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Abstrakt

Maedi-visna u ovci a artritida a encefalitida u koz jsou celosvétoveé rozsifena,
progresivni zanétlivd onemocnéni zpusobena retroviry, které patii do skupiny lentivirt
malych piezvykavci (SRLV). U postizenych zvifat zpiisobuji celozivotni infekce,
které se vyznacuji pomalou progresi az do zjevného onemocnéni a kon¢i vzdy letalnég.
Cilem této prace bylo zjistit prevalenci onemocnéni SRLV v CR, pomoci
fylogenetické analyzy zmapovat genotypové zastoupeni SRLV a analyzovat
TMEM154, jakozto vybrany kandidatni marker rezistence proti SRLV u ovci a koz.
Celkem bylo odebrano 3410 vzorkt krve ovei a koz z 21 stad. Zjisténa sérologicka
prevalence maedi visna u ovci byla 19,9 % (556/2801) a séroprevalence artritidy
a encefalitidy u koz byla 14,1 % (86/609). VSechna séropozitivni zvifata byla
testovana metodou nested polymerase chain reaction (nPCR) na pfitomnost provirové
DNA. Fylogeneticka analyza identifikovala genotyp SRLV v 77 sekvencich, z nichz
60 vzorki ovci a koz bylo genotypu A a 17 vzorkl ovci pattilo genotypu B. Zatimco
vSechny sekvence genotypu B byly klasifikovany jako subtyp B2, skupina izolath
genotypu A vykazovala vyssi variabilitu a byly ptibuzné se subtypy A2 a A3. Déle
bylo ndhodn¢ vybrano 40 séropozitivnich vzorkd a 50 séronegativnich vzorkl ovci
a koz cilem navrhnout metodiku pro LAMP diagnostiku SRLV u ovci a koz.
Séronegativita byla jednoznacné potvrzena metodou LAMP u vSech vzorkd,
séropozitivni vzorky byly potvrzeny ve 31 ptipadech ze 40 uovci 1 koz. Ke
genotypizaci TMEM154 bylo nahodné vybrano 605 vzork ovei a 60 vzorki koz.
Nejvice séropozitivnich zvifat bylo heterozygotnich EK (61 %), homozygotnich EE
bylo 58 % a homozygotnich KK bylo 45 %. U ovci byly identifikovany vSechny tii
genotypy, zatimco vSechny kozy byly homozygotni o genotypu EE.




Small ruminant lentiviruses — analysis of disease prevalence and
distribution of SRLYV genotypes in sheep and goat farms in the Czech
Republic

Abstract

Maedi-visna in sheep, and arthritis and encephalitis in goats, are globally widespread
and progressive inflammatory diseases caused by retroviruses belonging to the small
ruminant lentivirus (SRLV) group. They cause lifelong infections in affected animals,
characterised by slow progression to overt disease and are always fatal. The aim of
this study was to determine the prevalence of SRLV disease in the Czech Republic, to
map the genotypic representation of SRLV using phylogenetic analysis, and to analyse
TMEM154 as a selected candidate marker of SRLV resistance in sheep and goats.
A total of 3 410 sheep and goat blood samples were collected from 21 flocks. The
seroprevalence of maedi-visna in sheep was found to be 19.9% (556/2801), and the
seroprevalence of arthritis and encephalitis in goats was 14.1% (86/609). All
seropositive animals were tested by nested polymerase chain reaction (nPCR) for the
presence of proviral DNA. Phylogenetic analysis identified the SRLV genotype in 77
sequences, of which 60 sheep and goat samples were genotype A and 17 sheep samples
were genotype B. While all genotype B sequences were classified as subtype B2, the
group of genotype A isolates showed higher variability and were related to subtypes
A2 and A3. In addition, 40 seropositive and 50 seronegative sheep and goat samples
were randomly selected to design a methodology for LAMP (loop-mediated
isothermal amplification) diagnosis of SRLV in sheep and goats. Seronegativity was
clearly confirmed by the LAMP method in all samples, and seropositivity was
confirmed in 31 out of 40 cases in both sheep and goats. 605 sheep and 60 goat samples
were randomly selected for TMEM154 genotyping. Most seropositive animals were
heterozygous EK (61%), 58% were homozygous EE, and 45% were homozygous KK.
In sheep, all 3 genotypes were identified, while all goats were homozygous EE.
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1 Uvod

Maedi-visna (MV) ovci a artritida a encefalitida koz (CAE) a jsou perzistentni
onemocnéni zpusobend blizce piibuznymi viry ze skupiny lentivirG malych
prezvykavei (SRLV). Byl zaznamenan imezidruhovy pifenos ¢i  koinfekce.
Onemocnéni jsou charakterizovana celozivotnim pretrvavanim kauzalniho agens
V hostitelskych monocytech a makrofazich a proménlivou délkou doby mezi infekci
aindukei sérologicky detekovatelné antivirové protilatkové odpovédi. VétSina
infikovanych zvifat nevykazuje klinické pfiznaky onemocnéni, ale ziistava trvale
infikovdna a je schopna pifendSet virus. Pfenos probihd nejcastéji laktogenni
a kapénkovou cestou. U urcitého procenta se klinicka choroba vyvine v jednom nebo
nékolika cilovych organech, pricemz nejcastéji jsou to plice, klouby, vemeno ¢i
nervovy systém. Existuje mnoho faktort ovliviiujicich patogenezi onemocnéni, napft.
vek, plemeno, cesta expozice, mozné sekundarni infekce ¢i podminky chovu, nicméné
onemocnéni ma vzdy letalni prubéh. Vzhledem k celosvétovému vyskytu onemocnéni
SRLV a jeho nezanedbatelnému socioekonomickému dopadu na mezinarodni obchod
se zvifaty a jejich produkty, zatadila Svétova organizace pro zdravi zvifat CAE a MV
na seznam oznamovatelnych chorob suchozemskych a vodnich Zivocichi.
Ekonomické ztraty jsou zpiisobeny pfedevSim sniZenou fertilitou, niz§i hmotnosti
mlad’at po porodu i po odstavu, snizenou laktaci a pfimymi ztratami v disledku abortd,
uhynu ¢i nucené porazky. Kritickym parametrem pro kontrolu a eradikaci onemocnéni
je rychld, v€asnd a pfesnd diagnostika SRLV. VétSina soucasnych kontrolnich
a eradikacnich programu je zalozena na detekci protiladtek proti viru a ptipadné
konfirmaci prukazem provirové DNA (kyselina deoxyribonukleovd). Hlavnim
nedostatkem kontrolnich a eradikacnich programt je skutecnost, Ze vySe zminéné
diagnostické metody jsou limitovany predevsim intermitentni protilatkovou odezvou,
dlouhou sérokonverzi a antigenni heterogenitou. V piipadé€ prikazu provirové DNA je
limitujicim faktorem virova geneticka heterogenita a nedostatek spolehlivych
univerzalnich primertd ¢i nizkd virova zatéz. VySe uvedené diagnostické metody
mohou dokonce obcas poskytovat opacéné vysledky, coz s vySe zminénymi
nevyhodami jednotlivych metod muze vést k diagnostickym selhanim a mnoho
infikovanych zvifat ziistavd nediagnostikovanymi pienaSe¢i viru. Proti infekcim
SRLV neexistuje vakcina ani 1é€ba. Snizeni ekonomickych ztrat v disledku rozvinuti

onemocnéni s klinickymi pfiznaky lze podpoftit kvalitnim managementem, vcetné




selektivniho Slechténi s vyuzitim genetickych markert. U nékterych plemen byla
prokazana vyssi rezistence, ¢i naopak vys§i vnimavost kinfekci SRLV. Tyto
meziplemenné rozdily v prevalenci a koncentraci proviru naznacuji silny geneticky
zaklad pro nachylnost k infekci SRLV. S vyuzitim celogenomové asociacni studie bylo
identifikovano nekolik lokust asociovanych s odolnosti malych ptrezvykavcd vuci
lentivirovym infekcim, pficemz nejvic nadéji je vkladano do transmembranového
proteinu 154 uovci. K G¢inné eradikaci onemocnéni se jako nejefektivnéjsi jevi
vyuziti kombinace genetické selekce s metodami ¢asné a precizni diagnostiky SRLV.
K dosazeni optiméalnich vysledk je tieba dalSich studii v oblasti geneticky podminéné

rezistence a imunogenetiky hostitele, dale pak v genetice viru a vyznamna je i otazka

vyvoje preciznéjSich diagnostickych metod.




2 Cile prace

Cilem disertatni prace je na zakladé genetického screeningu navrhnout
program markery asistované selekce na rezistenci proti lentivirovym infekcim malych
piezvykavci (SRLV) a navrhnout systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci
malych piezvykavci.

Dil¢i cile:

Analyza prevalence lentivirovych onemocnéni malych prezvykavet v CR

Analyza distribuce jednotlivych genotypti SRLV v populaci ovci a koz v CR

Analyza kandidatnich markert rezistence proti SRLV u ovci a koz

Hypotézy:

HYPOTEZA 1: V populaci ovci a koz v CR jsou zvifata séropozitivni na
onemocnéni maedi-visna ovci a infekéni artritida a encefalitida koz.

HYPOTEZA 2: Lentiviry malych piezvykavcd se vyskytuji v nékolika
genotypech (A-E) a jejich zastoupeni v CR je obdobné jako v ostatnich evropskych
statech.

HYPOTEZA 3: Lze nalézt kandidatni selekéni markery pro

odolnost/vnimavost ovci a koz k onemocnéni maedi-visna.
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Brno, 87(1), 19-26.
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Amplification) pro molekuldrni diagnostiku lentivird malych pfezvykavci.
Veterindarstvi, 68(5), 340-345.

Tonka T., Curn V., Soch M., Vejcik A., Vernerova K., Farkové B., Stoidl P.,
Bartédk P., Simek B., Vaclavek P., & Plodkova, H. (2019). Srovnani incidence
lentivirovych infekci u ovei a koz s rozdilnym genotypem genu transmembranového
proteinu TMEM154. Veterinarstvi, 69(5):377-380.

Metodika odbéru a zpracovani vzorkl, serologického a molekularniho
stanoveni lentivirového onemocnéni ovei a koz (certifikovand metodika).

Metodika genotypizace ovci a koz — detekce markerti geneticky podminéné
rezistence k SRLV (certifikovana metodika).

Systém prevence a profylaxe lentivirovych infekci malych piezvykavci
(ovéfena technologie).

V nasledujici kapitole jsou shrnuty dosaZené poznatky tykajici se problematiky
SRLV na uzemi CR.

Ministerstvo zemédélstvi CR stanovuje povinné preventivni a diagnostické
ukony k pfedchazeni vzniku a Sifeni ndkaz a nemoci pfenosnych ze zvifat na ¢loveka,
jakoZz 1 k jejich zdoldvani a urcuje, na které z nich a v jakém rozsahu se poskytuji
piispévky z prosttedki statniho rozpoctu. Tato opatieni shrnuje kazdoro€né Metodika
kontroly zdravi zvifat a nafizené vakcinace, kdy MV je do monitoringu zatazena od
roku 2006 do soucasnosti a CAE od roku 2009 do soucasnosti. Do monitoringu jsou
zatazena pouze hospodafstvi v kontrole uZitkovosti (KU). Hospodarstvi musi byt
prosté na zaklad¢ vyhodnoceni laboratorniho vySetieni z predeslého roku ze strany
KVS (Krajska veterinarni sprava) anebo se jedna o nové hospodaistvi zatazené do KU,

respektive jiz ozdravené hospodafstvi. Pozitivni hospodaistvi z pfedeslych let mize




byt do monitoringu zatazeno az po ozdraveni a na zakladé rozhodnuti ptislusné KVS.
Vysetieni se provadi 1x roén€. Do reprezentativniho poctu zvitat se zatazuje 25 %
samicich zvifat (vSech plemen) starSich 12 mésici nebo v laktaci, a to nejméné 50
samicich zvitat (je-li v hospodafstvi méné nez 50 zvifat, musi byt vySetiena vSechna
star§i 12 mésict, nebo ktera jsou v laktaci) a vSichni nekastrovani samci starSi 6
meésicl, vyjma jatecnych beranki/kozliki (SVSCR, 2022). Od roku 2010 je na zakladé
pozadavku a jednani se SCHOK (Svaz chovatelii ovci a koz) soucasti Slechtitelského
programu ovci kromé jiného 1 ovéfovani parentity plemennych zvitat. Potvrzeni o
parentit¢ musi mit chovatel pii obchodovani s plemeniky (pfedevS§im nékupni trhy
berantl) a zatim je pozadovano pouze u ovci. Beranci vybrani pro stanoveni parentity
musi byt z hospodaistvi zafazeného do KU a prost¢ho MV na zékladé¢ vyhodnoceni
laboratorniho vySetfeni z predeslych let. V ptipad¢, ze se jedna 0 nové hospodarstvi
v KU, je do parentity zafazeno az po negativnim sérologickém vysetfeni na MV.
Pozitivni hospodatstvi na MV miize byt do parentity zafazeno az po ozdraveni a na
zaklad¢ rozhodnuti piislusné KVS. Kritérium negativniho hospodatstvi na MV se
netyka hospodaistvi s chovem plemene Sumavska ovce (SVSCR, 2022).

Vzhledem k podminkam monitoringu SRLV projevili n€ktefi chovatelé zajem
0 kompletni sérologicky screening ve svém hospodaistvi a dale pak o moZnost
testovani piipadnych markert geneticky podminéné rezistence k SRLV. Celkem bylo
odebrano 3 410 vzork krve ovci a koz, z 21 stad. Ovce byly plemene Sumavska ovce,
Valasska ovce, Cigdja, Lacaune, Bergschaf, Vychodofriskd ovce a kiizenci Suffolk,
kozy byly plemene Hnéda kratkosrsta a Biléa kratkosrsta. Odbér periferni krve probihal
jugularni venepunkeci v souladu se Zakonem o veterinarni pé¢i a o zméné nékterych
souvisejicich zakont ¢. 166/1999 Sbh. Od kazdého zvitete bylo odebrano 3 x 10 ml
nesrazlivé krve, jako antikoagulant byla pouzita KsEDTA (tri-draselna sil kyseliny
ethylendiamintetraoctové) v koncentraci 1,5 mg/ml. Antikoagulant byl okamzité
promichén s krvi opakovanym pieklapénim a nasledné byly vzdy 2 zkumavky od
kazdého vzorku umistény do chladicich boxi a svoznou linkou odeslany k dalsi
analyze do Statniho veterinarniho ustavu Jihlava. Jedna zkumavka s 10 ml krve od
kazdého vzorku byla uréena pro potieby Jihoteské univerzity v Ceskych
Budé¢jovicich, kde byly vzorky skladovany v -20 °C.

Vsechny vzorky byly vySetfeny na pfitomnost specifickych protilatek proti
SRLYV, které byly detekovany u 642 zvitat (ze 7 hospodatstvi), coz je 33 %. Zjisténa
sérologicka prevalence MVV u ovci byla 19,9 % (556 z 2 801) a prevalence CAE
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u koz 14,1 % (86 z 609). Provirova DNA byla pomoci PCR detekovana u 410 vzorka
z 631 séropozitivnich zvifat (65 %). Vysledné rozdily mezi vysledky prikazu
protilatek a provirové DNA jsou v souladu s jinymi studiemi, které poukazuji na vyssi
sensitivitu ELISA testu v porovnani s PCR (Celer et al., 2000; de Andrés et al., 2005;
Extramiana et al., 2002; Muz et al., 2013). | v ramci jednotlivych testovacich sad
ELISA od rtuznych vyrobcl se vyskytuje uréity rozptyl sensitivity, ovlivnény
predev§im antigenni heterogenitou a urovni protilatkové odezvy (Aalberts et al., 2021;
Brinkhof & van Maanen, 2007). Napi. Michiels et al. (2018) srovnavali sensitivitu
nékolika ELISA testovacich sad (88 az 100 %) a nejlepSich vysledkti dosahovali se
stejnymi testovacimi sadami, jako v nasi studii i metodice — Elitest MVV/CAEV
(Hyphen BioMed; Neuville-sur-Oise, Francie) 98 % aID screen® MVV/CAEV
indirect (IDVet; Grabels, Francie) 100 % (viz Metodika odbéra a zpracovani vzorkd,
sérologického a molekularniho stanoveni ptivodce lentivirového onemocnéni ovci
a koz). Falesné pozitivni vysledky pak mohou sérologické testy poskytovat v dasledku
zkiizené reaktivity protilatek s jinymi viry ze stejnych ¢eledi (Crespo et al., 2016; de
Souza et al., 2015; Muz et al, 2013). Vzhledem k nizké virové zatézi
Vv postsérokonverzni fazi infekce jsou PCR testy obecné méné citlivé nez techniky
ELISA, ale vykazuji nepochybné vysokou specifitu a zda se, ze jsou schopné detekovat
infikovana zvifata jeste pred sérokonverzi (Alvarez etal., 2006; de Andrés et al., 2005;
Extramiana et al., 2002). Zajimavé informace pak 1ze najit ve studiich zamétenych na
konfirmaci metod ELISA a PCR, kdy vSechny vzorky jsou analyzovany pomoci obou
metod a stupeti diagnostické shody obou metod miize byt velmi nizky (19 %) (Alvarez
et al., 2006). Nékdy dokonce ob&é metody poskytnou zcela opacné vysledky, kdy
u sérologicky pozitivnich vzorkti nedojde k detekci provirové DNA, a naopak
uvzorkli s prokazanou DNA proviru nedojde 1 pifi opakovaném vySetieni
k sérokonverzi (Alvarez et al., 2006; Echeverria et al., 2020; Extramiana et al., 2002).
Leginagoikoa et al. (2006) zkoumali horizontalni pfenos MV u ovci vystavenych
vysokému infekénimu tlaku a zérovenn miru shody ELISA a PCR ve stejném stade.
V pribéhu 3letého experimentu 109 (ze 191) ovci nebylo nikdy ELISA nebo PCR
pozitivnich, 78 bylo alesponi jednou ELISA a PCR pozitivnich, 3 byly ELISA
negativni a PCR pozitivni a 1 byla ELISA pozitivni a PCR negativni. Procento shody
kumulativnich vysledkit ELISA a PCR tedy bylo 98 % a celkovy stupeni shody k =
95,7 (£0,07), coz je povazovano za téméi dokonalé (Dohoo et al., 2009). Procento

a mira shody mezi ELISA a PCR se vSak liSily podle vé€ku zvitat. Procentualni shoda
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byla po celou dobu> 88 % a mira shody (Cohenovo kappa) se s vékem zvySovala
zx=0,63 (podstatnd) v roce od jednoho roku ke x = 0,94 (téméf dokonald)
u Ctytletych. V nasi studii byly pomoci PCR vySetieny pouze séropozitivni vzorky
(631 z 642) a nelze tedy objektivné porovnat sensitivitu a specifitu obou pouzitych
metod.

S pokrokem technik molekularni biologie bylo vyvinuto mnozstvi PCR
protokold, jelikoz kvili nestabilité genomu SRLV je obtizné pouzivat stejné primery
v riznych geografickych oblastech. Nékteré protokoly jsou zaloZeny na amplifikaci
vysoce konzervovanych retrovirovych sekvenci LTR (Alvarez et al., 2006; Extramiana
etal., 2002; Leginagoikoa et al., 2006), zatimco jiné vyuzivaji k amplifikaci specifické
geny SRLYV, jako jsou oblast pol, gag ¢i env (Echeverria et al., 2020; Grego et al.,
2002; Leroux et al., 1997; Michiels et al., 2018). V nasi studii byl pouZit protokol
nested PCR s amplifikaci iseku gag ke konfirmaci vysledka sérologie a k determinaci
virovych genotypt (Bartak et al., 2018; Grego et al., 2002).

Predchozi studie vyuzila snPCR protokolu k sekvenaéni analyze konzervované
oblasti gag MVV s cilem ziskat ptehled o fylogenetické distribuci MVV na tGzemi
Ceské republiky. V souladu s pouzitymi metodikami byly vysledky sekvenacni
analyzy pfifazeny sekvencim izolatd K1514 (Braun et al., 1987), EV1 (Sargan et al.,
1991) a SA-OMV (Querat et al., 1990) bez uréeni genotypt dle v soucasnosti
pouzivaného klasifika¢niho systému (Celer et al., 2000). V nasi studii bylo nahodné
vybrano 77 vzorkl a u vSech byl identifikovan genotyp, z toho 60 genotypl A u ovci
1 koz a 17 genotypli B u ovci. Zatimco vSechny sekvence genotypu B se jasné
shlukovaly v podtypu B2, skupina izolati genotypu A vykazovala vyssi variabilitu
a ptibuznost se subtypy A2 a A3. Nicmén¢ k piesné identifikaci jednotlivych subtypi
by byla nezbytna podrobnéjsi sekvenacni analyza s vyuzitim del$ich useki gag-pol,
env ¢i rev. Geograficka distribuce subtypu A2 je dolozena v Kanadé (Fras et al., 2013),
Finsku (Laamanen et al., 2007), Polsku (Olech & Kuzmak, 2021), Svycarsku (Schaer
etal., 2022), Turecku (Muz et al., 2013) a USA (Dickey et al., 2021), A3 ve Spanélsku
(Ramirez et al., 2013), Svycarsku (Cardinaux et al., 2013) a Turecku (Muz et al., 2013)
a B2 ve Francii (Rachid et al., 2013), Italii (Bazzucchi et al., 2021), Polsku (Olech et
al., 2018), Slovinsku (Kuhar et al., 2013), Svycarsku (Cardinaux et al., 2013)
a Spanélsku (Glaria et al., 2009). Subtypy A2, A3 i B2 byly prokazany jak u ovci, tak
u koz (Fras et al., 2013; Ramirez et al., 2013), zatimco v nasi studii skupina izolatt

vykazujici ptibuznost se subtypem B2 pochazela ze vzorktl ovci. Otazkou zlstava, zda
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by vysledek byl stejny, pokud by byly osekvenovany vSechny sérologicky pozitivni
vzorky koz s prokazanou provirovou DNA.

I ptes rychly vyvoj diagnostickych metod a dostupnost vysoce spolehlivych
testovacich sad ELISA, ale i PCR testl, zlistavd problematika ptesné diagnostiky
SRLV stale nedotesena (Echeverria et al., 2020). Obecné doporuceni pouzit kombinaci
minimaln¢ dvou metod rapidné zvySuje naklady eradikac¢nich programi, pficemz ani
tak neni zarucen 100% vysledek. A naopak, snaha snizit ndklady na diagnostiku
pouzitim pouze jednoho diagnostického testu (nejcastéji ELISA) vede k pretrvavani
neodhalenych pifenaSeci onemocnéni, a snizuje se tak ucinnost eradikacnich
programti. Proto je vyvoj pfesné, finanéné¢ nendrocné diagnostické metody stale
vysoce aktudlni.

Jednu z moznosti rychlé diagnostiky virovych onemocnéni nabizi i metoda
LAMP. Jedna se o snadnou, rychlou metodu nenaro¢nou na provedeni, jejiz pouziti
nevyzaduje nédkladné pfistrojové vybaveni, je mozné v tzv. polnich podminkach
a s pouZzitim ovétené metodiky poskytuje vyssi sensitivitu v porovnéani s PCR. Pfistroj
na tuto metodu je maly, snadno pfenosny a na rozdil od PCR termocykléri probiha
reakce za izotermickych podminek. Jednoduché ovladani nabizi napt. aplikace
dostupna pro smartphone, coz bylo Gspésné ovéteno v diagnostice SARS-CoV-2 u lidi
(Heithoff et al., 2022). Ze séropozitivnich vzorkl s prokazanou provirovou DNA jsme
nahodné vybrali 40 vzorkt (8 koz ze 2 stdd a 32 ovci z 8 stad) a 50 vzorkl negativnich.
Séronegativita byla jednozna¢né potvrzena metodou LAMP u vSech vzorkt.
Z vybranych SRLV pozitivnich vzorkl byla pozitivita pomoci LAMP potvrzena u 31
ze 40 vzorkd, a to u ovci 1 koz. Dle dostupné literatury byla metoda LAMP dosud
pouzita pouze v piipadé CAE (Enache et al., 2019). Pfedpoklad vyssi rozpoznavaci
schopnosti oproti PCR nebyl naplnén, pro coz se nabizi nékolik vysvétleni. Cast
projektu, zabyvajici se metodou LAMP, lze povazovat za pilotni studii, byla tedy
provedena v malém méfitku za Gcelem ovéteni proveditelnosti. Nebyly navrzeny
a ovéfeny jiné sady primerQ, nebyla provedena opakovana analyza s pouzitim nové
izolované DNA s ovéfenou koncentraci a cistotou a nebyly vyuzity dalSi metody
izolace DNA. A pravé kvalita a pfistupnost DNA je v piipadé LAMP kiizovym
aspektem. Tato metoda je uspé€Sné vyuzivana v diagnostice vyznamnych ndkaz
hospodarskych zvitat. Je tfeba dalSich vyzkumil a optimalizaci, a pfedevS§im pak
zvyseni ,,ptistupnosti* provirové DNA, aby LAMP byla vyuZitelna i pro screening

SRLV (Mansour et al., 2015).
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Selekce na zaklad¢ genetické rezistence k onemocnéni byla uspésné vyuzita
nejen vCR, ale i vmnoha zahrani¢nich eradika¢nich programech. Typickym
piikladem uspéSného ozdraveni chovii, zalozeném na genetické rezistenci
k onemocnéni, jsou programy na utlumeni scrapie ovci a koz. Napt. v Holandsku se
vlivem zavedeni Slechtitelského programu na utlumeni scrapie vyrazné snizila
prevalence onemocnéni, zvysil podil geneticky odolnych jedinct, pficemz se podatilo
prokazat, ze ucinek Slechtitelského programu na utlumeni onemocnéni byl vyssi nez
ucinek dalSich opatieni, jako je utraceni postizenych chovu (Hagenaars et al., 2010).
Cilem nasi studie bylo zjistit distribuci genotypti TMEM154 v CR, porovnat je se
sérologickym statusem a vyvratit ¢i potvrdit pfipadnou zvySenou vnimavost ¢i
odolnost k infekci SRLV. Teplotni profil, slozeni reakce a primery pro PCR byly
navrzeny a optimalizovany na naSem pracovisti. Z vybranych 605 vzorkd ovci a 60
vzorki koz doslo u vSech k uspésné amplifikaci PCR produktu o ptedpokladané délce.
V misté predpokladaného SNP G/A nebylo nalezeno misto restrikce pro zadnou
dostupnou restrikéni endonukleazu a po zvazeni piinosi jinych metod (kompetitive
allele specific PCR; KASP) bylo pro kone¢nou analyzu zvoleno sekvenovani. Nase
vysledky (tab. 4) potvrdily ptedpoklad rizikové alely, kdy nejvice séropozitivnich
zvitat bylo heterozygotnich EK (61 %) a nejméné homozygotnich KK — rezistentni
haplotyp 1. Podafilo se prokdzat vyznamnou zavislost mezi sérologickym statusem
a genotypem. Dale bylo potvrzeno (tab. 5), Ze sérologicky status se lisi dle typu alely
(ptitomnost alely E zvySuje Sanci séropozitivoty 1,6krat oproti alele K). U ovci byly
identifikovany vSechny tfi genotypy, zatimco vSechny kozy byly homozygotni

s rizikovou alelou (genotyp EE).

Tab: 4: Kontingencni tabulka: distribuce genotypi TMEM154 E35K ve vztahu

k sérologickému statusu

Genotyp

Situace KK EE EK Celkem
Sérologicky N 107 54 167 328
pozitivni % ze sloupci 45 % 58 % 61 % 54 %
Sérologicky N 129 39 109 277
negativni % ze sloupcii 55 % 42 % 39% 46 %
Celkem n 236 93 276 605

% ze sloupcil 100%  100% 100 % 100 %

Zdroj: vlastni zpracovani v programu Jamovi (Jamovi project; 2021)
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Tab. 5: Vypocet poméru $anci a relativniho rizika séropozitivit alely E oproti alele K

95% Interval spolehlivosti

Hodnota Dolni hranice Horni hranice
Pomér Sanci (OR) 1,67 1,03 2,71
Relativni riziko (RR) 1,28 1,03 1,60

Zdroj: vlastni zpracovani v programu Jamovi (Jamovi project; 2021)

Ackoliv mozné rezistence/vnimavost v zavislosti na genotypu TMEM154
E35K u ovci byla jednozna¢né prokazana (tab. 5), rozdil nebyl tak vyrazny, jak
prezentuje napt. Heaton et al. (2013), kdy prokézali 2,8krat vyssi riziko SRLV
pozitivity pii vyskytu asponl jedné alely E. Pfi¢ina mulze byt v neprokazané
séropozitivité. Vzorky pouzité ve studii Heaton et al. (2013) pochdzely od ovci starSich
4 let a zaroven vystavenych vyznamné expozici infekénimu agens V ramci jednoho
stada. Lze tedy predpokladat, ze ptipadna vnimavost ¢i rezistence k onemocnéni méla
Vv téchto podminkéach vétsi Sanci se projevit nez v podminkach extenzivnich chovi,
kdy neodchazi k tak uzkému kontaktu mezi zvitaty. Sérologicka odezva byla jiz tedy
na urovni dostatecné pro spolehlivou diagnostiku. Kritériem pro zvitata vybrana pro
nasi studii byla vé€kova kategorie minimaln¢ 4 mésice po odstavu, coz zahrnovalo
i jedince relativné mladé, u kterych, vzhledem ke kratké dobé infekce, nemuselo dojit
k pozadované sérologické odezvé. Sérologicky tak mohla byt tato zvifata povazovana
za negativni, ackoliv tomu tak ve skutecnosti nemuselo byt. Na zaklad¢ naSich zjisténi

1ze doporucit zatazeni polymorfismu TMEM154 do Slechtitelskych programi ovci.
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4 Zavér

Disertacni prace se zabyvala problematikou lentivirovych infekci malych
ptezvykavcel. V praci jsou shrnuty vysledky analyzy prevalence onemocnéni maedi-
visna (MV) ovci a infek¢ni artritidy a encefalitidy koz (CAE) a podava prvni zpravu
o distribuci genotyptt SRLV na uzemi CR Dal$im vystupem je prehled o zastoupeni
haplotypt TMEM154 E35K v ¢eskych chovech ovci a analyza vztahu haplotypu
k vnimavosti, resp. odolnosti k SRLV. K praktickym vysledkim patii vystup pilotni
studie metody LAMP jakozto mozného diagnostického nastroje SRLV a ovétfena
metodika genotypizace TMEM154.

Celkem bylo odebrano 3410 vzorkt krve ovcei a koz z 21 stad. Vzorky byly
vySetfeny na pritomnost specifickych protilatek proti SRLV, které byly detekovany
U 642 zvitat (ze 7 hospodafstvi), coz je 33 %. Zjisténa sérologické prevalence MVV
u ovci byla 19,9 % a prevalence CAE u koz 14,1 %. VSechny séropozitivni a suspektni
vzorky byly dale podrobeny analyze real time PCR ke konfirmaci vysledku
imunochemickych stanoveni. Provirovd DNA byla detekovana u 410 vzorkt z 631
séropozitivnich (65 %). Dale bylo nahodné vybrano 77 séropozitivnich vzorkd, kde
byl u vSech identifikovan genotyp SRLV. Z toho 60 genotypil (u ovci i koz) pattilo do
skupiny A a 17 genotypt do skupiny B (pouze ovce). Fylogenetickou analyzou byl
orientacné stanoven i subtyp obou genotypi, kdy vSechny sekvence genotypu B se
jasné shlukovaly v podtypu B2. Skupina genotypu A vykazovala vyssi variabilitu
a pribuznost se subtypy A2 a A3.

Ze séropozitivnich vzorkl s prokazanou provirovou DNA bylo nahodné
vybrano 40 vzorkul (8 koz ze 2 stad a 32 ovci z 8 stad) a 50 negativnich vzorku s cilem
navrhnout metodiku pro LAMP diagnostiku SRLV u ovci a koz. Séronegativita byla
metodou LAMP jednoznacné potvrzena u vSech vzorkl. Séropozitivni vzorky byly
potvrzeny ve 31 piipadech ze 40. Podle vysledkd analyzy dostupnych literarnich
pramenti byla LAMP diagnostika k potvrzeni SRLV u ovci poprvé GspéSné pouzita
V nasi studii.

Ke genotypizaci TMEM154 bylo nahodné vybrano 605 vzorkt ovci a 60
vzorkl koz. U v§ech vzorkl probéhla amplifikace PCR produktu pfedpokladané délky.
Nasledn¢ byl sekvenovanim uréen genotyp vSech vzorkld. U ovci bylo 93 vzorka
0 genotypu EE, 236 vzorki KK a 276 vzorki EK. Nejvice séropozitivnich zvitat bylo
heterozygotnich EK (50,9 %). Homozygotnich EE bylo 16,5 % a homozygotnich KK
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32,6 %. Vsechny vzorky koz byly homozygotni EE v analyzovaném polymorfismu
genu TMEM154 patiily tedy k haplotypu s vy$§im rizikem infekce SRLV.

Na zaklad¢ vysledkl disertacni prace je mozné navrhnout doporuceni jak pro
vyzkum a optimalizaci laboratornich metod, tak pro praktické vyuziti v chovech
malych ptezvykavcl. Vzhledem k tomu, ze ,,zlaty standard* laboratorni diagnostiky
SRLV nebyl stale nalezen, bylo by vhodné pokracovat ve vyvoji co nejptesnéjSich
nastrojii rané diagnostiky bez navySovani finan¢nich nékladl na vySetfeni vzorkd.
Kromé navrhu univerzalnéjSich primert pro spolehlivéjsi vysledky PCR pouzivané
pro konfirmaci séropozitivnich vzorkd, lze vzit v potaz i orientacni diagnostiku.
S spéchem jiz byla otestovana analyza ELISA s vyuzitim bazénovych vzorkt mléka.
Vylouceni celych chovli bez ndlezu SRLV by mohlo ¢astecné sniZit finan¢ni naklady
na monitoring nakazy v CR. Jednim z moznych feSeni by také mohla byt optimalizace
metody LAMP a jeji nasledné pouziti coby orientacniho screeningu v ,,provoznich
podminkéch® a teprve na zakladé vysledkii LAMP pfistoupit odpovidajicim zplisobem
k testovani jednotliveil. V tomto piipade je klicova optimalizace izolace DNA. Pro
presnéjsi asociacni analyzu vztahu genotypu TMEM154 u ovci by bylo Zadouci provést
podrobngjsi sekvenacni analyzu virovych genotypu tak, aby mohly byt zafazeny do
fyloskupin s doloZenou afinitou k TMEM154. Na zékladé nasSich zjisténi 1ze doporucit
genotypizaci TMEM154 u chovnych berant k zatazeni do $lechtitelskych programd,

jakoZto G€inny a finan¢né nenaro¢ny nastroj pro sniZeni rizikové alely v chovech.
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