV a FIV) a také nejjednodušší vir infekční koňské 

anémie (EIAV). Komerční společnosti zabývající se vývojem genové terapie vyvinuly 

lentivirový vektorový systém (odvozený od EIAV, infikující koně, ale ne lidi) 

zprostředkovávající dlouhodobý a účinný přenos genů do buněk savců (Buchschacher, 

Wong-Staal, 2020; Mazakaris, 2003). 

2.2.2 Výhody použití lentivirových vektorů 

Za atraktivní nosiče genů jsou lentivirové vektory považovány z toho důvodu, že jsou 

schopné infikovat dělící se i nedělící se buňky, že jsou schopné infikovat široké spektrum 

buněk, že nabízejí dlouhodobou genovou expresi skrze stabilní vektorové integrace 

do genomu hostitele, že postrádají po transdukci vektoru imunogenní virové proteiny a 

také proto, že pro výrobu vektorů jsou lentiviry relativně snadným systémem k 

manipulaci (Sakuma, 2012). 
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3 Infekce hospodářských zvířat způsobené lentiviry 

Mimo lidí infikují lentiviry také zvířata. Hospodářská zvířata (kopytníci) jsou mnohdy 

přirozenými hostiteli lentivirů. Jak již bylo napsáno výše, tak u kopytníku se jedná o 

M V V ovcí, C A E V koz, BIV skotu a E I A V koní. 

I přes různé patologie, jež jsou lentiviry vyvolávány, mají tyto viry některé rysy 

společné. Počátek infekce je charakteristický akutní fází virové replikace, která je 

přechodná, avšak rychle se měnící ve dlouhotrvající fázi chronickou, během níž je 

replikace snížena. Po chronické fázi se projeví dlouhodobá asymptotická fáze 

onemocnění. Ne všechny lentiviry jsou však spojeny s nástupem onemocnění. Například 

některé kmeny BIV způsobují pouze mírné symptomy1 (Durand, Cimarelli, 2011). 

Lentiviry se zaměřují na imunitní systém tak, že infikují primárně monocyty a 

makrofágy s tím, že SRLV nemají na rozdíl od virů způsobujících imunodeficience 

afinitu k T lymfocytům. Latentné perzistují a unikají imunitní reakci (Arnarson et al., 

2017). 

Ovce infikované SRLV vykazují počáteční viremickou fázi, ale následně je virus 

většinou buněčně asociovaný s minimem volného viru cirkulujícího v periferní krvi 

(Blacklaws, 2012). Cirkulující infikované monocyty infiltrují intersticiální prostory 

cílových orgánů, jako jsou plíce, mléčná žláza nebo synoviální tkáň kloubů, nesou 

provirovou D N A integrovanou do genomu hostitelské buňky, a proto jsou pro imunitní 

systém neviditelné. Sérokonverze je opožděná, obvykle o několik měsíců (Rimstad, 

1993). Replikace viru začíná po zrání monocytů na makrofágy a následná imunitní 

odpověď pomalu a progresivně způsobuje chronické zánětlivé léze a makroskopickou 

patologii (Gendelman et al., 1986; Lerondelle et al., 1999). Trvá až roky, než se projeví 

klinické příznaky, přesto jsou infikované ovce zjevně trvalým zdrojem viru a jeho 

přenašeči (de Boer et al., 1979). 

V laboratorních podmínkách mohou být lentivirové infekce diagnostikovány 

metodami virologickými i metodami sérologickými. Obecným doporučením je kvůli 

konfirmaci výsledků použití alespoň dvou testů. Za optimální řešení je považována 

kombinace variant imunoenzymatických testů tzv. ELISA (enzyme-linked immuno 

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

1 K dalším výjimkám z tohoto společného popisu patří také infekce kojenců HIV-1, při níž dochází k nástupu 
onemocnění velmi rychle (Durand, Cimarelli, 2011). 
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rychlý test, trvající 2 až 3 hodiny. Například ve srovnání s munodifúzním testem (IDT), 

který se při stanovení tohoto typu taktéž používá a který trvá 2 až 3 dny. V rámci výzkumu 

jsou pak používány i další nákladnější i časově náročnější testy, jako je například RIPA 

(ristocetin-induced platelet aggregation) a WB (western blott) (Barták et al., 2018). 

Průzkumy však ukazují, že diagnostické metody nejsou vždy zcela spolehlivé, a to 

z důvodu nízké úrovně virové zátěže nebo kmenové variability. Diagnostické metody je 

tedy třeba neustále zdokonalovat (Akashina et al., 2017). 

Kontroverzní otázkou je také dopad mastitidy vyvolané SRLV na produkci. Některé 

studie nezjišťují rozdíly v množství a kvalitě mléka od infikovaných a neinfikovaných 

koz (Leitner, 2008; Nord, 1997; Turín, 2005). Jiné zprávy ukazují snížení produkce mléka 

(9 % u koz plemene Murciano-Grenadine) bez změny kvality mléka (Martínez, 2002). 

Konečně existují zprávy ukazující 15% pokles produkce mléka spojený s nízkou kvalitou 

a sníženým obsahem tuku (Martinez-Navalon, 2013; Ryan, 1993). U dojných ovcí byl 

pozorován průměrný roční pokles produkce mléka o 3,2 % a procenta mléčného tuku o 2 

% (Christodoulopoulos, 2005). Kromě toho může infekce SRLV u malých přežvýkavců 

negativně ovlivnit kvalitu mléka a zdá se, že spouští zvýšený počet somatických buněk 

(Leitner, 2008; Martinez-Navalon, 2013). 

Lentivirová onemocnění hospodářských zvířat vedou k ekonomickým ztrátám 

a vzhledem k nutným nákazovým opatřením také omezují možnost obchodu se zvířaty, a 

to jak na trhu domácím, tak v rámci obchodu mezinárodního nejen v Evropské unii. Léčba 

lentivirových onemocnění zvířat neexistuje a dostupná není ani účinná vakcína 

s výjimkou vakcíny proti FIV (Akashina et al., 2017; Westman et al., 2021). 

3.1 O v č í vir maedi-visna ( M V V ) 

Taxonomicky se virus maedi-visna řadí do čeledi Retroviridae, podčeledi 

Othoretrovirinae, rodu Lentivirus. Vir je členěn do genotypů maedi-visna A-E, které jsou 

dále děleny do subgenotypů (Shah et al., 2004; Straub, 2004). Genom M V V je dlouhý 

přes 9000 nukleotidů a obsahuje podobně jako ostatní retroviry sekvence kódující tři 

strukturální geny gag, pol a env a tři doplňkové geny kódující proteiny s regulačními 

funkcemi při replikaci viru vif, tat (někdy nazývaný spíše gen pro viral protein R=vpr) a 

rev (Barták et al. 2018; Villet et al. 2003). 

Gen gag kóduje tři proteiny, a sice M A (pl6 matrix protein), C A (p25 kapsidový 

protein) a N C (p 14 nukleokapsidový protein). Gen pol kóduje virové enzymy: proteázu 

(PR), reverzní transkriptázu (RT) s funkcí ribonukleázy H (RNáza H), deoxyuridin-
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trifosfatázu (dUTPázu) a integrázu. Gen Env obsahuje sekvence povrchových 

glykoproteinů gpl60 (surface=SU) a transmembránových glykoproteinů gp46 

(transmembrane=TM) (Andrésdóttir, 2018). 

Provirový genom M V V je na obou koncích ohraničen dvěma shodnými LTR 

s oblastmi U3, R a U5. Oblast U3 obsahuje promotorové a regulační prvky, které jsou 

zodpovědné za tkáňový tropismus (Glaria et al., 2012; Oskarsson et al. 2007). 

Ovčí virus maedi-visna je druhým historicky popsaným onemocněním vyvolaným 

lentiviry, jež pocházelo z pozorování poruchy u stáda ovcí z 50. let 20. století na Islandu, 

kde šlo o závažnou formu pneumo-encefalopatie (Durand, Cimarelli, 2011). Infekce sem 

byla zavlečena importem karakulských ovcí z Německa, jež sem byly dovezené za 

účelem zvýšení užitkovosti domácího plemene krátkoocasé ovce islandské. Avšak první 

zmínky o tomto onemocnění pochází z jižní Afriky z roku 1915. Z islandštiny také 

pochází současný název maedi-visna. Jde o odvozeninu od typických projevů dyspnoe 

(maedi) a nervových příznaků (visna) (Blacklaws, 2012). 

Viry, které způsobují virové onemocnění maedi-Visna (MV), způsobují taktéž další 

virové onemocnění artritída a encefalitida koz (CAE). Tuto specifickou skupinu lentivirů 

nazýváme lentiviry malých přežvýkavců (SRLV), a to díky jejich strukturálním, 

genetickým a patogenním podobnostem. Molekulární studie navíc ukázaly, že oba viry 

představují široké spektrum variant, které mohou postihnout ovce i kozy, dokonce i jiné 

živočišné druhy (Germain, Vallas, 2006). 

Nicméně, infekce M V V je častější u ovcí a infekce C A E V je častější u koz, takže je 

pravděpodobně upřednostňován homologní přenos. Schopnost SRLV produkovat 

zkřížené infekce přeskakující mezi druhovou bariéru je neobvyklá, protože většina 

lentivirů má velmi omezenou schopnost růst v buňkách, které nepocházejí z jejich 

hostitelských druhů (Blacklaws, 2012). 

Pro maedi-visna ovčí vir je typická dlouhá inkubační doba v řádu několika měsíců 

až několika let. V rámci produkčních chovů se tak zvíře klinických projevů onemocnění 

často ani nedožije (Barták et al., 2018). Přímé ztráty úhynem tak bývají ve stádě malé, 

avšak užitkovost zvířat s průběhem onemocnění klesá (Hamza, 2017). U mláďat dochází 

k přenosu skrze infikované kolostrum nebo mléko. Možný je také přenos 

transplacentární. Mezi dospělými zvířaty je hlavní cestou přenosu přímý kontakt, 

především vzájemnou inhalací respiratorních sekretů (Blacklaws, 2012), tedy infekčním 

aerosolem. 
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Maedi-visna virus se nepřenáší na dlouhé vzdálenosti, ale pouze na několik metrů. 

Nej snadnější cestu šíření tak přinášejí invazivní chovy ovcí ať už ustájených nebo na 

pastvách. Postup nákazy je pomalý. V promořeném stádě se za 3/4 roku nakazí přibližně 

polovina nově přivedených ovcí. Za teoreticky možný je označován také přenos 

kontaminovaným strojem na dojení, neuklizenými placentami infikovaných zvířat 

a použitím nesterilních jehel k veterinárním úkonům na zvířatech. Přenos nákazy na 

člověka není možný (Hamza, 2016). 

Maedi-visna virus infikuje promonocyty, což jsou buňky kostní dřeně. Ta slouží 

v organismu pro vir jako rezervoár. Tyto infikované promonocyty pak kolují do krevního 

řečiště v podobě monocytů a dále ve tkáních maturují do formy makrofágů, kde dochází 

k replikaci viru (Barták et al., 2018). Tím se také liší od viru HIV, který se množí 

v lymfocytech, jež jsou v řízení imunitní odpovědni zásadními. Další odlišnost spočívá 

ve výběru hostitelských buněk. Celková obranyschopnost ovce zůstane téměř 

nenarušená. Její imunitní systém ale není schopný virus zničit. Stej ně j ako j e tomu u všech 

lentivirů, tak i virus maedi-visna má schopnost se trvale zapsat do D N A nakažené buňky 

a v podobě genetické informace pak skrytě přetrvávat po dlouhou dobu (Hamza, 2016). 

U viru maedi-visna nejsou popsány příznaky imunodeficience. Infikovaná zvířata 

zůstávají imunokompetentní a na tvorbu infekce reagují tvorbou protilátek specifické 

povahy. Avšak imunitní (humorální) odpověď je zde mnohem pomalejší, než je tomu 

u jiných virových infekcí, jež jsou doprovázeny akutním průběhem. K vývoji 

specifických protilátek dochází v rozmezí několika týdnů až několika měsíců od infekce. 

Jako základní indikátor monitorování nákazy v chovech slouží protilátky typu IgG, jež 

jsou po přirozené infekci v těle zvířete přítomné po celou dobu jejich života. Slouží také 

jako selekční kritérium v rámci eliminace nákazy (Blacklaws, 2012). 

U infekcí způsobených SRLV nejvíce převládají příznaky spojené s dýchacími 

cestami, jako např. dusnost a břišní dýchání v důsledku chronické intersticiální 

pneumonie. Mohou se vyskytnout i jiné klinické projevy jako mastitida (zatvrdlé 

vemeno), artritída (kulhání), progresivní slabost a v některých případech i úhyn 

nakažených zvířat (Straub, 2004). Zvíře zůstává doživotním přenašečem nákazy a infekce 

končí úhynem zvířete (Hamza, 2016). Zvířata infikovaná M V ukazuje obrázek číslo 7. 
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Paréza pánevních končetin v důsledku infekce nervové příznaky onemocněni. Z hlediska diferenciální diagnózy je 

.•Te-n v^etf-tfBM dutežitě zvážit dalsi možně infekce (tetanus, Aujeszkyno choroba..). 

zvíře trpia respirační formou onemocněni. 

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

Onemocnění je rozšířeno především ve Středozemí (Itálie, Řecko, Španělsko) 

a v Severní Americe. V původní lokalitě výskytu na Islandu bylo onemocnění úspěšně 

vymýceno. Naopak například na Novém Zélandu nebo v Austrálii se onemocnění 

nevyskytuje vůbec (Hamza, 2016). Maedi-visna virus ovcí lze i tak označit za (téměř) 

celosvětově rozšířený patogen. Výjimkou jeho výskytu není ani Česká republika. 

Vzhledem k nedostatku studií i obtížnosti hodnocení možných ekonomických dopadů je 

však stupeň rozšíření viru i ekonomické ztráty s ním související těžko vyčíslitelné. I přes 

to je nejdiskutovanějším dopadem omezení domácího i mezinárodního obchodu s chovy 

zvířat, kde je nákazový status základním zdravotním kritériem (Blacklaws, 2012). 

Rostoucí zájem o chov ovcí s sebou nese potřebu rozvoje chovu těchto přežvýkavců 

a ten se neobejde bez znalosti jejich zdravotního stavu. 

V České republice je vir monitorován od počátku 90. let. Vyšetřování zvířat probíhá 

na základě metodiky každoročně vydávané Státní veterinární správou České republiky. 
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Do monitoringu M V v ČR jsou zařazeny pouze chovy v kontrole užitkovosti (KU). 

Chovy zařazené v kontrole užitkovosti musí být M V prosté. Hlavní diagnostickou 

metodou monitoringu M V je stanovení protilátek z krevního séra.. Po zjištění pozitivních 

výsledků na přítomnost viru může být hospodářství zařazeno opět až po „ozdravení", 

které je prokázáno na základě monitoringu a které je potvrzeno rozhodnutím příslušné 

Krajské veterinární správy (Barták et al., 2018). 

Kontrola je prováděna l x ročně a do reprezentativního vzorku je zařazeno 25 % 

samicích zvířat všech plemen nad 12 měsíců věku či zvířat v laktaci, a to však nejméně 

v počtu 50 kusů zvířat. Při menším počtu zvířat v hospodářství jsou vyšetřena všechna 

zvířata starší 12 měsíců nebo ta, jež jsou v laktaci. U samců jsou vyšetřováni všichni 

nekastrovaní jedinci starší 6 měsíců s výjimkou jatečních beránků. V současnosti je 

ozdravení stáda řešeno především eliminací séropozitivních zvířat. Výjimku mají stáda 

šumavských ovcí, jež je zařazená do světového genofondu ohrožených druhů 

hospodářských zvířat, pro něž by tato eliminace znamenala zánik plemene (SVSCR, 

2022). 

3.2 Virus artr i t ídy a encefalitidy koz ( C A E V ) 

Taxonomicky se virus artritídy a encefalitidy koz řadí do čeledi Retroviridae, podčeledi 

Othoretrovirinae, rodu Lentivirus (EMBL-EBI, 2019). 

Virus artritídy a encefalitidy koz je velice blízce příbuzný M V V , tomu odpovídá 

i vysoká sekvenční homologie jejich genomů (Pyper at al., 1986). Genom C A E V 

obsahuje stejné strukturální i doplňkové regulační geny jako genom M V V (Padiernos et 

al., 2015). S největší pravděpodobností se jedná o různě adaptované kmeny jednoho viru. 

V rámci rodu Lentivius jde však o samostatný virový druh. Virus artritídy a encefalitidy 

koz a M V V se společně označují zkratkou SRLV - lentiviry malých přežýkavců. V rámci 

onemocnění C A E a M V byl potvrzen také mezi druhový přenos virů (Akashi et al., 2016). 

Je tedy pravděpodobné, že při společném chovu zvířat se nemocí ovcí může nakazit také 

koza, jelikož je přirozeným hostitelem velmi podobného druhu lentiviru, kterým je právě 

C A E V . Přenos viru na člověka není možný (Akashi et al., 2016). 

Virus C A E způsobuje u koz vleklé, celoživotní a nevyléčitelné infekce, které jsou 

doprovázené chronickými a zhoršujícími se záněty šlachových pochev, kloubů a tíhových 

váčků. Nejčastěji bývá postižen kloub předního kolene (kloub zápěstí). Dalším klinickým 

syndromem onemocnění je zánět mozku (encefalitida). Mimo mozek je napadána také 

mícha, což způsobuje, že zvíře začne trpět obrnami, které se postupně vyvinou v ochrnutí. 
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Mimo artritídy a encefalitidy bývá onemocnění doprovázeno i chronickým zápalem plic, 

který se může projevit buďto spolu s jedním zvýše zmíněných příznaků onemocnění, 

nebo i samostatně. Stejně jako u jiných lentivirových onemocnění je i zde bezpříznakové 

období velice dlouhé, a tedy je dlouhodobé i skryté nosičství. Nemoc se tak chovem šíří 

pomalu a nepozorovaně. K dalším projevům nákazy, které jsou méně časté, patří i 

chronické záněty vemene (Mselli-Lakhal et al., 2000). 

Postižení CNS ve formě encefalitidy je spíše vzácným jevem. Vyskytuje se pouze 

u kůzlat v rozmezí dvou až šesti měsíců jejich věku. Klinické projevy C A E jsou tedy od 

klinických projevů M V odlišné (Mselli-Lakhal et al., 2000). Projev nákazy koz C A E V 

způsobující postižení kloubu předního kolene ukazuje obrázek číslo 8. Zbytnění 

karpálních kloubů v pokročilém případě SRLV u ovce; malý obrázek - výrazná 

proliferace a zánět synoviální membrány u postiženého kloubu (Minguijón et al., 2015) 

Obrázek 8 Artritída u kozy způsobená virem CAEV (Minguijón et al., 2015) 

Stejně jako u M V , tak ani u C A E nejsou popsány příznaky imunodeficience. Buňky 

infikovaných zvířat zůstávají schopné odpovědět na antigenní podnět a na tvorbu infekce 

tak reagují tvorbou protilátek specifické povahy. I zde, stejně jako u infekce ovcí, je 

imunitní odpověď mnohem pomalejší, než je tomu u jiných virových infekcí, jež jsou 

doprovázeny akutním průběhem. K vývoji specifických protilátek dochází od infekce 

v rozmezí několika týdnů až několika měsíců. Jako základní indikátor monitorování 

nákazy v chovech slouží protilátky typu IgG, které jsou po přirozené infekci v těle zvířete 

34 



přítomné po celou dobu jejich života. Slouží také jako selekční kritérium v rámci 

eliminace nákazy (Mselli-Lakhal et al., 2000). 

Přenos C A E V je obdobně jako M V V zapříčiněn sáním mleziva a mléka od 

nemocných samic. A to přes to, že je toto mléko bohaté na protilátky proti C A E V . 

K přenosu může vést již pouhé jedno nakrmení od nemocné kozy. Některá kůzlata 

pozitivních matek se již nakažená narodí nebo se nakazí krví či poševními sekrety matky 

při porodu. To snižuje úspěšnost při ozdravování chovů. Stejně jako M V V se C A E V na 

krátkou vzdálenost přenáší aerosolem.. Takže zamezit šíření viru lze oddělením prostorů 

pro nakažená a zdravá zvířata. Na rozdíl od M V se C A E nepřenáší předměty ani 

pomůckami, což neplatí při jejich styku s krví (např. injekční jehly). V případě C A E V 

nebyl prokázán pohlavní přenos (Mselli-Lakhal et al., 2000). 

Výskytem viru v kozích stádech se zaobíraly vědecké studie z celého světa. Zink et 

al. (1997) například při zkoumání viru zjistili sníženou mléčnou užitkovost a zvýšené 

brakování u koz, které byly infikovány C A E V . Stejní autoři také předložili údaje, které 

naznačovaly, že virus může snižovat reprodukční výkonnost a vést ke zhoršení 

zdravotního stavu jedinců, a to z mnoha různých příčin. Naproti tomu studie, která byla 

uskutečněna výzkumníky Elliotem a Masonem (1995), přišla s překvapivými výsledky, 

kdy séropozitivní kozy byly v lepší tělesné kondici než na virus negativní jedinci a nebyl 

u nich zjištěn ani žádný rozdíl ohledně reprodukčních ukazatelů. 

Rostoucí zájem o chov koz s sebou nese potřebu rozvoje chovu těchto přežvýkavců 

a ten se neobej de bez znalosti j ej ich zdravotního stavu. Lentiviry koz, stej ně j ako lentiviry 

ovcí, způsobují významná onemocnění po celém světě, a je tedy třeba jim věnovat 

dostatek pozornosti (Akashi et al., 2016). Chovy zařazené v kontrole užitkovosti musí být 

C A E V prosté (SVSCR, 2022). Pro monitoring a diagnostiku lentiviru koz je využíváno 

stejných metod a postupů jako u viru ovcí. 

3.3 Infekční a n e m i c k ý virus kon í (EIAV) 

Taxonomicky se anemický virus koní řadí do čeledi Retroviridae, podčeledi 

Othoretrovirinae, rodu Lentivirus (Straub, 2004). Virus infekční anemie koní je dlouhý 

8359 nukleotidů a jedná se o živočišný lentivirus s nejjednodušším genomem. Gen gag 

kóduje prekurzorový polyprotein Gag, jehož výsledným produktem jsou 4 strukturální 

proteiny: M A (pl5 matrix protein), C A (p26 kapsidový protein), N C ( p i l 

nukleokapsidový protein) a P9 protein. Gen pol kóduje virové enzymy: proteázu, reverzní 

transkriptázu (RT) s funkcí ribonukleázy H, deoxyuridin-trifosfatázu (dUTPázu) a 
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integrázu. Oblast Env obsahuje sekvence povrchových glykoproteinů gp90 (surface=SU) 

a transmembránových glykoproteinů gp45 (transmembrane=TM) glykoproteinů. Genom 

EIAV obsahuje tři regulační peptidy: SI (Tat), S2 a S3 (Rev). Provirový genom je na 5' 

a 3' konci lemován dvěma identickými L T R obsahujícími promotorické a regulační prvky 

(Deshiere et al., 2019). 

Infekční anémie koní byla prvním popsaným onemocněním, jež bylo způsobeno 

lentiviry. První zmínka o této nákaze pochází z Francie roku 1843 (Miyoshi, 1998). 

Onemocněním trpí mimo koní také osli a zebry. Rozšíření onemocnění EIA je 

celosvětové. Výjimkou není ani Česká republika, která je však od roku 1989 nákazy 

prostá. Přenos nákazy na člověka není možný (Toman, 2000). 

Virus E I A V se přenáší mechanicky hmyzími vektory (Foil et al., 1993) nebo 

nesterilními jehlami. Hlavní cestou přenosu je hematofágní hmyz z čeledi Tabanidae, a 

to konkrétně prostřednictvím bodavě-sacího ústrojí těchto ovádů (Cupp a Kemen, 1980). 

Receptor pro E I A V na buněčné membráně zůstává neznámý. Po celá léta byly znalosti 

molekulární biologie E I A V zpomaleny nedostatkem systému tkáňových kultur. Vývoj 

systémů in vitro a produkce virových částic vedly ke klasifikaci E I A V jako člena čeledi 

Retroviridae a otevřely možnosti biochemických a molekulárních studií (Ciupe a 

Scheartz, 2013). 

Na rozdíl od jiných retrovirů je dlouhodobá infekce spojena s omezenou replikací 

viru a absencí klinických projevů. Imunitní mechanismy odpovědné za tuto kontrolu 

mohou mít značné důsledky pro návrh vakcíny u jiných lentivirových infekcí (Leroux et 

a l , 2004). 

Onemocnění probíhá v akutním, chronickém i dlouhodobě asymptotickém stadiu. 

Počátek akutního onemocnění v rámci experimentální infekce koní se projevil do 3 až 

4 týdnů vysokou hladinou virémie a klinickými projevy, jako je mimo anémie také 

kolísavá horečka doprovázená celkovým chřadnutím, průjmy, letargie, otoky a 

trombocytopenie. U některých koní dochází pouze k jedné epizodě onemocnění, u 

většiny ale přejde akutní fáze do fáze chronické, pro niž jsou charakteristické 

nepravidelně se opakující cykly projevů onemocnění. Pravděpodobně díky vývoji trvalé 

ochranné imunity se tato fáze vyvine v asymptotické stadium nemoci. Nosič viru zůstává 

infikován po celý život. Na nákazu neexistuje lék (Leroux, 2001). 

Jak již bylo zmíněno, velmi často je toto onemocnění přenášeno hmyzem sajícím 

krev. Avšak jeho přenos je časově omezený, protože průzkumy ukázaly, že 4 hodiny po 

nasátí krve z pozitivního jedince již na ústním ústrojí komára vir detekován nebyl. Kvůli 
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možnosti šíření skrze krev jsou u těchto zvířat rizikové všechny veterinární zákroky. 

Virus je schopný na injekční jehle vydržet při pokojové teplotě až čtyři dny, což s sebou 

nese riziko podkovářských, ošetřovatelských i chovatelských pomůcek. Pro nízkou 

koncentraci viru je přenos nákazy v rámci společného ustájení málo pravděpodobný 

(Toman, 2000). 

Klinické příznaky akutního onemocnění spočívají v rychlém nástupu vysokých 

teplot, které se pohybují kolem 41 °C, blednutím sliznic někdy s přítomností drobných 

krvácenin (především v okolí uzdičky spodní části jazyka), postojem jako při schvácení 

kopyt a apatií zvířete. Během průběhu subakturního jsou příznaky obdobné průběhu 

akutnímu, avšakjsou mírnější. Navíc dochází k blednutí spojivek a při zátěži se projevuje 

dusnost a pocení. V rámci průběhu chronického lze pozorovat mimo anémie na zvířeti i 

to, že hubne a je celkově slabé. Vlivem poruchy krevního oběhu u nich dochází k otokům 

končetin a spodiny břicha (Toman, 2000). 

Diagnostika zde, stejně jako v případě SRLV, probíhá sérologickým vyšetřením 

vzorku krve. Ke stanovení je využíváno mezinárodně uznávaného Cogginsova testu. 

Z metod screeningových pak ELIS A. Kultivace i izolace viru vůbec je velmi náročným 

procesem. Z tohoto důvodu se rutinně neprovádí. Virus však lze z krve či orgánů prokázat 

také metodami molekulárně biologickými (např. nested RT-PCR). 

Infekce E I A V má za následek vysoký titr infekční plazmatické virémie do tří týdnů 

po infekci. Několik důkazů naznačuje, že je zapotřebí jak humorálních, tak buněčných 

EIAV-specifických odpovědí, aby byla ukončena počáteční virémie. Jak již bylo 

uvedeno, virová replikace je u zvířat účinně redukována na sub klinickou úroveň, tedy z 

chronického stadia do asymptomatického stadia infekce EIAV. U dlouhodobých 

inaparentních přenašečů E I A V lze detekovat nízkou úroveň virové infekce a replikace v 

tkáňových makrofázích spojenou s plazmatickou virémií. Imunosuprese u 

asymptomatických zvířat může vést k opětovnému výskytu symptomů onemocnění i po 

několika desetiletích od nakažení (Ciupe a Scheartz, 2013). 

3.4 Virus imunodeficience skotu (BIV) 

Taxonomicky se anemický virus skotu řadí do čeledi Retroviridae, podčeledi 

Othoretrovirinae, rodu Lentivirus. Poprvé byl BIV izolován v roce 1969 v USA 

(Bhatia, Patil, Sood, 2013), na 8 let staré krávě, která měla lymfocytózu, lymfadenopatii, 

progresivní slabost, únavu a poškození centrálního nervového systému. Virus 

imunodeficience skotu má nej komplexnější organizaci genomu mezi lentiviry. Virová 
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částice obsahuje dvě kopie jednovláknového R N A genomu (dimer), podobně jako jiné 

retroviry. Lineární genom BIV je dlouhý 8960 nukleotidů. Provirová DNA, obsahuje 

strukturální retrovirové geny gag, pol a env ohraničené na 5' a 3' koncích LTR. Dlouhé 

terminálni repetice obsahují promotory, zesilovače a terminátory transkripce. Centrální 

oblast genomu BIV obsahuje kódující exony několika domnělých nestrukturálních 

doplňkových genů včetně vif, tat, rev, vpw, vpy a tmx (Bhatia et al., 2013). 

Histologické vyšetření tkání uhynulého zvířete odhalilo generalizovanou folikulární 

hyperplazii lymfatických uzlin a perivaskulární manžetu mozku. Izolovaný virus 

indukoval tvorbu syncytia v buněčných kulturách a byl strukturálně podobný M V V , proto 

byl označen jako „bovine visna-like virus." Protože tento bovinní lentivirus nebyl 

považován za původce leukémie/lymfosarkomu, j eho biologie se změnila, nebyl studován 

téměř deset a půl roku po svém počátečním objevu, dokud nebyl v roce 1983 objeven 

HIV (Barre-Sinnousi et a l , 1983). 

Kvůli široké podobnosti s virem HIV-1 byl BIV použitý jako živočišný model pro 

pochopení patogeneze HIV-1 (Rodrigues et al., 2019). Úzce příbuzným kmenem je také 

lentivirus Jembranovy choroby (JDV), který je známý tím, že způsobuje akutní 

onemocnění skotu naBali a nelze jej sérologicky odlišit pomocí v současnosti dostupných 

imunodiagnostických metod. BIV byl pojmenován na základě svých morfologických, 

sérologických a genetických vlastností podobných virům HIV a opičím 

imunodeficiencím (SIV), (Malmquist et al., 1969). 

Virus imunodeficience skotu se vyskytuje celosvětově (De Pablo-Maiso et al., 2018). 

Virus způsobuje nevyléčitelné onemocnění trvající po celý život zvířete (Rodrigues et al., 

2019). Globální distribuce infekce BIV u mléčného a masného skotu má séroprevalenci 

1,4-33 %. Klinické příznaky byly častěji pozorovány u mléčného skotu infikovaného 

BIV než u skotu masného. Důvodem může být méně stresových faktorů v chovu masného 

skotu (Yamamoto, 2009). 

Virus imunodeficience skotu je morfologicky podobný lentiviru M V (Miyoshi, 

1998). Patogenita BIV není až tak vysoká. Například u telat má infekce benigní průběh 

(Toman, 2009). Po napadení hostitele může vir v těle hostitele setrvat i po mnoho let bez 

toho, aby se projevil. Urychlit jeho projevy může například souběžná infekce, vyšší věk 

nebo stres. BIV napadá skot různého věku. Přenos nákazy na člověka není možný (Bhatia 

etal.,2013). 

Infekce BIV jako taková nebyla nikdy přímo spojována s konkrétním onemocněním, 

jako spíše s projevy v podobě lymfadenodatie (zvětšení uzlin), lymfocytózy, lézemi 
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centrálního nervového systému či progresivní slabostí, poklesem výtěžku mléka, 

snížením blastogenní odpovědi a paraplegickým syndromem skotu (syndrom 

nehybnosti), (Bhatia, Patil, Sood, 2013). Z tohoto důvodu není skutečný dopad této 

infekce skotu znám (Rodrigues et al., 2019). Projevy onemocnění se obvykle vyskytují 

v asymptotické formě. I tak jde pořád o život ohrožující onemocnění. Patologicky je ale 

BIV více příbuzný lentivirům spojeným s chronickými zánětlivými onemocněními 

(SRLV a EIAV) něž těm spojeným stezkou imunodeficiencí (HIV, SIV a FIV) (De 

Pablo-Maiso etal.,2018). 

Přenos viru probíhá skrze kolostrum, mléko či placentu, ale také výměnou tělních 

tekutin nebo z krve (Rodrigues et al., 2019). Stejně jako je tomu u EIAV, je také možný 

přenos skrze mouchy (De Pablo-Maiso et al., 2018). BIV infikuje stejně jako ostatní 

lentiviry buňky imunitního systému, především monocyty, lymfocyty a mikrofágy 

(Rodrigues et al., 2019). 

Infekci je možné diagnostikovat sérologickou detekcí specifických protilátek či 

molekulární detekcí virového genomu za pomoci polymerázové řetězové rekce (PCR), 

(Rodrigues et al., 2019). 

Obrázek 9 Skot infikovaný BIV (Nagy, 2014) 
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4 Genová rezistence 

Stejně jako v lidských životech, tak i v chovech zvířat způsobují infekční onemocnění 

obrovské škody. Nejde jen o případné nutné likvidace nakažených chovů, ale také o 

snížení užitkovosti takto postižených zvířat. Zemědělci i molekulární genetikové se tak 

shodují na vysokém významu šlechtění zvířat odolných vůči různým nemocem (Petr, 

2000). 

K naplnění tohoto cíle se lze vydat mnohými cestami. Jednou z nich je přenos 

příslušných genů do dědičné informace zvířat. Velká pozornost je věnována také genům, 

jež jsou přirozenou součástí genetické informace zvířat a jež vyvolávají přirozenou 

rezistenci (odolnost) vůči infekčním chorobám (Petr, 2000). Možnosti genové rezistence 

byly podrobněji zkoumány u lidského HIV a také u SRLV hospodářských zvířat. V rámci 

kapitoly bude pro tyto dvě skupiny nastíněna obecná charakteristika této problematiky. 

4.1 Rezistence vůč i viru H I V 

V rámci výzkumu HIV vědci zjistili, že mnozí lidé, jež přišli do kontaktu s krví HIV 

pozitivního člověka, neonemocněli AIDS, či dokonce nebyli ani HIV pozitivní. To je 

přimělo k průzkumu genetických rozdílů mezi osobami HIV pozitivními a osobami, které 

se po vystavení HIV pozitivními nestaly. V rámci průzkumů bylo objeveno několik genů, 

u kterých některé z j ej ich variant před nákazou virem HIV člověka brání či v přídech, kdy 

k nákaze dojde, tak tomuto nakaženému člověku dopomáhají prodloužit život s nákazou 

(Galvani, 2005). 

Ke vstupu do buňky virus potřebuje, aby na jejím povrchu byly přítomny receptory 

umožňující jeho vstup do jejího nitra. K nim patří CD4 s nezbytnou přítomností CCR5 či 

CXCR4 koreceptoru. A právě mutace koreceptoru CCR5 vede ke vzniku rezistence vůči 

viru HIV nebo lepší prognóze vzhledem k průběhu onemocnění (Galvani, 2005). 

Receptor CCR5 podobně jako jiné receptory buňky představuje vstupní bránu pro 

různorodé zoonotické infekce do této konkrétní buňky. V případě receptoru CCR5 pro 

virus lidské imunodeficience (HIV). Mutací v genu pro CCR5 (tzv. CCR5 A32) dochází 

k poruše tvorby CCR5 na cytoplazmatické membráně buňky, díky čemuž nedojde k 

nákaze buňky infekcí HIV (Holt et a l , 2010). 

Je poměrně zajímavé, že se tato receptorová mutace hojně vyskytuje v populaci 

zejména severoevropské, a směrem na jih této mutace ubývá. V rovníkových oblastech 

Afriky a východní Asii se tato mutace takřka nevyskytuje (Holt et al., 2010). 
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Výskyt heterozygotů neboli jedinců disponujících pouze jednou CCR5 A32 alelou je 

v evropské populaci přibližně desetiprocentní. Výskyt homozygotů, tedy jedinců, kteří 

disponují 2 alelami, je přibližně jednoprocentní. Kupodivu jsou nositelé této mutace 

zdravotně zcela v pořádku, bez známek jiných poruch imunity. Téže mutace lze využít 

v moderní buněčné terapii k léčbě HIV nakažených pacientů, např. pomocí transplantace 

hematopoetických kmenových buněk s mutací CCR5 A32. Tento typ buněčné terapie 

bohužel s sebou přináší mnohá úskalí, proto je v současné době stále ve fázi výzkumu 

(Holt etal.,2010). 

4.2 Rezistence vůč i S R L V 

Infekcím způsobeným lentiviry malých přežvýkavců (SRLV) jsou věnovány četné 

výzkumy, jelikož jde o onemocnění, jež jsou rozšířená po celém světě, včetně České 

republiky. Jak již bylo uvedeno výše, tak musí být chovy zařazené v kontrole užitkovosti 

na M V a C A E V prosté (s výjimkou ovce šumavky). Vzhledem k poměrně četnému 

výskytu nákazy v České republice vznikl na žádost chovatelů výzkumný projekt, jehož 

cílem bylo zpracování programu pro zdravotní kontrolu infekcí způsobovaných lentiviry 

u malých přežvýkavců. Konkrétně se pak jednalo o metodu časné detekce infekce M V a 

C A E a také genetické selekce na základě markerů genetické rezistence k infekci. 

Zprvu byla u určitých jedinců rezistence proti M V a C A E potvrzena pokusy 

založenými na opakované expozici infekčnímu agens, nicméně mechanismus rezistence 

se objasnit nepodařilo. Z tohoto důvodu se skrze SNP50 čipy pro ovce hledaly geny, jež 

by mohly být za rezistenci k onemocnění zodpovědné (Heaton et al., 2012). U ovcí tak 

bylo identifikováno několik genů, jež by bylo možné považovat za kandidáty odolnosti 

proti onemocnění M V . K odolnosti zde vykazovaly nej silnější vztah polymorfismy 

v genu TM EM 154 (konkrétně polymorfismus E35K) (Šoch et a l , 2018). 

U ancestrálního haplotypu je na 35. pozici kódovaného proteinu TMEM154 glutamin 

a na 70. pozici asparagin. Kóduje-li alela TMEM154 lysin v poloze 35, pak je tento 

genotyp u ovcí zodpovědný za zvýšenou rezistenci k M V . V genu TMEM154 nachází 

celkem 11 haplotypu. Nejběžněji se u ovcí vyskytují haplotypy označované 1, 2 a 3, jež 

kódují polypeptidy v pozici 35. Haplotyp 3 je také s vysokou pravděpodobností nejspíše 

původní verzí genu TMEM154, jelikož ovce s ním jsou k M V nejvíce náchylné. Právě 

tento původní (ancestrální) haplotyp je spojován se zvýšenou citlivostí k M V V (Heaton 

et al., 2012, Heaton et a l , 2013). 
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Vyskytuje se ale také zmutovaný haplotyp charakteristický zkrácením polypeptidu 

kódovaného TMEM154, čímž u něho dochází k částečné nebo k úplné ztrátě funkce 

transmembránového proteinu (ztráta u haplotypu 4 a 6). Vliv na odolnost ovcí vůči M V 

v tomto případě nebyl řádně prozkoumán z důvodu nedostatku ovcí s tímto haplotypem. 

Itak existence těchto dvou polymorfismů naznačuje tomu, že neplnohodnotná funkce 

genu TMEM154 může mít v rámci ochrany proti M V výhodu (Heaton et al., 2012, Heaton 

etal.,2013). 

U koz tato problematika není blíže prozkoumána. Avšak vyspělost současné vědy 

poukazuje na časné probádání této problematiky i u koz. Naději na identifikaci a 

následnou analýzu kandidátních genů pro odolnost u koz dává zejména nově vyvinutý 

52k SNP mikročip (Šoch et a l , 2018). 
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5 Komentáře k publikacím 

Lentiviry malých přežvýkavců (SRLV) způsobující onemocnění maedi-visnu ovcí (MV) 

a artritídu a encefalitidu koz (CAE), jsou rozšířeny po celém světě. Tyto choroby jsou 

neléčitelné a neexistují proti nim účinné vakcíny. Vzhledem k současné nákazové situaci 

jsou onemocnění M V a C A E významným problémem. Způsobují ekonomické ztráty 

a vytváří bariéru při obchodování s plemenným materiálem (nejen v EU) či při pořádání 

chovatelských akcí (výstavy, svody). Chovy v ČR zařazené v kontrole užitkovosti (KU) 

musí být M V a C A E prosté, výjimku má pouze šumavka. 

Současný kontrolní systém prováděný dle Metodiky kontroly zdraví zvířat a nařízené 

vakcinace na rok 2022, sleduje četnost nálezů pozitivních zvířat v jednotlivých chovech 

v K U , nejsou však stanovena opatření pro eradikaci nákazy. Dalším problémem 

znesnadňujícím chovatelům ozdravení je fakt, že do monitoringu je zahrnuto pouze 25 % 

zvířat u hospodářství s více než 50 zvířaty. Zbylá zvířata by chovatel musel nechat 

testovat na vlastní náklady, čímž by mu vznikaly další výdaje. Situaci též nenahráva 

průběh onemocnění, kdy detekovatelné množství protilátek se může u zvířete objevit až 

měsíce po nákaze. 

Sami chovatelé primárně projevují zájem o vývoj markerů geneticky podmíněné 

rezistence. Stejně jako u eradikace klusavky (scrapie) na základě selekce rezistentních 

genotypů se i v případě maedi-visny nabízí možnost zavedení eradikačního programu 

spojujícího časnou a přesnou diagnostiku společně s asistovanou selekcí podmíněnou 

markety genetické rezistence. 

Jako reakce na tuto problematiku vznikl výzkumný projekt, jehož cílem je vyvinutí 

programu zdravotní kontroly SRLV s využitím nových metod časné detekce onemocnění 

M V a C A E a genetické selekce na základě markerů geneticky podmíněné rezistence 

k infekci. V rámci projektu byly do monitoringu zařazeny chovy v K U a vybrané chovy 

mimo K U , chovy s neznámou nákazovou situací nebo historií výskytu onemocnění a 

stáda šumavské ovce. 

Soudobé poznatky ukazují, že používané diagnostické metody nejsou vždy zcela 

spolehlivé vzhledem ke složité patogenezi onemocnění. Nej spolehlivější je kombinace 

imunologických a molekulárně biologických metod, přičemž s přihlédnutím ke kmenové 

variabilitě je třeba metody molekulárně biologické diagnostiky nadále zdokonalovat. 

Virologickou a sérologickou diagnostiku v rámci projektu prováděl S V U Jihlava. 
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Díky předchozím výzkumům založeným především na genomové analýze s použitím 

50k SNP čipů pro ovce bylo identifikováno několik kandidátních genů pro odolnost proti 

onemocnění M V . Nej silnější vztah k odolnosti vykazují polymorfizmy v genu 

TMEM154, konkrétně pak polymorfizmus E35K. U koz není tato problematika blíže 

probádána, nicméně nově vyvinutý 52k SNP mikročip dává naději k identifikaci a 

následné analýze kandidátních genů pro odolnost i u koz. 

Jedním z cílů projektu bylo na základě diagnostického nálezu provést identifikace 

genetických variant ovlivňujících geneticky podmíněnou vnímavost/odolnost ovcí 

k onemocnění M V a analýza možných kandidátních markerů u koz. 

Vzorky krve byly primárně vyšetřeny pomocí ELISA testu za účelem průkazu 

specifických protilátek. Suspektní vzorky byly dále konfirmovány alternativními 

imunologickými metodami - imunodifuzním testem, popř. imunoblotem. Sérologicky 

pozitivní vzorky a vybrané negativní vzorky byly dále testovány na přítomnost provirové 

D N A metodou real-time PCR (qPCR) s cílem vyloučit falešnou pozitivitu. 

Celkem bylo v rámci projektu sérologicky vyšetřeno 2801 vzorků ovcí a 609 vzorků 

koz. Z celkového počtu ovcí bylo 496 vzorků pozitivních na M V V , tedy 17,71 % 

prevalence onemocnění. U koz byl výskyt pozitivních na C A E V 89 s 13,79 % prevalencí. 

Pro diagnostické účely byla odebírána periferní krev zvířat (věková kategorie: 

minimálně 4 měsíce po odstavu) dle metodiky S V U Jihlava. Krev byla odebírána do 

plastových zkumavek s objemem 10 ml, jako antikoagulant byla použita K3EDTA. Ihned 

po odběru byla krev ve zkumavce důkladně promíchána s antikoagulantem a dále 

uchována při +4 °C. Pro potřeby sérologické analýzy a průkazu provirové D N A byly 

vzorky krve dále zpracovávány. Separovaná plazma byla použita pro sérologické 

vyšetření, „buffy coat" pro průkaz provirové D N A . 

Identifikace genotypů TMEM154 byla provedena u stád s výskytem sérologicky 

pozitivních i negativních zvířat zjištěných dle ELISA testu. Pro stanovení genotypů 

TMEM154 u ovcí a koz byla použita plná krev. Izolace D N A proběhla především 

s využitím Chelexu 100. Jedná se o levnou, rychlou a nenáročnou metodu izolace 

s uspokojivým výtěžkem a s vyšším stupněm znečištění výsledného produktu. Pro 

analýzu PCR a amplifikace potřebné sekvence byly navrženy specifické primery 

s využitím programu Primer3 a zvolen teplotní profil nejvíc vyhovující pro amplifikaci 

s danými primery dle výsledků gradientově PCR (obrázek 10). 
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Obrázek 10 Gradientova PCR (Farková, 2017) 

Na základě intenzity signálu zvolena nasedací teplota TA= 58,5 °C. M-

velikostní marker, 0 - kontrolní vzorek s H20 místo DNA, B - blank (pouze voda). 

(Farková, 2017) 

Po potvrzení amplifikace produktu gelovou elektroforézou byly vzorky přečištěny 

a zaslány do externí laboratoře pro účely sekvenační analýzy. Získané sekvence cílového 

úseku TMEM154 byly analyzovány pomocí programu M E G A 10 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis version 10; Pennsylvania USA) a statisticky 

vyhodnoceny. Genotyp TMEM154 byl analyzován u 645 vzorků ovcí a 60 vzorků koz. 

Bylo osekvenováno 645 vzorků krve ovcí s těmito výsledky: 

Tabulka 1 Podíl jednotlivých genotypů 

SNP genotyp počet 

G E35 104 

A K35 254 

R E35K 287 

Zdroj: Vlastní zpracování v programu Excel (Microsoft, 2020) 
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Graf 1 Podíl pozitivních v jednotlivých genotypech 
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Zdroj: Vlastní zpracování v programu R (RStudio, 2020) 

Statistická analýza byla provedena v počítačovém programu R (RStudio, Boston, 

USA). 

Podíl pozitivních v jednotlivých genotypech ovcí byl u genotypu A 42,5 %, u genotypu 

G 52,9 % a u genotypu R činil podíl pozitivních 56,1 % a z grafu je patrný větší podíl 

rizikových genotypů G a R u séropozitivních zvířat. 

Zatímco u ovcí byly prokázány všechny 3 genotypy, u koz byl také amplifikován 

a osekvenován stejný úsek genu TMEM154 (vysoce homologní s ovčí DNA), nicméně 

u všech analyzovaných vzorků koz byl identifikován pouze jeden genotyp (E35) jak 

u sérologicky pozitivních, tak u sérologicky negativních zvířat. Takže u koz se 

nepředpokládá polymorfismus a nalezení markeru rezistence v této sekvenci genu 

TMEM154. 

Při genetické charakteristice lentivirů malých přežvýkavců v České republice byly 

detekovány 2 kmeny A a B. Kmen A byl nalezen u ovcí i koz, s nej větší pravděpodobností 

ho lze přiřadit k subtypu A2 (výskyt v Kanadě, Finsku, Turecku a USA) nebo k subtypu 

A3 (výskyt ve Španělsku, Švýcarsku a Turecku). Kmen B byl nalezen pouze u jednoho 
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stáda a byl s jistotou identifikován jako subtyp B2. Tento subtyp se vyskytuje ve Francii, 

Itálii, Polsku, Španělsku a Švýcarsku. S velkou pravděpodobností se kmen B dostal do 

České republiky nákupem chovných jedinců ze zahraničí. 

Genetická analýza polymorfismu v kandidátním genu TMEM 154 potvrdila výskyt 

všech 3 genotypů. Nepotvrdila se ale 100% vazba příslušného polymorfismu na odolnost 

či vyšší náchylnost k onemocnění pravděpodobně z důvodu mutací SRLV a překonání 

dříve publikované vazby polymorfismu K35 k rezistenci k lentivirovým onemocněním. 

Nicméně v rámci této skupiny genotypů je patrný trend vyšší odolnosti k onemocnění. 

Nejvyšší podíl séropozitvních zvířat byl zjištěn u zvířat v polymorfismu obsahujícím 

vnímavou alelu projevující se inkorporací glutaminu do struktur transmembránového 

proteinu, tedy heterozygotů s genotypem E35K Zjištěné frekvence výskytu 

polymorfismu odpovídají dříve publikovaným zjištěním. Srovnání podílu genotypů není 

zcela relevantní, protože zvířata vnímavého genotypu nemusí být vždy infikována. 

Kromě geneticky podmíněné rezistence se v patogenezi infekce SRLV uplatňuj e řada 

dalších faktorů, a to především genotyp a možná mutace viru, stáří zvířat, plemeno, 

podmínky chovu a další vlivy prostředí. 

U koz se sekvence genu s očekávaným výskytem polymorfismu též podařila 

amplifikovat. Ale u všech analyzovaných vzorků byl potvrzen výskyt pouze jednoho 

genotypu (E35), takže se předpokládá, že zde nedochází k mutacím a vzniku 

polymorfismu, který by mohl mít souvislost s vyšší odolností vůči lentivirovým infekcím. 
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Genetic characterisation of small ruminant lentivimses in sheep and goats 
from the Czech Republic 
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Tie am sf "±LS study ma: to detertr.Lne ".be prevalence Etnal ni-winant lexitiYirui (SR1Y) 
uifectic:i= on =neep and zoa: {aim Tvnicn are eiienipt fj-iri =iate jr.^ruxrinj and earn- molecular 
chaTacteriiitioo of srraiie diculairnE atr.QDZE.1 ".hebe famce nriiouc SRLY e?acu'caiic:i. A :otal 
number Df 3.410 blood. iampIeE of steep and. EcatE from 21 herdj \xae collected frr t i e ]rarpoae 
of-.be project The detecred ;erc]02:caL prevalenceofraaediviaia.in=JieepTVU l&.9%(;ir5-'2!01) 
and the E.e:cpievaLetice of capr-ce ajtkritij and. encepkalitiz in EcatE TYBI 14.]% (Bfi'fiOSJ. All 
poithe a-nr-nali mere- te=:ed by the ne=:ed ?c]ya:eja=;e clam reaction (nPCFl) rnefh-id for the 
prejence of provtruE; La ttue baiff\-;oat= from EDTA-blood eamplee. PhyloEeneric aaalyiie; of 
93 £R1Y Etaji: Ldenzfied the leuotype in eequence-e. TJitiere SJ of them ivaie jenotype 
A and L~ jel-jnied tc serotype E. Wlereaj al "je jenotype B ;eq.jfin:eb '.vere clarified 
in enotype B2. the aenrjtype A group of izoLatee ensued hiehff variability and mere related 
to Eubsenjotype: A3 and A3. ThiE. irudy repTSEente the firit report at esoteric thaiacteriiitioo 
Df SRLVetramz drculazns inthe territory of fie Caech Republic. 

Maedixisna- caprine ar&rtrs. ntzztdPCB. EU^A 

Small mtninant lenü^iruses (SRLY:) are widespread in most region: cf the Tvorlri 
and infections are associated with economic losses in small-ruminant production. The 
members cf this SRLY group in the Retrmsridas family. tnaedi-visna T.ims (MVV) and 
caprine arthritis-ericephalrtis virus (CAEY). mfbet sbeep and goats (L'Homme et al. 
2011). Small ruminant len1r."iruse& cause persistent irifectLcns which can induce systemic 
diseases affecting joints, mainmary glands and respiratory and central nenncus systems 
after long incubation periods (Kar avail et al. 19B3). Lentiviruses have in comcaot: 
their typical genomic organisation, the induction of slowly progressiv diseases, a large 
spectrum of targeted crgan: and symptoms, and the ability tc persist wil±in their hosts 
despite a streng immunological response. Ingestion of infected colostrum and milk is the 
major transmission mode of ??BTVnHHiin flocks (Black]aws et al. 2004) but at least in 
sbeep. horizontal transmission may also play a prominent role (Karayan and Clements 
1959). Common clinical signs caused bv SRLV infections include neurological disorders, 
dyspnoea, emaciation, mastitis, and artliritis [.Alvarez et al. 2006). 

Tile genomic organisation of SRLVs is typical of lenlr.iruses: the pro^iral geucae 
consists of tivo identical positive-sense single-striande(i ribonucleic acid (RKA) subunits 
(B.4-9.2 kb) (Gifford 2012). The SRLY genome contains the structural genes gag. pol 
and em\ in addition to the regulatcrv genes rsv. xif. and tat. The gag and pel genes are 
relatively well conserved among SRLYs. which makes them ideal tarsets for Polymerase 
Chain Reaction (PCR) primer (Tesign [Pepin et al. 199S; Ore go et at. 2007). The M\*Y 
protcr^"pical strains such as strain K l 514. EY-1. and SA-0 \1 \Y ' from sheep and the C A E \ T 
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strain Coufc-CAEV isolated from goat (L : Homme et al. 2011) were originally viewed as 
distinct viral specie: restricted to respective host animal species. As mere SRLY sequences 
had become available fcr phvlogenetic analyses, it became evident that SRLYs can cross 
the specie: barrier arid can bě tran:initted from sheep to goats under favourable conditions 
[Shah, et al. 2004b: Pisoni et al. 2005). 

The clarification of viral genotypes into groups and subtypes proposed in the last 
decade by Shah et al. (2004a) involving two long segments of the. SRLYgenome (gag-pel 
segment 1.8 kb; and pol segment 1.2 kb) is widely accepted at present. Accordingly. SRLY 
are classified into five genotype groups (A—E) which can varv between 25% and 37% in 
their nucleotide sequences. However, genotypes A, B and E may further be distributed 
into different subtype:, varying between 15% and 27% of their sequence. Group A has so 
far 15 recognised subtypes (A1-A15); group B has three subtypes (B1-B3); and group 
E has only two subtypes (El and E2). Genotype D has only been described in Swiss 
and Spanish, sheep, and only regarding pol sequences. Readier, pbylogenetic analvsia on 
additional (gag) sequences of the same (group D) isolates, classify these sequences with 
genotype A, suggesting that genotype D is in fact genotype A. exhibiting ctî Tergence in 
the pol gene [Ramirez et al. 2013). The ocurrence of genotype E is described in local 
gcat populations in the northwestern region of Italy and the island cf Sardinia (Grego 
200": Reiua 2010). The high genetic "inability amongst SRLY and the corresponding 
phylcgenetic relationships amongst sequences his been described in numerous studies in 
different countries '(Ramirez et al. 2013). Although SRLY infection in small ruminants 
is widespread en all continents, little information is amiable on the genetic variants 
circulating in different geographic regions. Besides SRLY complete genomes available in 
the GenBant. partial sequences have been published, in Brazil. Canada. Finland. France. 
Greece. Ireland. Japan. Netherlands. Poland. Russia. Slovenia. South Korea. Turkey 
[reviewed bv Ramirez etal. 2013). Switzerland (Shah et al. 2004a). Bály (Greeo et al. 
2002 X and Norway (Gj e r: et et al. ''1007). 

In the Czech Republic M Y V / C A E V was firstly described in the earlv 1990s based on 
the serological diagnosis by detection of specific antibodies using commercial agar gel 
inmLmodiffbsion test (AGED). First virus isolation and partial genome characterisation of 
the Czech ovine lentivirus isolate OPM was published by Celer et al. in 1997. Further six 
Czech o'.ine lentivirus isolates were characterised i orn :nPCR products of amplification 
of partial gag gene sequences (Celer et al. 2000). which confirmed the ovine lentivirus 
senotvpe in the Czech Republic is closely related to the prototype Maedi-Msna strains 
K1514 (Iceland), EY1 (Scotland) and SA-OMVV (South Africa), recently grouped to the 
A l subgroup. Nevertheless, clear phvlcgeuetic differences can be found between the six 
viruses analysed and the first OPM isclate. 

We tested a large number cf sheep and goats throughout the Czech Republic within 
the framework of our research project aimed to control the lentiviral infections in small 
ruminants with the use of early detection method: cf SRLYs. A l l samples were tested 
fcr the presence cf SRLY serum antibedies using different EL ISA test: (Eiizyine-Linked 
Immunosorbent Assay). Selected samples from SRLY positive farms were further tested 
by PGR to amplify proviral sequence: cf sufficient length suitable for the genetic typing of 
SRLYs circulating in the countrv. The final goal of the project is also the genetic selection 
on the basis cf markers cf genetic resistance to infection (TMEM1Í 4 gene). 

Materials and Method; 
Animal? and blood sampling 

Annoal= at Lea=: 4 aacn±= ařei Tvea i i i i j . c j i j i n a r i i j ž i d 21 fkrci= fron " dLtereiit rezi-jni of the Czech 
Republic (Karlovy Van:Liberec,OLIEJCUJC. Pardubice. ?I1=HL Scr i Ei-timum and SaudiMoravianRjeeisn)uere 
used f DT the itady. Atotal ofj,410 blood iamplfii of sheep and. soars were :o l lec:ed rortiepunicie o : ± e pioj ect 
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of which 2.S01 ivare ovine samples from 14 hardE and m caprxe EimpLai from handi. TTYC- farms MiTere-Jicined 
floct with, sheep and Eoats. Whole blood from Ehae? and aoati at a volume of 5 ml was drawn by vempuncTura 
3Bld collected into TnJbeS with affhylflr.tftiaTiint.lHtTaarBtir acid (K.EDTA). 

ELISAtests 
AJ1 samples were tested for 5RLY antibodies by commercially available EIISA tea (IDEXX MVVCAEY 

p2S AJb ScreeninE Test) and the fihdihES were confirmed bv addifiona] ILI5 A assays IDEXKIJAT^.CAEVpIS 
Ab Verifcauc-n 7-3=: CDEXX T_"SA): IDEXX CAEVMVV Total Ab Tea (IDEXX UEA): Elites M W C A E Y 
(HYPHEN- Bio^&i. Franca), ID Sne^El\r^V.CA^ France) and one ajar ze] ^ w n a l f f i r n r , 

test AGED MAEDITEC (APHA Ederjtiiic, UK). Eradlkit ERLV ELISA test (TMi r^mostics, Italy) based DE 
a jam; of zaz and anv peptides ;eLc-nzinj tc- the zencrypeE A and B was used for EarcloEicaL zenotyjiinz. 

Euffy-coat preparation and white blood cell isolation 
White blood -ells (V.\3C; were := olated from K3EDTA whole ;]ood by cennifuzation at 400 * z-fc-r 2'H min at 

rcc:n temperature (R7). Afer carefiil removal c-f plasma for = erc-lc jic al Testine. cliffy mat lays: was transferred 
by jflpettiriE to dean 1.5 ml rube=. Second centiifuzaiion at 400 * g for 20 minora used far the residual plasma 
removal. Final rUa-rir.; of buffy coa: waE performed usins the Ly=i= solution (XH C I NaHCO.. EDTA. final pH 
".3). Sample: were centnfuEed at ].QQC '• gfot: mm aiRT and the E-irffimatantwas discarded. Tie obtained rieLai 
was stored at-SO 'C. 

Deoxyribonucleic acid ex.ttaction 
Deorryriboriucleic acid (DXA) from \VBC was erctracted usmz a }-[azN-A Pure LC Total N"A Isolation jdt 

on MaiNA ?ure robotic EyEiem. (?.ocne). ?re]y=:= step was performedusine 1}=L= Eoludon ( G U S C X , Tris-HCI 
(pH fi.4), EDTA (pH £.0), Tritori X-100) in tie volume of E00 pi and (50 rnz'ul) in the volume of 3 ill in 
a thermomKer (5c : C for 90 mill). Tie Proteinase K enzyme WIE subsequently deactivated ai ?c : C for 20 mil. 

Polymerase chain reaction 
Two-pair primers (Table 1} corresponding :o the most LLzhly conserved sequences :& ±e zaz zene from foe 

tareeted iFJLV eeriomes Tiere i=ed fc: oe;:ed ?CR {Greeo et al 200";. The ^riners G-A-C- Fl aod POL Rl ivere 
used ftar the first PCR. etep, TLhere die consequent lenrJi of the ampLi£eaticn product '.VIE O.S tb. The second 
E.e: of 5JnnerE. OA Or ¥2 and POL ?J vvaj used for neEted PCR itep carried out in a 25 nl reaction illume. The 
exracred DXA".va= ariTilcfied in a reaction miirure cf-he :ota] v^ljnie of ul'.v.th -he fc-Uoniui composition 
primerE (0.3 n}-[ for each), DeorcymicleotidE (dyTTPi) Sohidon Mix (0.12 rrnVT), 1 * PCR buffer complete with 
MeCl.(0.12 nM). Fazt Start Taq Polvmeraja (1 Unit). The :em?entire ?:c-f ]e =1aneduithariiriitial denatuTatiDri 
step (Pi7 : C for 10 min). followed by 35 cyclee uith dertarujuiE (55 = C for 1 niin). aniiealuiE (55 ~C for 30 s) and 
elonEition (~2 "C for 1 min). Keited PCR was earned out under similar conditions a= ike first PCR. nnere 2 nl 
o:±efrE: PCR^rcJiua^^etra^feired into the reaction mix. Trie temperaiiu]eproillewaj11ije sarneas mlleiTrzi 
P C ? . , except forine annealiriE =tep (SJ = C for 30 s). 

Table 1. Sj^rfic primeri for the Eaz zene rezicn deiianed acccrdiiE to Grezc ei al. (200-). 

Primer : ec.e:L:e : "• . :' Leuzfri of P C R pradjet 
Lenzrh of L L ? C R 

pnodjet 

GAG Fl TGGTG-ARKCTAGirTAGAOACATGG :.: 
POLR1 CATAOGP.O&HGCGGACGGCAECA 

GAGF2 CAAACWC-TP.GCAATGCAGCATGG 
POLR2 GOGGACGGCA SCACACG 

PCR riclymeraie chain reaction: nPCR nested polymera;e cbain reacz.on: tb id]ob}re 

EequencinE 
The ipe::ficityc-f ihere = jlimE! PC?. prodjctE can be -oeriiad usxz the Eeauence analysiE and ty comparinj trie 

obtained Eequences rd"h referential Eequences available in the GenBank a: cbeXa-ona] Center for 3io:eitirjo:ozy 
InfiMmaiion (MCBI). PolymeraE.e chaui reaaion produc:i '.v.ih Epecifi-: lenrii '.vieie cut c r zom azar̂ Ee zal 
and Tijrif.ed on column= (Hiah Pure PCFL Predict Purification Ki: [Rocne. Germariy] and Ercpin combe- OP 
[Gene.lU Bio:echnolc-jy. l̂ joreâ ). Purified CH-'A vra= Eecjuenced by Eanzer mediod '.villi reamplifcanc-n rirLuers 
usinz dyie tfirrniLa:or cnemiErry. Tie ontput =equence data were procejzed in the EioEdit sofraare (Tom Hall 



Ibis EiiKdflECeL Carlsbad. CA_ USA.) and ocodifed b̂ queajcsi vreit -ompared '.r.th =eaue:ijce = x the VXBI 
ia:itj=f via ihe BLAST i3iii: LocalAJiEnrneDt Search Tool} alzor.itci. 3az*& on thi= comparison. =uppoied 
ui-:on:c:a-ori nas e;fcna:ed of directedproviral =;EO/.ieri:e£ co ± f SRI

1

." I6:uc:ype zrcipi andtheiriubtypei. 

PnyLc eienecic analy = i ; 
Ot"jiD5d millepede Eequerriee tvere analyzed. adj-oed and pre'rnin-mly compared by 3ic EcLi Ecfrvare iHal] 

:. Multiple alijnnr^r.T analyEed EequenceE. TcsfXier nil! lefererrie SEXY ;equence= VISE; aic^pliihed '.w± 
CJuatal'kV in MEGA " (Kumar etal. K16). Pbrytoserieric aDdrrjcleajlar^Tclirisnary aoalyis: uTere perfc-mced udnz 
the XtHeiboTi; T J I H I I ; ocschod and [be TamuraO-Tei otodel with, earnota iutEinition in MEGA " [Xsi and Kuotai 
200C) and all 2apE. abd cmEiriE data were iar^Ted. The EtorLEical ;oridea;eof the :or*>]oeie= ivai a^KEHd U E I D E 1C0C

1 

bM-̂ trap lepliciree. 

Table:. E£:iil"£ of ieiDlDEical teEtins, PCR. and Eenetir lypbiE on Creel farais. 

FanE Sarnpjecode Spedea ft of arntsĚlE ELEA 
PCR.poEtrh-E FanE Sarnpjecode Spedea ft of arntsĚlE 

Jib- At-
PCR.poEtrh-E 

EElTSetÉ aeroTvps L E i 

A Eteej 243 in 33 A2A3 
7Y. ::=: . 335 -: A3 A3 .-. 

: 1: Eteer 190 ::: :- A3'A3 .-. 

:• i::. : Í : ::: :: :- A3 A3 .-.: 
; V. ELeeT ::: }• _: A3 A3 A 
: A : Eteer •:: : E 3 , A : Ž 

7 =ieer ::: " -

G I : :'.- -: .- :- A3 A3 A 

G Is. I"-"-- :~- ::: :;- A3 A3 A 

:=. 2000 i3fle :-5: -.: 
ELISA: F.ii—IYC-T iiiV^ Twiriifl^nr-flnT PCR: pohT3te:aE.e ;nauireactijtm 

Results 

A total number of 3.410 blood samples ofsheep and goats from 21 herds were tested for 
presence of specific antibodies against \£\*V'CAE. Specific SRLV antibodies "ivere detected 
in 642 animals, on 7 farms out of 21 (33%). The detected serological prevalence cf \ I \*Y 
in sheep -was. 19.9% (556/2801) and the prevalence cf CAE in goats was 14.1% (So 609). 
The proviral D X A was detected by PCR in 410 samples (65%) out of 631 seropositive 
ar.imal* A total of 2S7 suitable reamplificatioE. products were sequenced amongst the 410 
PCR positive anirnals frcm 7 farms (Table 2). The length of the anahised sequences for the 
phvIogenetLC tree was adjusted to aboLrt "50 bp (1002—1752 according to the location of 
the complete genome sequence of the reference strain M606O5.1 -Icelandic strain K l 514). 

Small ruminant lentr.irui sequences were compared to reference strains ftam genctj"pe 
sroups A. B. C and E. Due to the high number of positi'/e samples within infected farms, 
a total of 77" samples representathTe cf each fleck ivere randomly selected for further 
phylcgeuetic analysis. Amongst the 77 gag gene sequences, genotype A was identified 
in 60 of them, and 17 belonged to genotype B. A total of 40 representative sequences 
(5-S ffcr each farm) are presented in the phyiogeuetic tree (J5 ofthem belonging to genotype 
A and 5 of them to genotype B) (Tig. 1). Whereas all the genoth^e B sequences clustered 
clearlv in subtype B2. the senofvpe A group cf isolates showed higher variability and were 
related to subgemotypes A2 and" A3. Detailed compariscn of partial nucleotide sequences 
from Farm E with reference strains AI . A2. and A3 'Tig- 2) revealed circulation cf mere 
than one subtype (A2'A3 andBTJ) in this ftcck. 

Nucleotide diversity wrlhin each group was compared in group A (mean nucleotide 
diversity, 15.3 %L range, 0.1—22.5%) and group B (mean. 2.4?'o: range, 0.2—9.0%). Intra-
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Fij. 1. PbyloEsaetic relaricziiiup of E^SC aid ;aesp 
lanriviTiH Bucleoridfi laquencHE; of Liolates from Cze:± 
flecks by tte NVrhhniir jailing afiflicd. 

farm heteroaenitv in sroup A: fann A 
(mean 6.0%; range, 1.0-1S.4 %) : farmB 
{mean 11.4%; ranee. 3.4—15.5%). farm 
C (mean 14.7%; range, 2.4-21.0%), 
farm D (mean. 4.3%: ranee. 0.1-10.7%). 
farm E (mean 5.6%; range:0.4-S.4%), 
farm F (mean, 2.4%: range. 
0.1-3.3%), farm G (mean 9.4?'i; range, 
0.3-15.2%) and eroup B: farm~E 
(mean 2.4%: range, 0.2-9.0%). 

Results of serological examination of 
90 serum samples by subunit ELISA on 
Eenotype A and B derived matrit proteic 
(Eradikit SRLV ELISA test) confirmee 
the presence of genotypes, detected 
by molecular genctyping on 6 out of 

fanns.. while on one cf thein 
(farm C) a suspected additional presence 
of genotype B besides genotype 
A was revealed by sequence analysis. 
Otherwise, cn farm E shmvingcirculation 
of genotypes A and B. solely genotype 
B was presented in all significant results 
(33:5). Even particular samples tested 
positive for genotype Airy PCR reacted 
in this ELISA ob'.iously with aB subunit 
antigen. 

Discussion 

of SRLV infection has not existed up 
until mow. Tools recommended for early 
; J : T : : : ; : : : ; : : L : S : 1 ib; I'at :-r • 

for detection of the humoral immune 
response (serology) and methods 
detecting the (pro-)viral mucleid acid. 
The proviral D X A was detected bv 
PCR in 410 samples (65%) cut of 
631 seropositive animals. This result 
corresponds to past studies (Celer et al. 
1997; Shah et al. 20O4a; De Andres 
et al. 2005) where the sensithity of 
various PCR approaches related to 
different ELISA tests vary fioin 60 to 
95%. Polymerase chain reaction tests 
tend to be less sensitive than manv 
ELISA tests regarding the identification 
of infected individuals by laboratory 
testing (De Andres et al. 2005). 
Polymerase chain reaction appears to 
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KYMB717-A1 GTATDCTTG£ JUTUCrUI ArLAGLATTA MATCAEIAA GACATATtrC ALATAUCCA. GGUA1CCTA TC1AETAAA KUMilUT AGItAAAGrT 
7517 Afcn-A rTATKTTltC AAlCTflrAAT AATAGrAMA KMTTATilAA COTAlATTirr ATArAf^TfA UliAAKClA lCntfllAAA DTAAMTiAAT AGIGMfGCT 
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Fis. 2. CDiJipariiuJiof ttiofield ^raiiib i o m fkmr. Z ".v.Tk [he rrfe:eBce Eixaiii (mbfrpe A l . A2, A}. E l . E2). 

b e able t o detect an infected atiirnal priar to : e r o c o u Y e r : i 3 t % but due tc l a w viral l o a d 

in the post :erocouveriion phase of iiifection. PGR tests are severally less seu:itive that: 
ELISA tiecliniques. It is suagestsd that the Mmbioatioii of serology" a n d PCR toaether 
"dith relatively short sampling intervals i s optimal for detecting SRLV infected animals 
especially id eradication p r c E r a m u i e : where the early detection of infection i s needed 
(De Andres etal. 2005). 

In the Czech Republic, an eradication program has nê ier been officially established b u t 
breeding flocks, under ofdcial control of production efficiency were systematically tested 
for presence of M Y Y ' C A E V antibodies since late 1930s. This attempt has reduced the 
presence of SRLVs i n these flocks under 1%. However, there is no exact defined n u m b e r 

of other flocks out of this prosrarn. where the detected seioloaical prevalence of M W 
in sheep-was 19.9% (556/2S01), and of C A E i n goats 14.1% (E67609). Eventually, on 
7 farms out of 21 (33%) the SRLY infection 7\Tas detected. Pre^Talence within individual 
herds ranged between 4.5 and 56.2% (Bartak et al. 2017). 

This study represents the first report of genetic characterisation of SRLY sixains circulating 
ivithir. the territory7 o f the Czech Repubhc. Previous study reporting about the ph^loaenetic 
analysis of the M \ Y " strains in the Czech Republic (Celer et a l . 2000} comparing partial 
sag gene sequences considered the rele^unce to protctj-pe M Y V isolates K1514. E \ " l 
zi\z- ZA-OWr'' V:\-1LOJ-. fjrtiier : ; C ; : L : / . ' M S J : ! :Z-Z*::T.Z re::;vct. C'v.; reiv-lt: 
identified the genotypes in 77 sequences, of which 60 ivere aenot^^ A present in both 
animal species, and 17 belonged to eencn-pe B occurring i n one sheep flock. Ovine and 
scat sequences, which belong to genotype A could not be assigned to existing subtypes, 
however, they7 were found to be related to subtype A2 or A3. Further analyses have to be 
performed on larger segments of sag-pel and env or rev gene tc classify the relevance to 
existing subtypes. The length of gag gene part analysed in cur study iva; defined by the 
size of the reamplification product for the reason of the detection of sensitivily7. Published 
data on the distribution of SRLY genotypes and subtypes in goats and sheep -from different 
countries (Ramirez et al. 2012) state t h e presence of subtype A2 in Canada. Finland. 
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Turkey, and USA. meanwhile subtype A3 was-declared in Spain. Switzerland, and Turkey. 
La contrast, the genctype B strains limited only to one flock were clearly identified as 
subtype B2 occurring in France. Italv. Pcland. Spain ana Switzerland. 

!'-.k=L.i-VL :jr.i ".'in.'.: pi':t;~pes mijr.ally i ; ?];:?•:! :V;~i L::eep H>E I : ; •.•' : -ereri"e-:iIL ""..:•"— 

A, further divided, into several subtypes isolated from sheep, scat: or bcth species (Shah et 
al. 2004a.b). Caprine arthritis-encephalitis virus prototypes originally isolated from goats 
are referred to as group B. divided into subtypes as. well isolated from bcth species (Pisoni 
et al. 2005: Shah et al. 2004a). It is clearly confirmed by numerous other studies from 
several countries that C A E V and \ " M Y often cross the species barrier infecting the new 
host. persistiBg in it and spreading across the new best population (Valas et al. 1996; 
Leroux et al. 1997; Germain et al. 2006). Our study regaled the parallel occurrence of 
genotype A in a mixed flock cn farm A and "CAEY-lihe" genotype B in sheep on farm E. 
Thus, even if some genotypes might have been originally assigned to a single host species, 
the host species spectrum may be wider in nature. 

Small ruminant lentivircs displays a high genetic and antigenic heterogeneity and 
includes diverse genotypes and subgenotype: that display great genetic variability. The 
molecular epidemiology7 of SRLV is constantly changing due to animal movements, 
cross-specie;; transmission and due to their rapid evolutionary7 rate. Mutations are very 
frequent in lentiviruses and alsc the recombination can occur between different SRLVs. 
creating new variants. Heterogeneous SRLV genotypes ma;-affect the diagnostic sensitivity7 

and specificity. The development of assays; tailored by region might help resolve the 
problem of high mutation rates of SRLV Sequencing of leutivirus isolates from the area 
of interest is a prerequisite for this approach. The phyloaenetic analysis and nucleotide 
diversity comparison prcved the variability7 of analysed viral strain across different Czech 
flocks, except for farm C which had sequence: 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 by7 the purchase of animals 
from another country. 

Comparing the serological and molecular approaches to determining the SRLV genotypes 
in positive flecks, the results of ELISA designated for that purpose (Eradikit SRLV ELISA 
test) coincided in the majority of the tested samples with the molecular characterisation of 
genotypes. There were some exceptions in several individual samples where the genotype 
was not correlated in bcth methods, which can be attributed to lower ELISA specificity. If 
ELISA is used cn the fleck level rather than the individual level, it could be a suitable "tool 
to differentiate genotypes A and B in case the sequencing analysis is not available in the 
laboratory. 

This study describes an epidemiological situation of SRLV in the Czech Republic. It 
declares the presence cf two SRLV genotypes A and B within the territory of the country 
and the distribution of different subft"pes in sheep and goats. The data reported in this study 
suggest that Czech SRLV strain: are more divergent within the A genotype and further 
characterization cf the A2 A3 strain: should be performed to classify them precisely or to 
eoafLrra a new subtype. 
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S r o v n á n í incidence l e n t i v i r o v ý c h i n f e k c í 
u o v c í a koz s r o z d í l n ý m genotypem g e n u 
t r a n s m e m b r á n o v é h o proteinu T M E M 1 5 4 
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SOUHRN 

Tonka T., ČurnV., Soch M., Vejčík A., Vernerové K., Farková B., Stoidl R, Barták P., Simek B., Václavek R, 

Plodková H. Srovnání incidence len t iv i rových Infekcí u ovcí a koz s rozd í lným genotypem genu 

t r a n s m e m b r á n o v é h o proteinu TMEM154 . Veterinářství 2019;69(5):377-380. 

Původci lentivirových infekcí malých přežvýkavců (SRLV), kterými jsou virus Maedi-Visna (MW) u ovcí 

a virus artritídy a encefalitidy koz (CAEV), jsou rozšířené po celém světe včetně české republiky. 

Vnímavost k infekci je ovlivněna genetickou kombinací více genů, z nichž jedním je gen kódující trans-

membránový protein 154 (TMEM154). Genotyp daný kombinaci alel spojený s polymorfismem na 

pozici 35 tohoto genu významné koreluje s citlivostí k infekci SRLV Selekce odolnějších jedinců na 

základě genotypizace může být jedn ím z nástrojů kontrolních programů pro eliminaci SRLV v infikova­

ných chovech a pro plošnou prevenci. 

SUMMARY 

TonkaT„ ČurnV., Soch M., Vejčík A., Vernerové K., Farková B., Stoidl P., Barták P., Simek B„ Václavek P., 

Plodková H. Comparison of the incidence of lentivirus infections in sheep and goats with diffe­

rent genotypes of gene of t ransmembrane protein TMEM154 . Veterinářství 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), Jr\e 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. 

Úvod 

Onemocnění, známá jako maedi-visna u ovcí 
(Maedi-visna virus, MVV) a virová artritída a ence­
falitida koz (Caprine Arthritis-Encephalitis virus; 
CAEV), patří do skupiny RNA virů z čeledi 
Retroviridae, rodu Lentivirus a jsou souhrnně ozna­
čované jako lentivirové infekce malých přežvýkav­
ců (SRLV). V současné době je onemocnení MVV 
rozšířené po celém světě včetně České republiky. 1 2 

Kontrolní programy lentivirových infekcí ovcí 
a koz jsou zpravidla založeny na sérologickém 
screeningu stád s následným vyřazováním séro-
pozitivních zvířat a navazujícím plošném monito­
ringu. Tento systém byl v minutých letech rozšířen 
o možnost selekce na základě genetické rezisten­

ce podle příslušného genotypu t ransmembráno­
vého proteinu {TMEM1S4). K tomu je nu tné znát 
nejenom variabilitu virových původců onemocně­
ní, ale také genotypové rozložení rezistentních 
nebo vnímavých jedinců v populaci hostitelských 
zvířat. 3 

V předchozím článku byly prezentovány výsled­
ky sérologické identifikace infikovaných zvířat jako 
prvního stupně programu eradikace 2 a možnosti 
využití metod molekulární biologie pro včasnou 
detekci provirové DNA, včetně využit í metody 
LAMP. 4 Na tyto postupy navazují metody genotypi­
zace zvířat, určení haplotypu genu TMEM154 
a identifikace markerů genetické rezistence jako 
druhý stupeň v systému prevence a profylaxe len­
tivirových infekcí malých přežvýkavců. 
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Genetická rezistence k retrovirové infekci byla popsá­
na u člověka 5 a u ovcí . 6 7 Jako klíčový kandidátní gen pro 
testování odolnosti vůči infekci SRLV u ovcí a koz byl 
popsán gen TMEM154 kódující polypeptid o velikosti 
191 aminokyselin. Molekulární analýza založená na sek-
venování genu TMEM154 a identifikace konkrétního 
genotypu je založena na polymorfismu na 35 pozici 
tohoto genu (obr. 1). U homozygotn ího genotypu E35 je 
na této pozici báze guanin, který kóduje aminokyselinu 
glutamin (E). U homozygotn ího genotypu K35 báze ade-
nin na té to pozici odpovídá aminokyselině lyzin (K). 
Heterozygotní genotyp E35K má na pozici 35 adenin/ 
/guanin a asociovanou aminokyselinu lyzin/glutamin. 

Za více vnímavá k infekci SRLV jsou považována zvířata 
homozygotn ího genotypu E35 a heterozygotního geno­
typu E35K s glutaminem na pozici 35,B zat ímco genotyp 
K35 je charakterizován jako signifikantně m é n ě vnímavý 
až rezistentní . 3 6 

Genetická analýza genu TMEM154 na základě sekve-
nační analýzy ampli f ikovaného produktu a identifikace 
konkrétního genotypu umožňuje výběr jedinců s geno­
typem s vyšší odolností vůči onemocnění nastavením 
markerů pro asistovanou selekci. Tento postup se již 
používá u ovcí. 3 , 7 U koz není tato problematika blíže pro­
bádána, n icméně sekvenační podobnost analyzovaných 
g e n ů umožňuje detekci polymorfismu u genu TMEM154 
i u koz. 

G G A G G A C A t A A A A C T C T C A -
G G A G C A Í A C A A A A C T C T C A -
G G A G G A C A C A R A A C T 6 T C A -
G G A G G A C A C A A A A C T G T C A -
C C A G G A C A C A A A A C T G T C A -
G G A G G A C A C A G A A t T G T C A -
G G A C G A C A C A A A A C T G T C A -
G G A C G A C A C A G A A C T G T C A -
G G A G G A C A C A G A A C T G T C A -
G C A C G A C A C A A A A C T G T C A -
G G A G G A C A C A A A A C T G T C A -

Obr. 1 - Alignement sekvencí amplikonů - genotyp E35 
s nukleotidem G (guanin), genotyp K35 s nukleotidem A (adenin) 
a genotyp E35Ks nukleotidem R (adenin/'guanin) 

Materiál a metodika 

V z o r k y krve 
Vzorky krve v jednotl ivých stádech byly odebrány 

podle metodiky SVÚ Jihlava. 9 Identifikace genotypů byla 
provedena pouze ve stádech, kde byla identifikována 
sérologicky a virologicky pozitivní i negativní zvířata. 
Testovány byly vzorky od sérologicky pozitivních a nega­
tivních zvířat z příslušného stáda vybraných podle hod­
not zjištěných v ELISA testu. Chovy bez sérologicky 
pozitivních jedinců nebyly do analýzy zahrnuty. 

Izolace D N A 
DNA byla izolována z krve testovaných zvířat. 

Odebraná krev byla po převozu do laboratoře zamraže­
na při -20 °C do doby použití. Před vlastní izolací DNA 
bylo přidáno k 50 ul archivované krve 500 pl T E pufru 
(10 mMTris, 1 mM EDTA, pH - 8,0). Po 5 min centrifugaci 
při 14000 rpm byl pelet z krevních buněk resuspendo-

ván v 500 pl TE pufru. Pro důkladné pročištění získaného 
peletu byl předchozí krok 3x opakován. 

K takto př ipravenému vzorku bylo nap ipe továno 
100 ul 5% Chelexu 100 (Bio-Rad, w/v) a 1 ul 
Proteinázy K (20 mg/ml). Po krátkém promíchání se vzo­
rek inkuboval při 56 °C 45 minut. Po o p ě t o v n é m promí­
chání a centrifugaci se vzorek inkuboval při 98 °C po 
dobu 10 minut. Takto připravené vzorky byly skladovány 
při -20 °C před dalším použit ím. 

PCR reakce 
PCR reakce probíhala v cílovém objemu 25 ul. Reakční 

směs obsahovala 12,5 ul PPP MasterMix Combi (Top-
Bio), 9,5 pl sterilní destilované Hp, 1 ul každého z pří­
měrů (5 pmol/ul) a 1 ul templátové DNA. Pro identifikaci 
mutace vgenu TMEM154 byly použity primeryTMEMI 54F 
{5,-TTTGCTGAAGTGCCTCTGAA - 3') a pr imerTMEMl 54R 
(5' - GGCTGAAGGCATTTTCTGTT - 3') Primery byly navr­
ženy ze sekvence genu t ransmembránového proteinu 
TMEM154 ovce domácí (HM355886 GenBank, db_xre-
f="lnterpidBio: 5259707746), př ímo na oblast s výskytem 
polymorfismu E35K pomocí programu PrimerS 1 0 . Po 
2 minutách úvodní denaturace při 94 °C následovalo 
30 cyklů denaturace 30 s při 94 °C, annealingu 30 s pří 
58,5 °C a 50 s elongace při 72 ° C Závěrečná elongace 
trvala 7 minut při 72 "C. Produkty byly vizualizovány na 
1,5 % agarózovém gelu pomocí ethidium bromidu. 

S e k v e n a č n í a n a l ý z a 
PCR produkt byl před sekvenační reakcí přečištěn 

pomocí komerčního kítu ExoSap-IT (USB Corp.). K 5 ul 
PCR produktu byly přidány 2 pl ExoSapu a takto připra­
vená směs se inkubovala 15 minut při 37 °C. Následně 
byla provedena inaktivace při 80 °C po dobu 15 min. 
Takto připravený vzorek byl sekvenován v externí labora­
toři (SEQme s. r. o., ČR) na kapilárním analyzátoru Applied 
BioSystems 3500. 

S t a t i s t i c k é v y h o d n o c e n í 
Získaná data o genotypech jednot l ivých vzorků byla 

zpracována asociační analýzou. Výsledky ve f o r m ě kon-
t ingenčních tabulek byly testovány Pearsonovým x3 

testem. 

Výsledky 
Pro účely genotypizace byl vybrán soubor sérologicky 

negativních i pozitivních zvířat z chovů s výskytem SRLV. 
Celkem bylo analyzováno 605 ovcí a 60 koz ze sedmi 
chovů ovcí a dvou chovů koz s prevalencí séropozitiv-
ních 8,7-56,2 % u ovcí a 13,2 a 30,6 % u koz 2 . U všech 
analyzovaných vzorků byl úspěšně ampl i f ikován pro­
dukt o očekávané délce 865 bp (obr. 2). PCR produkt byl 
sekvenován u všech analyzovaných vzorků. Získané 
ampli f ikované produkty se u jednot l ivých g e n o t y p ů 
neliší svojí délkou, pro identifikaci genotypu bylo nutné 
získané amplikony sekvenovat. V analyzovaných vzor­
cích ovcí byly identifikovány všechny tři genotypy K35, 
E35 a E35K v různém procentuálním zastoupení (tab. 1). 
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V případě vyšetření koz byl u všech analyzovaných vzor­
ků identif ikován pouze genotyp E35. 

V chovech ovcí se zastoupení genotypu E35 pohybo­
valo v rozmezí od 1,92 (chov č. 8) do 55,00 % (chov č. 9) 
u séropozitivních zvířat. U séronegativních zvířat se 
tento genotyp vyskytoval od 5,00 % (chov č. 2) do 
32,56 % (chov č. 9). V jednom případě (chov č. 1) nebyl 
tento genotyp u negativních zvířat zastoupen vůbec. 
Ovce s heterozygotním genotypem E35K byly zastoupe­
ny u séropozitivních zvířat v rozmezí od 31,58 % (chov 
č. 18) do 73,91 % (chov č. 1). U negativních vzorků se 
pohyboval výskyt tohoto genotypu od 20,83 (chov č. l ) 
do 51,85% (chov č. 8). 

Zastoupení homozygotn ího genotypu K35, kdy na 35. 
pozici genu TMEM154 báze adenin kóduje aminokyseli­
nu lyzin a tento genotyp se vyznačuje vyšší mírou odol­
nosti, u séropozitivních vzorků kolísalo od 12,82 % (chov 
č. 19) do 48,08 % v chovu č. 8. V chovu č. 9 nebyl 
homozygotn í genotyp K35 zastoupen. U séronegativ­
ních kolísalo procento výskytu tohoto genotypu od 
16,28 % (chov č. 9) do 79,17 % (chovč. 1). 

V celkovém zhodnocení výskytu jednotl ivých genoty­
pů (tab. 2) se z celkového počtu 328 ovcí s pozit ivním 
výsledkem ELISA testu vyskytoval genotyp K35 u 107 
vyšetřených zvířat (32,6 %), genotyp E35 u 54 zvířat 
(16,5 %) a heterozygotní genotyp E35K u 167 séropozi­
tivních testovaných ovcí (50,9 %). U 277 séronegativních 
ovcí se genotyp K35 vyskytoval u 129 vzorků (46,6 %), 
genotyp E35 u 39 vzorků (14,1 %) a heterozygoti byli 
identifikováni u 109 zvířat (39,3 %). Statisticky významné 
rozdíly jsou u séropozitivních ovcí v případě genotypu 
K35 (x2 = 3,42) a u séronegativních vzorků u genotypu 
E3SK(x2 = 2,4) (tab. 3.). 

V testovaných chovech koz byl u 46 séropozitivních 
vzorků sekvenační analýzou identifikován genotyp E35 
(76 %}, stejně jako u 14 séronegativních vzorků (24 %) 
(tab. 1.) 

Obr. 2 - Elektroforeťická separace PCR fragmentů genu TMEM154; slot č. 1 ač. 16 
velikostní marker 100bp; sloty 2-13 specifický amplifikační produkt PCR, slotč 14 
a 15 negativní kontrola 

Diskuse 
Tato práce přináší první publikované údaje o rozložení 

jednotl ivých haplotypů genu TMEM154 v chovech ovcí 
a koz v ČR v souvislosti s geneticky podmíněnou vníma­
vostí či odolností proti infekci SRLV. 

Podle dříve publikovaných výsledků by měla být senzi-
tivíta k infekci SRLV spojena s polymorfismem na 

35. pozici genu TMEM154}7 Zjištěné výsledky ve vyšetřo­
vaných chovech potvrzují , že rozdíly ve vnímavost i 
k infekci M W nebo CAEV v závislosti na polymorfismu 
genu TMEM154 mají opodstatnění. Infikovaná zvířata se 
sice vyskytovala u všech definovaných g e n o t y p ů , avšak 
s výj imkou jednoho konkrétního chovu byl procentuální 
podíl séropozitivních zvířat vždy nižší u homozygotn ího 
genotypu K35. 

NejvyŠší podíl séropozitivních ovcí byl zjištěn u zvířat 
s haplotypem obsahujícím vn ímavou alelu projevující 
se inkorporací glutaminu do struktur t ransmembráno-
vého proteinu, tedy heterozygotů s genotypem E35K 
(50,9%) a h o m o z y g o t ů o genotypu E35 (16,5 %). 
Podobně v Německu zjistili signifikantně vyšší podíl 
séronegativních ovcí u genotypu K35 u čtyř různých 
plemen ovcí." 

Zjištěné frekvence výskytu polymorfismu v chovech 
ovcí tedy odpovídaj í dříve publ ikovaným zjištěním, že 
haplotyp K35 je méně vnímavý k lentivirové infekci. 
Srovnání podí lů genotypů u séronegativních zvířat není 
zcela relevantní, protože zvířata vn ímavého genotypu 
nemusí být vždy infikovaná. Kromě geneticky p o d m í n ě ­
né vnímavosti se v patogenezi infekce SRLV uplatňuje 
řada dalších faktorů, a to především genotyp viru, stáří 
zvířat, plemeno, podmínky chovu a další vlivy pro­
středí . 1 3 

Frekvence výskytu vysoce vnímavého genotypu se 
významně liší u různých plemen ovcí. Například ovce 
dakkanská z Indie nebo tibetská mají vůbec nejvyšší 
frekvenci vnímavé alely v globální populaci, zat ímco 
nejnižší výskyt této alely byl zjištěn u vzácného plemene 
walliská červená ovce z horských oblastí ve Švýcarsku. 7 

Z našich výsledků je patrné, že homozygotn í genotyp 
E35 se vyskytuje ve sledovaných chovech v nižším pro­
centn ím podílu, výskyt vnímavé alely je však nejvyšší 
u heterozygotního genotypu E35K, kde byl zjištěn rov­
něž největší výskyt séropozitivních ovcí. 

Vnímavost k infekci má pravděpo­
dobně i další souvislost s konkrétními 
genotypy SRLV, které se na s ledovaném 
území vyskytují. V rámci j e d n é studie se 
objevila skupina izolátů SRLV, které by 
mohly vytvořit nový subtyp genotypu 
A, a které současně vykazují zvýšenou 
schopnost infikovat jedince m é n ě vní­
mavých genotypů. 3 V předchozí studii 
byl zjištěn na území ČR výskyt dvou 
genotypů SRLV, a sice blíže nedefinova­
né skupiny A2/A3 a genotyp B2. 1 2 Vyšší 
podí l pozit ivních ovcí s odolnějš ím 
genotypem K35 (48 %) oproti 30 % 
podílu negativních byl zjištěn pouze 

v jednom chovu plemene šumavské ovce s genotypem 
viru skupiny A, který nevykazoval významně odlišnou 
genetickou strukturu od ostatních zjištěných kmenů 
tohoto typu. 

V chovech koz byla situace poněkud j iná. Ve všech 
analyzovaných chovech se vyskytovali pouze homozy­
gotní jedinci s haplotypem E35. Ten je popisován jako 
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Tab. í - Procentuální zastoupení jednotlivých genotypů vyšetřovaných zvířat v chovech ovcí a koz 

Chov 

Sérologické vyšetřeni ELISA 

Chov 
Pozit ivní Negat ivní 

Chov 
K3S E35 E35K K35 E35 E35K 

Chov 

% % % % % % 

Ovce 

1 21,74 4,35 73,91 79,17 0,00 20,83 

Ovce 

2 40,00 10,00 50,00 55,00 5,00 40,00 

Ovce 

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 Ovce 

16 43,37 8,43 48,19 58,67 9,33 32,00 

Ovce 

18 15,79 52,63 31,58 36,36 1 3,64 50,00 

Ovce 

19 12,82 25,64 61,54 61,54 10,26 28,21 

Kozy 
20 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Kozy 
26 0,00 100,00 0,00 0,00 100,00 0.00 

Tab. 2 - Celková distribuce genotypů v testovaných chovech ovcí 

Počet n K35 E35 E35K 

SRLV pozi t ivn í 328 107 (32,6%) 54 (16,5%) 167 (50,9%) 

SRLV nega t ivn í 277 129(46,6%) 39(14,1 %) 109(39,3 %) 

Tab. 3 - Kontingentní tabulka analýzy genotypů ovcí 

(Pearson x2 = 6,2 7, df=2, p < 0,05) 

Genotyp ELISA poz i t ivn í ELISA negat ivní 

K35 107 (3,42) 129 (0,04) 

E35 54 (0,04) 39 (0,28) 

E35K 167 (0,03) 109(2,40) 

vnímavý k lentivirové infekci, a výsledky ELISA testů také 

prokázaly, že více než VA vyšetřovaných vzorků s t ímto 

genotypem bylo séropozitivních. U koz není situace 

s rezistencí jednotl ivých haplotypů zcela jasná a může 

být objasněna dalším výzkumem korelací mezi genoty­

py koz a monitoringem lentivirových infekcí v chovech. 

Závěr 
V naší studii se podařilo identifikovat u ovcí všechny tři 

genotypy genu TMEM154, které jsou odpovědné za vní­

mavost k infekci SRLV. Celosvětové rozšíření vnímavých 

alel v populaci ovcí vytváří předpoklad, že genetické 

testování a následná selekce vnímavých genotypů může 

přispět ke zlepšení nákazové situace SRLV a ekonomické 

rentabilitě chovu ovcí. 
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SOUHRN 
Stehlíková D., Vernerová K., Cum V., Tonka T, Farková B., Vejčlk A., Barták R, Václavek P. Využit í metody 

LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) pro moleku lárn i diagnostiku lent ivirů malých 

přežvýkavců. Veterinářství 2018;68(5):34O-345. 

Lentiviry malých přežvýkavců (SRLV) způsobuji chronické, pomalu, ale progresívne probíhajíc) 

infekce a jsou původci onemocnění maedi-visna ovci (Maedi-Visna; M W ) a artritídy a encefalitidy 

koz (Caprine Arthritis-Encephalitis; CAEV). Jedná se o celosvětově rozšírená, neléčitelná onemoc­

něni s významným ekonomickým dopadem. Onemocněni jsou typická a významná svým dlouho­

trvajícím latentním charakterem s postupným sířením v inf ikovaném chovu. Pozitivní nález vytvá­

ří bariéru při obchodováni s p lemenným mater iá lem, či při pořádáni chovatelských akci. Přímé 

ztráty úhynem v chovu jsou malé, nicméně užitkovost zvířat klesá. V rámci výzkumného projektu 

byly na území CR v průběhu let 2016 a 2017 odebrány vzorky z předem vybraných chovů ovci 

a koz, provedena laboratorní diagnostika onemocněni pomoci sérologických metod, metod zalo­

žených na detekci provirové DNA a v CR nově zaváděné metody LAMP (Loop Mediated Isothermal 

Amplification). Z následné analýzy sensitivity a specifity jednotl ivých metod vyplývá, že jako nej­

spolehlivěj i ! diagnostická metoda se jeví použit i kombinace sérologického a qPCR (real time PCR) 

testu, zat ímco použiti metody LAMP ma zat ím svá omezeni vyžadující optimalizace především 

v extrakci a zpracováni provirové DNA. 

SUMMARY 
Stehlíková D., Vernerová K_, Cum V, TonkaT, Farková B., Vejčlk A., Barták P, Václavek P. The use of LAMP 

(Loop Mediated Isothermal Amplification) method for molecular diagnosis of lenttvlruses In small 

ruminants. Veterinářství 2018;68(5):340-345. 

Small-ruminant lentiviruses (SRLVs) cause chronic, slow but progressive infections: Maedi-Visna 

1MVV) 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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Úvod 
Lentiviry malých prežvýkavcú patfl do rodu Lentrvirus. 

čeledi Retroviridae (podčeied Orthoretmvirinae). Infekce 
těmito viry způsobuji muItisystémově, pomalé, progre­
sivní a fatální lymfoprol iterativní onemocněni v cílových 
organech, jako jsou pilce, mléčná žláza, mozek a klouby. 
V posledních desetiletích byla rozeznaná četa rada va­
riant SRLV a v současnosti je tato skupina rozdělena do 
pěti genotypů A až E. Genotyp A (AI až AI3) je hetero­
genní skupina zahrnujíc) klasické MV viry i j iné varianty, 
které infikuji jak ovce, tak kozy. Genotyp B (BI až B3) by 
měl zahrnovat CAE viry infikující výhradně ovce. 
Genotypy C (postihující ovce i kozy), D a E (výhradně 
ovce) se v Evropě vyskytuji zřídka. Není vyloučena 
rekombinace vedoucí ke vzniku nových variant SRLV.' 

Maedi-visna byla poprvé popsaná islandským vědcem 
Bjornem Sigurossonem roku 1954, přičemž se jednalo 
o první virus z rodu Lenuvirus, který byl izolován. 1 Jako 
zdroj nákazy byla označena karakulská ovce importova­
ná z Německa. Rychlému Siřeni infekce dopomohlo spo­
lečné, dlouhé zimní ustájeni. Virus byl pojmenován 
v islandském jazyce podle respiracnich příznaků maedi 
a neurologických príznaku visna.1 V prúbéhu roku 1965 
na Islandu uhynulo z důvodů tohoto onemocněni přes 
100 tisíc ovci a dalších 650 tisíc bylo poraženo v rámci 
razantního eradikačniho programu. 1 U koz bylo onemoc­
něni poprvé zaznamenáno v Indii, následovala hlášeni 
z Německa a USA. Na základě symptomů bylo onemoc­
něni pojmenováno jako artritída a encefalitida koz. 
Současna nákazová situace ukazuje na celosvětové roz­
šířeni onemocněni s výjimkou Austrálie a Nového 
Zélandu, kde doposud byl hlasen pouze výskyt artritídy 
a encefalitidy koz CAE.* 

L A M P (Loop Media ted Isothermal Amplification; 
Izotermická amplifikace zprostředkovaná smyčkami) 

Použiti metody LAMP byfo poprvé zdokumentováno 
a ověřeno při detekci viru hepatitídy B roku 2000. Je to 
vysoce specifická a účinná amplifikačnl metoda, která 
amplifikuje DNA za izotermickych podmínek. Ve srovná­
ni s PCR a real-time PCR má LAMP vyssi účinnost amplrfi-
kace, která je přisuzována tomu, že není nutné volit slo­
žité teplotní podmínky. Na rozdíl od PCR tedy nevyžadu­
je cyklováni. 6 Ve srovnaní s tradičními detekčními meto­
dami je speciflcita LAMP extrémně vysoká. Byto zjištěno, 
že metoda LAMP je 10-1 OOx citlivější než PCR. Ve srovna­
ní s PCR a PCR v reálném čase ma LAMP výhody v jedno­
duchosti reakce a vyssl účinností amplifikace/ Obrovská 
výhoda LAMP je i v úspoře času. DNA se amplifikuje 
10°-10 1 0 x za 15-60 minut, což může ve srovnáni s PCR 
ušetřit i 1 hodinu." Od svého zavedeni byla metoda 
LAMP optimalizována k detekci patogenú humánních, 
živočišných i rostlinných (viry, bakterie, protozoa) či nej-
různéjsich potravinových kontaminantú. Vstupní materi­
ál je pak získáván z nejrúznějsino klinického materiálu 
(krev, faeces atd.). K amplifikaci jsou používány termo-
stabilni DNA polymerázy s dislokazovou aktivitou, které 
maji 5 3 endonukleazovou aktivitu. Těmto kritériím 

vyhovuje Bst polymeráza izolovaná z bakterie Bacillus 
stearothermophilus, Bsm polymeráza izolovaná z bakté­
rie Bacillus smithii a Gsp polymeráza z Geobacillus stearo-
thermophilusV0 Sada primerů pro amplifikaci LAMP 
zahrnuje Sest primerů, a to vnější přední přiměř (Forward 
Outer Primer; F3), vnějSI zadní (Backward Outer Primer; 
B3), vnitřní predm (Forward Internal Primer; FIP) a vnitrní 
zadní (Backward Intemal Primer; BIP). Pro urychleni reak­
ce jsou navrženy dva smyčkové primery Loop B 
(Backward Loop Primer; BLP, Loop B) a Loop F (Forward 
Loop Primer; FLP, Loop F). Tyto primery odpovídají sek­
venci Šesti různých oblasti cílového genu. Na 3 konci to 
jsou oblasti F3c, F2c, F ic a na 5 konci oblasti B l , B2, B3. 
Vzhledem ke specifickému působeni těchto primerů je 
množství ampliflkovane DNA vySSI než u reakci založe­
ných na PCR- LAMP amplifikaci lze rozdělit na dvě časti. 
Na přípravu výchozího materiálu a na cyklickou amplifi­
kaci. V první částí se vnitřní primer FIP hybridizuje 
k oblasti F2c, nacházející se na templátovém řetězci 
DNA. Tento proces zahajuje syntézu řetězce a vytváří se 
řetězec, který je komplementárni k templátu. Poté pri­
mer F3 nasedá na oblast F3c templátu. S pomoci disloká-
zové aktivity termostabilnl DNA polymerázy se zahájí 
retézova substituční reakce, clmz vzniká vazba primerů 
FIP a nově vzniklého řetězce. Tato struktura může na 
jednom konci vytvořit smyčkovou strukturu. Syntetizuje 
se dvojřetézcová DNA pomoci primerů F3 a tempiátové-
ho řetězce DNA. Vzhledem k tomu, že na 5 konci řetězce 
existuji komplementární oblasti F ic a F l , po nasednuti 
BIP a B3 probíhá ekvivalentní proces a vznikne dalSI 
struktura kmenové smyčky na druhém konci DNA. 
Celkové tato struktura slouží jako výchozí materiál pro 
cyklickou amplifikaci. V druhé části probíhá cyklická 
amplifikace. Struktura vznikla v první fázi je rychle převe­
dena do kmenové smyčky pomoci syntézy DNA. Poté FIP 
hybridizuje se smyčkou DNA, čímž disociuje dvouretéz-
covou DNA na jednořetézcovou, která rychle vytvofi 
strukturu kmenové smyčky na 3 konci diky komplemen­
tárním Blc a Bl oblastem. Poté je od 3 konce oblasti Bl 
iniciovaná syntéza DNA a uvolňuje se FIP spojený s vlák­
nem. Později se, diky komplementaritě oblasti F l - F l c 
a Blc 81, na obou koncích, tyto oblasti spoji. Stejným 
způsobem B2 se spoji se smyčkovou oblasti B2c, čímž se 
vytvoří nova sekvence DNA. Produkt pak slouží jako tem-
plat, na který nasedá BIP primer a syntetizuje nové vlák­
no a nasleduje cyklická amplifikace až do ukončeni 
reakce. Výsledkem tohoto procesu jsou různé struktury 
sestávající ze střídavé obracených opakovaní cílové sek­
vence na temže vláknu DNA. Amplifikace a detekce genu 
může být dokončena v jediném kroku inkubace reakční 
směsi při konstantní teplotě asi 60-65 X..*'" Mezi dalsl 
komponenty patrí dNTPs, jako zdroj potřebných nukleo­
tidů. Dále se do reakční směsi přidávají ionty M g J \ 
pomoci nichž lze reakci optimalizovat Na stabilizaci 
poměru AT a GC bazl tze do reakčnlho mixu přidat ami­
novou sůl, napr. betain." 

LAMP byl v oblastí SRLV použit především k detekci 
CEAV, kdy byly jako tempiat pro design primerů zvoleny 
konzervativní úseky gag genu a p25 genu."-" 
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Tab. I - Séroprevalence MW/CAĚV V chovech ovci a koz a výsledky LAMP analýzy 
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Detekce produktu LAMP 
K detekci produktu LAMP bylo navrženo několik 

metod. Levnou a účinnou metodou detekce je elektrofo-
réza na agarozovém gelu. Produkt je pod UV transilumi-
natorem vizualizován ve formě velkého množství DNA 
bandu. Nevýhodou této metody je riziko kontaminace 
po amplifikace po otevřen) vzorku při nanášen) na gel.1' 
Dalsi možnosti vizualizace je použit) turbidometrie, kdy 

vzniká pyrofosfatovy iont, což vede ke vzniku bílé sraže-
niny pyrofosforečnanu horečnatého v reakční směsi. 
Vzhledem k tomu, že množství sraženiny v reakční směsi 
koreluje s množstvím syntetizované DNA, může být 
optická hustota měřena turbidimetrem nebo po centri­
fugám, kdy je dobre viditelný pouhým okem." Dalsi 
metodou je využiti interkalačnlch barviv, napr. SYBR 
Green, kdy barvivo po navázáni na amplifikovanou DNA 
emituje zelené zbarveni. 1' 
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Tab. 2 - Sekvence použitých primerů (Macrogen, KOR) 

Primer Sekvence (S -3 ) 

"! CiGAAAACiAGAl lAICCIGAGCI 

n IGIIACICILLICAGGAG11 

p CC ACC AIAAAC AAI 1 ICC I K U,K C ACCC AIGC AAGAIAAAAC.I U 

ÍAi MG1 1 IGAGGAOC HAAAGAGG1 H 1 K AC v 1 lOQa MA 

II AACICAICCCC IC.ICACIC 

Tab. 3 - Složeni reakční směsi 

Reagencie Ml Primer Koncentrace pmol 

Iscuhormal master mix (OptiGcnc, UK) IS 

13. B3 S 

Primory S loopl.B ?0 

1 IR BIP 40 

Icmplat (SO ncy pi) -•• 

SYBH groon 1 

11,0 1 

Materiál a metodika 

Z chovu s prokázaným výskytem infekce SRLV byla 
vybraná zvířata starSl 12 měsíců a odebraný vzorky 
periferní krve (tab. 1). Nesražlivá krev (antikoagulant 
K3EDTA) byla zpracována tzv. buffy coat (leukocyty, 
trombocyty) s p ředpok ladem co největsiho výtěžku 
provirově DNA. Izolace DNA byla provedena komerč­
ně d o s t u p n ý m kitem MagNA Pure LC Total NA 
Isotation kit (Roche) s využi t ím robot ického systému 
MagNA Pure LC. Pozitivita vzorku byla s předst ihem 
testována sérologickými metodami (ELISA) a qPCR. 1 1 

Pro LAMP analýzu byly z každého chovu vybraný dva 
vzorky sérologicky a qPCR negat ivní a v deseti pozi­
t ivních chovech byly vybraný čtyři vzorky sérologic­
ky pozit ivní . Celkem bylo na m o d e l o v é m panelu 
sestaveném pro účely overení metody LAMP analy­
zováno 90 vzorků. 

Pro metodu LAMP byly použity primery uvedené 
v tab. 2. Izotermicka reakce v délce 60 minut při 63 C 
s následnou závěrečnou denaturacl pri 90 e C probíhala 
s využitím LifeECO thermocykleru (Bioer Technology, 
CHN) a zařízeni QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR 
System (Thermo Fisher Scientific, USA). Složeni reakční 
směsi je uvedeno v tab. 3. 

V př ípadě využiti termocykleru bylo po amplihkaci 
do vzorků př idáno interkalačnl činidlo ethidium 
bromid (Sigma Aldrich, USA). Proběhla elektroforetic-
ká separace f ragmentů na 2% agarozovém gelu s 0,5 X 
TBE po dobu 80 minut při 4 V /cm. Agarúzový gel byl 
vizualizovan pomoci UV prosvěcovacf lampy a doku­
mentačního zařízeni lnGeníus3. V případě real-time 
zobrazeni bylo použi to interkalačnl činidlo SYBR 
Green (SigmaAldrich, USA) v koncentraci 1x přímo do 
reakčnf směsi. 

Výsledky 

Na obr. 1 jsou uvedeny výsledky po provedené LAMP 
analýze u vzorků získaných z krve sérologicky pozitiv­
ních a negativních ovci a koz. Vizualizace amplifikova-
ných produktů byla provedena pomoci elektroforézy 
v agarozovém gelu. 

Na obr. 2 jsou uvedeny výsledky pro tytéž vzorky jako 
v prvním případě, ale LAMP analýza proběhla Real-Time 
PCR Systému QuantStudro"*. Výsledky pak jsou zobraze-

M W 1 163 247 2661 2794 

Obr. 1 - Vizualizace produktu LAMP na agarozovém geki 
Legenda: M - ladder 10 kb {SigmaAldrich, USA); W = voda; 
1 - vzorek 1 - koza CAE negativní; 163 = vzorek 163 - koza CAE 
pozitívni; 247 = vzorek 247 - ovce MV negativní; 2661,2794 = 
= vzorky 2661 a 2794 - ovce MV pozitivní 
U vzorků W (voda, Mank bez DNA), I a 247 nejsou prítomné 
žádné ampiifíkočniprodukty a neproběhla amplifikace 
U vzorků 163,2661 a 2794jsou detekované produkty po LAMP 
analýze, v případě této analýzy se nehodnotí pozice amplikonů, 
ale amplifikace jako taková, tedy pŕitomnost amplikonů na gelu 
a tyto vzorky odpovídají pozitivnímu výsledku. 
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2 000 000 A 

o J 1 1 1 1 1 . 1 1 1 1 . 1 1 1 1 1 1 1 . . 1  

D tU 20 3D i2 50 6U 70 80 92- MO '10 I2D 
Vfiu»y 

NK 1 247 2«1 ?7W 163 
Obr. 2 - Vizualizace produktů real-time LAMP 
Legenda Zelená linie = voda; hnědá = vzorek f - koza CAE negativní; Halová - vzorek 163 - koza CAE pozitivní; červená = vzorek 
247 - ovce MV negativní; světle a tmavě modrá - vzorky 266 1 a 2794 - ovce MVpozitivni. 
Vzorky 1,247 a kontrolní vzorek (voda, blank bez DNA) nevykazuji nárůst fluorescence a neproběhla amplifikace 
U vzorků 163,2661 a 2794je patrný v čase kolem 60 minut zřetelný nárůst hodnoty fluorescence a proběhla amplifikace 

ny v podobe křivek odpovídajícím nárůstu fluorescence 
a množství detekovaných amplifikovaných fragmentů. 
Ve všech třech případech analýzy pozitivních vzorků 
došlo k počátku exponenciálního nárůstu fluorescence 
mezi 40-60 minutou analýzy. 

Celkem bylo pro účely overení použitelnosti metody 
LAMP testováno 90 vzorků. Z každého chovu byly vybrá­
ny dva vzorky serologicky negativní. Z chovů, kde byl 
zaznamenán výskyt MV/CAE, byly vybrány čtyfi vzorky 
serologicky pozitivní. Všechny serologicky negativní 
výsledky po LAMP analýze rovněž poskytly negativní 
výsledek. U serologicky pozitivních vzorků byla úspěš­
nost LAMP detekce 77,5 % (tab. 1). Příčinou nesouladu 
mezi výsledky molekulárni a serologicke detekce je prav­
depodobne nízká koncentrace a kvalita DNA, která je pro 
úspěšnost LAMP analýzy kritická. 

Diskuse 
Metoda LAMP je zaváděna jako jedna z levných a rych­

lých metod k detekci nejrůznejslch patogenú zvířat, při­
čemž její použiti bylo úspešne ověřeno i pro některé 
nákazy podléhající povinnému hlasem (slintavka a kul-
havka, horečka údolí Rift, mor skotu, enzootická ieukóza 
skotu, klasický i africký mor prasat, vezikulárnl choroba 
prasat, newcastfeská choroba či aviáml influenza).1 8 Mezi 
nesporne výhody teto techniky patfl vysoká citlivost, 
specifičnost, možnost kvantifikace, rychle a snadné pro­
vedeni a nizke nároky na prístrojové vybaveni v porov­
náni například s PCR. 

V předchozích studiích byla metoda LAMP využita 
výhradne k detekci CAEV, přičemž vstupním biologickým 
materiálem byla krev a dále kultury buněk synoviálnl 
membrány. 1 1 1 0 Vzorky byly v těchto případech získány na 
uzenu Filipín a Cíny. Cílem tohoto projektu bylo ověřit 
a optimalizovat použiti LAMP na na se podmínky s využi­
t ím provirové DNA izolované z krve ovci a koz. Z vybra­
ných vzorků byla pozitivita na MV/CAE pomoci LAMP 
jednoznačne potvrzena u 31 ze 40 analyzovaných séropo-
ziuvnich vzorků, a to s použitím obou vizualizacnlch 
metod. U devíti pomoci LAMP analyzovaných vzorků (na 
obr. 1 a 2 vzorek 247 - ovce) nebyla potvrzena předpoklá­
daná pozitivita na MV, ačkoliv s pomoci EUSA testu a real-
-time PCR byl vzorek jednoznačne označen jako pozitivní. 
Otázkou je, z jakého důvodu se i při opakované LAMP 
analýze nepodarilo tento vzorek amplifikovat a potvrdit 
tak výsledky jiných metod, když vzhledem k výrazné vys-
Slmu počtu syntetizovaných kopii má LAMP oproti PCR 
vyssi rozpoznávací schopnost. Jednou z možnosti je ztráta 
podstatné části vstupního produktu při manipulaci se 
vzorkem, a to s nejvétsl pravděpodobnost] již během 
kroku extrakce DNA z buffy coatu či nedostatečná čistota 
a homogenita vzorku. Optimalizacím metod izolace 
a purifikace DNA a optimalizaci metody LAMP bude 
i nadále věnována pozornost 

Závěr 
Metoda LAMP je využívána k detekci z veterinárního 

hlediska mnoha významných patogenú. V minulosti byla 
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ji2 úspěšně použita pro detekci CAEV a diky této studii 
se prokázala jejl aplikovatelnost k detekci M W . Fakt, že 
u jednoho prokazatelně pozitivního vzorku se nepodaři­
la pomoci LAMP opakované prokázat přítomnost provi-
rové DNA, ukazuje na současné rezervy v pou2iti této 
metodiky. Je potřeba dalsi optimalizace a úpravy proto­
kolu, zejména pak v kroku extrakce provirové DNA, a to 
tak, aby metoda LAMP mohla byt zaražena vedle ELISA 
testu a PCR, jakožto spolehlivý detekční postup, s při­
hlédnutím ke své specifičnosti, rychlosti a nenáročnosti 
provedeni. 
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I. Cíl metodiky 

Onemocnění maedi-visna ovci (MV) a virová arteritida a encefalitida koz (CAE) 
patří do skupiny virů z čeledi Retroviridae; rod Lentivirus, označované souhrnně 
jako lent virové infekce malých přežvýkavců (SRLV). V současné době jsou M V a 
CAE rozšířeny po celém světě včetně České republiky. Vzhledem k současné 
nákazové situaci jsou onemocněni MV a CAE významným problémem. Způsobují 
ekonomické ztráty a vytváří bariéru při obchodování s plemenným materiálem 
(nejen v EU), či při pořádání chovatelských akcí (výstavy, svody). Chovy v ČR 
zařazené v kontrole užitkovosti (KU) musí být M V a CAE prosté, výjimku má 
pouze Šumavka. Na základě požadavků chovatelů vznikl výzkumný projekt, jehož 
cílem je zpracovaní programu zdravotní kontroly lentivirových infekci malých 
přežvýkavců s využitím metod časné detekce infekce M V a CAE a genetické 
selekce na základě markerů genetické rezistence k infekci. 

Historicky bylo onemocnění s klinickými projevy progresivní pneumonie poprvé 
popsáno v jižní Africe v roce 1915. Současny název maedi-visna pochází z 
islandštiny podle typických klinických projevů dyspnoe (maedi) a nervových 
příznaků (visna). Nejzávaznější epizootie MV v historii byla zaznamenaná na 
Islandu, kam byla infekce zavlečena importem karakulských ovci z Německa v 
roce 1933, které byly dovezeny za účelem zvýšení užitkovosti původního 
primitivního plemene krátkoocasé islandské ovce. Na rozdíl od jiných lentivirových 
infekcí (HIV, FIV) nejsou u MV a CAE popsaný příznaky imunodeficience. 
Infikovaná zvířata zůstávají imunokonipetentni a reagují na infekci tvorbou 
specifických protilátek, ale humorální odpověď na infekci M W je významně 
pomalejší než u jiných virových infekci s akutním průběhem. 

V současné době je MV rozšířena po celém světě včetně České republiky. Stupeň 
rozšířeni a související ekonomické ztráty jsou obtížně vyčíslitelné, vzhledem k 
nedostatku seriózních epidemiologických studii a obtížnosti hodnoceni možných 
ekonomických dopadů. Hlavním dokumentovatelným ekonomickým dopadem je 
omezení mezinárodního i domácího obchodu s chovnými zvířaty, kde je základním 
zdravotním kritériem nákazový status chovu, tj. chov prostý nákazy. Sledovaní 
výskytu MV a CAE v ČR v rámci monitoringu nákaz začíná na počátku 90. let s 
využitím komerčně dostupných diagnostických testů. Vyšetřování v rámci 
Metodiky kontroly zdraví SVS ČR na náklady státu je v současné době prováděno 
pouze v chovech zařazených v kontrole užitkovosti (KU). Hospodářství musí být 
prosté virové infekce na základě vyhodnocení laboratorního vyšetření z 
předešlého roku ze strany KVS anebo se jedná o nové hospodářství zařazené do 
kontroly užitkovosti, respektive již ozdravené hospodářství. Pozitivní hospodářství 
z předešlých let může byt do monitoringu zařazeno až po ozdravení a na základě 
rozhodnuti příslušné KVS SVS. V hospodářstvích (stádech), v nichž se provádí 
kontrola užitkovosti, se vyšetřeni provádí 1x ročně. 

Opatření pro eradikaci nákazy v pozitivních chovech ve formě ozdravovacího 
programu nebo povinnost periodické kontroly nebyla doposud závazně stanovena, 
nicméně jediným možným postupem se jeví radikální metoda postupné eliminace 
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séropozitivních zvířat. Tímto způsobem bylo postupně dosaženo ozdravení 
prakticky všech chovů zařazených do kontroly užitkovosti. Výjimku z těchto 
podmínek má plemeno šumavské ovce, která je zařazena do světového 
genofondu ohrožených druhů hospodářských zvířat, a eradikace by znamenala 
zánik tohoto vzácného plemene s úzkou plemennou základnou. Jedním z cílů 
projektu je vyvinutí postupů sérologické identifikace infikovaných zvířat na kterou 
navazuji postupy detekce virů metodami molekulární biologie, genotypizace zvířat 
a identifikace markerú genetické rezistence. U ovcí již bylo identifikováno několik 
kandidátních genů pro odolnost proti onemocněni MV. Nejsilnější vztah k odolnosti 
vykazují polymorfismy v genu TMEM154. konkrétně pak polymorfismus E35K. U 
koz není tato problematika blíže probádána, nicméně pokrok o molekulárních 
metodách dává naději k identifikaci a následné analýze kandidátních genů pro 
odolnost i u koz. 

Cílem řešeni projektu NAZV QJ 1610096. v rámci něhož byla metodika 
vypracována je vypracovat nové diagnostické metody pro včasné odhalení 
infekčních agens, v tomto případě onemocněni maedi-visny (NIV) ovcí a 
infekční artritídy a encefalitidy koz (CAE), provést průkaz viru MW a CAEV 
pomocí imunologických metod a metod založených na molekulární detekci 
virů a na základě genetického screeningu navrhnout program markery asistované 
selekce na rezistenci proti lentivirovým infekcím malých přežvýkavců (SRLV). 
Tímto prosazovat v plemenitbe genotypy odolnější k onemocnění. 

Citem metodiky je podáni uceleného souboru analytických 
postupů pro detekci specifického genotypu zvířete a možnost 
genetické selekce odolnějších jedinců na základě genetické 
rezistence k infekci. 
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II. Vlastní popis metodiky 

11.1. Úvod 

Lentiviry malých přežvýkavců (SRLV), konkrétně maedi-visna virus ovcí (MW) a 
virus infekční artritídy a encefalitidy koz (CAEV) způsobují celosvětově rozšířená 
onemocněni vyskytující se i v ČR. Lentiviry malých pfežvýkavců způsobují maedi-
visnu ovcí (MV) a artritídu a encefalitidu koz (CAE) a tyto choroby jsou neléčitelné 
a neexistují proti nim účinné vakcíny. Vzhledem k současné nákazové situaci jsou 
onemocněni lvi V a CAE významným problémem Z a ů sob., jí významné 
ekonomické ztráty a vytváří bariéru při obchodování s plemenným materiálem 
(nejen v EU), či při pořádání chovatelských akcí (výstavy, svody). Chovy v ČR 
zařazené v kontrole užitkovosti (KU) musí být MV a ČAE prosté. 

Současný kontrolní systém prováděný dle Metodiky kontroly zdraví zvířat a 
nařízené vakcinace. sleduje četnost nálezů pozitivních zvířat v jednotlivých 
chovech v KU : nejsou však stanovena opatření pro eradikaci nákazy. Plemeno, 
kde se dle zpráv od chovatelů předpokládá vyšší incidence onemocnění, tedy 
ovce šumavská, je z monitoringu vyjmuto. Její chovatelé primárně projevují zájem 
o vývoj markerů geneticky podmíněné rezistence. Stejně jako u eradikace 
klusavky (scrapie) na základě selekce rezistentních genotypů se i zde se nabízí 
možnost zavedení eradikačního programu spojujícího časnou a přesnou 
diagnostiku společně s asistovanou selekcí podmíněnou marííery genetické 
rezistence. 

Díky předchozím výzkumům založeným především na genomové analýze s 
použitím 50k SNP čipů pro ovce. bylo identifikováno několik kandidátních genů pro 
odolnost proti onemocnění M V. Nej silnější vztah k odolnosti vykazují polymorfismy 
v genu TMEM15. U koz není tato problematika blíže probádána, nicméně nově 
vyvinutý 52k SNP mikročip. dává naději k identifikaci a následné analýze 
kandidátních genů pro odolnost u koz. 

Vzhledem k rostoucímu zájmu o chov ovcí a koz v ČR je potřeba podporovat 
rozvoj chovu těchto zvířat, včetně ohrožených domácích plemen, z hlediska 
zdravotního stavu zvířat šlechtění i podpory obchodu s plemenným materiálem. 
Ozdravovací program od lentivirových infekcí malých pfežvýkavců založený na 
kombinaci přesné a rychlé diagnostiky onemocnění a markery asistované selekce 
(MAS) se jeví jako možné východisko pro řešení současné nákazové situace. 
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II.2. Odběr vzorků biologického materiálu 

Pro diagnostické účely je odebírána periferní krev zvířat (věková kategorie: 
minimálně 4 měsíce po odstavu). 

• Krev je odebírána do plastových 5 ml zkumavek s antikoagulantem 
KsEDTA. 

• Je třeba dodržet maximální hladinu krve označenou ryskou na 
zkumavce. 

• Ihned po odběru je krev ve zkumavce nutné důkladně promíchat s 
antikoaguantem. uchovávávat při +4°C a zpracovat bezprostředně po 
doručení do laboratoře. 

Ze vzorků krve je provedena izolace DNA a vzorky DNA a zásobní vzorky krve 
jsou archivovány při -20°C. 

Chemikálie a spotřební materiál: 
• 10 ml plastové odběrové zkumavky z KsEDTA 

Přístroje: 
• centrifuga 
• sada automatických pipet 
• vortex 
• lednice 
• hlubokomrazící box 

4 
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II.3. Izolace DNA z krve 

izolace DNA pomocí Chelexu 

DNA z hostitelské krve byla izolována pomocí Chelexu 100 (Bio-Rad 
Laboratories). Tato metoda se často využívá ve forenzní genetice k izolaci DNA ze 
zaschlých krevních vzorků, vzorků tkání, vlasů a kostí. Čistota DNA není příliš 
ideální, ale pro následnou PCR reakci je dostačující. Výhodou je minimalizace 
kontaminace vzorku, kdy celý proces izolace DNA probíhá pouze v jedné 
zkumavce. Další výhodou je rychlost extrakce a cenové náklady na relativně nízké 
úrovni. 

Chelex je pryskyřice (kopolymer styren divinylbenzenu). obsahující ve svém vzorci 
párové ionty (iminodiacetátové), působící jako chelatační činidlo. Tyto ionty se 
vážou na dvojmocné kationty těžkých kovů (Ca, Mn a zejména Mg2+), které 
během extrakce při vysokých teplotách (95 - 100 °C) mohou poškozovat DNA. 
Blokace Mg2+ iontů také inaktivuje nukleázy: které horečnaté kationty vyžadují pro 
svoji aktivitu. 

Principem metody je destrukce a degradace buněčných membrán, proteinu a 
denaturace DNA v alkalických podmínkách za vysokých teplot. Následně se 
suspenze centrifuguje a oddělí se pryskyřice a zbytky buněčných komponent od 
supernatantu. kde je extrahovaná DNA. Ta se. rozpuštěná v supernatantu, může 
použít přímo pro amplifikaci. Důležité je oddělit supernatant od Chelexu, který je 
inhibitorem PCR. 

Postup: 

• Příprava vzorku odebrané krve 
1. V 1.5 ml mikrocentrifugační zkumavce k objemu 50 ul krve přidáme 500 

ul TE pufru 
2. Vzorek zvortexujeme 10 - 15 s a následně odstředlijenie při 14 000 rpm 

5 minut 
3. Odebereme opatrně supernatant a pelet resuspendujeme opět v 500 ul 

TE pufru 
4. Pro důkladné přečištění krevních vzorků tento postup opakujeme 3x 

• Připravíme 5% ní roztok Chelexu (0.5 g Chelexu v 10 ml dH20). 
• Před použitím je nutno roztok Chelexu řádně promíchat a promíchaný 

roztok včetně „kuliček" Chelexu přidávat ke vzorku ustřihnutou špičkou! 
• V 1.5 ml mikrocentrifugční zkumavce k objemu 50 ul krve přidáme 100 ul 

roztoku Chelexu a 1 ul Proteinázy K (20 mg/ml). 
• Zvortexujeme 10 - 20 s a dáme na 45 minut inkubovat do termobloku s 

nastavenou teplotou na 56°C. 
• Mezitím nahřejeme druhý termoblok na 98°C. 
• Po inkubaci při 5G°C vzorek 10 - 20 s zvortexujeme, krátce stočíme a dáme 

na 10 minut inkubovat při 98°C (100°C) 
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• Po inaktivaci se vzorek 10 - 20 s zvortexuje a následně se odstřeďuje při 
14 000 rpm 5 minut při 4°C. 

• Takto upravený vzorek obsahuje v homi frakci (supernatantu) izolovanou 
DNA. která se dá používat pro další reakce. 

• Vzorky lze uchovávat krátkodobě při 4°C nebo dlouhodobě při -20° C. Před 
každým použitím je třeba vzorek promíchat a znovu stočit. 

Izolace DNA pomocí automatu MagCore NucleicAcidExtractor 

Extrakce DNA z krve se provádí pomocí pomocí komerčního kitu na automatické 
robotické stanici, kde za necelou hodinu je vy i z olova n o dostatečné množství DNA 
pro další testování. 

• 200 pl krve se napipetuje do analytické zkumavky. 
• Zkumavka se vloží do robotické stanice MagCore NucleicAcid Extractor. 
• Do robotické stanice se vloží extrakční kit MagCore Genomic DNA Whole 

Blood Kit 101 (MGB400-02) 
• Nastaví se příslušný programu a pomocí kitu se vy izoluj e DNA v objemu 

100 pl 

Izolace Chelexem 

Chemikálie a spotřební materiál: 
• 5%Chelex ve sterilní dH20 
• sterilní dH20 
• Proteináza K (20 mg/ml) 
• 1.5 ml mikrocentrifugční zkumavky (Eppendorf) 
. TE pufr (10mM Tris, 1 mM EDTA, pH=S.O) 

Přístroje: 
• centrifuga 
• sada automatických pipet 
• vortex 
• 2 termobloky 
• lednice 
• mrazák 
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Izolace kiteni 

Chemikálie a spotřební materiál: 
• 10 ml plastové analytická zkumavka 
• MagCore Genomic DNA Whole Blood Kit 101 

Přístroje: 
• sada automatických pipet 
• ro b otická st a n i ce M ag C o re N u cle i c Acid Ext ra cto r 
• mrazák 
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II.4. Detekce polymorfismu na genu TMEM154 

Genotypizace se provádí na souboru náhodně vybraných, na přítomnost provirové 
DNA pozitivně i negativně testovaných zvířat. Po otestování zvířat standardními 
metodami - sérologicky metodou ELISA a molekulárně metodou PCR. se náhodně 
vybrala zvířata s přítomnou provirovou DNA v genornu a bez přítomnosti provirové 
DNA SRLV v genornu. 

V populacích malých přezvýkavců se u transmembránového genu 154 TMEMÍ54 
vyskytují nejméně 3 polymorfismy. První je polymorfismu s K35. kdy je na pozici 35 
genu báze adenin, a kdy tato sekvence nukleotidů kóduje aminokyselinu lysin. 
Zvířata s tímto polymorfismem mají snížené riziko nákazy SRLV infekcí. Druhým 
paly moří ismem - E35 - je přítomnost báze guaninu na 35. pozici, výsledkem je 
zařazení aminokyseliny glutaminu do peptidového řetězce, a nositelé s tímto 
polymorfismem jsou náchylnější k infekci SRLV viry. Nej rizikovější skupinou jsou 
ale heterozygotní nositelé - E35K, kteří mají na pozici 35 R (adenin a guanin). a 
kteří jsou k infekci lentiviry nejnáchylnější. 

Pro identifikaci jednotlivých polymorfismu byla z pozitivně testovaných chovů na 
přítomnost SRLV vybrána náhodně jak infikovaná, tak neinfikovaná zvířata. 
Identifikace probíhala ve dvou krocích, prvním byla PCR reakce a druhým krokem 
bylo sekvenování amplinkovaného produktu v komerční laboratoři firmy SeQme. 
Osekvenovaná část genu TMEM154 byla následně zpracována příslušnými 
programy. 

PCR analýza genu TMEM154 

Sekvence primerú používaných pro detekci genu TMEM154. 

Primer Sekvence '5—3' 

TMEM154R GGC TGA AGG CAT TTT CTG TT 

TMEM154F TTT GCT GAA GTG CCT CTG AA 

PCR reakce probíhá v objemu 25 ul. Reakční směs se připravuje vždy nová. 
Roztoky a reagencie jsou uchovávny v mrazáku při -20° C. Roztoky je nutné 
dokonale rozmrazit a promíchat před vlastní přípravou PCR reakce. Do PCR 
zkumavek se napipetuje množství reagencií a roztoků, uvedených níže. Po 
napipetování se zkumavka uzavře, krátce stočí a vloží do cykleru. V každé reakci 
je potřeba připravit i negativní kontrolu, kde je DNA nahrazena adekvátním 
objemem PCR vody. 

76 



Barták D . a kc . i:2G19j: rVetod ka gerc:ypizace ovcí a koz - detekce ma'̂ a'j gare'jcky podmíněné rezistence k SRLV. 

Amplifikace i rearnplifikace probíhá v konvenčním termocykleru TRIO (Biometra) 
při níže uvedených teplotních profilech. 

Příprava mastermixu: 

1. Reakční směs se připravuje vždy nová. 
2. Roztoky a reagencie po rozmražení dobře promíchat a krátce stočit při 10 000 
rpm/10s. 
3. Reagenci po krátké centhfugaci vytemperovat v chladicím boxu přibližně na 0.5 
až4°C. 
4. Do PGR zkumavky napipetovat reagencie a roztoky v pořadí a objemu níže 
uvedeném. 
5. Po na pipet ování vzorků nebo kontrol je nutné okamžitě zavřít PCR zkumavku. 

Složení reakční směsi pra PCR 

Reagencie Objem (ul) Výsledná konc. 

PCR H £ 0 9,5 

P P P Masterrnix 12,5 1 X 

Primer TMEM154F 1,0 5 pmol/ ul 
Primer TMEM154R 1,0 5 pmol/ ul 
Extrahovaná DNA 1,0 

Teplotní profil PCR (amplifikace) 

Krok Teplota (n

C) Cas/cykl ování 

1 (denaturace a aktivace) 94 2 min 

2(denaturace) 94 30s 
3(annealing) 58,5 30 s 

4(elongace) T O 
50 s 

5 (cyklování) Zpět na krok č. 2 30 x 

6(finální elongace) 72 7 min 

7(chlazení) 4 00 
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Efektroforéza PCR fragmentů 

PCR produkty se detekují na 1.5%-2% agarozovém gelu v 1x TBE pufru. 
Podmínky separace: 120 V 1 hod. Jako velikostní markerse používá 100 bp DNA 
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizují barvením pomocí ethidium bromidu a 
procházejícím U V světlem o vlnové délce 312 nm. Vyhodnocení gelu se provádí 
pomocí vyhodnocovacího zařízeni jehož součástí je kamerový systém, UV 
transiluminátor a vyhodnocovací software. Pomocí tohoto programového vybavení 
je možné pomocí velikostního markem a pozitivní kontroly potvrdit (stanovit) 
velikost očekávaného specifckého PCR produktu. Po provedení elektroforézy je 
výsledek zdokumentován a uložen do databáze pro dodatečné vyhodnocení nebo 
ověření. 

Sekvenační analýza 

Detekce jednotlivých genotypů (E35. K35. E35K) se prováděla pomocí sekvenační 
analýzy. Sekvenování DNA v současné době patři k standardním metodám 
molekulárně-genetických analýz biologického materiálu. Pomocí sekvenace DNA 
je možné určit pořadí jednotlivých nukleotidů v řetězci DNA a analýzou 
determinované sekvence získat relevantní informace, které mohou například 
sloužit při výše zmíněném ověření specifity získaného PCR produktu nebo při 
genotypování a druhovém zařazení biologických agens, rostlin nebo živočichů. 
Výsledný přečištěný PCR produkt slouží jako ternplátová DNA pro sekvenační 
reakci, při které je nukleová kyselina denaturovaná a získaná jednofetězcová DNA 
slouží jako templát pro syntézu druhého komplementárního řetězce. Syntéza je 
zprostředkována enzymem polymerázou a reakce je upravena tak. že v určitých 
místech dochází v závislosti na sekvenci tem plátového vlákna k ukončení 
(temninaci) syntézy Pokud jsou pro detekci sekvenačních produktů použity 
fluoroforem značené temninátory ddNTP : detekuje se 3'-konec molekuly a tím se i 
definuje pořadí nukleotidových bází v řetězci DNA. 

Am p lif i kovaný fragment se sekvenuje s příměry specifickými k sekvenci (v našem 
případě specifickými primery pro úsek TMEM154 genu). Sekvenování prokáže 
správnou sekvenci amplikonu a v případě porovnáni sekvenci v určitém bodě 
sekvence rozhodne o příslušnosti k danému genotypu. 

Po sekvenační reakci dochází k vlastnímu sekvenování (- určení pořadí 
nukleotidů) v sekvenátoru/genetickém analyzátoru, který pracuje na principu 
kapilární elektroforézy a je osazený laserovým detektorem. Energie vyzářená z 
fluorescenčních barviv je zachycovaná speciální CCD kamerou. Jednotlivým 
úsekům je poté za pomoci algoritmu přiřazována číselná hodnota (RFU). Tento 
komplikovaný a přesně kalibrovaný proces můžeme shrnout do dvou kroků. 
Výsledkem prvního kroku sekvenační analýzy je tzv. elektroforetogram. Jedná se 
o grafické znázornění výsledných dat. Jednotlivé báze jsou v eletroforetogramu 
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značeny odlišnými fluorescenčními barvami - cytosin je značen modře, thymin 
červeně: adenin zeleně a guanin žlutě. Následuje druhý krok sekvenační analýzy, 
kdy jsou data získaná ze sekvenátoru zpracována speciálním typem softwaru. 

Po skončeni PC R reakce zůstávají v mixu nespotřebované nukleotidy a zbytky 
příměrů, které mohou negativně ovlivnit další analýzy amplikonů. jako je např. 
sekvenování. Proto se před vlastní sekvenací PC R reakce ošetří kitem ExoSap-IT 
(USB Corp.). Jedná se o směs hydrolytických enzymů - exonukléazy a alkalické 
fosfát ázy v pultu, kterým se ošetří konečná PC R reakce. ExoSap nepoškozuje 
výsledný amplifikovaný produkt. Exonukleáza odstraňuje z produktu primery. 
alkalická fosfatáza zbytky nukleotidů. ExoSap se přidává přímo do PCR produktu 
a ve dvou krocích je reakce ukončena. 

Postup: 

• Na každých 5 ul PCR reakce se přidají 2 ul ExoSapu. Např. k 25 ul reakce 
přidáme 10 ul ExoSapu. Zamícháme a inkubujeme 30 minut při 37°C. 
Následně inaktivujeme ExoSap při 80 =C 15 minut. 

• Inkubace může probíhat v termobloku: nebo v termocykléru. Pokud 
prodloužíme čas inkubace, výsledný produkt bude lépe přečištěný. 

• Po ošetření PCR produktu ExoSapem je potřeba k reakci přidat opět jeden 
z primerů!! 

• Na každých 10 ul vzorku přidáme 5 ul primerů. forward nebo reverse, podle 
směru, který chceme sekvenovat. Takto upravený vzorek je připraven k 
sekvenování. 

Sekvenace přečištěného produktu probíhá v externí laboratoři (SeqMe). Do 
laboratoře se posílá vzorek 10 ul PCR reakce s 2 ul ExoSapu a 5 ul primem (5uM) 
pro každý směr sekvenování zvlášť (1 vzorek obsahuje forward nebo reverse 
primer). Vzorek se posílá v 1.5 ml mikrozkumavce nebo v PCR mikrozkumavce. 
Vzorky lze do laboratoře zaslat i v 96ti jamkových destičkách. Sekvenace je 
provedena Sangerovou metodou na kapilárních analyzátorech Applied 
BioSystems 3500 prostřednictvím BigDye Terminátor v3.1Cycle Sequencing Kit 
(Appied BioSystems). Získaná data jsou dostupná ve formátu ab1 (abi -
chromatograrn) a jako sekvence ve formátu FASTA. Takto získané soubory 
sekvencí jednotlivých amplikonú/zvířat jsou dále zpracovány v programech (Mega, 
Geneious, Unipro Ugene : ...) a upravené sekvence porovnány s on-line dostupnou 
databází nukleotidových sekvencí NCBI prostřednictvím algoritmu BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool), sekvence porovnávány mezi sebou a jednotlivé 
genotypy vyhodnoceny. 

i : 
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PCR 

Chemikálie a spotřební materiál: 
. PCR H20 (Top Bio) 
• Mastermix (Top Bio) 
. primer TM EM 154F, 100 uM (IKRD) 
. přiměř TMEM154R, 100 uM (KRD) 
• Vyizolovaná DNA 
• 1.5 ml niikrocentrifugční zkumavky (Eppendorf) 
• PCR zkumavky, stripy nebo destičky 

Přístroje: 
• PCR termocykler 
• centrifuga 
• sada automatických pipet 
• vortex 
• mrazák 

Elektroforéza 

Chemikálie a spotřební materiál: 
• EDTA 0,5 M, pH 8,0 
• TBE (10 x) (vlastní příprava, viz. níže) 
• agaróza (Serva) 
• PCR ethidiuni bromid (Top-Bio)! pozor potenciální karcinogén ! 
• PCR vkládací pufr (Top-Bio) 
. DNA Marker 100-1500 pb (BioLabs) 

EDTA 0.5 M 
1.0 M EDTA 186,1 g(Sigma) 
ultrafiltrovaná voda 800 ml 
S roztokem se intenzivně míchá, během míchání se upraví pH na 3 0 pomocí 
NaOH (cca 20 g). Po úplném rozpuštění roztok EDTA doplníme do objemulOOO 
ml a sterilizujeme autoklávovánim. 

TBE dOx) 
Tris base 
kyselina boritá 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 

108 g(Serva) 
55 g (Serva) 
40 ml(Serva) 

ultrafiltrovaná voda doplnit objem do 1000 ml 

Poznámka: skladování výše uvedených roztoku je při pokojové teplotě 
DNA Marker 100-1500 bp (BioLabs) skladovat při -15 až -20CC 

i : 
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Přístroje: 
• rychlováhy Scaltec SBC 41 (Sartorius) 
• třepačky MS-1 (IKA> 
. třepačka MS-2 (IKA) 
• chlazená centrifuga 1-14K(Signia) 
• centrifuga 5453 (Eppendorf) 
• centrifuga 5418 (Eppendorf) 
• chladicí box CH-100 (Biosan) 
• výhřevná třepačka Komfort ( Eppendorf) 
• biohazard boxy BIO 2 (Nuaire) 
• automat pro extrakci NK MagNa Pure LC Instrument (ROCHE) 
• termocykler TRIO (Biometra) 
• real-time PCR systém CFX96 (Bio Rad) 
• vyhodnocovací zařízení: průmyslová kamera 

o UVtransiluminátor 
o vyhodnocovací software Gel-Pro Analyzer 

• zařízení na přípravu ultrafiltrované vody (Aqual) 
• lednice a mrazáky pro uložení reagencií a pro archivaci vzorků 
• automatické pipety (Eppendorf ) v rozsahu 0:1 - 1000 ul 
• laboratorní sklo pro přípravu a skladování roztoků (kádinky, odměmé 

válce,..) 

13 
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Příklady výsledků PCR analýzy - amplifikace části genu TMEM154 

Amplifikační produkt má délku 828 bp u všech třech genotypů. Pro přesnou 
identifikaci jednotlivých genotypů je nutné osekvenovat naaplifikované produkty. 

Obr.č.1: Vyhodnocení ELFO; slot č. 1 a č. 16 velikostní' marker 100bp: sloty 2-13 specifický 
amplifikační produkt PCR, slot č. 14 negativní kontrola 

^ S E Q m e 

rvu e xxt i K:I IMVITUUA vtr«xxí»i\«.-vajnM»:«ii:t| i vr 11 f.innoLiati KXTTw^cxim^arrnnTnziiivKTxrni^w^r.iiui'ixTiiirTw^tf w.«.-K:<t' 

<i « L 

Obr. č. 2: Výstup sekvenační analýzy genotypu K35. 

1-

82 



Barták P. a ko<. (2019): Metodika genotypizace ovci' a koz - detekce marxerú geneticky podmíněné rezistence k SRLV. 

• : T 1 T C • c n T 1 r. G 

-
• ' u 

-
•• G TJ • - 1 • 1 • C • 

A 1 G T r T c c c A C A G G A G A G G A G G A C A C A A A A C 1 
A r G 1 G I 1 c c c A C A G G A & A G G A G G A C A L A A A A c 1 
A i G 1 Š 1 T c c c A C A G G A G A G G A G G A C A C A A A A c 1 

• T G 1 G 1 T c c c A C A G G A G A G G A G G A c A c A G A A c i 
A i G 1 0 T I c c c A C A G G » G • G G A G G A c A L A A A A c i 
A i G I 1 1 c c c A C A G G A G A G G A G G A c A C A A A A c i 
A T G 1 G 1 T c c c A C A G '—* A G A G G A G G A c A L A A A A c ! 
•• i G T G T T c c c A C A G G A G A G G A G G A c A c A A A A c i 
A T G T G T T c c c A C 4 G G A G A G G A G G A c A c A A A A c i 
A T r, ^ G T T c c c A c A G r. A G A G G A G G A c A c A G A A c T 
A T G T G T T c c c A c A G G A G A G G A G G A c A c A G A A c T 
1 T G T r, T T c c c A c A G G A G A G G A G G A c A c A G A A c T 
•• T r, T S T T r r c A c A r, G A n A r. G A G G A c A c A A A A c 1 

• T G T c- T r C c c A c A G c A G A G G A G G A c A r A 1:1 A A c r 
1 T G T G T T c c c A c A G G A G A G G A G G A c A c A •:• A A c T 
1 T G T G T T c c c A c A G G A G A G G A G G A c A c A •:• A A c T 

• T G T G T T c c c A c A r, G A G A G G A G G A c A G A A A c T 
a I G r < c r • c A G G '• •• • G G A G G -'• • A • '• r 1 

A T G T G T 

A T G T G T 

A T G T G T 

A T O T O T 

A T G T G T 

A T Q T G T 

A T G T G T 

A T G T G T 

A T G T G T 

A T G T G T 

A i G T O T 

A T Q T G T 

A T G T G T 

A T G T G T 

A T G T G T 

A T G T G T 

* G G A G A G G A G G 

k G G A O A G G A G G -

i G G A O A G G A G G - : 

V G G A G A G G A O G A : 

• G G A G A G G A G G -

• G G A G A G G A G G - " 

^ G G A G A G G A G G -

. G G A G A G G A G G -

^ G G A G A G G A G G 

. G G A G A G G A G G A : 

. G G A G A G G A G G A Z 

G - G G - G G - : 

i G O A G A G G A G G -

• G G A G A G G A Q G A : 

i G G A G A G G A G G A -

Í G G A G A G G A G G A -

• G G A G A G G A G G A : 

Í G G A G A G G A G G A : 

# A C T G T 

A C T G T 

A C T O T 

A C T G T 

C A 

C A S 

C A 

C A 

A C T G T 

A C T G T 

A C T G T 

A C T G T 

A C • G -

A C T O T 

A C T O T 

k A C T Q T 

V A C T G T 

l A C T O T 

t A C T S T 

A . 

: - o G 

c - 0 0 
- G G 

c - G G 

c A Q G 

c A c e 
C A C O 

C A G G 

C Ä V 
: A G G 

C A f G 

r A G G 

C A G G 

c A G G 

A 0 A - G T G . C C C C A G 

A G A G T G : C C C C A O 

A G A C G T G : C C C C A O 

A G A C G T G ; C C C C A O 

A G A c 0 T G : C C C C A G 

A G A c G T G :. C C C C A G G 

° O A c e T G : C C C C A O 

A G A c 0 T G C C C C A G G 

A G A c e T G - C C C C A G G 

A G A c G T G : C C C C A G G 

A G A c 0 T G - C C C C A G G 

A G A z G T G : C C C C A 0 0 

A G A c 0 T G : C C C C A 0 0 

c G T G : C C C C A O = 
A G A ; 0 T G - C C C C A O 

A G A C e T c- : C C C C A G G 

A G A T C C C C A O a 
A G A C G : 

Obr. č. 3: Ukázka Alignmentu 3 genotypu. Genotyp E35 s bazi guanin, genotyp K35 s 
nukleotidem A, který je nejméně rizikovým genotypem při infekci lentiviry, a genotyp E35K s 
nukleotidem R (adenin nebo guanin), který je ohrožen infekci SRLV nejvíce. 
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II.5. Statistické hodnocení jednotlivých genotypů 

Asociační a na fýza 

Asociační analýza zkoumá vztah mezi rizikovými faktory a rozvojem určitého 
onemocnění. Pokud se u infikovaných jedinců vyskytuje alela s vyšší frekvencí 
výskytu, než je tomu u zdravých jedinců, mluvíme o genetické asociaci. Vztah 
mezi alelou. geno- nebo haplotypema a onemocněním se testuje asociační 
analýzou. Uspořádání takové analýzy má charakter "case-control", kdy se 
porovnává zastoupeni daného znaku (polymorfismu) mezi skupinou, která 
onemocněla a skupinou, u které onemocnění nevypuklo. Důležité je, aby všichni 
testovaní jedinci pocházeli ze stejné populace, a aby testovaná skupina byla co 
nejhomogennější (věk. pohlaví, plemeno). Vyšší frekvence SNP nebo genotypů u 
infikovaných jedinců může znamenat, že se s určitým genotypem zvyšuje riziko 
specifického onemocnění. (Lewis a Knight, 2012). 

Získané výsledky jsou sumarizovány v kontingenčních tabulkách, kde se 
statistická významnost testuje Chí kvadrát testem. 

Příklad výsledků sumarizovaný v kontingenční tabulce: 

počet n E35 <35 E35K 
SRLV pozitivní 6 1 (16%) 2(33%) 3 (50%) 
SRLV negativní 2 0(0) 1 (50%) 1 (50%) 

Měření vztahu rizikového faktoru a onemocněním pomocí odds ratio - srovnání 
skupin s a bez rizikového faktoru, jaká je šance onemocnět u obou skupin, nebo 
jestli se šance na infekci liší. Vypočítá se jako poměr šance vzniku onemocnění u 
skupiny vystavené riziku ku skupině, na kterou rizikový faktor nepůsobí. 
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III. Srovnání novosti postupů 

V současné době není v ČR k dispozici dostupná metodika zabývající se touto 
problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen dílčí a rozptýlené ve 
vědeckých publikacích a monografiích, které se zabývají problematikou detekce 
původců virových onemocnění ovcí a koz, tj. maedi-visna virus ovcí (MW) a virus 
infekční artritídy a encefalitidy koz (CAEV). 

Předkládaná metodika zahrnuje popis všech metodických a analytických postupů 
od odběru vzorku, přes jeho uchování, zpracování a postupy imunochemické a 
molekulární detekce M W a CAEV. 

Součásti metodiky je i vyhodnocení vhodnosti jednotlivých detekčních metod. 

Novost postupu spočívá v kombinaci sérologické a molekulárně biologické 
identifikace infikovaných zvířat, dále v modifikaci extrakce provirové DNA a použití 
přiměni, které dosud nebyly použity pro diagnostiku SRLV v ČR. Použité primery 
byly ověřeny s pozitivním výsledkem při detekci kmenů aktuálně cirkulujících v 
chovech ovcí a koz v České republice 

IV. Popis uplatnění metodiky 

„Metodika genotypizace ovcí a koz - detekce markeni geneticky podmíněné 
rezistence k SRLV : ! v první části zahrnuje teoretický úvod do problematiky. V 
praktické části pak jsou uvedeny postupy potřebné pro správný odběr vzorků, 
izolaci DNA a protokoly pro PC R detekci a sekvenování cílového 
genu,'polymorfismu a určení genotypů zvířete. 

Metodika představuje soubor optimalizovaných návodů molekulární analýzy, na 
jejichž základě lze provádět rutinní analýzy vzorků krve s cílem optimální detekce 
markerů genetické rezistence k infekci SRLV. Výstupem analýzy je pak detekce 
genotypů u pozitivních a negativních zvířat na základě molekulární analýzy. 

Uživatelé metodiky jsou pracoviště výzkumná a veterinární, která mohou 
s výhodou využít předností optimalizovaných postupů detekce genotypů. Metodika 
bude uplatněna prostřednictvím SCHOK. S tímto subjektem byla uzavřena 
smlouva o uplatnění metodiky. 
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V. Ekonomické aspekty 

Předpokládané ekonomické přínosy metodiky jsou kalkulovány až do výše 15 000 
tis. Kč. Dalšími přínosy předkládané metodiky jsou rozšíření spektra technik a 
metodických postupů používaných v diagnostických laboratořích, rozšíření 
portfolia technik a služeb prováděných v laboratoři, metodická a vzdělávací 
funkce. 

Přínosem pro chovatele je možnost vývozu plemenných zvířat (Jehnic a beranů) v 
odhadovaném počtu cca 1000 ks za rok, tzn. min. 5 000 za kalkulované období. 
Průměrná cena plemenného zvířete je cca 3 tis. Kč. 

Do nákladů na zavedení postupů uvedených v metodice lze započítat pořízení 
nejnutnějšího investičního a neinvestičního vybavení pro provoz laboratoře a 
provedení úkonů a postupů uváděných v metodice v celkové minimální výši 6.5 mil 
Kč. V případě automatizace izolace DNA a zpracování velkého objemu vzorků je 
pak nutné počítat s dalšími náklady na pořízení linky pro izolaci DNA pomocí 
paraniagnetických partikulí v objemu cca 2,5 mil Kč a automatické čipové 
elektroforézy nebo fragnientačního analyzátoru ve výši 1.4 mil Kč. Další náklady 
pak představují náklady na chemikálie a na základě dlouhodobých kalkulaci činí 
jednotková cena za analýzu jednoho vzorku 420 Kč (ceny za chemikálie). V 
uvedeném příkladu kalkulace nákladů nejsou uvedeny doplňkové náklady, odpisy, 
náklady na vzdělávání a vyškolení personálu laboratoře, náklady na vývoj metod, 
které jsou odvislé od konkrétní situace a vybavenosti (materiální i personální) 
pracoviště. 

Jako ekonomicky výhodnější se jeví analýza vzorků ve specializovaných 
laboratořích, kde lze sdílet náklady na pořízení investic, výchovu a vzdělávání 
pracovníků, služby. 
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Barták F. a kol. (2015): o y sté m prevence a profylaxe lentŕvirovych i nfekcí malých prežťýkavcu. 

I. Anotace technologie 

Ověřená technologie je výsledkem projektu MZe NAZV Q J 1610096 "Program 
zdravotní kontroly lentivirových infekcí malých přežvýkavcú s využitím nových 
metod časné laboratorní diagnostiky a markerů geneticky podmíněné rezistence k 
infekci jako selekčního kritéria" 

V technologii je popsán nový systém prevalence a profylaxe lentivirových infekcí 
malých přežvýkavcú jako předpoklad pro nový, účinný eradikační program. 
Technologie zahrnuje zásady a metodické postupy odběru, uchování a zpracování 
vzoricú krve; postupy pro sérologické stanovení virového onemocnění, postupy pro 
molekulární detekci virové N K (izolace provirové DNA. detekce p rov i rove DNA 
pomocí PCR, RT-PCR a LAMP, postupy pro izolaci DNA ovci a koz a detekci 
genotypu majícího vztah k rezistenci k SRLV. Dále jsou uvedena doporučení pro 
chovatele, tak aby nedocházelo k rozšiřování či zavlékání onemocnění maedi-
visna ovci (MV) a virová arteritida a encefalitida koz (CAE) v chovech. 
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II. Předmět a cíl technologie 

Lentiviry malých přežvýkavců (SRLV), konkrétně maedi-visna virus ovcí (MW) a 
virus infekční artritídy a encefalitidy koz (CAEV) způsobují celosvětově rozšířená 
onemocněni vyskytující se i v ČR - maedi-visnu ovci (MV) a artritídu a encefalitidu 
koz (CAE). Tyto choroby jsou neléčitelné a neexistují proti nim účinné vakcíny. 
Vzhledem k současné nákazové situaci jsou onemocnění MV a CAE závažným 
problémem. Způsobuji významné ekonomické ztráty a vytváří bariéru při 
obchodováni s plemenným materiálem (nejen v EU), či při pořádání chovatelských 
akci (výstavy, svody). Chovy v ČR zařazené v kontrole užitkovosti (KU) musí být 
M V a CAE prosté 

Současný kontrolní systém prováděný dle Metodiky kontroly zdraví zvířat a 
nařízené vakcinace monitoruje nákazový status v chovech v KU sledováním 
výskytu protilátek. Nejsou však stanovena systémová opatření pro eradikaci 
nákazy pro chovy, které nejsou nákazy prosté nebo do nichž byla infekce 
zavlečena. Plemeno ovce šumavská, kde na základě předchozích zjištění známa 
vyšší incidence onemocnění, je z monitoringu vyjmuto. Je to české národní 
plemeno, které je zařazené do programu uchování genetických zdrojů, je součástí 
genové rezervy a je zahrnuta do světového genofondu ohrožených plemen 
hospodářských zvířat. Ozdravováni chovů na základě na základě vyřazení 
pozitivních zvířat by ohrozila plemennou základnu natolik, že by mohlo dojit k jeho 
zániku. Stejně jako u eradikace klusavky (scrapie) na základě selekce 
rezistentních genotypů se i zde se nabízí možnost zavedení eradikačního 
programu spojujícího časnou a přesnou diagnostiku společně s asistovanou 
selekci podmíněnou markery genetické rezistence. 

Soudobé poznatky ukazuji, že používané diagnostické metody nejsou vždy zcela 
spolehlivé vzhledem ke složité patogenezi onemocnění. Nejspolehlivější je 
kombinace imunologických a molekulárně biologických metod, přičemž s 
přihlédnutím ke kmenové variabilitě, je třeba metody molekulárně biologické 
diagnostiky nadále zdokonalovat. Krevní vzorky jsou primárně testovány metodou 
ELISA za účelem průkazu specifických protilátek. Suspektní vzorky jsou případně 
konfirmovány alternativními imunologickými metodami - imunodifuzním testem 
popř. imunoblotem. Sérologicky pozitivní vzorky a vybrané negativní vzorky jsou 
dále testovány na přítomnost provirové DNA metodou real-time PCR (qPCR) či 
LAMP. 

Na základě analýzy genornu ovci byl identifikován kandidátní gen pro odolnost 
proti onemocnění MV/CAE - gen TMEMT54. Najsilnejší vztah k odolnosti vykazuje 
polymorfismus E35K. Molekulární analýza založená na sekvenování genu 
TMEM154 a identifikace konkrétního genotypu umožňuje markery asistovanou 
selekci a výběr jedinců s genotypem s vyšší odolností vůči onemocnění. 
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Vzhledem k rostoucímu zájmu o chov ovcí a koz v ČR je potřeba podporovat 
rozvoj chovu těchto zvířat, včetně ohrožených domácích plemen, z hlediska 
zdravotního stavu zvířat, šlechtění i podpory obchodu s plemenným materiálem. 
Ozdravovací program od lentivirových infekcí malých přežvýkavců založený na 
kombinaci přesné a rychlé diagnostiky onemocnění a markery asistované selekce 
(MAS) se jeví jako možné východisko pro řešení současné nákazové situace. 

Cílem technologie je navrhnout modelový postup založený na 
přesně a včasné detekci SRLVa molekulární detekci specifického 
genotypu zvířete. Tento postup umožňuje markery asistovanou 
selekci odolnějších jedinců na základě genetické odolnosti 
k infekci a současně eliminaci infikovaných jedinců z chovu. 
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III. Vlastní popis technologie 

Odběr vzorků krve 

Pro diagnostické účely je odebírána periférni krev zvířat (věková kategorie: 
minimálně 4 měsíce po odstavu). Krev je odebírána do plastových 5 ml zkumavek 
s antikoagulantem KjEDTA. Ihned po odběru je krev ve zkumavce nutné důkladně 
promíchat s antikoagulantem a uchovávat při +4°C. Ze vzorků krve je odstředěním 
separována plasma, buffy-coat a erytrocyty. Krevní plasma se používá pro 
sérologické vyšetření, buffy coat pro průkaz pro virové DNA. Pro stanovení 
genotypu zvířete je DNA izolována z celého vzorku krve. Vzorky jsou archivovány 
při -80 a C 

Sérologické diagnostika: průkaz specifických protilátek proti 
SRLV 

Zvířata inf kovaná SLRV zůstávají imunokompetentní a reagují na infekci tvorbou 
specifických protilátek. H u ni oral ní odpověď na infekci M W je významně 
pomalejší, než u jiných virových infekci s akutním průběhem. K sérekonverzi 
dochází různě a to od několika týdnů do několika měsíců po infekci. Protilátky typu 
IgG jsou po přirozené infekci MVWCAEV přítomné po celou dobu života zvířete a 
slouží jako základní indikátor monitorování nákazy v chovech a selekční kritérium 
při eliminaci nákazy. Pro sérologickou diagnostiku SRLV na území ČR jsou 
vhodné komerční EL ISA testy Elitest M W / C A E V (Hyphen) a ID Screen M V 
Indirect (IDvet), popř. jejich kombinace při nutnosti konfirmačního vyšetřeni. 

Detekce pro virové DNA SRLV pomocí PCR metody 

K prokázání provirové DNA sekvence lentivirů u malých přežvýkavců je použita 
molekulárně biologická metoda PCR (pol y m e rázová řetězová reakce). Principem 
této metody je multiplikace úseku cílové sekvence vybraného genu z provirové 
DNA vznikající po integraci virového genomu do hostitelské DNA pomoci 
specifických primerů, které tuto sekvenci ohraničují. Izolace provirové DNA je 
prováděna z buffy coatu a u extrahované DNA je provedena testače na přítomnost 
provirové DNA pomocí nested PCR dle Grego et al. (2007). Cílová oblast genomu 
je konzervativní oblast gag genu. Výsledný amplifikační a reamplifikačni produkt je 
o délce 1,3 kb a 0,8 kb. 

Detekce provirové DNA SRLV pomocí RT-PCR metody 

V průběhu real-time PCR je vizualizace amplifikačního produktu zajištěna 
nasednutím specifické fluorescenční sondy typu Taqman pro daný úsek. 
Velongační fázi dochází k jejímu rozložení pomocí exonukleázové aktivity Taq 
polymerázy a tím i k uvolnění fluorescenčního záření. Jako kontrolní gen je použit 
gen pro p-aktin. K detekci genu pro p-aktin se do reakce s templátovou DNA 
získanou z testovaného zvířete přidává jeden pár specifických primerů a jedna 
sonda značenou fluoroforem Hex dle Toussaint et al. (2007). 

4 
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Diagnostika SRLV na základě LAMP analýzy 

Metoda Loop Mediated Isothernial Arnplification (LAMP) je moderní metodou, 
která umožňuje vysoce specifickou, účinnou a rychlou amplifikaci nukleových 
kyselin za izotermických podmínek. V porovnání s metodou real-time PCR je 
LAMP specifičtější, citlivější a rychlejší a je velmi citlivá na čistotu a kvantitu 
vstupní DNA. Je ekonomicky efektivní, a to i díky tomu, že pro vizualizaci není 
potřeba elektroforetického zobrazení. Další výhodou metody LAMP je její rychlost. 
Mezi základní komponenty každé reakce patří 4 oligonukleotidové primery, jejichž 
účelem je rozpoznat 6 odlišných oblasti na cílovém genomu a DNA dependentní 
DNA polymeráza. 

Detekce polymorí'ismu na genu TMEM154 

V populacích malých přežvýkavcú se u transmembránového genu 154 TMEM154 
vyskytují nejméně 3 polymorfismy.. První je polymorfismus K35. kdy je na pozici 35 
genu báze adenin, a kdy tato sekvence nukleotidů kóduje aminokyselinu lysin. 
Zvířata s tímto polyrnorfisniem mají snížené riziko nákazy SRLV infekcí. Druhým 
polymorfisrnern - E35 - je přítomnost báze guaninu na 35. pozici, výsledkem je 
zařazení aminokyseliny glutaniinu do peptidového řetězce, a nositelé s tímto 
polymorfisrnern jsou náchylnější k infekci SRLV viry. Nej rizikovější skupinou jsou 
ale heterozygotní nositelé - E35K : kteří mají na pozici 35 R (adenin a guanin), a 
kteří jsou k infekci lentiviry nejnáchylnější. Příslušný genotyp (polymorfismus) je 
detekován na základě PCR amplifikace genu TMEM154 a sekvenačni analýzy 
amplifikovaného produktu. 
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IV. Testování vlastní technologie - protokol a ověření 

Pro všechny uvedené postupy byly vypracovány podrobné metodické postupy 
(Barták et al. 2017 a Barták et al. 2018) a metodické postupy pro zpracování 
vzorků krve, izolaci provirové DNA a zvířecí DNA. sérologické stanovení protilátek 
proti SRLV, molekulární detekci SRLV a identifikaci polymorfismu - rezistentního 
či náchylného genotypu byly otestovány a ověřeny na souboru více než 3500 
vzorků ovcí a koz. 

Klíčové pro dosažení optimálních výsledků je doporučený odběr a zpracování 
vzorků krve a optimalizovaný postup izolace provirové DNA. Pro sérologickou 
diagnostiku SRLV na území ČR jsou vhodné komerční ELISA testy Elitest 
M W / C A E V (Hyphen) a ID Screen M V Indirect (ID vet), popř. jejich kombinace při 
nutnosti konfirmačního vyšetřeni. Sensitivita ELISA testů se pohybuje většinou 
nad 90% a specifita bývá obecně velmi vysoká (96-100%). Každý z testů 
používaných k sérologické diagnostice má své přednosti a nevýhody s ohledem 
na potenciální možnosti využiti, kterými jsou zejména jejich různá specifita a 
sensitivita. Protože neexistuje žádný oficiální „zlatý standard" sérologických testů 
na diagnostiku infekcí SRLV. jsou testy většinou porovnávány navzájem mezi 
sebou a výsledné studie tak mají různou obtížně porovnatelnou kvalitu. 

Pro vyhodnocení relativní sensitivity komerčních ELISA testů na vzorcích z České 
republiky byl použit soubor terén ich vzorků ovci a koz z různých chovů, které byly 
sérologicky pozitivní v imunodifuznim testu (IDT/AGID MAEDITEC). Jako nejvíce 
citlivý test se jeví Elitest MW/CAEV. srovnatelnou úroveň vykazuje ID Screen MV 
Indirect. Nejméně citlivý test v tomto porovnání byl IDEXX M W / C A E V p28 Ab 
Screening Test při dodržení kriterii hodnoceni daných výrobcem. 

Technologie obsahuje i metodické postupy molekulární detekce SRLV založené 
na PCR, RT-PCR a LAMP.RT-LAMP technikách. Tyto techniky jsou vhodným 
doplňkem sérologického stanovení SRLV, umožňují molekulární identifikaci a 
kmenovou charakterizaci SRLV nicméně tyto postupy jsou citlivé na dostatečné 
množství a kvalitu provirové DNA. 

Na základě sérologické a molekulární detekce byla vyhodnocena prevalence 
v analyzovaných chovech ovcí a koz. Prevalence byla ve velmi širokém rozsahu 
0 - 53.3 %. Byly identikovány chovy bez přítomnosti SRLV (13 chovů), ale i 12 
chovů s výskytem SRLV, ve 4 případech byla více než třetina zvířat v chovu 
infikovaná. 
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Tabulka 1: Prevalence onemocnění MV/CAE ve sledovaných chovech. 

Číslo chovu Druh zvířete Celkový počet 
zvířat 

Prevalence v % 

1. kozy 243 13 2 
2. ovce 150 153 
3. ovce 230 7.8 
4. ovce 3 0 
5, kazy 22 4.5 
6. ovce 50 2 
7. ovce 100 10 
3. ovce 50 0 
9, ovce 2 0 
10. ovce 200 44.5 
11. ovce 431 5.6 
12. kozy 18 0 
13. ovce 42 0 
14. ovce 90 0 
15. kozy 103 0 
16. ovce 50 0 
17, kozy 19 0 
13. kozy 31 0 
19. ovce 243 0 
20. ovce 91 0 
21, ovce 0 
22 ovce 2s: 20 
23. ovce 299 43.1 
24. koz\ 173 29.5 
25. ovce 274 53.3 

Molekulární analýza polymorfismu v kandidátním genu TMEM154 potvrdila výskyt 
všech třech genotypů. Nepotvrdila se ale 100% vazba příslušného polymorfismu 
na odolnost či vyšší náchylnost k onemocnění pravděpodobně z důvodu mutací 
SRLV a překonání dříve publikované vazby polymorfismu K35 k rezistenci 
k SRLV. Nicméně v rámci této skupinu genotypů je patrný trend vyšší odolnosti 
onemocnění a i selekce jedinců s tímto genotypem je vyžadovaná. 

Tabulka 2: Výskyt genotypů zvířat ve skupině sérologicky pozitivních a negativních 

ELISA pozitivní negatívni 
genotyp E35 E35K K3S E35 E35K K35 

% % % % % % 
1 100.00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00 
2 435 73 91 21,74 0,00 20,83 79 17 
3 10,00 50 00 40,00 5,00 40,00 55.00 
10 1.92 50.00 43,08 18.52 51 £5 29.63 
11 55.00 45.00 0,00 32.56 51,16 16 28 
22 25,64 61 54 12,82 10.26 23,21 £1 54 
23 8.43 - S - ý 43,37 í 33 32,00 š E 37 
24 100.00 0,00 0,00 100 oo 0,00 0,00 
25 52.63 31 53 15,79 13.64 50,00 36 36 
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Soubor opatření zahrnutý v kontrolním programu je třeba nastavit 
podle nákazového statusu chovu. 

1. chov prostý SRLV 

• sé rolo g ický rn on itoring ná kazo vé h o stat u s u 
• systém bi o se ku rity jako nástroj ochrany chovu před zavlečením infekce 
• přednostní zařazování do chovu jedinců o genotypu K35 pro zvýšení kvality 

stáda z hlediska obchodu a z hlediska prevence 

2. chov infikovaný SRLV 

• sérologická identifikace infikovaných zvířat 
• molekulární detekce a identifikace genotypu SRLV 
• periodické vyřazování infikovaných zvířat z chovu bez ohledu na jejich 

genotyp 
• přednostní zařazování do chovu jedinců o genotypu K35 s potenciální vyšší 

odolností SRLV 
• systém bioseku rity jako nástroj ochrany chovu před zavlečením infekce 

3. chov s neznámým nákazovým statusem 

• identifikace stáda serologickým vyšetřením a identifikace infikovaných zvířat 
• molekulární detekce a identifikace genotypu SRLV 
• periodické vyřazování infikovaných zvířat z chovu bez ohledu na jejich 

genotyp 
• přednostní zařazování jedinců o genotypu K35 s potenciální vyšší odolností 

SRLV do chovu 
• systém bioseku rity jako nástroj ochrany chovu před zavlečením infekce 

í 
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V. Shrnutí 

Uvedené postupy prokázaly možnost rychlé, včasné a přesné detekce 
onemocněni SRLV a v řadě případů vysokou prevalenci onemocnění 
v analyzovaných chovech. 

Na základě navržených postupů sérologické a molekulární analýzy lze navrhnout i 
systém prevence a profylaxe lentivirových onemocnění ovcí a koz založený na: 

• důsledné kontrole výskytu onemocnění v chovech; 
• identifikaci infikovaných zvířat na základě sérologické či sérologické a 

molekulární analýzy; 
• vyřazení infikovaných zvířat z chovu bez ohledu na jej ich genotyp; 
• molekulární identifikaci genotypu zvířete a do chovu přednostní 

zařazování jedinců o genotypu K35 s potenciální vyšší odolností 
SRLV; 

• v případě obchodování se zvířaty - důslednou kontrolu zdravotního 
statusu na základě sérologické či sérologické a molekulární analýzy a 
identifikace genotypu zvířete. 

Tento systém povede k: 

• ozdravení chovů a postupnému snižování počtu chovů s MVŕCAE ; 
• prevence zavlečeni infekce do chovu dovozem infikovaných zvířat. 

V případě genových rezerv - aplikace bodu 3 (vyřazení infikovaných zvířat 
z chovu bez ohledu na jejich genotyp) v míře negativně neovlivňující genetickou 
základnu chovu. 
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Smlouva o uplatněni ovérené technologie 
zpracované v rámci řešeni projektu QJ 1610096 "Program zdravotní kontroly 

lentivirových infekci malých přežvýkavcú s využitím nových metod časné laboratorní 
diagnostiky a markeru geneticky podrr inéné rezistence k infekci jako selekčního kriteria' 

uzavřená podle ustanovení § 11 zákona č 130/2002 Sb o podpoře výzkumu, 
experimentálního vývoje a inovací z veřejných prostředku 

Smluvní strany 

1. Jihočeská univerzita v Českých Budějovicích 
se sídlem Branišovská 1645/31a, 370 05 České Budějovice 
IČ/RČ 60076658 
DIČ CZ 60076658 
zastoupena doc Tomášem Machulou. Ph D , Th.D . rektorem JU 
(dále jen .poskytovatel technologie) 

2. Svaz chovatelů ovci a koz z s 
se sídlem Ptašinského 308/5, 602 00 Brno 
IČ/RČ 63109859 
DIČ CZ 63109859 
zastoupený Ing Vítem Marešem, předsedou představenstva 
(dále jen .uživatel technologie') 

Článek 1 
Předmět smlouvy 

1.1 Předmětem této smlouvy je uplatněni ověřené technologie s názvem .Systém 
prevence a profylaxe lentivirových infekcí malých přežvýkavcú" zpracované na 
pracovišti poskytovatele v rámci řešeni projektu MZe QJ 1610096 "Program zdravotní 
kontroly lentivirových infekci malých přežvýkavcú s využitím nových metod časné 
laboratórni diagnostiky a markeru geneticky podmíněné rezistence k infekci jako 
selekčního kritéria" (dále jen .technologie*). 

12 Celé zněni technologie je nedílnou přílohou teto smlouvy (viz Příloha 6.1) 

Článek 2 
Autorství technologie a cíl uplatněni technologie 

2.1 Autory jsou prof Ing Miloslav Šoch. CSc drh.c. prof Ing Vladislav Čurn. PhD. 
Ing Antonín Vejčík, CSc. Mgr. Tomáš Tonka. Ph D . Ing Kateňna Vernerové. Ing 
Barbora Parková. Ing Dagmar Stehlíková, MVDr Pavel Barták, Ph D., Mgr Bronislav 
Šimek. MVDr Petr Václavek, Ph D) Zástupcem autorského týmu je prof Ing 
Miloslav Šoch. CSc, dr h.c. 

2 2 Cílem uplatněni ověřené technologie je poskytnuti systému prevalence a profylaxe 
lentivirových infekci malých přežvýkavcú jako předpoklad pro nový, účinný eradikačni 
program Technologie zahrnuje zásady a metodické postupy odběru, uchováni a 
zpracováni vzorku krve, postupy pro sérologické stanoveni virového onemocnění, 
postupy pro molekulární detekci virové NK (izolace provirové DNA, detekce provirové 
DNA pomocí PCR, RT-PCR a LAMP postupy pro izolaci DNA ovci a koz a detekci 
genotypu majícího vztah k rezistenci k SRLV Dále jsou uvedena doporučeni pro 
chovatele, tak aby nedocházelo k rozšiřováni 6 zavlékáni onemocnění maedi-visna 
ovci (MV) a virová arteritida a encefalitida koz (CAE) v chovech 
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Článek 3 
Oprava vlastnických a uživatelských práv k technologii 

3.1 Všechna práva k technologii patři autorům technologie 
3.2 Uživatel technologie je oprávnén užívat uvedenou technologu po dobu účinnosti této 

smlouvy 
3.3 Autor/zástupce autorského kolektivu ověřené technologie prohlasme, že zpracovaná 

overená technologie nezasahuje do práv jiných osob z průmyslového nebo jiného 
duševního vlastnictví. 

3 4 Autor/zástupce autorského kolektivu ovérené technologie prohlašuje, že zpracovaná 
ověřená technologie, vyvinutá v rámci řešeni projektu, bude v rámci příslušných 
publikaci, připadne plánu uplatněni výsledků přístupná všem potenciálním 
uživatelům 

Článek 4 
Závěrečná ustanoveni 

4.1. Tato smlouva se uzavírá na dobu neurčitou s tříměsíční výpovědní lhůtou 
Výpovědní lhůta začíná běžet od prvního dne měsíce následujícího po doručeni 
výpovědi druhé smluvní strané. 

4 2 Jakékoliv změny a doplnění této smlouvy mohou být provedeny pouze po sobé 
číselnými dodatky k této smlouvě podepsanými zmocněnými zástupci smluvních 
stran 

4 3 Závazky, práva a povinnosti vyplývající z této smlouvy přecházejí na eventuální 
právní nástupce smluvních stran. 

4 4 Tato smlouva nabývá platnosti a účinnosti dnem podpisu obou smluvních stran 
4 5 Tato smlouva se vyhotovuje ve třech stejnopisech, z nichž každý má platnost 

originálu Každá smluvní strana obdrží jeden stejnopis Jeden stejnopis obdrží 
poskytovatel podpory na řešeni projektu, v jehož rámci byla ověřená technologie 
zpracována 

4 6 Podpis ověřené technologie je nedílnou součásti této smlouvy Autor/zástupce 
autorského týmu ovérené technologie předá uživateli pň podpisu smlouvy popis této 
ovérené technologie v tištěné a elektronické podobě a ten JI tímto přebírá V připadé. 
že ověřená technologie bude následně vydána tiskem, předá poskytovatel 
bezprostředně po vytištěni onginálni výtisk s označením ISBN 

4.7 Ověřená technologie je poskytována příjemci ovérené technologie bezplatné 
4 8 Poskytovatel ověřené technologie vloží uplatněnou ověřenou technologu do systému 

evidence RIV Tato smlouva bude uvedena ve zprávě o řešeni výzkumného projektu 
za rok 2018 

49 Poskytovatel nenese žádné právní důsledky za komerční využiti ověřené 
technologie 
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Podpisy smluvních stran 

Za autora technologie (za autorský 
tým) 

V Českých Budějovicích 

prof Ing Miloslav Šoch, CSc , dr.h.c 

(jméno/podpis) 

Podpisy smluvních stran 

Za poskytovatele technologie 

V Českých Budějovicích 
d n e 1 9 -12- 2018 

doc Tomáš Machula. Ph D 
rektor JU ' 

(jméno o podpis statutárního zástupce) 

Za uživatele technologie 

VBrné 
dne: lr*íJ*7J 

Ing Vit Mareš 

předseda představenstva SCHOK 

(jméno a podpis statutárního zástupce) 
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OPONENTNÍ POSUDEK 

Formulář pro posudek pracovníka příslušného odborného orgánu státní správy 
Metodika 

Název metodiky O v * ' e n á technologie Systém prevence a profylaxe tentivirovych infekci malých pféžvykavců 

Autor/autoři W U t** V VB(CA.A tunu 1 V t m n i K > n t M t liiKri • V U w « r t* R«ni* ř 

Předkládající organizace Jihočeska univerzita v Českých Budějovicích. 
Statni veterinární Ostav Jihlava 

Projekt č 
Qi t l I0M1 Wtk$HĚ0 NMM)l •*••«•«»»••'•' fAM| ("»f**"***̂  * vfJ*r- re»*jnj-i r-»?Htl m w n w - i 3*gm«k> a 

1) Splňuje metodika požadavky na strukturu metodiky? 

I) Cil metodiky 
Komentář 

Cilem metodiky je podáni uceleného souboru analytických postupů pro detekci 
specifického genotypu zvířete a možnost genetické selekce odolnějších jedinců 
na základě genetické rezistence k infekci 

II) Vlastní popis metodiky 
Komentář 

Metodika představuje soubor optimalizovaných návodů molekulární analýzy, na 
jejichž základě lze provádět rutinní analýzy vzorků krve s cilem optimálni detekce 
markerů genetické rezistence k infekci SRLV Výstupem analýzy je pak detekce 
genotypů u pozitivních a negativních zvířat na základě molekulárni analýzy 

III) Vyjádřeni k "novosti postupů" 
Komentář 

Novost postupu spočívá v kombinaci sérologické a molekulárně biologické 
identifikace infikovaných zvířat, dále v modifikaci extrakce provirové DNA a 
použiti pnmerů. které dosud nebyly použity pro diagnostiku SRLV v ČR. 

IV. Popis uplatněni metodiky (pro koho je určena, jakým způsobem bude uplatněna) 
Komentář 

Uživatelé metodiky jsou pracoviště výzkumná a vetennárni. která mohou s 
výhodou využít předností optimalizovaných postupů detekce genotypů. Metodika 
bude uplatněna prostřednictvím SCHOK. S tímto subjektem byla uzavřena 
smlouva o uplatnění metodiky 

V) Ekonomické aspekty (odhad nákladů v tis. Kč a ekonomického přínosu pro 
uživatele v tis. Kč) 

ČAOnoPlKfc* pr nu%, prwfcladaru rrvjtaaty aow ru&lw spotftv tvcnn* « fflgaoSCBytft powupu Couř"*lY<n » «aywfcCMCti laDCraK>r<K míi-írnt 
DOrtWM K O M * » A i M provMénych • labomcrt nwbaau j vr té tMa hrne* Otfti okoncmeky píIrat spocva v WIOIAKI tampisai. 
d»gnoMfcy t vyuM*" nOi8*rC^myCfi tnektt. uve ™-iy»i cnsprl ha .wyj«,i pf üdmai.o. i foprtüiAoiiui ufcvMOu j rvmjtMI. ďvMU ovo i koz J« 
uvwJm l ä k i M n ntUoou tpoffnytfi M Úvodem** pvModfcy *lodnootfhá 0*n» z* onalrzu v* IY& 'loMoAj *j ctaMMe Pílnosefl. pra aio*aMe w 
«O>IOÉI vyvam loomonoyiji Ipwo» |ippi| o bmmuiv oahodovowofii poou CM 1000 l i i» <oh. Izn mn 5 OOD 21 hrnulo*** oodcei 

ANO / NE 

0 • 

0 • 

0 • 

0 • 

0 • Komentář 
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P O S U D E K Z P R A C O V A L / A : MVDr Marie Bleierová 

Pracoviité: Ústřední veterinárni správa Státní veterinárni správy 

uiíce: Slezská 100/7 

psč, Obec: 120 56 Praha 2 

Telefon: +420 607 060 348 E-mail: m.bleierova@SVSCr.cz 

Prohlašuji, že nejsem v zaměstnaneckém či obdobném vztahu k subjektům, které předložily 
metodiku, nemám osobni ani obdobný vztah k žádnému z předkladatelů a neni mi známa žádná 
skutečnost, která by mohla ovlivnit moji nepodjatost. 

U 11 • 2o*i 

Datum Podpis zpracovatele posudku 

MVDr Zbyněk Semerád 

Jméno vedoucího pracovníka Podpis vedoucího pracovníka a 
razítko organizace statni správy 

Datum 

3/3 
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O P O N E N T N Í P O S U D E K 

Formulář pro posudek oponenta z oboru 

Technologie 

Název tecnnoiogie Systém prevence a profylaxe lentivirových infekci malých přežvýkavců 

Autor/autoři: M š o c h a k 0 , 

Předkládající organizace Jihočeská univerzita v Českých Budějovicích 

Projekte QJ 1610096 

1) Splňuje metodika požadavky na strukturu metodiky? ANO I NE 

I) Cil metodiky I / I 
Komentář ' ' ' ' 

Cílem ověřené technologie "Systém prevence a profylaxe lentivirových infekci 
malých přežvýkavců" je návrh modelového postupu, založeného na přesné a 
včasné detekci SRLV a molekulami detekci specifického genotypu zvířete. 

II) Vlastni popis metodiky 
Komentář 

Technologie zahrnuje zásady a melodické postupy odbéru, uchováni a zpracováni vzorku krve 
postupy pro sérologické stanoveni virového onemocněni, postupy pro molekulárni detekci virové 
NK (izolace provirové DNA, detekce prowovó DNA pomoci PCR. RT-PCR a LAMP. postupy pro 
izolaci DNA ovci a koz a detekci genotypu majicího vztah k rezistenci k SRLV 
Dále jsou uvedena doporučeni pro chovatele, tak aby nedocházelo k rozšiřováni či zavlékánl 
onemocnení maedi-visna ovci (MV) a virová artentida a encefalitida koz (CAE) v chovech. 

III) Vyjádřeni k "novosti postupů" 
Komentář: 

Navrhovaný postup umožňuje detekci markerů pro asistovanou selekci 
odolnějších jedinců na základě genetické odolnosti k infekci a současné eliminaci 
infikovaných jedinců z chovu 

0 • 

0 • 

IV. Popis uplatnení metodiky (pro koho je určena, Jakým způsobem bude uplatněna) 
Komentář: 

Uživateli ovéřené technologe budou vědeckovýzkumná a veterinární pracoviště, 
která v rámci své činnosti mohou využívat přednosti optimalizovaných postupů 
detekce genotypů. 

V) Ekonomické aspekty (odhad nákladů v tis. Kč a ekonomického přínosu pro 
uživatele v tis. Kč) 
Komentář 

Předpokládaný ekonomický přinos ověřené technologie je vyjádřen v samostatné 
"Metodice genotypizace ovcí a koz - detekce markerů geneticky podmíněné 
rezistence k SRLV" ve výši 15 000 000 Kč. 

0 • 

0 • 

1/2 
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VI) Seznam použité literatury 
Komentář 

Seznam použité literatury je uveden v samostatné "Metodice genotypizace ovci 
a koz - detekci markerů geneticky podmíněné rezistence k SRLV". Obsahuje 
celkem 40 zahraničních a 5 tuzemských vědeckých literárních pramenů. 

VI) Seznam publikaci, které předcházely metodice/Výstupy z originální práce 
Komentář 
Barták P . Václavek P . Kostkova M , Mikulášková K.. Šimek B (2017) Prevalence lentrvirových 
onemocnení malých přežvýkavců v ČR s využitím serologické diagnostiky Vetennářstvi 67 
227-232 
Barták P a kol Metodika odběrů a zpracováni vzorků, serologického a molekulárního stanovení 
původce lentiviroveho onemocnení ovci a koz České Budějovice. 2017 

2) Oedikace 
= uvedeni odkazu na příslušný projekt VaV/podporu na rozvoj výzkumné organizace 

3) Uzavřená smlouva o využiti výsledku (metodiky) s konkrétním uživatelem 
Komentář 

Ověřená technologie byla vypracována jako součást výzkumného projektu MZe NAZV 
Q J 1610096. Její využiti bude uplatněno prostřednictvím Svazu chovatelů ovci a koz 
České republiky, se kterým byla uzavřena smlouva o uplatněni související samostatně 
metodiky. 

4) SOUHRNNÉ VYJÁDŘENÍ I J | 
(Odpovídá požadavkům na metodiku?) ' ' ' ' 

Předkládaný "Systém prevence a profylaxe lentivirových infekci malých 
přežvýkavců" odpovídá požadavkům na ověřenou technologii. Doporučuji její 
přijeti jako výstupu dosaženého v rámci řešení projektu MZe NAZV QJ 1610096 
"Program zdravotní kontroly lentivirových infekci malých přežvýkavců s využitím 
nových metod časné laboratorní diagnostiky a markerů geneticky podmíněné 
rezistence k infekci jako selekčního kritéria" 

0 • 

0 • 
0 • 
0 • 

2/3 
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P O S U D E K Z P R A C O V A L / A : Titul, jméno, příjmení, titul 

Pracovišté: doc.MVDr. Pavel Novák, CSc. 

ulice: Výzkumný ústav živočišné výroby,v.v.i. 

P S Č , Obec: 104 00 Praha Uhříněves 

Telefon: +420 603 783 765 E - m a i l : novak.pavel@email.cz 

Prohlašuji ze nejsem v zaměstnaneckém či obdobném vztahu k subjektům, které předložily 
metodiku, nemám osobní ani obdobný vztah k žádnému z předkladatelů a neni mi známa žádná 
skutečnost, která by mohla ovlivnit moji nepodjatost. 

17.12.2018 
Datum Podpis zpracovatele posudku 
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Metodika byla vypracovaná jako výstup výzkumného projektu MZe NAZV QJ 
1610096 "Program zdravotní kontroly lentivirových infekcí malých 

prežvýkavců s využitím nových metod časné laboratorní diagnostiky a 
markerú geneticky podmíněné rezistence k infekci jako selekčního kritéria" 
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Mgr. Tomáš Tonka, Ph.D. 
Ing. Kateřina Vernerová 

Ing. Barbora Farková 
Mgr. Bronislav Šimek 

MVDr. Petr Václavek, Ph.D. 
Mgr. Hana Plodková 

MVDr. Pavel Barták, Ph.D. 
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Metodika odběrů a zpracování vzorků, serologického a molekulárního stanovení 
původce lenti virové ho onemocnění ovcí a. koz 

Pavel Barták a kol. 
bartak@svujihlava.cz 

Vypracováno za podpory výzkumného projektu MZe NAZV QJ 1610096 "Program 
zdravotní kontroly lentivirových infekci malých prežvýkavců s využitím nových 
metod časné laboratorní diagnostiky a markem geneticky podmíněné rezistence k 
infekci jako selekčního kritéria" 

Oponenty metodiky byli: 

Doc. MVDr. Pavel Novák. CSc. 
MVDr. Petr Šatrán : Ph.D. 

Podíl autorů na vypracování metodiky: 

Prof. Ing. Miloslav Šoch : C S c . dr.h.c. - 5% 
Prof. Ing. Vladislav Čum, Ph.D. - 15% 
Ing. Antonín Vej čík, CSc. - 5% 
Mgr. Tomáš Tonka, Ph.D. - 5% 
Ing. Kateřina Ve měrová - 5% 
Ing. Barbora Farková - 5% 
Mgr. Bronislav Šimek-35% 
MVDr. Petr Václavek, Ph.D. - 10% 
Mgr. Hana Plo d ková - 5% 
MVDr. Pavel Barták. Ph.D. - 10% 

Text: ©2017 

Foto: ©20 í 7 

Vydáno bez jazykové úpravy 
ISBN: 978-80-7397-671-5 
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Barták P. a kol. (20^^y. Metodika odběrů a zpracování vzorku, serologiakého a molekulárního stanovení původce 
iBTitivirového o ne moc není ovcí a kcz 

I. Cíl metodiky 

Chov ovcí a koz je nyní jednou z priorit zemědělství, jak v LFA. tak v produkčních 
oblastech, a to i z důvodů udržování krajiny v kulturním stavu, využití produkce 
TTP, či zachování biodiverzity. Vzhledem k rostoucímu zájmu o chov ovcí a koz v 
ČR, je potřeba podporovat rozvoj chovu těchto přežvýkavců, a to z hlediska 
zdravotního stavu zvířat, welfare. šlechtění a podpory místního i mezinárodního 
obchodu s plemenným materiálem 

Lentiviry malých přežvýkavců SRLV, tedy maedi-visna virus ovci (MW) a virus 
infekční artritídy a encefalitidy koz (CAEV). způsobují významná onemocnění po 
celém světě Tyto choroby vedou k ekonomickým ztrátám a s přihlédnutím k 
nákazovým opatřením, omezuji možnosti obchodu s plemennými zvířaty. Pro tyto 
virové infekce neexistuje účinná vakcína či léčba. Současné poznatky ukazují, že 
používané diagnostické metody nejsou vždy zcela spolehlivé (z důvodů kmenové 
variability, či nízké úrovně virové zátěže). Je tedy třeba metody imunochemické a 
molekulárně biologické diagnostiky nadále zdokonalovat. Diky genomové analýze 
s použitím 50k SNP čipů pro ovce, bylo identifikováno několik kandidátních genů 
pro odolnost k onemocnění M V. přičemž najsilnejší vztah k odolnosti vykazuje gen 
TMEM154 3 6 . U koz je třeba tuto oblast prozkoumat, k čemuž snad dopomůže 
použití nového 52k SNP mikročipu27. 

Cílem řešeni projektu NAZV QJ 1610096, v rámci něhož byla metodika 
vypracována je vypracovat nové diagnostické metody pro včasné odhalení 
infekčních agens v tomto případě onemocnění' maedi-visny (NIV) ovci a 
infekční artritídy a encefalitidy koz (CAE), provést průkaz virů NIW a CAEV 
pomocí imunologických metod a metod založených na molekulární detekci 
virů a na základě genetického screeningu navrhnout program markery asistované 
selekce na rezistenci proti lentivirovým infekcím malých přežvýkavců (SRLV). 
Tímto prosazovat v plemenitbe genotypy odolnější k onemocněni. 

Cílem metodiky je podání uceleného souboru analytických postupů pro 
detekci SRLV a vytvoření platformy pro ozdravovací program lentivirových 
infekcí malých přežvýkavců (ovci a koz). 
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Barták P. a kol. (20^^y. Metodika odberú a zpracování vzorku, serologiakého a molekulárního stanovení původce 
len ti virového onemocnění ovcí a kcz 

II. Vlastní popis metodiky 

1.1. Úvod 

Lentiviry malých přežvýkavců (SRLV), konkrétně maedi-visna virus ovcí (MW) a 
virus infekční artritídy a encefalitidy koz (CAEV) způsobují celosvětově rozšířená 
onemocněni vyskytující se i v ČR. Lentiviry malých přežvýkavců způsobují maedi-
visnu ovcí (MV) a artritídu a encefalitidu koz (CAE) a tyto choroby jsou neléčitelné 
a neexistují proti nim účinné vakcíny. Vzhledem k současné nákazové situaci jsou 
onemocnění M V a CAE významným problémem. Způsobuji významné 
ekonomické ztráty a vytváří bariéru při obchodováni s plemenným materiálem 
(nejen v EU), či při pořádání chovatelských akcí (výstavy, svody). Chovy v ČR 
zařazené v kontrole užitkovosti (KU) musí být MV a CAE prosté. 

Současný kontrolní systém prováděný dle Metodiky kontroly zdraví zvířat a 
nařízené v akci nace. sleduje četnost nálezů pozitivních zvířat v jednotlivých 
chovech v KU, nejsou však stanovena opatření pro eradikaci nákazy. Plemeno, 
kde se dle zpráv od chovatelů předpokládá vyšší incidence onemocnění, tedy 
ovce šumavská, je z monitoringu vyjmuto. Její chovatelé primárné projevují zájem 
o vývoj markerů geneticky podmíněné rezistence. Stejně jako u eradikace 
klusavky (scrapie) na základě selekce rezistentních genotypů se i zde se nabízí 
možnost zavedení eradikačniho programu spojujícího časnou a přesnou 
diagnostiku společně s asistovanou selekci podmíněnou markery genetické 
rezistence. 

Soudobé poznatky ukazuji, že používané diagnostické metody nejsou vždy zcela 
spolehlivé vzhledem ke složité patogenezi onemocnění. Nejspolehlivější je 
kombinace imunologických a molekulárně biologických metod, přičemž s 
přihlédnutím ke kmenové variabilitě, je třeba metody molekulárně biologické 
diagnostiky nadále zdokonalovat11. Krevní vzorky jsou primárně testovány 
metodou ELISA za účelem průkazu specifických protilátek. Suspektní vzorky jsou 
případně konfirmovány alternativními imunologickými metodami - imunodifuzním 
testem popf. imunoblotem. Sérologicky pozitivní vzorky a vybrané negativní vzorky 
jsou dále testovány na přítomnost provirové DNA metodou real-time PCR (qPCR) 
s cílem vyvinout co nejspolehlivější metodiku s přihlédnutím ke kmenové variabilitě 
a zároveň zmapovat distribuci jednotlivých genotypů lentiviru v populaci ovcí a 
koz. 

Díky předchozím výzkumům založeným především na genomové analýze s 
použitím 50k SNP čipů pro ovce, bylo identifikováno několik kandidátních genů pro 
odolnost proti onemocnění MV. Nejsilnější vztah k odolnosti vykazují polymorfizmy 
v genu TMEM15 2 3 . U koz není tato problematika blíže probádána, nicméně nově 
vyvinutý 52k SNP mikročip, dává naději k identifikaci a následné analýze 
kandidátních genů pro odolnost u koz 2 7. 

116 



Barták P. a kol. (201 >): Metodika odberu a zpracování vzorku, serolDgiakého a molekulárního stanovení původce 
lentivirového onerrccnění ovcí a kcz 

Vzhledem k rostoucímu zájmu o chov ovcí a koz v ČR je potřeba podporovat 
rozvoj chovu těchto zvířat, včetně ohrožených domácích plemen, z hlediska 
zdravotního stavu zvířat, šlechtění i podpory obchodu s plemenným materiálem. 
Ozdravovací program od lentivirových infekcí malých přežvýkavců založený na 
kombinaci přesné a rychlé diagnostiky onemocněni a markery asistované selekce 
(MAS) se jeví jako možné východisko pro řešení současné nákazové situace. 
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11.2. Odběr vzorků biologického materiálu 

Pro diagnostické účely je odebírána periferní krev zvířat (věková kategorie: 
minimálně 4 měsíce po odstavu). 

Krev je odebírána do plastových 10 ml zkumavek s antikoagulantem KjEDTA. Je 
třeba dodržet maximální hladinu krve označenou ryskou na zkumavce. Ihned po 
odběru je krev ve zkumavce nutné důkladně promíchat s antikoaguantern. 
uchovávávat při +4°C a zpracovat bezprostředně po doručení do laboratoře. 

Ze vzorků krve s KjEDTA je odstředěním separována plasma, buffy-coat (bílé 
krvinky + krevní destičky) a erytrocyty. Krevní plasma se používá pro sérologické 
vyšetřeni, buffy coat pro průkaz pro virové DNA. Vzorky jsou archivovány při -80° C. 

Chemikálie: 

• 10 ml plastové odběrové zkumavky z K2EDTA 

Přístroje: 
• centrifuga 
• sada automatických pipet 
• vortex 
• lednice 
• hlubokomrazící box 
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11.3. Sérologická diagnostika: průkaz specifických 
protilátek proti SRLV 

Zvířata infikovaná S L RV zůstávají i rn u no kompetentní a reagují na infekci tvorbou 
specifických protilátek Humorální odpověď na infekci M W je významně 
pomalejší, než u jiných virových infekci s akutním průběhem. K séra konverzi 
dochází různě a to od několika týdnů do několika měsíců po infekci. 
Protilátky typu IgG jsou po přirozené infekci MVWCAEV přítomné po celou 
dobu života zvířete a slouží jako základni indikátor monitorování nákazy 
v chovech a selekční kritérium při eliminaci nákazy. 5 

Lentivirové infekce mohou být v laboratorních podmínkách diagnostikovány jak 
virologickými tak sérologickýrni metodami Obecně je doporučována kombinace 
minimálně dvou testů kvůli konfirmaci výsledků. Jako optimální postup 
laboratorní diagnostiky lentivirových infekcí je doporučována kombinace 
ELISA testu a přímého průkazu metodou PCR.-

Sérologické metody 

Základem diagnostiky SRLV infekcí jsou sérologické metody zahrnující 
spektrum ověřených laboratorních technik. Jednak niámek dispozici 
screeningové testy jako je imunodifuzní test (IDT/AGID) a různé varianty 
i m unoenzy matických testů (ELISA). Druhou skupinou jsou testy s vyšší náročnosti 
provedeni: radioimunoanalýza (RIA), radioimunoprecipitace (ŘÍPA) a Western blot 
(WB). Tyto testy jsou složitější, relativně nákladné a časově náročné a proto jsou 
používané spíše používané pro výzkumné účely. 
Sérologická diagnostika je využívána pro pravidelný zdravotní monitoring 
v negativní populaci či k identifikaci pozitivních chovů jako součásti programu 
eradikace. V chovech s potvrzeným výskytem SRLV jsou pak sérologické metody 
v kombinaci s PCR používány na identifikaci infikovaných jedinců vhodných 
k vyřazení v rámci ozdravení chovu. Za účelem screeningu či monitoringu jsou 
používány testy ELISA. které postupně nahradily méně citlivý IDT a od roku 2004 
je používán ELISA jako test první volby pro mezinárodní obchod. ELISA test má 
obecně vyšší sensitivitu než IDT Mnohé studie rovněž potvrdily, že test ELISA 
detekuje sérokonverzi v rannějších fázích infekce než test IDT. ELISA test je také 
ve srovnání s IDT značně rychlejší (2-3 hodiny vs. 2-3 dny) a umožňuje 
zpracování velkého množství vzorků. 
ELISA testy na diagnostiku SRLV infekcí lze obecně rozdělit na nepřímé a 
kompetitivní. Nepřímé ELISA testy jako antigén využívají celý virus, 
rekornbinantní proteiny nebo syntetické peptidy. Kompetitivní či blokovací testy 
jsou založeny na monoklonálních protilátkách proti definovaným epitopům viru. 
ELISA testy postavené na rekombinantních či peptidových antigenech 
využívají např. rekornbinantní proteiny kapsidy (CA) jako je p55. p25 : p16, p14, 
transmernbránový protein (TM) gp46 nebo puntíkovaný obalový protein gp135.7-^ 
Používány jsou rovněž syntetické peptidy odvozené od p25 nebo TM proteinu.3 
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Proteiny kapsidy jsou povazovány za skupinově specifické antigény s výraznou 
krížovou séro logicko u reaktivitou mezi izoláty viru maedi-visna, která zahrnuje 
rovněž izoláty viru CAE. 2 TM glykoprotein je pokládán za vysoce imunogenni 
komponentu viru. Experimenty s rekombinantním TM glykoproteinem prokázaly 
přítomnost protilátek až u 97% infikovaných ovci. 1 8 

Protilátky proti kapsidovému proteinu p25 vzrůstají relativně brzo po infekci a 
hladina těchto protilátek začne klesat, když se objeví klinické příznaky. Protilátky 
proti obalovým glykoproteinúm gp46 a gp135 vzrůstají později po infekci a 
perzistující přes klinickou fáz i . 6 2 0 Většina současných komerčních ELISA testu 
tak využívá kombinaci kapsidového proteinu (např. p25, p27. nebo p28} viru 
maedi-visna produkovaného na Escherichia coli a peptidu získaného z 
imunodominantního regionu transmembránového proteinu gp46. Výsledkem 
je pak sensitivita pohybující se u různých testů většinou nad 90% a vysoká 
specifita v rozmezí 96-100%. 

Problémem sérologické diagnostiky zůstává i přes vysokou vysokou sensitivitu i 
specifitu testů tzv. intermitentní sérologická odezva. Ta se projevuje časovou 
variabilitou humorálni odezvy a to od několika týdnů do několika měsíců po infekci. 
Obecně se předpokládá, že titr protilátek při sérokonverzi dosáhne maximální výše 
a pak klesne na nižší, ale stabilní hladinu. Některé studie ovšem uvádí, že u 
určitého procenta zvířat (10-20%) dochází k tzv. intermitentní protilátkové odezvě 
zjištěné jak ve WB. IDT či ELISA testu a toto období může trvat týdny, měsíce ale i 
roky. 6 2 2 Titry protilátek proti různým proteinům (p25, p 16, p14 nebo proteinům 
obalu) pak mohou průběžně kolísat nebo mohou dočasně klesnout pod detekční 
schopnost testů a vykazovat tak negativní výsledek. Tento fenomén v praxi 
komplikuje diagnostiku a eradikaci infekcí SRLV. 

Použitelnost metod sérologie 

Kvůli výše popsaným omezením je sérologie vhodná zejména pro screening stád 
či průběžný monitoring, ale omezeně použitelná k identifikaci zdravotního statusu 
u jednotlivých zvířat. Zde je vhodné přistoupit k opakovanému vyšetřeni zvířete 
(tzv. párové vzorky) a to s odstupem několika měsíců od prvního odběru. Vhodná 
je také doplnění vyšetření přímým průkazem viru testem PCR. Průkaz provirové 
DNA viru testem PCR je citlivější než ELISA test v ranných fázích infekce, protože 
detekuje infikované zvíře ještě před sérokonverzi. To lze využít při eradikaci 
nákazy na úrovni stáda, kdy jsou testem PCR testovány sérologicky negativní 
zvířata. Obecně je ale PCR diagnostika SRLV hodnocena jako méně citlivá než 
ELISA testy a to kvůli nízkému množství viru vylučovanému následně během 
dalších fází infekce po sérokonverzi. Pro optimální detekci SRLV infekce lze 
doporučit kombinaci vhodně vybraného ELISA testu a PCR. Kvůli genetické a 
antigenni variabilitě je nutné testy ověřit s ohledem na právě cirkulující kmeny viru 
v daném regionu. 
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Provedení testu 

Provedeni konkrétních testů uvedných v tabulce č.1. se řídi návodem výrobce 
diagnostické soupravy. Vzorkem k detekci specifických protilátek je plazma 
získaná způsobem popdaným v kapitole II.2. Testy je vhodné doplnit interními 
pozitivními kontrolami terénních sér z vyšetřovaných chovů. 
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Tabuka č. 1. Přehled dostupné komerční sérologické diagnostiky (ELISA, IDTJ používané k rutinnímu testování SRLV 
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11.4. Vyhodnocení sensitivity a specifity sérologických 
testů 

Sensitivita testů může být významně ovlivněna vysokou genetickou 
variabilitou viru, druhem použitého antigénu, druhem zvířete a stadiem 
infekce. Pro dosažení optimálního výsledku sérologické diagnostiky je třeba 
provedení širší srovnávací studie dostupných testů s cílem stanoveni 
vhodné kombinace testů pro příslušný region. Genetická heterogenita SRLV 
ovlivňuje jak na průkaz genomu tak testy založené na detekci virových 
proteinů. Nevhodné zvolené testy mohou snižovat sensitivitu, produkovat 
falešně negativní výsledky a komplikovat tak rannou diagnostiku infekce 
SRLV. 

Přehled dostupné sérologické diagnostiky používané v České republice 
k diagnostice SRLV je uveden v tabulce č 1. Používány jsou zde různé druhy 
komerčních ELISA testů nebo imunodifuze. Imunodifuzní test (IDT7AGID) je 
postaven na celém viru a detekuje zejména protilátky proti kapsidovému proteinu 
p25viru M V (u koz p28 viru CAE) a obalovému glykoproteinu gp135. Specifita 
imunodifuzního testuje vysoká a pohybuje se kolem 98,3%, ale nevýhodou je jeho 
nízká senzitivita (76%). Proto bývá IDT využíván spiše jako orientační test a za 
určitých okolností může být použit i pro konfirmaci výsledku získaného ELISA 
testem 6 7 

Sensitivita ELISA testů se pohybuje většinou nad 90% a specifita bývá 
obecně velmi vysoká (96-100%). Každý z testů používaných k sérologické 
diagnostice má své přednosti a nevýhody s ohledem na potenciální možnosti 
využití, kterými jsou zejména jejich různá specifita a sensitivita. Protože 
neexistuje žádný oficiální „zlatý standard" sérologických testů na 
diagnostiku infekcí SRLV jsou testy většinou porovnávány navzájem mezi 
sebou a výsledné studie tak mají různou obtížně porovnatelnou kvalitu. Ve 
studiích na určení specifity a sensitivity by měla být využita experimentálně 
infkovaná zvířata s jasně definovaným infekčním statutem a dle OIE doporučený 
počet minimálně 300 pozitivních a 1000 negativních vzorků (OIE Manuál of 
Standards for Diagnostic Tests and Vaccines, 2000).21 Tato kritéria nejsou praxi 
reálně dosažitelná, a proto jsou využívány různým způsobem definované vzorky 
po přirozené infekci. Zjištěná sensitivita a specifita testů se podle přístupu v 
různých studiích může výrazně lišit. Významnější rozdíly bývají hlavně v 
sensitivitě testů, specifita bývá většinou vysoká. Ojediněle se mohou 
vyskytovat i falešně pozitivní výsledky, u kterých důvod reakce není možno 
objektivně objasnit.7 V posledních letech se v některých evropských zemích 
objevily falešně pozitivní reakce způsobené nedostatečně puntíkovanými 
vakcínami proti viru katarální horečky ovcí. 1 3 

Pro vyhodnocení relativní sensitivity komerčních ELISA testů na vzorcích z České 
republiky byl použit soubor teréních vzorků ovcí a koz z různých chovů, které byly 
sérologicky pozitivní v imunodifuznim testu (IDT/AGID MAEDITEC). Jako nejvíce 

1. 
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citlivý test se jeví Eli test MW/CAEV, srovnatelnou úroveň vykazuje ID Screen MV 
Indirect. Nejméně citlivý test v tomto porovnání byl IDEXX M W / C A E V p28 Ab 
Screening Test při dodržení kriterii hodnoceni daných výrobcem. 

Pro sérologickou diagnostiku SRLV na území ČR jsou vhodné komerční 
ELISA testy Elitest M W / C A E V (Hyphen) a ID Screen MV Indirect (IDvet), 
popř. jejich kombinace při nutnosti konfirmačního vyšetření. 
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11.5. Detekce provirové DNA SRLV pomocí PCR metody 

Použití sérologických a molekulárních diagnostických testů pro detekci SRLV 
(Small Ruminant Lentivirus) je závislé na několika faktorech, jako je například druh 
testu, procentuální identita virové nukleotidové sekvence detekované ve stádech 
vdané oblasti a virové sekvence, na základě které se připravuji diagnostické 
postupy a testovací reagencie. Dále je aplikace testů závislá na patogenezi 
v jednotlivých chovech (regionech) a na míře provirové DNA a SRLV protilátek 
generujících se během virémie u jednotlivých zvířat daného druhu. (Herrmann-
Hoesing, 2010). 

U novorozených jehňat a kůzlat od SRLV pozitivních matek, od kterých obdrží 
velkou část jejich novorozenecké imunity prostřednictvím pasivního přenosu 
prostřednictvím kolostra a mléka, mohou být sérologické a molekulárně biologické 
testy falešně pozitivní. Předchozí studie ukázaly, že pokud jsou jehňata přirozeně 
kojena od SRLV pozitivních matek, jsou u nich detekovány SRLV protilátky po 
prvním dni sání až do 52. týdne stáří. Obdobná situace je i u detekce provirové 
DNA. která může být detekována v periferních krevních mononukleárních buňkách 
až do 24. týdne stáří. Z těchto důvodů je doporučeno testovat zvířata alespoň 4-6 
měsíců po odstavu (Herrmann-Hoesing et al. 2007). 

K prokázání provirové DNA sekvence lentivirů u malých přežvýkavců je použita 
molekulárně biologická metoda PCR (poly m e rázová řetězová reakce). Principem 
této metody je multiplikace úseku cílové sekvence vybraného genu z provirové 
DNA vznikající po integraci virového genomu do hostitelské DNA pomoci 
specifických primerů, které tuto sekvenci ohraničuji Specifita výsledného PCR 
produktu lze ověřit pomocí sekvenační analýzy a porovnáním získané sekvence 
se sekvencemi uložených v dostupné databázi NCBI. 

Na základě poznatků z předchozích studií je molekulární diagnostika zaměřena na 
detekci provirové DNA z hostitelské buňky (leukocyty, event. mononukleární 
buňky) oproti přímé detekci RNA volného viru v plasmě, séru nebo v dalších 
tělních tekutinách z důvodu vyšší zachytitelnosti infektu v průběhu virémie. 
Podobný efekt by měl být dosažen také při extrakci provirové DNA z alveolárních 
makrofágú získaných pomocí plicní laváže (nebo sekčního biologického 
materiálu). Tento diagnostický postup je ale mnohem pracnější a lze jej aplikovat 
pouze u menšího počtu zvířat 

Další možností detekce provirové sekvence SRLV je metoda real-time PCR. při 
které je provirová DNA amplifikována polymerázovou řetězovou reakcí pomocí 
DNA polymerázy. specifických primerů a fluoroforu (Sybr Green, Evo Green. atd.). 
V průběhu nasedání primerů (annealingová fáze) a elongace řetězce dochází 
k vazbě interkalujícího barviva se vznikající dvouřetězcovou DNA. Sybr Green po 
vazbě s dsDNA emituje silný fluorescenční signál. Intenzita fluorescence je přímo 
úměrná množství amplifikačního produktu v reakční směsi. Výsledek je sledován v 
reálném čase a je vyhodnocen pomoci příslušného softwaru Real-time PCR 
systému na základě hladiny fluorescence. Nevýhodou této metody je nespecifické 
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nasedání barviva a je nutné věnovat velkou pozornost navržení specifických 
příměrů pro daný úsek DNA sekvence. Vznik nespecifických produktů arnplifikace 
lze odhalit pomocí analýzy křivky tání. 

Souhrn způsobů, jak maximalizovat citlivost a specifičnost molekulárně 
biologických metod detekující genom SRLV je následující (Herrmann-
Hoesing. 2010): 

1. Navrhovat primery pro více konzervativní regiony provirového genomu jako 
jsou například geny pot. !tr, gag. etiv. 

2. Navrhovat primery specificky nasedající na sekvenci pozitivní kontroly 
(referenční kmeny) a současně na provirovou sekvenci SRLV kmenů 
vyskytující se v kontrolovaném stádu. 

3. Kontrolovat specifitu amplifikačního produktu pomocí sekvenace. 
4. U vzorků s negativním PCR výsledkem použít k ověření výsledku interní 

kontrolu v podobě „housekeeping:: genu jako je například geny pro beta-
aktin, cytochrom B, GAPDH nebo 1BS ribosomalní RNA. 

5. Netestovat zvířata mladší než 4 měsíce po odstavu. 

Vzorkování 

Pro diagnostické účely se odebírá periferní krev zvířat (věková kategorie: 
minimálně 4 měsíce po odstavu. Odebraná krev, která je ošetřena 
antikoagulantem KÍEDTA , je testována po separaci plasmy a krevních elementů 
na průkaz protilátek i provirové DNA. 

Príprava a zpracovaní buffy coatu 

Plná krev s K2EDTA o objemu 5 ml je centrifugována v původní odběrové 
zkumavce při 2 000 x g po dobu 20 minut. Po této centrifugaci jsou separovány tři 
základní krevní složky: plasma, buffy-coat (bílé krvinky + krevní destičky) a 
červené krvinky. Po opatrném od pipeto vání krevní plasmy, která se používá pro 
sérologické vyšetření, je přepipetována střední vrstva - buffy coat do čisté 1,5 ml 
zkumavky typu eppendorf. Aby bylo odstraněno reziduum plasmy, je získaný buffy 
coat opět centrifug ován při 2 500 x g po dobu 20 minut. Dodatečné pročištění 
buffy coatu od erytrocytu se provádí pomocí lyzačního roztoku RLE o složení: 
NhUCI, NaHCOs, EDTA, finálni pH 7,3. Bezprostředně po přečištění buffy coatu 
se z něj extrahuje DNA nebo je archivován při -8Q°C. 
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Extrakce DNA 

Extrakce DNA z hostitelských buněk se provádí pomocí automatu MagNA Pure LC 
a komerčního kitu MagNA Pure L C Total NA Isolation kit určeného pro tento 
přístroj a pro tento typ extrakce. Před vlastní automatickou izolací je proveden 
preizolační krok pomocí lyzačního roztoku a proteinázy K. Složení prelyzačního 
roztoku: GuSCN, Tris-HCI (pH 64), EDTA (pH 8,0), Triton X-100. Připravený buffy 
coat je lyžován pomocí 300 ul lyzačního roztoku a 3 ul proteinázy K (50 mg/ul) 
v term o mixeru při nastavené teplotě 53 a C po dobu 90 minut. Po této inkubaci je 
provedena teplotní inaktivace enzymu při 96 °C po dobu 10-20 minut. 

Detekce cílové sekvence DNA 

Po screeningovém sérologickém vyšetření je vybrána extrahovaná DNA, u které je 
provedena testace na přítomnost pro ví rove DNA pomoci nested PCR dle 
publikace (Grego et al., 2007). Arnplifikace cílového úseku provirové DNA je 
provedena pomoci dvou párů specifických primem, které tento úsek ohraničují 
Cílová oblast genomu je konzervativní oblast gag genu. Výsledný aniplifikační a 
reamplifikační produkt o délce 1,3 kb a 0,8 kb. je detekován v agarózovém gelu 
procházejícím UV světlem po jednosměrné horizontální elektroforéze a 
vyhodnocen pomocí programu Gel-Pro Analýzer. 

Pro ověření správného postupu extrakce DNA a přítomnosti inhibičního faktoru 
byla zvolena paralelní real-tinie PCR reakce detekující kontrolní gen pro p-aktin 
Beta-aktin je jednou ze šesti aktinových izoforem. AktJny jsou vysoce konzervativní 
geny zapojené v buněčné motilitě, stavbě a integritě. Aktin je jedna z nejhojnějších 
intracelulárních bílkovin eukaryotických buněk. Beta-aktin je jako globulární protein 
hlavní součástí kontraktilniho aparátu a jeden ze dvou nesvalových 
cytoskeletárnich aktinů. K detekci genu pro p-aktin se do reakce stemplátovou 
DNA získanou z testovaného zvířete přidává jeden pár specifických primerú a 
jedna sonda značenou fluoroforem Hex (Toussaint et al..20O7). 

V průběhu real-time PCR je vizualizace amplifikačního produktu zajištěna 
nasednutím specifické fluorescenční sondy typu Taqrnan pro daný úsek. 
Velongační fázi dochází k jejímu rozložení pomocí exonukleázové aktivity Taq 
polymerázy a tím i k uvolnění fluorescenčního záření. Real-time PCR probíhá 
v term o cy klérech, které umožňují teplotní cyklování a zároveň detekují 
fluorescenci v každém cyklu PCR. Intenzita fluorescence je přímo úměrná 
množství amplifikačního produktu přítomného v reakční směsi. 

1: 
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Sekvence primerú používaných pro detekci gag genu, 
(Grego etal , 2007) 

Primer Sekvence l5—3' 

GAG F1 TG GTGA R KG TA G M TAGA GACATG G 
POL R1 CATAGGRGGHGCGGACGGCASCA 

GAG F2 C AAACWGTR GC AATG C AGC AT G G 

POL R2 G C G G A C G G C A S C A C A C G 

Sekvence primem a sondy používaných detekci genu pro fl-aktin. 
(Toussaint et al., 2007) 

Primer/sonda Sekvence 5—3' 

ACT1005 F CAGCACAATGAAGATCAAGATCATC 
ACT1135 R C G GAC TCATC GTACTC CTGCTT 

ACT10S1 próza 
- E X 

TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT 

PCR reakce probíhá v cílovém objemu 25 ul. 
Amplifikace i reaniplifikace probíhá v konvenčním term o cy kléru TRIO (Biometra) 
při níže uvedených teplotních profilech. 

Příprava mastermixu: 

1. Reakční směs se připravuje vždy nová. 
2. Roztoky a reagencie po rozmražení dobře promíchat a krátce stočit při 10 000 
rpm/10s. 
3. Reagenci po krátké centrifugaci vytemperovat v chladicím boxu přibližně na 0.5 
až 4°C. 
4 Do PCR zkumavky napipetovat reagencie a roztoky v pořadí a objemu níže 
uvedeném. 
5 Po na pipet ování vzorků nebo kontrol je nutné okamžitě zavřít PCR zkumavku 
6. V každém kole analýz je nutná přítomnost pozitivní i negativní kontroly (již od 
extrakce) pro ověření chodu PCR a vyloučení křížové kontaminace. 
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Složení reakční smési pro PCR 

Reagencie Objem (ul) Výsledná kone. 

PCR H 2 0 16,4 

10 x PCR pufr complete 2,5 1 x 
dNTP(10mM) 0,3 0,12 mM 

Primer G A G F 1(25 u M) 0,3 0,3 uM 

Primer G A G R1(25 uM) 0,3 0,3 uM 

Fast Start Taq Porymeraza 
(5U/LJI) 

0,2 1 U/reakci 

Extrahovaná D N A 5 

Teplotní profil PCR (amplifikace) 

Krok Teplota (SC) Cas/cyklování 

1(denaturace a aktivace) 95 10 min 

2(denaturace) 95 1 min 
3(annealing) 55 35 s 

4(elongace) 72 1 min 

5(cyklováni) Zpět na krok č. 2 35 x 

6(finální elongace) 72 7 min 

ľ(chlazení) J C CO 

Složení reakční směsi pro nPCR 

| Reagencie Objem fuH Výsledná kone. 

PCR H 2 0 18,9 

10 x PCR pufr complete 2,5 1 x 

dNTP(10mM) j : 0,12 mM 

=>rine' G A G F ' ; 2 5 JÍ-1; 0,3 C.3 | J . 
Primer G A G R1(25 uM) 0 3 0,3 uM 

Fast Start Taq Polymeráza 
(5U/ul) 

0.2 1 U/reakci 

Extrahovaná D N A 2,5 
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Teplotní profil PCR (reamplifikace) 

Krok Teplota (X) Cas/cyklování 

1(denaturace a aktivace) 95 10 min 
2(denaturace) 95 1 min 
3(annealing) 60 35 s 
4(elongace) 72 1 min 
5(cyklováni) Zpět na krok č. 2 35 x 
6(finální elongace) 72 7 min 
7(chlazení) 10 co 

Real-time PCR reakce probíhá v cílovém objemu 25 pl. 
Amplifikace probíhá v real-time PCR systému CFX-9G (Bio-Rad) při níže 
uvedeném teplotním profilu. 

Příprava masterrnixu: 

1. Reakční směs se připravuje vždy nová. 
2. Roztoky a reagencie po rozmraženi dobře promíchat a krátce stočit při 10 000 

rpm/1 Os. 
3. Reagenci po krátké centrifugaci vytemperovat v chladicím boxu přibližně na 

0,5 až 4°C. 
4. Do PCR stri p u napipetovat reagencie a roztoky v pořadí a objemu níže 

uvedeném. 
5. Po napipetování vzorků nebo kontrol je nutné okamžitě uzavřít PCR strip 

stripovými víčky. 
6. V každém kole analýz je nutná přítomnost pozitivní i negativní kontroly (již od 

extrakce) pro ověření chodu PCR a vyloučení křížové kontaminace. 

Příprava primer-sonda mixu (finální objem 200 pl) 

Reagencie Koncentrace Objem (pl) 

ssprimer ACT1005F 100 uM 5 
ssprimer ACT1135R 100 uM 5 
ACT1081 proba HEX 100 uM 2,5 
PCR H 2 0 187,5 pl 

l i 
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Složení reakční smési pro real-time PCR 

Reagenci Objem full 
PCR H 2 0 8 
2X QuanTitect Probe PCR Master Mix 12:5 

Primer-sonda mix 2 

Extrahovaná DNA 2.5 

Teplotní profil real-time PCR 

Krok Teplota (°C) Cas/cy klování 

Kdenaturace a aktivace) 95 10 min 
2(denaturace) 95 15s 
3(annealing+ elongace) 5C GO ; 
5(cy klová ní) Zpět na krok £. 2 41 x 

ELFO 

PCR produkty se detekují na 1.5%-2% agarozovém gelu v1x TBE pufru. 
Podmínky separace: 120 V 1hod Jako velikostní marke r se používá 100 b p DNA 
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizují barvením pomocí ethidiurn bromidu a 
procházejícím LJV světlem o vlnové délce 312 nm. Vyhodnocení gelu se provádí 
pomocí vyhodnocovacího zařízení, jehož součástí je kamerový systém, LJV 
transiluminátor a vyhodnocovací software. Pomocí tohoto programového vybavení 
je možné pomocí velikostního markem a pozitivní kontroly potvrdit (stanovit) 
velikost očekávaného specifického PCR produktu. Po provedení elektroforézy je 
výsledek zdokumentován a uložen do databáze pro dodatečné vyhodnocení nebo 
ověření. 
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Vyhodnocení testu 

PCR 

Amplífikační produkt prvního kroku PCR má délku 0,8 kb Výsledný produkt 
druhého kroku PCR (nPCR) je o délce 1,3 kb. V případě pozitivity negativní 
kontroly (PCR H2O) a negativity pozitivních kontrol je nutné analýzu opakovat. 

Obr.č.1: Vyhodnoceni ELFO: start č.1(velikostní marker 100bp), start č.2-6(specifický 
reamplifikační produkt PCR), start č.7 (negativní vzorek s nespecifickým produktem) 

Real-time PCR 

V případě negativního výsledku PCR metody a při hodnotě Ct (HEX) > 40 je nutné 
extrahovanou DNA naředit PCR vodou v poměru 1:2 nebo 1:5 a oba testy 
opakovat. 

Amplification 

O 10 2 0 30 

C y c l e * 

Obr. č. 2: Amplífikační křivka kontrolního genu pro P-aktin. 

20 
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Sekvenační analýza DNA 

Ověření specifity PCR produktu je možné provést pomocí konfirmační PCR 
metody nebo pomocí sekvenační analýzy. 
Sekvenování DNA v současné době patří k standardním metodám molekulárně-
genetických analýz biologického materiálu. Pomocí sekvenace DNA je' možné určit 
pořadí jednotlivých nukleotidů v řetězci DNA a analýzou determinované sekvence 
získat relevantní informace, které mohou například sloužit při výše zmíněném 
ověření specifity získaného PCR produktu nebo při genotypováni a druhovém 
zařazení biologických agens, rostlin nebo živočichů. 
Výsledný přečištěný PCR produkt slouží jako tem plátová DNA pro sekvenační 
reakci, při které je nukleová kyselina denaturovaná a získaná jednořetězcová DNA 
slouží jako templát pro syntézu druhého komplementárního řetězce. Syntéza je 
zprostředkována enzymem polymerázou a reakce je upravena tak. že v určitých 
místech dochází v závislosti na sekvenci templátového vlákna k ukončení 
(temninaci) syntézy Pokud jsou pro detekci sekvenačních produktů použity 
fluoroforem značené terminátory ddNTP, detekuje se 3'-konec molekuly a tím se i 
definuje pořadí nukleotidových bází v řetězci DNA. 

Po skončeni rozdělení DNA na jednotlivé úseky dochází k průchodu těchto 
terminovaných úseků prostřednictvím automatické kapilární elektroforézy 
laserovým detektorem. Energie vyzářená z fluorescenčních barviv je zachycovaná 
speciální CCD kamerou Jednotlivým úsekům je poté za pomoci algoritmu 
přiřazována číselná hodnota (RFLJ). 
Tento komplikovaný a přesně kalibrovaný proces můžeme shrnout do dvou kroků. 
Výsledkem prvního kroku sekvenační analýzy je tzv. elektroforetogram. Jedná se 
o grafické znázornění výsledných dat. Jednotlivé báze jsou v eletroforetogramu 
značeny odlišnými fluorescenčními barvami - cytosin je značen modře, thymin 
červeně, adenin zeleně a guanin žlutě. Následuje druhý krok sekvenační analýzy, 
kdy jsou data získaná ze sekvenátoru zpracována speciálním typem softwaru. 

Purifikace nPCR produktu 

Purifikace PCR produktu před provedením sekvenační analýzi je realizována 
prostřednictvím kolonkového kitu NucleoSpinS) Gel and PCR Clean-up(Macherey-
Nagel). Reamplifikační produkt o velikosti 0,8 kb je vyříznut z elektroforetického 
gelu pomocí skalpelu a následně přenesen do čisté 1.5 ml zkumavky. Do 
zkumavky s PCR produktem je napipetován vázací pufr NT1 o objemu 20 ul a 
objem doplněn do 150 ul pomoci PCR HsO. Následují purifikační kroky pomoci 
promývacího pufru a centhfugace (11 000 rcf/30 s). Přečištěná DNA na kolonce je 
inkubována s 20 ul elučního pufru EN po dobu 1 min při pokojové teplotě a 
následně je centri fug ována (11 000 rcf/1 min) do 1,5 ml zkumavky. Přečištěná 
nukleová kyselina se skladuje při -20°C nebo při dlouhodobější archivaci v 
teplotním rozsahu -70 až -80°C. 
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Provedení sekvenace DNA 

Sekvenace přečištěného PC R produktu je provedena prostřednictvím externí 
laboratoře(GATC-Biotech, Seqme). Složeni zaslaného roztoku stemplátovou DNA 
je následující: 5ul PCR produktu (20-SOng/ul) a 5ul primeru (5uM) pro oba směry 
odděleně. Akceptovatelný formát pro zaslání je 1,5 ml zkumavka nebo 96-ti 
jamková destička. Sekvenace přečištěného ternplátu je provedena technikou 
zvanou Sangerova (dideoxy) metoda na genetických kapilárních analyzátorech 
Applied Biosystems 35 00/350Ox L prostřednictvím BigDye® Terminátor v3.1 C y cle 
Sequencing Kit (Aplied Biosystems) za standardních podmínek. Získaná data jsou 
dostupná on-line ve formátech .abl(chromatogram) a FASTA. která jsou dále 
zpracována v programu BioEdit a upravené sekvence porovnány s on-line 
dostupnou databází nukleotidových sekvencí NCBI prostřednictvím algoritmu 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

Poro v n á n i se kven ce těsto vaně ho vzorku s refe re n čn i se kven cí (E U010126} z NC ESI: 

Vzorek. 
SRLV (ÍICBI) 

•I 
. : 

GfiAfiGGCSGC 
GAA1GGC1BC 

ľAsdtľ.-JJľ. 
ľ j i s - d | r s | ľ . 

I — i — i . . . . | — i — i . . . . | 
20 30 40 50 

Ä TGCTACTACC TGGACA&GTft ASGfilSISCI 
"A TGCTftCTlDC TGGACAAGTA A1E1I1I1CI 

Vzorek. 
SRLV (NCBI) 

.... | | | | . 
60 70 

AGflJjjGTATTG GCCATGATBC 
ŕ.3ŕJc-ľŕ.ľTG GCCAľGAIEC 

• 

80 
CÄ3GGAATAG |Gd|C_=*=AA C-jJJlIA.ir|~ 
dfSGGAAIAG §3d |CsJJ?AA C-."jIľľ."_^ľ|c 

• I -
Í : 100 

Vzorek 
SHLV (NCBI) 

•I 
110 

J B A Í - A Z T i^ATSifc-A; 
lAC-GpAATr AkATGřJc-A? 

| | | ....| | | ....| 
120 130 140 150 

GGftGASÄGGT GGSGABG&AA CAArCCACCA 
A GCAGAAAGGT GGSGABGftAA CAATCCACCA 

Vzorek 
SRLV (NCBI) 

CCTC' 
CCTC 

C | ? 
: | : -

160 
CAG GAGGAGl 
CAG GAGGAGl M- -----=1--

I i . . . . | i i . . . . | 
180 190 20D 

5TGGAT CAAATTATGG GAGTAGGACA 
GGftl OUUĽTĽ1IBG GAGTAGGACA 

Vzorek 
SRLV (NCBI) 

. . . . | | . . . . 
210 

AACAAATCr . | 3CAC-CT: 
l A C i i i ^ ^ i i 3~1C-" : 

I I 
220 230 

AAGCIAACAr 
AAGCTfiACAT 

| | | . 
240 

CAAGCA ÄGBQU 
CAAGCA AGACAř 

250 

Vzorek 
SRLV (NCBI) 

. . . . | | | | | | . . . . 
260 210 280 

GCTTGCAATG GGTAATATCA GCATTAAGAG CTG1 
GCTTGCABTG GGTAATATCA GCÄTTAÄGBG CTG1 

.... | | ....| 
290 300 

AGGCA TATGGCTCAT 
AGGCA TATGGCTCAT 
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310 320 330 340 35D 
Vzorek. ÄGftCCSGGGfi A T C C f e l G l l AGĽrJAfiACAfi A A | ? Í * Í = T G AGCCATAIGA 
SRLV (HCBI) AGACCAC-GC-A ?:7Cd|.irt-fľ AGIGr-AACAA A^G I^ÄTC - AGCCŕ.rAľGA 

. . . . I I I I I I . . . . | | 
360 370 380 390 400 

Vzorek. Ar3_&JjTTTGCA GGfcGlGľGG TfclÄGCfiÄI AGATGCAGAA. C^JJTÍACIC 
S R L V ( N C B I ) r.3.-JjTTTGCA GC§JkE |cTGC T§GK§GCAfiT AGATGCAGAA CC_=Gl|fljd|c 

. . . . | | | | | | . . . . | | | . . . . | 
410 420 430 440 450 

Vzorek AACCTATfcA |C-^.ľ.i .ľľľA .-JJJTTJÍACTC ľ C - r c f c i i l i ; .-JL-.ľC-Jľ" 
S R L V ( H C B I ) | : - ^ . ľ . i . ľ ľ ľ Ä . y J j ľ T i . i . c T C r : - ľ : | ľ . - . ľ : - . ; : j " : 

. . . . I i i i i i . . . . | i i . . . . | 
4 6 0 4 7 0 4 8 0 4 9 0 5 0 D 

Vzorek T C j S A C T S C C A Ä S A S E Ä A f i T G G Ä O i f i A G L f i TĽABSRHň£A G S G T B C f t S C f i 
SRLV (HCBI) TCMGACTGCC SASAfiCfiAfil GGACAGAGTA TTflGGftCAfiA GfiGTBíCaaCfi 

. . . . | | | | | | . . . . | | | . . . . | 
510 520 530 540 550 

Vzorek AGCrAGTGTA S A Ä E f i A f i A f e T G C 1 Ä G C 1 T G C A G f c a i G T G G G A T C Ä G Ä A G 
SRLV (HCBI) A G C T A G T G T A t S A A G A ě A š p k . T G C A A J G C A T G C A G J G J L r G T G G G Ä T C A G f i Ä G 

. . . . | | | | | | . . . . | | | . . . . | 
560 570 530 590 60D 

Vzorek GATľTAAAAľ GGAMITHTA GGACAGGCiľ ZAAGG-GClSA AJJJGAAACAA 
SRLV ( H C B I ) C-Aľľľ^Jil .ľ G ^ J J ľ ľ B ľ Ä C-CÄCŕ.GC-C|ľ ľAAC-GCC|Gŕ. ŕjJjG.^J 

. . . . | | | | | | . . . . | | | . . . . | 
6ia 620 630 640 £50 

Vzorek C-3.-̂ JJ>LC-G|G Gľ§GACÍL.-JiG I r G C T ň l A A C TGrGG_=_ApjJJ ľ.-JJ.-.l-
SRLV (HCBI) GGAÍJJAGG|C C C § G A C A A A G | l G C T ň | A = C rGrGGAAA£| ^ - G ŕ . C ŕ j J q G 

. . . . | | | | | | . . . . | | | . . . . | 
£60 670 690 700 

Vzorek C-G~-AG|G.iJ| ľG|.^.G.i.GÄÍ:C- GGŕ.ľfc.7AľG l ^ J t ^ J t l G r C-GMA.-.G.-.G.-.G 
SRLV (HCBI) C-GC^.G|GIJJ rC-f^GlG .-AC- C-G.-.ľpTA" |C5j |A . l jJľG7 GG|_-L_-.G.-.GAG 

Chemikálie a spotrební materiál 

Zpracování buffy coatu 

Příprava roztoku pro lyži erytrocytu (RLE) 
\ - 4 C I 16,6 g/l(Sigma) 
NaHC03 2,0 g/líSigma) 
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EDTA 0,185 g/l(Serva) 
Upavit na finální pH 7,3 
Skladování při 2 až 8 °C 

Extrakce DNA 

Příprava L6 pufru: 
Guanidin thiocyanate (GuSCN) 120 g (Serva) 
0,1 M Tris-HCI, pH 6,4 100 ml (Serva) 
0,2 M EDTA, pH 8,0 22 ml (Serva) 
Triton X-100 cca 2,5 m I (Sig ma) 
Skladování při 2 až 8 °C 

Izolační kit MaqNa Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (ROCHE):  

Složení extrakčního kitu 
Označeni Specifikace 

Wash Buffer I. lahvička č.1 (černá) promývaci pufr (100 ml) 
odstranění inhibitorů 
skladování při pokojové teplotě 

Wash Buffer II, lahvička č.2 (modrá ) promývaci pufr (100 ml) 
odstranění solí, proteinů,... 
skladování při pokojové teplotě 

Wash Buffer III, lahvička č.3 
(červená) 

promývaci pufr (100 ml) 
odstranění soli 
skladováni při pokojové teplotě 

Lysis/Binding Buffer, lahvička č.4 
(zelená) 

lyzačni/vázací pufr (100 ml) 
lyže buněk a vazba NK 
skladováni při pokojové teplotě 

Proteinase K. lahvička č.5 (růžová) proteináza K (lyofilizovaná) 
degradace proteinů 
skladování při pokojové teplotě 
Příprava : 
rozpustit obsah 1 lahvičky ve 3 ml 
elučního pufru 
skladováni při 2 až 8 °C (4 týdny) 
skladování při -15 až -25 "C (12 
měsíců) 

Magnetic Glass Particles Suspension 

(MGPs), lahvička č 6 (hnědá) 

magnetické skleněné partikule 
navázání (adheze) NK 
před pipetací pečlivě protře pat 
skladováni při pokojové teplotě 

EL.tic" Buffer ahvička č 7 (ž utá) elučni pufr(100 ml) 
10mM Tris-HCI, pH 8,0 
eluce pročištěné NK 
skladování při pokojové teplotě 

24 

136 



Barták P. a kol. (20^^y. Metodika odběrů a zpracování vzorku, serologiakého a molekulárního stanovení původce 
lentivirového onemocnění ovcí a kcz 

PCR 

PGR H2O (Top-Bio) 
10 x PCR reakční pufrs MgCIs (ROCHE) 
mixdNTP, 10 mM (ROCHE) 
ssprimer GAG F1, 100 u M (Generi Biotech) 
ssprimer POL R1, 100 uM (Generi Biotech) 
ssprimer GAG F2 r 100 u M (Generi Biotech) 
ssprimer POL R2, 100 uM (Generi Biotech) 
Fast Start Taq Polymerace 5 U/ul (ROCHE) 
Pozitivní kontrolní DNA získaná z krve infikovaného zvířete 
Izolovaná DNA je uchovávána při -70 až - 80°C. 
Poznámka: reagencie s roztoky se uchovávají při -15 až -20°C. 

Real-time PCR 

PCR H 2 0 (Top-Bio) 
2x QuantiTect Probe PCR Master Mixmix dNTP, 10 mM (Qiagen) 
ssprimer ACT1005F, 100 J M (Generi Biotech) 
ssprimer ACT1135R. 100 u M (Generi Biotech) 
sonda ACT1081 HEX, 100 uM (Generi Biotech) 
Poznámka: reagencie s roztoky se uchovávají při -15 až -20°C. 

ELFO 

EDTA 0,5 M. pH 8.0 (vlastní příprava, viz. níže) 
TBE (10 x) (vlastní příprava, viz. níže) 
agaróza (Serva) 
PCR ethidium bromid (Top-Bio)! pozor potenciální karcinogén ! 
P C R vkl äd aci puf r (Top-B i o) 
DNA Marker 100-1500 pb (BioLabs) 

EDTA 0,5 M 
1.0 M EDTA 180,1 g(Sigma) 
ultrafiltrovaná voda 800 ml 
S roztokem se intenzivně míchá, během míchání se upraví pH na 8,0 pomocí 

NaOH (cca 20 g). Po úplném rozpuštěni roztok EDTA doplníme do objemulOOO 
ml a sterilizujeme autoklávovánim. 

TBE f10x) 
Tris base 108 g (Serva) 
kyselina boritá 55 g (Serva) 
0,5 lvi EDTA (pH 8,0) 40 ml(Serva) 
ultrafiltrovaná voda doplnit objem do 1000 ml 

Poznámka: skladování výše uvedených roztoku je při pokojové teplotě 
DNA Marker 100-1500 bp (BioLabs) skladovat při -15 až -20CC 
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Purifikace nPCR produktu 

Purifikační kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-upfMacherev-NaaeM 

Složení purifikačního kitu 

Označení Specifikace 

Binding Buffer NTI vázací pufr (2x25 ml) 
skladování při pokojové teplotě 

Wash Buffer NT 3 Promývací pufr (20 ml) 
Příprava: 
smíchat s 200 ml 96-100% Et-OH 
skladování pň pokojové teplotě 

Elution Buffer NE eluční pufr (15 ml) 
skladování při pokojové teplotě 

Z<umav<v s f ltrein :žluté kolonky) skladováni při pokojové teplotě 

Reagencie neobsazené v kitu: Ethanol 96-100% 

Spotrební materiál 

• 1.5 ml zkumavky (Eppendorf) 
• jednorázový plast a špičky pro MagNa Pure LC Instrument (ROCHE) 
• pipetovací špičky s filtrem (Eppendorf) 
• skalpel 
• latexové rukavice(MSM) 
• pláště (VOS Krok) 

Prístroje a pomůcky 

• rychlováhy Scaltec SBC 41 (Sartorius) 
• třepačky MS-1 (IKA) 
. třepačka MS-2 (IKA) 
• chlazená centrifuga 1-14K(Sigma) 
• centrifuga 5453 (Eppendorf) 
• centrifuga 5418 (Eppendorf) 
• chladicí box CH-100 (Biosan) 
• výhřevná třepačka Komfort ( Eppendorf) 
• biohazard boxy BIO 2 (Nuaire) 
• automat pro extrakci NK MagNa Pure LC Instrument (ROCHE) 
• termocykler TRIO (Biometra) 
• real-time PCR systém CFX96 (Bio Rad) 
• vyhodnocovací zařízení: průmyslová kamera 
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o UVtransiluminátor 
o vyhodnocovací software Gel-Pro Analyzer 

• zařízení na přípravu ultrafiltrované vody (Aqual) 
• lednice a mrazáky pro uložení reagencií a pro archivaci vzorků 
• automatické pipety (Eppendorf) v rozsahu 0,1 - 1000 ul 
• laboratorní sklo pro přípravu a skladování roztoků (kádinky, odrněrné 

válce,..) 

27 

139 



Barták P. a kol. (20^^y. Metodika odberú a zpracování vzorků, serologiakého a molekulárního stanovení původce 
lentivirového onemocnění ovcí a kcz 

11.5. Diagnostika SRLV na základě LAMP analýzy 

Metoda Loop mediated Isothernial Amplification (LAMP) je moderní metodou, 
která umožňuje vysoce specifickou, účinnou a rychlou amplifikaci nukleových 
kyselin za izotermických podmínek. V porovnání s metodou PCR je real-time 
LAMP specifičtější, citlivější a rychlejší. LAMP může být také vhodnou detekční 
metodou v rozvojových zemích, jelikož nevyžaduje nákladné vybavení. Je 
ekonomicky efektivní, a to i díky tomu, že pro vizualizaci není potřeba 
elektroforetického zobrazení. Další výhodou metody LAMP je její rychlost a tedy 
možnost rychlé a přitom dostatečně přesné analýzy v polních podmínkách. 

Mezi základní komponenty každé reakce patří 4 oligonukleotidové primery. jejichž 
účelem je rozpoznat 6 odlišných oblasti na cílovém genomu a DNA dependentni 
DNA polymeráza (např. Bst DNA polymeráza z organismu Bacillus 
stearotheimophilus nebo Gsp DNA polymeráza z organizmu Geobacillus sp.). Pro 
metodu LAMP je rozhodující správný návrh primerů. Pro spolehlivý průběh 
analýzy jsou zapotřebí 4 oligonukleotidové primery. Dva jsou vnější (F3 - forvard a 
B3 - backward) a dva jsou vnitřní primery (FIP - forward inner přiměř a BIP -
backward inner přiměř). Dále se používají smyčkové primery (LF - loop forward a 
LB - loop backward) pro rychlepší průběh reakce. Pro spolehlivý průběh analýzy 
je nutné zajistit předepsané podmínky primerů. To jsou: dodržení vzdálenosti mezi 
příměrovými dvojicemi, optimální teplota tání. stabilita konce primerů, optimální 
obsah G a C bází a absence sekundárních struktur (vlásenek). 

Vzorkování 

Pro diagnostické účely se odebírá periferní krev zvířat (věková kategorie: 
minimálně 4 měsíce po odstavu. Odebraná krev, která je ošetřena 
antikoagulantem K3EDTA. je testována po separaci plasmy a krevních elementů 
na průkaz protilátek i provirové DNA. 

Extrakce DNA 

Extrakce DNA z hostitelských buněk se provádí pomocí automatu MagNA Pure LC 
a komerčního kitu MagNA Pure L C Total NA Isolation kit určeného pro tento 
přístroj a pro tento typ extrakce. Před vlastní automatickou izolaci byl proveden 
preizolační krok pomocí lyzačního roztoku a proteinázy K. Složení prelyzačního 
roztoku: GuSCN, Tris-HCI (pH 6,4), EDTA (pH 8,0), Triton X-100. Z předchozího 
kroku získaný pelet buffy coatu byl lyžován pomocí 300 ul a 3 ul proteinázy K (50 
mg/ul) v term o mixeru při nastavené teplotě 56 °C po dobu 90 minut. Po této 
inkubaci proběhla teplotní inaktivace enzymu při 96 °C po dobu 10-20 minut. 
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Návrh příměrů pro LAMP analýzu 

Pro „in silice" návrh primerů byly použity částečné sekvence DNA gag genu, která 
se jeví jako vhodná oblast SRLV. Všechny sekvence byly testovány v programu 
Mfold (Zuker, 2003). kde byla zjištěna pravděpodobnost tvoření sekundárních 
struktur. Návrh primerů z vybraných sekvencí probíhal v programu PrinierExplorer 
verze 5 za předem definovaných podmínek. Nej důležitější je dodržet ideální 
poměr G a C bazí mezi 50 - 60%, vzdálenost mezi primery, stabilitu na konci 
přiměni a optimální teplotu tání příměrových oblastí mezi 59 - 65°C. Primery také 
nesmí tvořit žádné sekundární struktury (Natomi a kol., 2000). 

Po navržení byly primery nejdříve po jednom porovnávány s databází GenBank 
(NCBI) pro zjištění teoretické specificity pro CAEV. K laboratorním analýzám byly 
vybrány pouze primery. které měly největší předpoklad pro specifickou detekci viru 
CAEV a co nejnižší předpoklad detekce ostatních virů. 

Sekvence primerů používaných pro LAMP analýzu a detekci gag genu. 

Prirrer Sekvence '5—3' 
F3 CAAGTAAG GATATTTTAGAAGTGC 

B3 GATCCATATTTGCTTGTGCT 

FIP TCCATCTTTCTGCTTCTTCATTCAATAG CCATGATGCCAGGAA 

BIP GAGGMTMTCCACCCCCAGCTGCCTGATTTGTTTGTCCG 

LF CCI IGIAI IAACICI I I I IGIGOJC 

LB GG C GGCTTGACAGTGGATCA 

Provedení LAMP analýzy 

Optimalizace všech primerů probíhala v gradientovém ředění koncentrací MgSO^ 
a betainu. Reakční směsi pro metodu LAMP byly připraveny v celkovém objemu 
20 ul v následujícím složení: 1.6 uM primem FIP; 1,6 uM primem BIP; 0,2 uM 
primem F3; 0,2 uM primerů B3, 1,4 mM dNTPs, 0 - 5mM MgS04, 0 - 5mM 
betainu, 3,2 ul tem plátové DNA, 8 U GspM2.0 DNA polymerázy, 2 ul 10X 
reakční ho pufm a zbytek objemu byl doplněn sterilní destilovanou H 20. 
Amplifikace probíhala v termocycleru při 60 - 65°C po dobu 30 - 60 minut s 
následnou závěrečnou denaturací při 90°C. Po amplifikaci bylo do vzorků přidáno 
interkalační činidlo ethidium bromid. Proběhla elektroforetická separace fragmentů 
na 1% agarózovém gelu s 0.5X TBE po dobu 80 minut při 4 V/cm. Agarózový gel 
byl vizualizován pomocí U V prosvěcovací lampy a dokumentačního zařízení 
lnGenius3. 
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Optimalizovaný postup byl převeden pro real-time LAMP. Pro reakční směs byla 
zachována koncentrace všech primerů a místo ostatních komponent byl použit 
izotermálni master Mix (Optigene. UK). Namísto ethidium bromidu bylo použito 
interkalační činidlo SYBR Green. Analýzy probíhaly na zařízeni QuantStudio™ 6 
Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Reakce probíhala při teplotě 
64°C po dobu 30 min 
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III. Srovnání novosti postupů 

V současné dobé není v ČR k dispozici dostupná metodika zabývající se touto 
problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen dílčí a rozptýlené ve 
vědeckých publikacích a monografiích, které se zabývají problematikou detekce 
původců virových onemocněni ovcí a koz, tj. maedi-visna virus ovcí (MW) a virus 
infekční artritídy a encefalitidy koz (CAEV). 

Předkládaná metodika zahrnuje popis všech metodických a analytických postupů 
od odběru vzorku, přes jeho uchování, zpracování a postupy imunochemické a 
molekulární detekce M W a CAEV. 

Součásti metodiky je i vyhodnocení vhodnosti jednotlivých detekčních metod. 

Novost postupu spočívá v kombinaci sérologické a molekulárně biologické 
identifikace infikovaných zvířat, dále v modifikaci extrakce p r ovi rove DNA a použití 
přiměni, které dosud nebyly použity pro diagnostiku SRLV v ČR. Použité primery 
byly ověřeny s pozitivním výsledkem při detekci kmenů aktuálně cirkulujících v 
chovech ovcí a koz v České republice 

IV. Popis uplatnění metodiky 

„Metodika odběrů a zpracování vzorků, serologického a molekulárního stanovení 
původce lentivirového onemocnění ovcí a koz': v první části zahrnuje teoretický 
úvod do problematiky. V praktické části pak jsou uvedeny postupy potřebné pro 
správný odběr vzorků, izolaci protilátek a provirové DNA a protokoly pro PC R 
detekci jednotlivých genů. resp. cílových genotypů. 

Metodika představuje soubor optimalizovaných návodů imunochemické/ 
sérologické a molekulární analýzy, na jejichž základě lze provádět rutinní analýzy 
vrozků krve s cílem optimální detekce přítomnosti původců virového onemocnění. 
Výstupem analýzy je pak detekce pozitivních a negativních zvířat na základě 
imunochemické/serologické a molekulární analýzy. 

Uživatelé metodiky jsou pracoviště výzkumná a veterinární, která mohou 
s výhodou využit předností optimalizovaných postupů detekce pozitivních a 
negativních zvířat. Metodika bude uplatněna prostřednictvím SCHOK. S tímto 
subjektem byla uzavřena smlouva o uplatnění metodiky. 
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V. Ekonomické aspekty 

Předpokládané ekonomické přínosy metodiky jsou kalkulovány až do výše 15 D00 
tis. Kč. Dalšími přínosy předkládané metodiky jsou rozšíření spektra technik a 
metodických postupů používaných v diagnostických laboratořích, rozšířeni 
portfolia technik a služeb prováděných v laboratoři, metodická a vzdělávací 
\.nkce. 

Přínosem pro chovatele je možnost vývozu plemenných zvířat (Jehnic a beranů) v 
odhadovaném počtu cca 1000 ks za rok, tzn. min. 5 000 za kalkulované období. 
Průměrná cena plemenného zvířete je cca 3 tis. Kč. 

Do nákladů na zavedení postupů uvedených v metodice lze započítat pořízeni 
nejnutnějšího investičního a neinvestičního vybavení pro provoz laboratoře a 
provedení úkonů a postupů uváděných v metodice v celkové minimální výši 6.5 mil 
Kč. V případě automatizace izolace DNA a zpracování velkého objemu vzorků je 
pak nutné počítat s dalšími náklady na pořízeni linky pro izolaci DNA pomoci 
paramagnetických partikulí v objemu cca 2,5 mil Kč a automatické čipové 
elektroforézy nebo fragmentačního analyzátoru ve výši 1,4 mil Kč. Další náklady 
pak představují náklady na chemikálie a na základě dlouhodobých kalkulací činí 
jednotková cena za analýzu jednoho vzorku 420 Kč (ceny za chemikálie). V 
uvedeném příkladu kalkulace nákladů nejsou uvedeny doplňkové náklady, odpisy, 
náklady na vzděláváni a vyškoleni personálu laboratoře, náklady na vývoj metod, 
které jsou odvislé od konkrétní situace a vybavenosti (materiálni i personální) 
pracoviště. 

Jako ekonomicky výhodnější se jeví analýza vzorků ve specializovaných 
laboratořích, kde lze sdílet náklady na pořízení investic, výchovu a vzděláváni 
pracovníků, služby. 
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7 Závěr 

Pro včasnou, rychlou a přesnou detekci onemocnění SRLV u ovcí a koz se použité 

postupy prokázaly jako vhodný nástroj pro včasnou diagnostiku a prevalenci onemocnění 

ve stádu. V některých analyzovaných chovech se ukázala vysoká prevalence onemocnění 

s vysokým procentem séropozitivních zvířat. Molekulární analýza polymorfismu 

v kandidátním genu TMEM154 prokázala výskyt všech tří genotypů, vazba na příslušný 

genotyp potvrzující vyšší rezistenci nebo náchylnost k onemocnění se ale neprokázala 

s očekávanou přesností pravděpodobně z důvodu dalších mutací viru a překonání dříve 

publikované vazby genotypu K35 s rezistencí k SRLV. Nicméně v této skupině genotypů 

se genotyp K35 jeví jako potenciální marker, jelikož v analyzované skupině se projevuje 

trend vyšší odolnosti proti onemocněním způsobeným SRLV u jedinců s tímto 

polymorfismem. 

Podařilo se tedy identifikovat všechny tři známé polymorfismy vztahující se k 

rezistenci a odolnosti k lentivirovým infekcím. Práce dává představu o možném rozložení 

genotypů u sérologicky pozitivních zvířat. 

Dle dřívějších výzkumů je rezistence nebo naopak vnímavost k onemocnění spojena 

s polymorfismem na 35. pozici genu TMEM154. 

Výsledky potvrzují větší výskyt rizikových genotypů E35 a E35K u sérologicky 

pozitivních zvířat. Naopak genotyp K35 (dle dřívějších výzkumů související s odolností) 

se u pozitivních zvířat vyskytoval nejméně. Ale jeho větší podíl u pozitivních zvířat 

ukazuje na možnou mutaci viru a adaptaci na napadení zvířat s genotypem, který byl 

považován za rezistentní. 

U analyzovaných vzorků koz se vyskytl pouze genotyp E35, takže zde 

pravděpodobně nelze předpokládat možnost polymorfismu a nalezení markeru pro 

rezistenci. 

Program prevence a profylaxe onemocnění dle navržených metod sérologické 

a molekulární analýzy lze efektivně aplikovat pro ozdravení stád a pomáhá zvýšit celkové 

povědomí o prevalenci onemocnění způsobených SRLV v českých chovech. Tento 

program je založen na vyšetřování symptomatických zvířat, identifikaci nemocných 

zvířat na základě sérologické nebo sérologické a molekulární analýzy a v případě 

potvrzení výskytu infekce tyto jedince vyřadit z chovu bez ohledu na jejich genotyp (v 

případě genových rezerv do míry neohrožující genetickou základnu chovu). Dále pak 

provést molekulární analýzu chovných jedinců a do chovu zařazovat jedince 
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s potenciálně odolnějším genotypem. Při obchodu se zvířaty dbát na důslednou kontrolu 

zdravotního stavu a využití sérologické a molekulární analýzy pro prevenci výskytu 

infikovaných zvířat a pro výběr jedinců s potenciálně odolnějším genotypem. Tento 

program by měl pomoci ke snížení výskytu onemocnění způsobených lentiviry u malých 

přežvýkavců a snižování počtu stád s infekcí a onemocněním M V / C A E . Tento systém 

pomáhá dále zamezit introdukci viru a onemocnění infikovanými jedinci ze zahraničí při 

obchodování se zvířaty. Při genetické charakteristice lentivirů malých přežvýkavců v 

České republice byly detekovány kmeny A a B. Kmen B byl detekován pouze v jednom 

chovu a do České republiky se pravděpodobně dostal nákupem plemenných zvířat ze 

zahraničí. Důležité je samozřejmě dbát i na biosekuritu a správnou chovatelskou praxi 

jako nástroj prevence zavlečení onemocnění do chovu. 

Vzhledem k rostoucímu zájmu o chov ovcí a koz v ČR je potřeba podporovat rozvoj 

chovu těchto zvířat, včetně ohrožených domácích plemen, z hlediska zdravotního stavu 

zvířat, šlechtění i podpory obchodu s plemenným materiálem. Ozdravovací program 

od lentivirových infekcí malých přežvýkavců založený na kombinaci přesné a rychlé 

diagnostiky onemocnění a použití sérologických a molekulárních metod se jeví jako 

možné východisko pro řešení současné nákazové situace a vedoucí k postupnému 

ozdravování chovů v České republice. 
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