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I. Cil metodiky

Onemocnéni maedi-visna ovci (MV) a virova arteritida a encefalitida koz (CAE)
patfi do skupiny virG z Celedi Retroviridae, rod Lentivirus, oznacované souhrnné
jako lent virové infekce malych pfezvykavcu (SRLV). V sou¢asné dobé jsou MV a
CAE rozsiteny po celém svété véetné Ceské republiky. Vzhledem k soudasné
nakazové situaci jsou onemocnéni MV a CAE vyznamnym problémem. ZpUsobuiji
ekonomickeé ztraty a vytvari bariéru pfi obchodovani s plemennym materialem
(nejen v EU), &i pfi pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zarazené v kontrole uzitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté, vyjimku ma
pouze Sumavka. Na zakladé poZadavki chovateld vznikl vyzkumny projekt, jehoz
cilem je zpracovani programu zdravotni kontroly lentivirovych infekci malych
pfezvykavcl s vyuzitim metod Casné detekce infekce MV a CAE a genetické
selekce na zakladé markerl genetické rezistence k infekci.

Historicky bylo onemocnéni s klinickymi projevy progresivni pneumonie poprve
popsano Vv jizni Africe v roce 1915. Sou€asny nazev maedi-visna pochazi z
islandstiny podle typickych klinickych projevd dyspnoe (maedi) a nervovych
Islandu, kam byla infekce zavle€ena importem karakulskych ovci z Némecka v
roce 1933, které byly dovezeny za ucCelem zvySeni uzitkovosti puvodniho
primitivniho plemene kratkoocasé islandské ovce. Na rozdil od jinych lentivirovych
infekci (HIV, FIV) nejsou u MV a CAE popsany pfiznaky imunodeficience.
Infikovana zvifata zlstavaji imunokompetentni a reaguji na infekci tvorbou
specifickych protilatek, ale humoralni odpovéd na infekci MVV je vyznamné
pomalejSi nez u jinych virovych infekci s akutnim pribéhem.

V soudasné dobé& je MV rozsifena po celém svété véetné Ceské republiky. Stupen
rozSifeni a souvisejici ekonomické ztraty jsou obtizné vycislitelné, vzhledem k
nedostatku seridznich epidemiologickych studii a obtiznosti hodnoceni moznych
ekonomickych dopadl. Hlavnim dokumentovatelnym ekonomickym dopadem je
omezeni mezinarodniho i domaciho obchodu s chovnymi zviraty, kde je zakladnim
zdravotnim kritériem nakazovy status chovu, tj. chov prosty nakazy. Sledovani
vyskytu MV a CAE v CR v rdmci monitoringu nakaz za&ina na pod&atku 90. let s
vyuzitim komeréné& dostupnych diagnostickych testd. VySetfovani v ramci
Metodiky kontroly zdravi SVS CR na naklady statu je v souéasné dobé& provadéno
pouze v chovech zafazenych v kontrole uzitkovosti (KU). Hospodarstvi musi byt
prosté virové infekce na zakladé vyhodnoceni laboratorniho vySetfeni z
predesiého roku ze strany KVS anebo se jedna o nové hospodarstvi zafazené do
kontroly uzitkovosti, respektive jiz ozdravené hospodarstvi. Pozitivni hospodarstvi
z predeslych let mdze byt do monitoringu zafazeno az po ozdraveni a na zakladé
rozhodnuti pfislusné KVS SVS. V hospodaistvich (stadech), v nichz se provadi
kontrola uzitkovosti, se vySetfeni provadi 1x ro¢ne.

Opatfeni pro eradikaci nakazy v pozitivhich chovech ve formé ozdravovaciho
programu nebo povinnost periodické kontroly nebyla doposud zavazné stanovena,
nicméné jedinym moznym postupem se jevi radikalni metoda postupné eliminace
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séropozitivnich zvifat. Timto zpUsobem bylo postupné dosazeno ozdraveni
prakticky vSech chovl zafazenych do kontroly uzitkovosti. Vyjimku z téchto
podminek ma plemeno Sumavské ovce, ktera je zafazena do svétového
genofondu ohroZenych druhG hospodarskych zvifat, a eradikace by znamenala
zanik tohoto vzacného plemene s Uzkou plemennou zakladnou. Jednim z cild
projektu je vyvinuti postupu sérologické identifikace infikovanych zvifat, na kterou
navazuji postupy detekce virll metodami molekularni biologie, genotypizace zvirat
a identifikace markerl genetické rezistence. U ovci jiz bylo identifikovano nékolik
kandidatnich genu pro odolnost proti onemocnéni MV. Nejsilngjsi vztah k odolnosti
vykazuji polymorfismy v genu TMEM154, konkrétné pak polymorfismus E35K. U
koz neni tato problematika blize probadana, nicméné pokrok o molekularnich
metodach dava nadéji k identifikaci a nasledné analyze kandidatnich genu pro
odolnost i u koz.

Cilem fe8eni projektu NAZV QJ 1610096, v ramci néhoz byla metodika
vypracovana je vypracovat nové diagnostické metody pro véasné odhaleni
infek&nich agens, v tomto pfipadé onemocnéni maedi-visny (MV) ovci a
infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAE), provést priukaz vird MVV a CAEV
pomoci imunologickych metod a metod zalozenych na molekularni detekci
virti a na zakladé genetického screeningu navrhnout program markery asistované
selekce na rezistenci proti lentivirovym infekcim malych pfezvykavcl (SRLV).
Timto prosazovat v plemenitbé genotypy odolnéjSi k onemocnéni.

Cilem metodiky je podani uceleného souboru analytickych
postupti pro detekci specifického genotypu zvifete a mozZnost
genetické selekce odolnéjSich jedincu na zakladé genetické
rezistence k infekci.
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Il. Vlastni popis metodiky

I.1. Uvod

Lentiviry malych pfezvykavct (SRLV), konkrétné maedi-visna virus ovci (MVV) a
virus infekéni artritidy a encefalitidy koz (CAEV) zpUsobuiji celosvétové rozsifena
onemocnéni vyskytujici se i v CR. Lentiviry malych pfezvykavcl zplisobuji 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 vytvari bariéru pfi obchodovani s plemennym materialem
(nejen v EU), & pfi pofadani chovatelskych akci (vystavy, svody). Chovy v CR
zarazené v kontrole uzitkovosti (KU) musi byt MV a CAE prosté.

Soucasny kontrolni systém provadény dle Metodiky kontroly zdravi zvifat a
nafizené vakcinace, sleduje Cetnost nalez(i pozitivnich zvifat v jednotlivych
chovech v KU, nejsou vSak stanovena opatfeni pro eradikaci nakazy. Plemeno,
kde se dle zprav od chovatelld predpoklada vyssi incidence onemocnéni, tedy
ovce Sumavska, je z monitoringu vyjmuto. Jeji chovatelé primarné projevuji zajem
o vyvoj markerl geneticky podminéné rezistence. Stejné jako u eradikace
klusavky (scrapie) na zakladé selekce rezistentnich genotypl se i zde se nabizi
moznost zavedeni eradikaéniho programu spojujiciho €asnou a pFesnou
diagnostiku spolecné s asistovanou selekci podminénou markery genetické
rezistence.

Diky pfedchozim vyzkumdm zalozenym pfedevS§im na genomové analyze s
pouzitim 50k SNP CipU pro ovce, bylo identifikovano nékolik kandidatnich genu pro
odolnost proti onemocnéni MV. NejsilngjSi vztah k odolnosti vykazuji polymorfismy
v genu TMEM15. U koz neni tato problematika blize probadana, nicméné nové
vyvinuty 52k SNP mikroCip, dava nadéji k identifikaci a nasledné analyze
kandidatnich genu pro odolnost u koz.

Vzhledem k rostoucimu zajmu o chov ovci a koz v CR je potieba podporovat
rozvoj chovu téchto zvifat, vCetné ohrozenych 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 ucely je odebirana periferni krev zvifat (vékova kategorie:
minimalné 4 mésice po odstavu).

e Krev je odebirana do plastovych 5 ml zkumavek s antikoagulantem
KsEDTA.

e Je treba dodrzet maximalni hladinu krve oznac¢enou ryskou na
zkumavce.

e |hned po odbéru je krev ve zkumavce nutné dukladné& promichat s
antikoaguantem, uchovavavat pfi +4°C a zpracovat bezprostiedné po
doruceni do laboratore.

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

Chemikalie a spotifebni material:
e 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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I1.3. I1zolace DNA z krve

Izolace DNA pomoci Chelexu

DNA z hostitelské krve byla izolovana pomoci Chelexu 100 (Bio-Rad
Laboratories). Tato metoda se Casto vyuziva ve forenzni genetice k izolaci DNA ze
zaschlych krevnich vzorkd, vzork( tkani, vliasd a kosti. Cistota DNA neni prilis
idealni, ale pro naslednou PCR reakci je dostacujici. Vyhodou je minimalizace
kontaminace vzorku, kdy cely proces izolace DNA probiha pouze v jedné
zkumavce. DalSi vyhodou je rychlost extrakce a cenové naklady na relativné nizké
arovni.

Chelex je pryskyfice (kopolymer styren divinylbenzenu), obsahujici ve svém vzorci
parové ionty (iminodiacetatové), pusobici jako chelatani Cinidlo. Tyto ionty se
vazou na dvojmocné kationty tézkych kovl (Ca, Mn a zejména Mg2+), které
béhem extrakce pfi vysokych teplotach (95 - 100 °C) mohou posSkozovat DNA.
Blokace Mg2+ iontll také inaktivuje nukleazy, které hofecnaté kationty vyzaduji pro
svoji aktivitu.

Principem metody je destrukce a degradace bunéCnych membran, proteint a
denaturace DNA v alkalickych podminkach za vysokych teplot. Nasledné se
suspenze centrifuguje a oddéli se pryskyfice a zbytky bunécnych komponent od
supernatantu, kde je extrahovana DNA. Ta se, rozpu$téna v supernatantu, mize
pouzit pfimo pro amplifikaci. Dllezité je oddélit supernatant od Chelexu, ktery je
inhibitorem PCR.

Postup:

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

pl TE pufru

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

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

4. Pro dukladné precisténi krevnich vzork( tento postup opakujeme 3x

e Pfipravime 5% ni roztok Chelexu (0,5 g Chelexu v 10 ml dH20).

e Pfed pouzitim je nutno roztok Chelexu fadné& promichat a promichany
roztok v€etné ,kuli¢ek® Chelexu pfidavat ke vzorku ustfihnutou Spickou!

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

e Zvortexujeme 10 - 20 s a dame na 45 minut inkubovat do termobloku s
nastavenou teplotou na 56°C.

e Mezitim nahfejeme druhy termoblok na 98°C.

e Po inkubaci pfi 56°C vzorek 10 - 20 s zvortexujeme, kratce stoCime a dame
na 10 minut inkubovat pfi 98°C (100°C).
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Po inaktivaci se vzorek 10 — 20 s zvortexuje a nasledné se odstfeduje pfi
14 000 rpm 5 minut pfi 4°C.

Takto upraveny vzorek obsahuje v horni frakci (supernatantu) izolovanou
DNA, ktera se da pouzivat pro dalSi reakce.

Vzorky Ize uchovavat kratkodobé pfi 4°C nebo dlouhodobé pfi -20° C. Pred
kazdym pouZitim je tfeba vzorek promichat a znovu stocit.

Izolace DNA pomoci automatu MagCore NucleicAcid Extractor

Extrakce DNA z krve se provadi pomoci pomoci komeréniho kitu na automatické
robotické stanici, kde za necelou hodinu je vyizolovano dostate¢né mnozstvi DNA
pro dalSi testovani.

200 pl krve se napipetuje do analytické zkumavky.

Zkumavka se vloZzi do robotické stanice MagCore NucleicAcid Extractor.

Do robotické stanice se vlozi extrakcni kit MagCore Genomic DNA Whole
Blood Kit 101 (MGB400-02).

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

Izolace Chelexem

Chemikalie a spotifebni material:

5% Chelex ve sterilni dH20

sterilni dH20

Proteinaza K (20 mg/ml)

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

Pristroje:

centrifuga

sada automatickych pipet
vortex

2 termobloky

lednice

mrazak
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Izolace kitem

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

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

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

V populacich malych pfezvykavcl se u transmembranového genu 154 TMEM154
vyskytuji nejméné 3 polymorfismy. Prvni je polymorfismus K35, kdy je na pozici 35
genu baze adenin, a kdy tato sekvence nukleotidd koduje aminokyselinu lysin.
Zvirata s timto polymorfismem maiji snizené riziko nakazy SRLV infekci. Druhym
polymorfismem - E35 - je pfitomnost baze guaninu na 35. pozici, vysledkem je
zafazeni aminokyseliny glutaminu do peptidového fetézce, a nositelé s timto
polymorfismem jsou nachylnéjsi k infekci SRLV viry. NejrizikovéjSi skupinou jsou
ale heterozygotni nositelé - E35K, ktefi maji na pozici 35 R (adenin a guanin), a
ktefi jsou k infekci lentiviry nejnachylngjsi.

Pro identifikaci jednotlivych polymorfisma byla z pozitivné testovanych chovi na
pritomnost SRLV vybrana nahodné jak infikovana, tak neinfikovana zvifata.
Identifikace probihala ve dvou krocich, prvnim byla PCR reakce a druhym krokem
bylo sekvenovani amplifikovaného produktu v komeréni laboratofi firmy SeQme.
Osekvenovana c¢ast genu TMEM154 byla nasledné zpracovana pfislusnymi
programy.

PCR analyza genu TMEM154

Sekvence primerti pouzivanych pro detekci genu TMEM154.

Primer Sekvence ‘5—3’
TMEM154R GGC TGAAGG CATTTTCTGTT

TMEM154F TTT GCT GAA GTG CCT CTG AA

PCR reakce probiha v objemu 25 pl. Reakéni smés se pfipravuje vzdy nova.
Roztoky a reagencie jsou uchovavny v mrazaku pfi -20° C. Roztoky je nutné
dokonale rozmrazit a promichat pfed vlastni pfipravou PCR reakce. Do PCR
zkumavek se napipetuje mnozstvi reagencii a roztokl, uvedenych nize. Po
napipetovani se zkumavka uzavre, kratce stoCi a vlozi do cykleru. V kazdé reakci
je potfeba pfipravit i negativni kontrolu, kde je DNA nahrazena adekvatnim
objemem PCR vody.
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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

az4°C.

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

uvedeném.

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

Slozeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Objem (pl) Vysledna konc.
PCR H20 9,5
PPP Mastermix 12,5 1x
Primer TMEM154F 1,0 5 pmol/ l
Primer TMEM154R 1,0 5 pmol/ pl
Extrahovana DNA 1,0
Teplotni profil PCR (amplifikace)

Krok Teplota (°C) Cas/cyklovani
1(denaturace a aktivace) 94 2 min
2(denaturace) 94 30s
3(annealing) 58,5 30s
4(elongace) 72 50 s
5(cyklovani) Zpét na krok €. 2 30 x
6(finalni elongace) 72 7 min
7(chlazeni) 4 00
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Elektroforéza PCR fragmentu

PCR produkty se detekuji na 1,5%-2% agarozovém gelu v 1x TBE pufru.
Podminky separace: 120 V 1 hod. Jako velikostni marker se 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 dodate¢né vyhodnoceni nebo
ovéfeni.

Sekvenacni analyza

Detekce jednotlivych genotypl (E35, K35, E35K) se provadéla pomoci sekvenaéni
analyzy. Sekvenovani DNA v souCasné dobé patfi k standardnim metodam
molekularné-genetickych analyz biologického materialu. Pomoci sekvenace DNA
je mozné urcit poradi jednotlivych nukleotidd v Ffetézci DNA a analyzou
determinované sekvence ziskat relevantni informace, které mohou napfiklad
slouzit pfi vySe zminéném ovéfeni specifity ziskaného PCR produktu nebo pfi
genotypovani a druhovém zafazeni biologickych agens, rostlin nebo Zivocicha.
Vysledny precistény PCR produkt slouzi jako templatova DNA pro sekvenaclni
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 urcCitych
mistech dochazi v zavislosti na sekvenci templatového vlakna k ukonceni
(terminaci) syntézy. Pokud jsou pro detekci sekvenalnich produktl pouzity
fluoroforem znacené terminatory ddNTP, detekuje se 3'-konec molekuly a tim se i
definuje pofadi nukleotidovych bazi v fetézci DNA.

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

Po sekvenalCni reakci dochazi kvlastnimu sekvenovani (= urCeni pofadi
nukleotidl) v sekvenatoru/genetickém analyzatoru, ktery pracuje na principu
kapilarni elektroforézy a je osazeny laserovym detektorem. Energie vyzafena z
fluorescen¢nich barviv je zachycovana specialni CCD kamerou. Jednotlivym
useklm je poté za pomoci algoritmu pfifazovana Ciselna hodnota (RFU). Tento
komplikovany a pfesné kalibrovany proces muzeme shrnout do dvou krokd.
Vysledkem prvniho kroku sekvenacéni analyzy je tzv. elektroforetogram. Jedna se
o grafické znazornéni vyslednych dat. Jednotlivé baze jsou v eletroforetogramu
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znaceny odlisSnymi fluorescenénimi barvami - cytosin je znaCen modie, thymin
Cerveng, adenin zelené a guanin zluté. Nasleduje druhy krok sekvenacni analyzy,
kdy jsou data ziskana ze sekvenatoru zpracovana specialnim typem softwaru.

Po skonéeni PCR reakce zuUstavaji v mixu nespotfebované nukleotidy a zbytky
primerd, které mohou negativné ovlivnit dalSi analyzy amplikond, jako je napf.
sekvenovani. Proto se pred vilastni sekvenaci PCR reakce oSetfi kitem ExoSap-IT
(USB Corp.). Jedna se o smés hydrolytickych enzymu - exonukléazy a alkalické
fosfatazy v pufru, kterym se oSetfi konecna PCR reakce. ExoSap neposkozuje
vysledny amplifikovany produkt. Exonukleaza odstraniuje z produktu primery,
alkalicka fosfataza zbytky nukleotidi. ExoSap se pfidava pfimo do PCR produktu
a ve dvou krocich je reakce ukoncena.

Postup:

e Na kazdych 5 yl PCR reakce se pfidaji 2 yl ExoSapu. Napf. k 25 pl reakce
pfidame 10 pl ExoSapu. Zamichame a inkubujeme 30 minut pfi 37°C.
Nasledné inaktivujeme ExoSap pfi 80°C 15 minut.

e Inkubace muze probihat v termobloku, nebo v termocykleru. Pokud
prodlouzime Cas inkubace, vysledny produkt bude lépe precistény.

e Po oSetfeni PCR produktu ExoSapem je potieba k reakci pfidat opét jeden
z primerQ!!

e Na kazdych 10 ul vzorku pfidame 5 pl primer(, forward nebo reverse, podle
sméru, ktery chceme sekvenovat. Takto upraveny vzorek je pfipraven k
sekvenovani.

Sekvenace precisténého produktu probiha v externi laboratofi (SeqMe). Do
laboratofe se posila vzorek 10 ul PCR reakce s 2 pyl ExoSapu a 5 pl primeru (5uM)
pro kazdy smér sekvenovani zvlast (1 vzorek obsahuje forward nebo reverse
primer). Vzorek se posila v 1,5 ml mikrozkumavce nebo v PCR mikrozkumavce.
Vzorky Ize do laboratofe zaslat i v 96ti jamkovych destiCkach. Sekvenace je
provedena Sangerovou metodou na kapilarnich analyzatorech Applied
BioSystems 3500 prostfednictvim BigDye Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit
(Appied BioSystems). Ziskana data jsou dostupna ve formatu ab1 (abi -
chromatogram) a jako sekvence ve formatu FASTA. Takto ziskané soubory
sekvenci jednotlivych amplikonu/zvifat jsou dale zpracovany v programech (Mega,
Geneious, Unipro Ugene, ...) a upravené sekvence porovnany s on-line dostupnou
databazi nukleotidovych sekvenci NCBI prostfednictvim algoritmu BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), sekvence porovnavany mezi sebou a jednotlivé
genotypy vyhodnoceny.
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PCR

Chemikalie a spotfebni material:
e PCR H20 (Top Bio)
Mastermix (Top Bio)
primer TMEM154F, 100 yM (KRD)
primer TMEM154R, 100 pM (KRD)
Vyizolovana DNA
1,5 ml mikrocentrifugéni zkumavky (Eppendorf)
PCR zkumavky, stripy nebo desticky

Pristroje:
e PCR termocykler
e centrifuga
e sada automatickych pipet
e vortex
e mrazak

Elektroforéza

Chemikalie a spotfebni material:
e EDTAO0,5M, pH 8,0

e TBE (10 x) (vlastni pfiprava, viz. nize)
e agaroza (Serva)
e PCR ethidium bromid (Top-Bio) ! pozor potencialni karcinogen !
e PCR vkladaci pufr (Top-Bio)
e DNA Marker 100-1500 pb (BioLabs)
EDTAO5 M
1,0 MEDTA ... 186,1 g(Sigma)
ultrafitrovana voda  ...... 800 mi

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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Pristroje:

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: primyslova kamera
o UV transiluminator
o vyhodnocovaci software Gel-Pro Analyzer
zarizeni na pfipravu ultrafiltrované vody (Aqual)
lednice a mrazaky pro ulozeni reagencii a pro archivaci vzorku
automatickeé pipety (Eppendorf ) v rozsahu 0,1 — 1000 ul

laboratorni sklo pro pfipravu a skladovani roztokll (kadinky, odmérné

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

Amplifikaéni produkt ma délku 828 bp u vSech tfech genotypl. Pro pfesnou
identifikaci jednotlivych genotypu je nutné osekvenovat naaplifikované produkty.

T e eeee Gmme e TS GEES G GEED SN GEND GES S—
===

I

Obr.¢.1: Vyhodnoceni ELFO; slot €. 1 a €. 16 velikostni marker 100bp; sloty 2 — 13 specificky
amplifikaéni produkt PCR, slot €. 14 negativni kontrola

User name: Hatefina Vemerava
Order no.: 172112553
Order date: 20092017
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Obr. €. 2: Vystup sekvenacni analyzy genotypu K35.
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Obr. ¢. 3: Ukazka Alignmentu 3 genotypu.
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I1.5. Statistické hodnoceni jednotlivych genotypli

Asociaéni analyza

AsociaCni analyza zkouma vztah mezi rizikovymi faktory a rozvojem urcitého
onemocnéni. Pokud se u infikovanych jedincu vyskytuje alela s vy3ssi frekvenci
vyskytu, nez je tomu u zdravych jedincl, mluvime o genetické asociaci. Vztah
mezi alelou, geno- nebo haplotypema a onemocnénim se testuje asociacni
analyzou. Usporadani takové analyzy ma charakter "case-control", kdy se
porovnava zastoupeni daného znaku (polymorfismu) mezi skupinou, ktera
onemocnéla a skupinou, u které onemocnéni nevypuklo. Dulezité je, aby vSichni
testovani jedinci pochazeli ze stejné populace, a aby testovana skupina byla co
nejhomogennégjsi (vék, pohlavi, plemeno). Vyssi frekvence SNP nebo genotypu u
infikovanych jedinci mOze znamenat, Ze se s uritym genotypem zvysSuje riziko
specifického onemocnéni. (Lewis a Knight, 2012).

Ziskané vysledky jsou sumarizovany v kontingencnich tabulkach, kde se
statisticka vyznamnost testuje Chi kvadrat testem.

Priklad vysledkd sumarizovany v kontingenéni tabulce:

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

Méreni vztahu rizikového faktoru a onemocnénim pomoci odds ratio - srovnani
skupin s a bez rizikového faktoru, jaka je Sance onemocnét u obou skupin, nebo
jestli se Sance na infekci liSi. Vypocita se jako pomér Sance vzniku onemocnéni u
skupiny vystavené riziku ku skupiné, na kterou rizikovy faktor nepusobi.
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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 postup
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 spociva 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 genotypizace ovci a koz - detekce markerl geneticky podminéné
rezistence k SRLV* v prvni &asti zahrnuje teoreticky Uvod do problematiky. V
praktické Casti pak jsou uvedeny postupy potfebné pro spravny odbér vzorka,
izolaci DNA a protokoly pro PCR detekci a sekvenovani cilového
genu/polymorfismu a ur€eni genotypu zvirete.

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

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

Predpokladané ekonomické pfinosy metodiky jsou kalkulovany az do vySe 15 000
tis. KE. DalSimi pfinosy predkladané metodiky jsou rozsSifeni spektra technik a
metodickych postupl pouzivanych v diagnostickych Ilaboratofich, rozSifeni
portfolia technik a sluzeb provadénych v laboratofi, metodicka a vzdélavaci
funkce.

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

Do néakladll na zavedeni postupl uvedenych v metodice Ize zapocitat pofizeni
nejnutnéjSiho investiCniho a neinvesticniho vybaveni pro provoz laboratofe a
provedeni Ukonu a postupt uvadénych v metodice v celkové minimaini vysi 6,5 mil
KE&. V pfipadé automatizace izolace DNA a zpracovani velkého objemu vzorku je
pak nutné pocitat s dalSimi naklady na pofizeni linky pro izolaci DNA pomoci
paramagnetickych partikuli v objemu cca 2,5 mil KE a automatické Cipové
elektroforézy nebo fragmentaéniho analyzatoru ve vysi 1,4 mil KE. DalSi naklady
pak predstavuji naklady na chemikalie a na zakladé dlouhodobych kalkulaci Cini
jednotkova cena za analyzu jednoho vzorku 420 K¢ (ceny za chemikalie). V
uvedeném pfikladu kalkulace nakladli 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
pracovnik, sluzby.
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