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I. Cil metodiky

Chov ovci a koz je nyni jednou z priorit zemédélstvi, jak v LFA, tak v produkénich
oblastech, a to i z divodd udrzovani krajiny v kulturnim stavu, vyuziti produkce
TTP, &i zachovani biodiverzity. Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v
CR, je potfeba podporovat rozvoj chovu téchto pfezvykavcd, a to z hlediska
zdravotniho stavu zvirat, welfare, Slechténi a podpory mistniho i mezinarodniho
obchodu s plemennym materialem.

Lentiviry malych prezvykavci SRLV, tedy maedi-visna virus ovci (MVV) a virus
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV), zpusobuji vyznamna onemocnéni po
celém svété. Tyto choroby vedou k ekonomickym ztratam a s pfihlédnutim k
nakazovym opatifenim, omezuji moznosti obchodu s plemennymi zvifaty. Pro tyto
virové infekce neexistuje u€inna vakcina &i lé€ba. Sou€asné poznatky ukazuji, ze
pouzivané diagnostické metody nejsou vzdy zcela spolehlivé (z divodu kmenové
variability, i nizké urovné virové zatéze). Je tedy tfeba metody imunochemické a
molekularné biologické diagnostiky nadale zdokonalovat. Diky genomové analyze
s pouzitim 50k SNP ¢&ipa pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich genu
pro odolnost k onemocnéni MV, pficemz nejsilngjSi vztah k odolnosti vykazuje gen
TMEM154%%, U koz je tfeba tuto oblast prozkoumat, k ¢emuz snad dopomuze
pouziti nového 52k SNP mikroGipu?”’.

Cilem feSeni projektu NAZV QJ 1610096, v ramci néhoz byla metodika
vypracovana je vypracovat nové diagnostické metody pro vcéasné odhaleni
infek&nich agens, v tomto pfipadé onemocnéni maedi-visny (MV) ovci a
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAE), provést prikaz virdi MVV a CAEV
pomoci imunologickych metod a metod zaloZzenych na molekularni detekci
vird a na zakladé genetického screeningu navrhnout program markery asistované
selekce na rezistenci proti lentivirovym infekcim malych prezvykavcd (SRLV).
Timto prosazovat v plemenitbé genotypy odolngjsi k onemocnéni.

Cilem metodiky je podani uceleného souboru analytickych postupu pro
detekci SRLV a vytvoreni platformy pro ozdravovaci program lentivirovych
infekci malych prezvykavcu (ovci a koz).
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Il. Vlastni popis metodiky

I1.1. Uvod

Lentiviry malych prezvykavcl (SRLV), konkrétné maedi-visna virus ovci (MVV) a
virus infek&ni artritidy a encefalitidy koz (CAEV) zpUsobuji celosvétové rozsifena
onemocnéni vyskytujici se i v CR. Lentiviry malych pfezvykavcl zptisobuji maedi-
visnu ovci (MV) a artritidu a encefalitidu koz (CAE) a tyto choroby jsou nelécitelné
a neexistuji proti nim ucinné vakciny. Vzhledem k sou€asné nakazové situaci jsou
onemocnéni MV a CAE vyznamnym problémem. ZpUsobuji vyznamné
ekonomické ztraty a vytvafi bariéru pfi obchodovani s plemennym materidlem
(nejen v EU), &i pfi pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zarazené v kontrole uzitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté.

SoucCasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvifat a
nafizené vakcinace, sleduje Cetnost ndlezl pozitivnich zvifat v jednotlivych
chovech v KU, nejsou vSak stanovena opatfeni pro eradikaci nakazy. Plemeno,
kde se dle zprav od chovatelu predpoklada vysSi incidence onemocnéni, tedy
ovce Sumavska, je z monitoringu vyjmuto. Jeji chovatelé primarné projevuji zajem
o vyvoj markeru geneticky podminéné rezistence. Stejné jako u eradikace
klusavky (scrapie) na zakladé selekce rezistentnich genotypu se i zde se nabizi
moznost zavedeni eradikacniho programu spojujiciho Casnou a pfesnou
diagnostiku spoleCné s asistovanou selekci podminénou markery genetické
rezistence.

Soudobé poznatky ukazuji, ze pouzivané diagnostické metody nejsou vzdy zcela
spolehlivé vzhledem ke slozité patogenezi onemocnéni. Nejspolehlivéjsi je
kombinace imunologickych a molekularné biologickych metod, pficemz s
pfihlédnutim ke kmenové variabilité, je tfeba metody molekularné biologické
diagnostiky nadale zdokonalovat!'. Krevni vzorky jsou primarné testovany
metodou ELISA za ucelem prikazu specifickych protilatek. Suspektni vzorky jsou
pripadné konfirmovany alternativnimi imunologickymi metodami - imunodifuznim
testem popf. imunoblotem. Sérologicky pozitivni vzorky a vybrané negativni vzorky
jsou dale testovany na pfitomnost provirové DNA metodou real-time PCR (qPCR)
s cilem vyvinout co nejspolehlivéjSi metodiku s pfihlédnutim ke kmenové variabilité
a zaroven zmapovat distribuci jednotlivych genotypl lentiviri v populaci ovci a
koz.

Diky pfedchozim vyzkumim zalozenym pFfedevSim na genomové analyze s
pouzitim 50k SNP Cipl pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich genu pro
odolnost proti onemocnéni MV. NejsilngjSi vztah k odolnosti vykazuji polymorfizmy
v genu TMEM152%6. U koz neni tato problematika blize probadana, nicméné nové
vyvinuty 52k SNP mikroCip, dava nadéji k identifikaci a nasledné analyze
kandidatnich gent pro odolnost u koz?’.
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Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potfeba podporovat
rozvoj chovu téchto zvifat, vCetné ohroZzenych domacich plemen, z hlediska
zdravotniho stavu zvifat, Slechténi i podpory obchodu s plemennym materialem.
Ozdravovaci program od lentivirovych infekci malych pfezvykavcu zalozeny na
kombinaci pfesné a rychlé diagnostiky onemocnéni a markery asistované selekce
(MAS) se jevi jako mozné vychodisko pro feseni souCasné nakazové situace.
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I1.2. Odbér vzorku biologického materialu

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

Krev je odebirana do plastovych 10 ml zkumavek s antikoagulantem KsEDTA. Je
tfeba dodrzet maximalni hladinu krve oznacenou ryskou na zkumavce. lhned po
odbéru je krev ve zkumavce nutné dikladné promichat s antikoaguantem,
uchovavavat pfi +4°C a zpracovat bezprostfedné po doruceni do laboratofe.

Ze vzorkl krve s K3sEDTA je odstfedénim separovana plasma, buffy-coat (bilé
krvinky + krevni desti¢ky) a erytrocyty. Krevni plasma se pouziva pro sérologické
vySetreni, buffy coat pro prukaz provirové DNA. Vzorky jsou archivovany pfi -80°C.

Chemikalie:
¢ 10 ml plastové odbérové zkumavky z KsEDTA

Pristroje:
e centrifuga
e sada automatickych pipet
e vortex
e lednice
e hlubokomrazici box
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I.3. Sérologicka diagnostika: prakaz specifickych
protilatek proti SRLV

Zvitata infikovana SLRV zustavaji imunokompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek. Humoralni odpovéd na infekci MVV je vyznamné
pomalejSi, nez u jinych virovych infekci s akutnim pribéhem. K sérokonverzi
dochazi razné a to od nékolika tydni do nékolika mésici po infekci.
Protilatky typu IgG jsou po pfirozené infekci MVV/CAEV pritomné po celou
dobu zivota zvifete a slouzi jako zakladni indikator monitorovani nakazy
v chovech a selekéni kritérium pfi eliminaci nakazy.®

Lentivirové infekce mohou byt v laboratornich podminkach diagnostikovany jak
virologickymi tak sérologickymi metodami. Obecné je doporué¢ovana kombinace
minimalné dvou testl kvuli konfirmaci vysledkl. Jako optimalni postup
laboratorni diagnostiky lentivirovych infekci je doporu¢ovana kombinace
ELISA testu a pfimého priikazu metodou PCR.®

Sérologické metody

Zakladem diagnostiky SRLV infekci jsou sérologické metody, zahrnujici
spektrum  ovéfenych laboratornich  technik. Jednak  mamek dispozici
screeningové testy jako je imunodifuzni test (IDT/AGID) a rGzné varianty
imunoenzymatickych testd (ELISA). Druhou skupinou jsou testy s vy$Si naro¢nosti
provedeni: radioimunoanalyza (RIA), radioimunoprecipitace (RIPA) a Western blot
pouzivané spiSe pouzivané pro vyzkumné ucely.

Sérologicka diagnostika je vyuzivana pro pravidelny zdravotni monitoring
v negativni populaci ¢i k identifikaci pozitivnich chovu jako soucasti programu
eradikace. V chovech s potvrzenym vyskytem SRLV jsou pak sérologické metody
v kombinaci s PCR pouzivany na identifikaci infikovanych jedinci vhodnych
k vyfazeni v ramci ozdraveni chovu. Za ucCelem screeningu Ci monitoringu jsou
pouzivany testy ELISA, které postupné nahradily méné citlivy IDT a od roku 2004
je pouzivan ELISA jako test prvni volby pro mezinarodni obchod. ELISA test ma
obecné vysSsi sensitivitu nez IDT. Mnohé studie rovnéz potvrdily, Ze test ELISA
detekuje sérokonverzi v rannéjSich fazich infekce nez test IDT. ELISA test je také
ve srovnani sIDT znacné rychlejSi (2-3 hodiny vs. 2-3 dny) a umoziuje
zpracovani velkého mnozstvi vzorku.

ELISA testy na diagnostiku SRLV infekci Ize obecné rozdélit na nepfimé a
kompetitivni. Nepfimé ELISA testy jako antigen vyuzivaji cely virus,
rekombinantni proteiny nebo syntetické peptidy. Kompetitivni i blokovaci testy
jsou zalozeny na monoklonalnich protilatkach proti definovanym epitopum viru.
ELISA testy postavené na rekombinantnich ¢i peptidovych antigenech
vyuzivaji napf. rekombinantni proteiny kapsidy (CA) jako je p55, p25, p16, p14,
transmembranovy protein (TM) gp46 nebo purifikovany obalovy protein gp135.7:18
Pouzivany jsou rovnéz syntetické peptidy odvozené od p25 nebo TM proteinu.®
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Proteiny kapsidy jsou povazovany za skupinové specifické antigeny s vyraznou
kfizovou sérologickou reaktivitou mezi izolaty viru maedi-visna, ktera zahrnuje
rovnéz izolaty viru CAE.? TM glykoprotein je pokladan za vysoce imunogenni
komponentu viru. Experimenty s rekombinantnim TM glykoproteinem prokazaly
pfitomnost protilatek az u 97% infikovanych ovci.'®

Protilatky proti kapsidovému proteinu p25 vzrustaji relativné brzo po infekci a
hladina téchto protilatek zacne klesat, kdyz se objevi klinické pfiznaky. Protilatky
proti obalovym glykoproteinim gp46 a gp135 vzrustaji pozdéji po infekci a
perzistujici pres klinickou fazi.>?° Vétsina soué¢asnych komerénich ELISA testu
tak vyuziva kombinaci kapsidového proteinu (napf. p25, p27, nebo p28) viru
maedi-visna produkovaného na Escherichia coli a peptidu ziskaného z
imunodominantniho regionu transmembranového proteinu gp46. Vysledkem
je pak sensitivita pohybujici se u riaznych testa vétsinou nad 90% a vysoka
specifita v rozmezi 96-100%.

Problémem sérologické diagnostiky zUstava i pres vysokou vysokou sensitivitu i
specifitu testl tzv. intermitentni sérologicka odezva. Ta se projevuje ¢asovou
variabilitou humoralni odezvy a to od nékolika tydnt do nékolika mésicl po infekci.
Obecné se predpoklada, ze titr protilatek pfi sérokonverzi dosahne maximalni vyse
a pak klesne na nizsi, ale stabilni hladinu. Nékteré studie ovSem uvadi, ze u
ur€itého procenta zvifat (10-20%) dochazi k tzv. intermitentni protilatkové odezvé
zjisténé jak ve WB, IDT ¢&i ELISA testu a toto obdobi mize trvat tydny, mésice ale i
roky.822 Titry protilatek proti riznym proteinim (p25, p16, p14 nebo proteinim
obalu) pak mohou pribézné kolisat nebo mohou do¢asné klesnout pod detekéni
schopnost testd a vykazovat tak negativni vysledek. Tento fenomén v praxi
komplikuje diagnostiku a eradikaci infekci SRLV.

Pouzitelnost metod sérologie

KvUli vySe popsanym omezenim je sérologie vhodna zejména pro screening stad
¢i pribézny monitoring, ale omezené pouzitelna k identifikaci zdravotniho statusu
u jednotlivych zvifat. Zde je vhodné pfistoupit k opakovanému vysSetieni zvifete
(tzv. parové vzorky) a to s odstupem nékolika mésict od prvniho odbéru. Vhodna
je také doplnéni vySetieni pfimym prikazem viru testem PCR. Prikaz provirové
DNA viru testem PCR je citlivéjSi nez ELISA test v rannych fazich infekce, protoze
detekuje infikované zvife jeSté pred sérokonverzi. To lze vyuzit pfi eradikaci
nakazy na urovni stada, kdy jsou testem PCR testovany sérologicky negativni
zvifata. Obecné je ale PCR diagnostika SRLV hodnocena jako méné citliva nez
ELISA testy a to kvuli nizkému mnozstvi viru vylu€ovanému nasledné béhem
dalSich fazi infekce po sérokonverzi. Pro optimalni detekci SRLV infekce Ize
doporucit kombinaci vhodné vybraného ELISA testu a PCR. Kvuli genetické a
antigenni variabilité je nutné testy ovéfit s ohledem na praveé cirkulujici kmeny viru
v daném regionu.
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Provedeni testu

Provedeni konkrétnich testll uvednych v tabulce &.1. se fidi navodem vyrobce
diagnostické soupravy. Vzorkem k detekci specifickych protilatek je plazma
ziskana zplsobem popdanym v kapitole 1.2. Testy je vhodné doplnit internimi
pozitivnimi kontrolami terénnich sér z vySetfovanych chovu.
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Tabuka €. 1. Prehled dostupné komercni sérologické diagnostiky (ELISA, IDT) pouzivané k rutinnimu testovani SRLV

Reference
Nazev testu Vyrobce Typ testu Vypocet Cut-off Proteiny viru poufZité v testu Sensitivita (Se) [ Specifita (Sp) (Se, Sp) -
literatura
. Imunogenni peptidy transmembranovych proteini
DE EV p2 3 = -
REDY MVV/.CA W [ (II;IZi);(X“;.ab:ratI?rle:::cF, USI_\ ) nepiimy ELISA test s/P (g[? :(orzl; 3: NK) / cut-off=1,1-1,2 (TM, ENV gene) a z recombinantniho proteinu p28, 84,3-100% 96,3-100% 7,23
ni ier , Franci - . Ntoeri o .
Screening Test ontpefiie ancle ( ) ktery je socasti virové kapsidy (GaG gene).
) Y Imunogenni peptidy transmembranovych proteint
. S/P % =100 x ((OD Kag.- OD Kng-
DB N!\f{V/(.:AEV P28 Ab (ILZi);X“;-ab:ra:?”e;:: CF’ USI.\ )| a ne.pnr:y E,L ISA.:-ekstv . / );(:,’ Pszor;;;K vzorekug) cut-off =110 - 120 (TM, ENV gene) a z recombinantniho proteinu p28, 98,6-100% 96,3-100% 7
Verification Test ontpellier SAS, Francie)|  dvoujamkovy verifikacni /1 g+~ ag) ktery je so&asti virové kapsidy (GaG gene).
IDEXX Laboratories, Inc., USA §/P % = 100% x ((OD k- 0D NK) / t-off ( ) = 50-60%
IDEXX CAEV/MVV Total Ab Test (IDEXX Switzerland AG, nepfimy ELISA test - X vzore cut-oft fovee) = Cely virus - inaktiovany - MVV (kmen OLV). 99% 99,8% (100%) 6,9,10,11
& (OD PK - OD NK)) cut-off (koza) = 30-40%
Svycarsko)
HYPHEN BioMed cut-off = riizné dle Synteticky peptid imundominantniho
Elitest MVV/CAEV . ) . nepfimy ELISA test Cut-off = (PK-NK)/4 + NK L transmambrénového proteinu gp46 a rekombinantni| 99,4% (97,8%) | 99,3% (98,2%) | 6, 7, 12, 17, 24
Neuville-sur-Oise, Francie vypoctu , R . . .
hlavni kapsidovy protein p25 kapsidy MVV.
IDvet §/P % = 100 x (OD vzorek- OD NK) / Kombinace peptidii MVV/CAE z oblasti GAG (group-
ID Screen® MVV / CAEV Indirect 310 rue Louis Pasteur nepfimy ELISA test - O; PK ‘(’)ZD NK cut-off = 50-60% specific antigen), TM (transmembranové proteiny) 91,70% 98,90% 13,14
34790 GRABELS, Francie ( ° ) and ENV genes (obalové proteiny).
A P VMRD Inc. . Povrchovy gp135 env glykoprotein viru CAEV-63
Small Ruminant Lentivirus % | (inh =1
bod . NW, 425 Old Albion Rd, kompetitivni ELISA (ftog"ufr'ﬁﬁ) or(;(:l;)) cut-off = 35% navazany na monoklonalni protilatku F7-299 (bez 99,50% 100% 6, 15, 16
Antibody Test Kit Pullman, WA 99163, USA vyuZiti gag proteinu).
LS| - Laboratoire Service
LSIVet™ Ruminant MAEDI- i =( - ple) y i i azany
Irjternatlonal ] blokovaci ELISA % Inh = (ODm NC — OD Sample) x 100 cut-off = 35% Povrchovy pr(':telln gp-1'35 viru MVV/CAEV navazany 100,00% 100% 25
VISNA/CAEV Serum ELISA Kit 6 Allée des Ecureuils ODm NC na monoklondlni protilatku.
69380 Lissieu, Francie
In3diagnostic s.r.l. Mix peptidii MVV/CAE z oblasti GAG (group-specific
Eradikit™ SRLV Genotyping kit Largo P.Braccini, 2, 10095, nepfimy ELISA test pozitivni vz. = (OD 445)>0.4 cut-of=0,4 antigen) a ENV genes (obalové proteiny) od dvoou 96,8-100% 94,6 - 99,4% 23
Grugliasco (TO) Italia rozdilnych genotypi.
APHA Scientific, New Haw,
AGID MAEDITEC '100' Addlestone, Surrey, United imunodifuzni test - - Cely virus. 65.3% 98.3%, 6,7,17

Kingdom
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I.4. Vyhodnoceni sensitivity a specifity sérologickych
testu

Sensitivita testll muize byt vyznamné ovlivhéna vysokou genetickou
variabilitou viru, druhem pouzitého antigenu, druhem zvifete a stadiem
infekce. Pro dosazeni optimalniho vysledku sérologické diagnostiky je treba
provedeni SirSi srovnavaci studie dostupnych testli s cilem stanoveni
vhodné kombinace testl pro prislusny region. Geneticka heterogenita SRLV
ovliviiuje jak na prikaz genomu tak testy zalozené na detekci virovych
proteinti. Nevhodné zvolené testy mohou snizovat sensitivitu, produkovat
faleSné negativni vysledky a komplikovat tak rannou diagnostiku infekce
SRLV.

Prehled dostupné sérologické diagnostiky pouzivané v Ceské republice
k diagnostice SRLV je uveden v tabulce ¢ 1. Pouzivany jsou zde rtizné druhy
komercnich ELISA testl nebo imunodifuze. Imunodifuzni test (IDT/AGID) je
postaven na celém viru a detekuje zejména protilatky proti kapsidovému proteinu
p25viru MV (u koz p28 viru CAE) a obalovému glykoproteinu gp135. Specifita
imunodifuzniho testu je vysoka a pohybuje se kolem 98,3%, ale nevyhodou je jeho
nizka senzitivita (76%). Proto byva IDT vyuzivan spiSe jako orientacni test a za
ur€itych okolnosti mize byt pouzit i pro konfirmaci vysledku ziskaného ELISA
testem.6”

Sensitivita ELISA testi se pohybuje vétSinou nad 90% a specifita byva
obecné velmi vysoka (96-100%). Kazdy z testll pouzivanych k sérologické
diagnostice ma své prednosti a nevyhody s ohledem na potencialni moznosti
vyuziti, kterymi jsou zejména jejich rlzna specifita a sensitivita. Protoze
neexistuje zadny oficialni ,zlaty standard“ sérologickych testlii na
diagnostiku infekci SRLV, jsou testy vétSinou porovnavany navzajem mezi
sebou a vysledné studie tak maji rGznou obtizné porovnatelnou kvalitu. Ve
studiich na urCeni specifity a sensitivity by méla byt vyuZita experimentalné
infikovana zvifata s jasné definovanym infekénim statutem a dle OIE doporuceny
poCet minimalné 300 pozitivnich a 1000 negativnich vzorkd (OIE Manual of
Standards for Diagnostic Tests and Vaccines, 2000).2" Tato kritéria nejsou praxi
realné dosazitelna, a proto jsou vyuzivany riznym zpusobem definované vzorky
po pfirozené infekci. ZjiSténa sensitivita a specifita testii se podle pristupu v
riznych studiich mize vyrazné liSit. Vyznamnéjsi rozdily byvaji hlavné v
sensitivité testl, specifita byva vétSinou vysoka. Ojedinéle se mohou
vyskytovat i faleSné pozitivni vysledky, u kterych diavod reakce neni mozno
objektivné objasnit.” V poslednich letech se v nékterych evropskych zemich
objevily faleSné pozitivni reakce zpusobené nedostatecné purifikovanymi
vakcinami proti viru kataralni horecky ovci.’3

Pro vyhodnoceni relativni sensitivity komerénich ELISA test( na vzorcich z Ceské

republiky byl pouzit soubor terénich vzorka ovci a koz z riznych chovd, které byly
sérologicky pozitivni v imunodifuznim testu (IDT/AGID MAEDITEC). Jako nejvice
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citlivy test se jevi Elitest MVV/CAEV, srovnatelnou uroven vykazuje ID Screen MV
Indirect. Nejméné citlivy test v tomto porovnani byl IDEXX MVV/CAEV p28 Ab
Screening Test pfi dodrzeni kriterii hodnoceni danych vyrobcem.

Pro sérologickou diagnostiku SRLV na Gzemi CR jsou vhodné komeréni

ELISA testy Elitest MVV/ICAEV (Hyphen) a ID Screen MV Indirect (IDvet),
popr. jejich kombinace pri nutnosti konfirmacniho vysSetreni.
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11.5. Detekce provirové DNA SRLV pomoci PCR metody

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

U novorozenych jehiat a kizlat od SRLV pozitivhich matek, od kterych obdrzi
velkou ¢ast jejich novorozenecké imunity prostfednictvim pasivniho prenosu
prostfednictvim kolostra a mléka, mohou byt sérologické a molekularné biologicke
testy faleSné pozitivni. Pfedchozi studie ukazaly, Ze pokud jsou jehnata pfirozené
kojena od SRLV pozitivnich matek, jsou u nich detekovany SRLV protilatky po
prvnim dni sani az do 52. tydne stari. Obdobna situace je i u detekce provirové
DNA, ktera muze byt detekovana v perifernich krevnich mononuklearnich bunkach
az do 24. tydne stafi. Z téchto divodu je doporu€eno testovat zvifata alespori 4-6
mésicl po odstavu (Herrmann-Hoesing et al. 2007).

K prokazani provirové DNA sekvence lentivirG u malych pfezvykavcl je pouzita
molekularné biologicka metoda PCR (polymerazova fetézova reakce). Principem
této metody je multiplikace useku cilové sekvence vybraného genu z provirové
DNA vznikajici po integraci virového genomu do hostitelské DNA pomoci
specifickych primeru, které tuto sekvenci ohraniCuji. Specifita vysledného PCR
produktu Ize ovéfit pomoci sekvenacni analyzy a porovnanim ziskané sekvence
se sekvencemi ulozenych v dostupné databazi NCBI.

Na zakladé poznatkl z pfedchozich studii je molekularni diagnostika zaméfena na
detekci provirové DNA z hostitelské bunky (leukocyty, event. mononuklearni
buriky) oproti pfimé detekci RNA volného viru v plasmé, séru nebo v dalSich
télnich tekutinach z davodu vyS$Si zachytitelnosti infektu v pradbéhu virémie.
Podobny efekt by mél byt dosazen také pfi extrakci provirové DNA z alveolarnich
makrofagl ziskanych pomoci plicni lavaze (nebo sekéniho biologického
materialu). Tento diagnosticky postup je ale mnohem pracnéjsi a Ize jej aplikovat
pouze u mensiho poctu zvirat.

DalSi moznosti detekce provirové sekvence SRLV je metoda real-time PCR, pfi
které je provirova DNA amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci pomoci
DNA polymerazy, specifickych primera a fluoroforu (Sybr Green, Evo Green, atd.).
V prabéhu nasedani primerl (annealingova faze) a elongace fetézce dochazi
k vazbé interkalujiciho barviva se vznikajici dvouretézcovou DNA. Sybr Green po
vazbé s dsDNA emituje silny fluorescencni signal. Intenzita fluorescence je pfimo
umeérna mnozstvi amplifikaCniho produktu v reakcni smési. Vysledek je sledovan v
realném case a je vyhodnocen pomoci pfislusného softwaru Real-time PCR
systému na zakladé hladiny fluorescence. Nevyhodou této metody je nespecifické
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nasedani barviva a je nutné vénovat velkou pozornost navrzeni specifickych
primer pro dany usek DNA sekvence. Vznik nespecifickych produktd amplifikace
Ize odhalit pomoci analyzy kfivky tani.

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

1. Navrhovat primery pro vice konzervativni regiony provirového genomu jako
jsou napfiklad geny pol, Itr, gag, env.

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

3. Kontrolovat specifitu amplifikacniho produktu pomoci sekvenace.

4. U vzorkd s negativnim PCR vysledkem pouzit k ovéfeni vysledku interni
kontrolu v podobé ,housekeeping“ genu jako je napfiklad geny pro beta-
aktin, cytochrom B, GAPDH nebo 18S ribosomalni RNA.

5. Netestovat zvifata mladSi nez 4 mésice po odstavu.

Vzorkovani

Pro diagnostické ucely se odebira periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 meésice po odstavu. Odebrana krev, ktera je oSetfena
antikoagulantem KsEDTA, je testovana po separaci plasmy a krevnich elementu
na prukaz protilatek i provirové DNA.

Priprava a zpracovani buffy coatu

PIna krev s KsEDTA o objemu 5 ml je centrifugovana v pavodni odbérové
zkumavce pfi 2 000 x g po dobu 20 minut. Po této centrifugaci jsou separovany tfi
zakladni krevni slozky: plasma, buffy-coat (bilé krvinky + krevni desti¢ky) a
Cervené krvinky. Po opatrném odpipetovani krevni plasmy, ktera se pouziva pro
sérologické vySetfeni, je pfepipetovana stfedni vrstva — buffy coat do Cisté 1,5 ml
zkumavky typu eppendorf. Aby bylo odstranéno reziduum plasmy, je ziskany buffy
coat opét centrifugovan pfi 2 500 x g po dobu 20 minut. DodateCné procisténi
buffy coatu od erytrocytd se provadi pomoci lyzaéniho roztoku RLE o slozeni:
NH4Cl, NaHCOs, EDTA, finalni pH 7,3. Bezprostfedné po pfecisténi buffy coatu
se z néj extrahuje DNA nebo je archivovan pfi -80°C.
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Extrakce DNA

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

Detekce cilové sekvence DNA

Po screeningovém sérologickém vySetfeni je vybrana extrahovana DNA, u které je
provedena testace na pfitomnost provirové DNA pomoci nested PCR dle
publikace (Grego et al., 2007). Amplifikace cilového useku provirové DNA je
provedena pomoci dvou paru specifickych primeru, které tento usek ohranicuiji.
Cilova oblast genomu je konzervativni oblast gag genu. Vysledny amplifikacni a
reamplifikaéni produkt o délce 1,3 kb a 0,8 kb. je detekovan v agar6zovém gelu
prochazejicim UV svétlem po jednosmérné horizontalni elektroforéze a
vyhodnocen pomoci programu Gel-Pro Analyzer.

Pro ovéreni spravného postupu extrakce DNA a pfitomnosti inhibi¢niho faktoru
byla zvolena paralelni real-time PCR reakce detekujici kontrolni gen pro B-aktin.
Beta-aktin je jednou ze Sesti aktinovych izoforem. Aktiny jsou vysoce konzervativni
geny zapojené v bunécné motilité, stavbé a integrité. Aktin je jedna z nejhojnéjSich
intracelularnich bilkovin eukaryotickych bunék. Beta-aktin je jako globularni protein
hlavni soucasti kontraktiiniho aparatu a jeden ze dvou nesvalovych
cytoskeletarnich aktini. K detekci genu pro p-aktin se do reakce s templatovou
DNA ziskanou z testovaného zvifete pfidava jeden par specifickych primer a

jedna sonda znac€enou fluoroférem Hex (Toussaint et al.,2007).

V prubéhu real-time PCR je vizualizace amplifikaCniho produktu zajisténa
nasednutim specifické fluorescenc¢ni sondy typu Tagman pro dany usek.
V elongacni fazi dochazi k jejimu rozloZzeni pomoci exonukleazové aktivity Taq
polymerazy a tim i k uvolnéni fluorescenéniho zafeni. Real-time PCR probiha
v termocyklérech, které umoznuji teplotni cyklovani a zaroven detekuji
fluorescenci v kazdém cyklu PCR. Intenzita fluorescence je pfimo umérna
mnozstvi amplifikacniho produktu pfitomného v reakéni smési.
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Sekvence primert pouzivanych pro detekci gag genu.
(Grego et al., 2007)

Primer Sekvence ‘5—3’
GAG F1 TGGTGARKCTAGMTAGAGACATGG
POL R1 CATAGGRGGHGCGGACGGCASCA
GAG F2 CAAACWGTRGCAATGCAGCATGG
POL R2 GCGGACGGCASCACACG

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

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

ACT1081 proza |TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT
HEX

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

Priprava mastermixu:

1. Reak¢ni smés se pfipravuje vzdy nova.

2. Roztoky a reagencie po rozmrazeni dobfe promichat a kratce stocit pfi 10 000
rom/10s.

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

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

5. Po napipetovani vzorkl nebo kontrol je nutné okamzité zavfit PCR zkumavku.
6. V kazdém kole analyz je nutna pfitomnost pozitivni i negativni kontroly (jiZ od
extrakce) pro ovéfeni chodu PCR a vylouceni kfiZzové kontaminace.
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Slozeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Objem (pl) Vysledna konc.
PCR H20 16,4
10 x PCR pufr complete 2,5 1x
dNTP(10 mM) 0,3 0,12 mM
Primer GAG F1(25 uM) 0,3 0,3 uM
Primer GAG R1(25 pM) 0,3 0,3 uM
galj/tj)tart Taq Polymeraza 0,2 1U/reakci
Extrahovana DNA 5
Teplotni profil PCR (amplifikace)

Krok Teplota (°C) Cas/cyklovani
1(denaturace a aktivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 1 min
3(annealing) 55 35¢
4(elongace) 72 1 min
5(cyklovani) Zpét na krok €. 2 35 x
6(finalni elongace) 72 7 min
7(chlazeni) 10 00
Slozeni reakéni smési pro nPCR

Reagencie Objem (pl) Vysledna konc.
PCR H20 18,9
10 x PCR pufr complete 2,5 1x
dNTP(10 mM) 0,3 0,12 mM
Primer GAG F1(25 uM) 0,3 0,3 uM
Primer GAG R1(25 uM) 0,3 0,3 UM
f;j}tj)tart Taq Polymeraza 0,2 1U/reakci
Extrahovana DNA 25

17




Bartak P. a kol. (2017): Metodika odbér( a zpracovani vzorkd, serologického a molekularniho stanoveni pdvodce

lentivirového onemocnéni ovci a koz

Teplotni profil PCR (reamplifikace)

Krok Teplota (°C) Cas/cyklovani
1(denaturace a aktivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 1 min
3(annealing) 60 35¢
4(elongace) 72 1 min
5(cyklovani) Zpét na krok €. 2 35 x
6(finalni elongace) 72 7 min
7(chlazeni) 10 0

Real-time PCR reakce probiha v cilovém objemu 25 pl.

Amplifikace probiha vreal-time PCR systému CFX-96
uvedeném teplotnim profilu.

Priprava mastermixu:

1. Reakéni smés se pfipravuje vzdy nova.
2. Roztoky a reagencie po rozmrazeni dobfe promichat a kratce stocit pfi 10 000

rom/10s.

(Bio-Rad) pfi nize

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

0,5 az 4°C.

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

uvedeném.

5. Po napipetovani vzorki nebo kontrol je nutné okamzité uzavfit PCR strip

stripovymi vicky.

6. V kazdém kole analyz je nutna pfitomnost pozitivni i negativni kontroly (jiz od
extrakce) pro ovéreni chodu PCR a vylouceni kfizové kontaminace.

Priprava primer-sonda mixu (finalni objem 200 pl)

Reagencie Koncentrace Objem (ul)
ssprimer ACT1005F 100 uM 5
ssprimer ACT1135R 100 uM 5
ACT1081 proba HEX 100 uM 25
PCR H20 187,5 i
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Slozeni reakéni smési pro real-time PCR

Reagenci Objem (ul)
PCR H20 8
2X QuanTitect Probe PCR Master Mix 12,5
Primer-sonda mix 2
Extrahovana DNA 2,5

Teplotni profil real-time PCR

Krok Teplota (°C) Cas/cyklovani
1(denaturace a aktivace) 95 10 min
2(denaturace) 95 15 s
3(annealing+ elongace) 60 60 s
5(cyklovani) Zpét na krok €. 2 41 x
ELFO

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

19




Bartak P. a kol. (2017): Metodika odbér( a zpracovani vzorkd, serologického a molekularniho stanoveni pdvodce
lentivirového onemocnéni ovci a koz

Vyhodnoceni testu

PCR

Amplifikaéni produkt prvniho kroku PCR ma délku 0,8 kb. Vysledny produkt
druhého kroku PCR (nPCR) je o délce 1,3 kb. V pfipadé pozitivity negativni
kontroly (PCR H20) a negativity pozitivnich kontrol je nutné analyzu opakovat.

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

Real-time PCR

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

Amplification

1200
1000

soo

RFU

500
400

200 4

o 10 20 30 40
Cycles

Obr. €. 2: Amplifikaéni kfivka kontrolniho genu pro B-aktin.
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Sekvenacni analyza DNA

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

Sekvenovani DNA v souCasné dobé patii k standardnim metodam molekularné-
genetickych analyz biologického materialu. Pomoci sekvenace DNA je mozné urcit
poradi jednotlivych nukleotidu v fetézci DNA a analyzou determinované sekvence
ziskat relevantni informace, které mohou napfiklad slouZit pfi vySe zminéném
ovéreni specifity ziskaného PCR produktu nebo pfi genotypovani a druhovém
zarazeni biologickych agens, rostlin nebo zivocichu.

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

Po skonceni rozdéleni DNA na jednotlivé Useky dochazi k prachodu téchto
terminovanych Usek( prostfednictvim automatické kapilarni elektroforézy
laserovym detektorem. Energie vyzarena z fluorescencnich barviv je zachycovana
specialni CCD kamerou. Jednotlivym usekim je poté za pomoci algoritmu
pfifazovana Ciselna hodnota (RFU).

Tento komplikovany a presné kalibrovany proces muzeme shrnout do dvou krokd.
Vysledkem prvniho kroku sekvenacni analyzy je tzv. elektroforetogram. Jedna se
o grafické znazornéni vyslednych dat. Jednotlivé baze jsou v eletroforetogramu
znaceny odliSnymi fluorescenCnimi barvami - cytosin je znaCen modfe, thymin
Cervené, adenin zelené a guanin Zluté. Nasleduje druhy krok sekvenacni analyzy,
kdy jsou data ziskana ze sekvenatoru zpracovana specialnim typem softwaru.

Purifikace nPCR produktu

Purifikace PCR produktu pfed provedenim sekvenacni analyzi je realizovana
prostfednictvim kolonkového kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up(Macherey-
Nagel). Reamplifikacni produkt o velikosti 0,8 kb je vyfiznut z elektroforetického
gelu pomoci skalpelu a nasledné prenesen do Cisté 1,5 ml zkumavky. Do
zkumavky s PCR produktem je napipetovan vazaci pufr NT1 o objemu 20 pl a
objem doplInén do 150 yl pomoci PCR H20. Nasleduji purifikacni kroky pomoci
promyvaciho pufru a centrifugace (11 000 rcf/30 s). Pfecisténa DNA na kolonce je
inkubovana s 20 ul eluéniho pufru EN po dobu 1 min pfi pokojové teploté a
nasledné je centrifugovana (11 000 rcf/1 min) do 1,5 ml zkumavky. PrecCisténa
nukleova kyselina se skladuje pfi -20°C nebo pfi dlouhodobé&jsi archivaci v
teplotnim rozsahu -70 az -80°C.
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Provedeni sekvenace DNA

Sekvenace precCisténého PCR produktu je provedena prostfednictvim externi
laboratofe(GATC-Biotech, Seqme). SloZeni zaslaného roztoku s templatovou DNA
je nasleduijici: 5yl PCR produktu (20-80ng/pl) a Sul primeru (5uM) pro oba sméry
oddélené. Akceptovatelny format pro zaslani je 1,5 ml zkumavka nebo 96-ii
jamkova destiCka. Sekvenace precCisténého templatu je provedena technikou
zvanou Sangerova (dideoxy) metoda na genetickych kapilarnich analyzatorech
Applied Biosystems 3500/3500xL prostfednictvim BigDye® Terminator v3.1Cycle
Sequencing Kit (Aplied Biosystems) za standardnich podminek. Ziskana data jsou
dostupna on-line ve formatech .ab1(chromatogram) a FASTA, ktera jsou dale
zpracovana v programu BioEdit a upravené sekvence porovnany s on-line
dostupnou databazi nukleotidovych sekvenci NCBI prostfednictvim algoritmu
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

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

Vzorek
SRLV (NCBI)

Vzorek
SRLV (NCBI)

Vzorek
SRLV (NCBI)

Vzorek
SRLV (NCBI)

Vzorek
SRLV (NCBI)

Vzorek
SRLV (NCBI)

- I - I R R UEEEr EETY N P
30 40 50

GAAAGGCAGC TAGC TA TGCTACTACC TGGACAAGTA AAGATATACT
GAAAGGCAGC TAGCHTANMTA TGCTACTACC TGGACAAGTA AAGATATACT

o e e EETE BT I ceeele-d
60 70 100

AGABGTATTG GCCATGATGC C GGGAATAG AAA G TTAATEC
AGABGTATTG GCCATGATGC CHIGGGAATAG TTAATEC

3 EEREY UEERE) FEEEY UREER) FEREY EEPRE) PEPEY BEEPES PEReY |
110 120 130 140 150

AAGG TT AAATGABGAA GCAGAAAGGT GGAGAAGAAA CAATCCACCA
AAGGBAAATT AAATGABGAA GCAGAAAGGT GGAGAAGAAA CAATCCACCA

3 EEEEY UETERY EEEEY SEEER] EEREY UEEEEY EEPEY SETER EEREY |
160 170 180 190 200

CCTCCBGCAG GAGGAGGHEBT AACBGTGGAT CAAATTATGG GAGTAGGACA
CCTCCHGCAG GAGGAGGEIT AACHGTGGAT CAAATTATGG GAGTAGGACA

S EEEEY EETEEY PEPEY SErrrl EEEEY UEPTE PPN SETTT PR |
210 220 230 240 250

AACAAATCABR GCAGCTGCHIC AAGCTAACAT GGAMICAAGCA AGACAAABEBT
AACAAATCAB GCAGCTGCHC AAGCTAACAT GGABCAAGCA AGACAA

S EETEY UETEEY PPN BEETE PPN SETTE PR SR B
260 270 280 290 300

GCTTGCAATG GGTAATATCA GCATTAAGAG CTGTHAGGCA TATGGCTCAT
GCTTGCAATG GGTAATATCA GCATTAAGAG CTGTEBAGGCA TATGGCTCAT
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310 320 330 340 350
Vzorek AGACCAGGGA ATCCHATGET AGTAAAACAA GIBAATG AGCCATATGA
SRLV (NCBI) AGACCAGGGA ATCCIATGHT AGTGAAACAA AABAGEBAATG AGCCATATGA

360 370 380 390 400
Vzorek AGABTTTGCA GCBAGHACTGC GCAAT AGATGCAGAA CCAGTHA
SRLV (NCBI) AGANTTTGCA GCEBAGECTGC GCAAT AGATGCAGAA CCAGTEA

410 420 430 440 450

Vzorek AACCTATHAA BGAATATTTA AABTTAACTC TGTCHTATAC AAATGCHTCC
SRLV (NCBI) AACCTATEBAA BGAATATTTA AABTTAACTC TGTCETATAC AAATGCETCC
o R B By JEErr EETTY NPT PR ST P
460 470 480 490 500

Vzorek TCBGACTGCC AAAAACAAAT GGACAGAGTA TTAGGACAAA GAGTACAACA
SRLV (NCBI) TCHGACTGCC AAAAACAAAT GGACAGAGTA TTAGGACAAA GAGTACAACA

510 520 530 540 550
Vzorek AGCTAGTGTA GAAG A TGCAAGCATG CAGHBGATGTG GGATCAGAAG
SRLV (NCBI) AGCTAGTGTA GAAG TGCAAGCATG CAGBGATGTG GGATCAGAAG

560 570 580 590 600
Vzorek GATTTAAAAT GC TA GCACAGGCET TAAGGCCEG GAAACAA
SRLV (NCBI) GATTTAAAAT GC TA GCACAGGCHT TAAGGCCHG GAAACAA
3 EEEEY UEEEEY FEEEY UREER) EEREY UETERY EEPEY NEPEES PERyY |

610 620 630 640 650

Vzorek GGAABAGGEBC CCHCACAAAG BTGCTAMIAAC TGTGGAAA GGACANIAG
SRLV (NCBI) GGAAJJAGGEC CCEBCACAAAG BTGCTABAAC TGTGGAAA GGACABAG

- SR EEEEY BEETE) EERTY UEEEEY FEEEY UEEERY ERE |
660 670 680 690 700

Vzorek GGCAAGEC GBAGACAAG GGATEATATG TGT GGHAAGAGAG
SRLV (NCBI) GGCAAGHC GIBAGACAAG GGATBATATG TGT GGBAAGAGAG

Chemikalie a spotrebni material
Zpracovani buffy coatu
Priprava roztoku pro lyzi erytrocytt (RLE):

NH4CI L 16,6 g/I(Sigma)
NaHCO3 ... 2,0 g/I(Sigma)
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EDTA ...
Upavit na finalni pH 7,3
Skladovani pfi 2 az 8 °C

Extrakce DNA

Priprava L6 pufru:

Guanidin thiocyanate (GuSCN) ......
0,1 M Tris-HCl, pH64 ...
0,2M EDTA,pH80 ...
Triton Xx-100 ...
Skladovani pfi 2 az 8 °C

0,185 g/I(Serva)

120 g (Serva)
100 ml (Serva)

22 ml (Serva)
cca 2,5 ml (Sigma)

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

SloZeni extrakéniho kitu

Oznaceni

Specifikace

Wash Buffer |, lahvicka ¢.1 (Cerna)

promyvaci pufr (100 ml)
odstranéni inhibitor
skladovani pfi pokojové teploté

Wash Buffer Il, lahvic¢ka ¢.2 (modra )

promyvaci pufr (100 ml)
odstranéni soli, proteind,...
skladovani pfi pokojove teploté

Wash Buffer Ill, lahvicka &.3
(Cervena)

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

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

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

Proteinase K, lahvi¢ka €.5 (rGzova)

proteinaza K (lyofilizovana)
degradace proteinU

skladovani pfi pokojové teploté
Pfiprava :

rozpustit obsah 1 lahvi¢ky ve 3 ml
eluéniho pufru

skladovani pfi 2 az 8 °C (4 tydny)
skladovani pfi -15 az -25 °C (12
mésicll)

Magnetic Glass Particles Suspension

(MGPs), lahvigka &.6 (hné&da)

magnetické sklenéné partikule
navazani (adheze) NK

pied pipetaci peclivé protfepat
skladovani pfi pokojové teploté

Elution Buffer, lahvicka €.7 (zluta)

elu¢ni pufr(100 ml)

10mM Tris-HCI, pH 8,0

eluce procisténé NK
skladovani pfi pokojove teploté
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PCR

PCR H20 (Top-Bio)

10 x PCR reakeni pufr s MgClz (ROCHE)

mix dNTP, 10 mM (ROCHE)

ssprimer GAG F1, 100 uM (Generi Biotech)

ssprimer POL R1, 100 uM (Generi Biotech)

ssprimer GAG F2, 100 uM (Generi Biotech)

ssprimer POL R2, 100 uM (Generi Biotech)

Fast Start Taq Polymerace 5 U/ul (ROCHE)

Pozitivni kontrolni DNA ziskana z krve infikovaného zvifete
Izolovana DNA je uchovavana pfi -70 az - 80°C.
Poznamka: reagencie s roztoky se uchovavaji pfi -15 az -20°C.

Real-time PCR

PCR H20 (Top-Bio)

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

ssprimer ACT1135R, 100 uM (Generi Biotech)

sonda ACT1081HEX, 100 uM (Generi Biotech)

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

ELFO

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

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

agaroza (Serva)

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

DNA Marker 100-1500 pb (BioLabs)

EDTA 05 M
1,0 M EDTA ... 186,1 g(Sigma)
ultrafiltrovana voda  ...... 800 ml

S roztokem se intenzivné micha, béhem michani se upravi pH na 8,0 pomoci
NaOH (cca 20 g). Po uplném rozpusténi roztok EDTA doplnime do objemu1000
ml a sterilizujeme autoklavovanim.

TBE (10x)

Trisbase ... 108 g(Serva)

kyselina borita ... 55 g (Serva)

0,5M EDTA (pH 8,0) ...... 40 mi(Serva)
ultrafiltrovana voda  ...... doplnit objem do 1000 ml

Poznamka: skladovani vySe uvedenych roztoku je pfi pokojové teploté
DNA Marker 100-1500 bp (BioLabs) skladovat pfi -15 az -20°C
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Purifikace nPCR produktu

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

Slozeni purifikacniho kitu

Oznaceni Specifikace

Binding Buffer NTI vazaci pufr (2x25 ml)
skladovani pfi pokojoveé teploté

Wash Buffer NT3 Promyvaci pufr (20 ml)
Priprava:

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

Elution Buffer NE eluéni pufr (15 ml)

skladovani pfi pokojoveé teploté

ZkumavKky s filtrem (zluté kolonky) skladovani pfi pokojové teploté

Reagencie neobsazené v kitu: Ethanol 96—100%

Spotiebni material

1,5 ml zkumavky (Eppendorf)

jednorazovy plast a Spicky pro MagNa Pure LC Instrument (ROCHE)
pipetovaci Spicky s filtrem (Eppendorf)

skalpel

latexové rukavice(MSM)

plasté (VOS Krok)

Pristroje a pomucky

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

trepacka MS-2 (IKA)

chlazena centrifuga 1-14K(Sigma)
centrifuga 5453 (Eppendorf)

centrifuga 5418 (Eppendorf)

chladici box CH-100 (Biosan)

vyhfevna tfepatka Komfort ( Eppendorf)
biohazard boxy BIO 2 (Nuaire)

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

real-time PCR systém CFX96 (Bio Rad)
vyhodnocovaci zafizeni: praimyslova kamera
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o UV transiluminator

o vyhodnocovaci software Gel-Pro Analyzer
zarizeni na pfipravu ultrafiltrované vody (Aqual)
lednice a mrazaky pro uloZeni reagencii a pro archivaci vzorkl
automatickeé pipety (Eppendorf ) v rozsahu 0,1 — 1000 ul

laboratorni sklo pro pfipravu a skladovani roztoku (kadinky, odmérné
valce,..)
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I1.5. Diagnostika SRLV na zakladé LAMP analyzy

Metoda Loop mediated Isothermal Amplification (LAMP) je moderni metodou,
ktera umozniuje vysoce specifickou, uc€innou a rychlou amplifikaci nukleovych
kyselin za izotermickych podminek. V porovnani s metodou PCR je real-time
LAMP specifictéjsi, citlivéjSi a rychlejsi. LAMP muaze byt také vhodnou detekéni
metodou v rozvojovych zemich, jelikoZz nevyzaduje nakladné vybaveni. Je
ekonomicky efektivni, a to i diky tomu, Ze pro vizualizaci neni potieba
elektroforetického zobrazeni. DalSi vyhodou metody LAMP je jeji rychlost a tedy
moznost rychlé a pfitom dostateCné prfesné analyzy v polnich podminkach.

Mezi zakladni komponenty kazdé reakce patfi 4 oligonukleotidové primery, jejichz
ucelem je rozpoznat 6 odliSnych oblasti na cilovém genomu a DNA dependentni
DNA polymeraza (napf. Bst DNA polymeraza z organismu Bacillus
stearothermophilus nebo Gsp DNA polymeraza z organizmu Geobacillus sp.). Pro
metodu LAMP je rozhodujici spravny navrh primerd. Pro spolehlivy prubéh
analyzy jsou zapotiebi 4 oligonukleotidové primery. Dva jsou vnéjsi (F3 - forvard a
B3 - backward) a dva jsou vnitini primery (FIP - forward inner primer a BIP -
backward inner primer). Dale se pouzivaji smyckové primery (LF — loop forward a
LB — loop backward) pro rychleps$i pribéh reakce. Pro spolehlivy prabéh analyzy
je nutné zajistit predepsané podminky primeru. To jsou: dodrzeni vzdalenosti mezi
primerovymi dvojicemi, optimalni teplota tani, stabilita konce primer(, optimalni
obsah G a C bazi a absence sekundarnich struktur (vlasenek).

Vzorkovani

Pro diagnostické ucely se odebira periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu. Odebrana krev, ktera je oSetfena
antikoagulantem KsEDTA, je testovana po separaci plasmy a krevnich element(
na prukaz protilatek i provirové DNA.

Extrakce DNA

Extrakce DNA z hostitelskych bunék se provadi pomoci automatu MagNA Pure LC
a komercéniho kitu MagNA Pure LC Total NA Isolation kit ureného pro tento
pristroj a pro tento typ extrakce. Pred vlastni automatickou izolaci byl proveden
preizolacni krok pomoci lyzaéniho roztoku a proteinazy K. SloZeni prelyzacniho
roztoku: GuSCN, Tris-HCI (pH 6,4), EDTA (pH 8,0), Triton X-100. Z pfedchoziho
kroku ziskany pelet buffy coatu byl lyzovan pomoci 300 ul a 3 ul proteinazy K (50
mg/ul) v termomixeru pfi nastavené teploté 56 °C po dobu 90 minut. Po této
inkubaci probéhla teplotni inaktivace enzymu pfi 96 °C po dobu 10-20 minut.
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Navrh primerd pro LAMP analyzu

Pro ,in silico“ navrh primeru byly pouzity ¢aste¢né sekvence DNA gag genu, ktera
se jevi jako vhodna oblast SRLV. VSechny sekvence byly testovany v programu
Mfold (Zuker, 2003), kde byla zjisténa pravdépodobnost tvofeni sekundarnich
struktur. Navrh primera z vybranych sekvenci probihal v programu PrimerExplorer
verze 5 za predem definovanych podminek. NejdulezitéjSi je dodrzet idealni
pomér G a C bazi mezi 50 - 60%, vzdalenost mezi primery, stabilitu na konci
primeru a optimalni teplotu tani primerovych oblasti mezi 59 — 65°C. Primery také
nesmi tvofit zadné sekundarni struktury (Natomi a kol., 2000).

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

Sekvence primeru pouzivanych pro LAMP analyzu a detekci gag genu.

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

Provedeni LAMP analyzy

Optimalizace vSech primerQ probihala v gradientovém fedéni koncentraci MgSOa4
a betainu. Reak¢ni smési pro metodu LAMP byly pfipraveny v celkovém objemu
20 ul v nasledujicim slozeni: 1,6 uM primeru FIP; 1,6 uM primeru BIP; 0,2 uM
primeru F3; 0,2 uyM primeru B3; 1,4 mM dNTPs; 0 - 5mM MgSO4, 0 — 5mM
betainu, 3,2 ul templatové DNA, 8 U GspM2.0 DNA polymerazy, 2 upl 10X
reakCniho pufru a zbytek objemu byl doplnén sterilni destilovanou H20.
Amplifikace probihala v termocycleru pfi 60 - 65°C po dobu 30 — 60 minut s
naslednou zavére¢nou denaturaci pfi 90°C. Po amplifikaci bylo do vzorku pfidano
interkalacni Cinidlo ethidium bromid. Probéhla elektroforeticka separace fragmentu
na 1% agarézovém gelu s 0,5X TBE po dobu 80 minut pfi 4 V/cm. Agarozovy gel
byl vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a dokumentacniho zafizeni
InGenius3.
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Optimalizovany postup byl pfeveden pro real-time LAMP. Pro reakéni smés byla
zachovana koncentrace vSech primerl a misto ostatnich komponent byl pouzit
izotermalni master Mix (Optigene, UK). Namisto ethidium bromidu bylo pouzito
interkalacni Cinidlo SYBR Green. Analyzy probihaly na zafizeni QuantStudio™ 6
Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Reakce probihala pfi teploté
64°C po dobu 30 min.
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lll. Srovnani novosti postupu

V souéasné dobé neni v CR k dispozici dostupna metodika zabyvajici se touto
problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen dil¢i a rozptylené ve
védeckych publikacich a monografiich, které se zabyvaji problematikou detekce
pavodcu virovych onemocnéni ovci a koz, tj. maedi-visna virus ovci (MVV) a virus
infekEni artritidy a encefalitidy koz (CAEV).

Predkladana metodika zahrnuje popis vSech metodickych a analytickych postupu
od odbéru vzorku, pfes jeho uchovani, zpracovani a postupy imunochemické a
molekularni detekce MVV a CAEV.

Soucasti metodiky je i vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych detekénich metod.

Novost postupu spocCiva v kombinaci sérologické a molekularné biologické
identifikace infikovanych zvifrat, dale v modifikaci extrakce provirové DNA a pouziti
primert, které dosud nebyly pouzity pro diagnostiku SRLV v CR. Pouzité primery
byly ovéfeny s pozitivnim vysledkem pfi detekci kmenu aktualné cirkulujicich v
chovech ovci a koz v Ceské republice.

IV. Popis uplatnéni metodiky

.Metodika odbérl a zpracovani vzorkul, serologického a molekularniho stanoveni
pavodce lentivirového onemocnéni ovci a koz“ v prvni €asti zahrnuje teoreticky
uvod do problematiky. V praktické €asti pak jsou uvedeny postupy potfebné pro
spravny odbér vzorkU, izolaci protilatek a provirové DNA a protokoly pro PCR
detekci jednotlivych gend, resp. cilovych genotypu.

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych navodld imunochemické/
serologické a molekularni analyzy, na jejichz zakladé Ize provadét rutinni analyzy
vrozk( krve s cilem optimalni detekce pritomnosti plivodcu virového onemocnéni.
Vystupem analyzy je pak detekce pozitivnich a negativnich zvifat na zakladé
imunochemické/serologické a molekularni analyzy.

UZivatelé metodiky jsou pracovisté vyzkumna a veterinarni, ktera mohou
s vyhodou vyuzit prednosti optimalizovanych postupl detekce pozitivnich a
negativnich zvifat. Metodika bude uplatnéna prostfednictvim SCHOK. S timto
subjektem byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.
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V. Ekonomické aspekty

Pfedpokladané ekonomické pfinosy metodiky jsou kalkulovany az do vyse 15 000
tis. KE. DalSimi pfinosy pfedkladané metodiky jsou rozSifeni spektra technik a
metodickych postupl pouzivanych v diagnostickych laboratofich, rozsifeni
portfolia technik a sluzeb provadénych v laboratofi, metodicka a vzdélavaci
funkce.

PFinosem pro chovatele je moznost vyvozu plemennych zvifat (jehnic a beran() v
odhadovaném poctu cca 1000 ks za rok, tzn. min. 5 000 za kalkulované obdobi.
Primérna cena plemenného zvifete je cca 3 tis. KC.

Do nakladl na zavedeni postupu uvedenych v metodice Ize zapocitat pofizeni
nejnutnéjSino investicniho a neinvesticniho vybaveni pro provoz laboratofe a
provedeni ukonu a postupu uvadénych v metodice v celkové minimalni vysi 6,5 mil
KE. V pripadé automatizace izolace DNA a zpracovani velkého objemu vzorkl je
pak nutné pocitat s dalSimi naklady na pofizeni linky pro izolaci DNA pomoci
paramagnetickych partikuli v objemu cca 2,5 mil K€ a automatické CcCipove
elektroforézy nebo fragmentacniho analyzatoru ve vySi 1,4 mil K. DalSi naklady
pak predstavuji naklady na chemikalie a na zakladé dlouhodobych kalkulaci Cini
jednotkova cena za analyzu jednoho vzorku 420 K¢ (ceny za chemikalie). V
uvedeném pfikladu kalkulace nakladd nejsou uvedeny doplfikové naklady, odpisy,
naklady na vzdélavani a vyskoleni personalu laboratofe, naklady na vyvoj metod,
které jsou odvislé od konkrétni situace a vybavenosti (materialni i personaini)
pracoviste.

Jako ekonomicky vyhodnéjSi se jevi analyza vzorki ve specializovanych

laboratofich, kde lze sdilet naklady na pofizeni investic, vychovu a vzdélavani
pracovnikd, sluzby.
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