STRESZCZENIE

Mozliwos¢ pokonywania bariery gatunkowej przez lentiwirusy sprawita, ze MVV 1
CAEV nie sa juz uwazane za wirusy gatunkowo swoiste i sg okreslane jako lentiwirusy
malych przezuwaczy tzw. small ruminant lentiviruses — SRLV. Wedlug ostatnio przyjetej
nomenklatury, wyroznia si¢ pie¢ grup genetycznych (A-E) oraz szereg typow SRLV. Jak
wykazano, podziat taki jest zasadny w aspekcie mi¢dzygatunkowej transmisji i ma roéwniez
bezposredni zwiazek z opracowaniem nowych testow diagnostycznych z wykorzystaniem
determinant antygenowych, typowych dla poszczegdlnych grup lub typow genetycznych.

Z uwagi na fakt wystgpowania u wszystkich lentiwirusow wysokiego stopnia
zmienno$ci genetycznej, pierwszym etapem pracy byta analiza takiej zmiennosci w regionach
genow gag i env SRLV, kodujacych gtowne determinanty antygenowe. Czgste mutacje
zlokalizowane w sekwencjach tych genoéw réznych lentiwiruséw prowadza do powstania
zmutowanych form tzw. quasispecies czyli pseudogatunkow, indukujacych synteze
przeciwcial o zmienionym powinowactwie, umozliwiajac tym samym wymknigcie si¢ spod
kontroli uktadu immunologicznego. W badaniach witasnych przy uzyciu metody HMA
mozliwe bylo przeprowadzenie analizy zmiennosci fragmentu V1-V2, ogétem 39 probek.
Stwierdzono wystgpowanie r6znych profili migracyjnych DNA dla poszczeg6lnych probek. U
owiec jak 1 kéz wykryto zardbwno wirusa nalezacego do grupy A (MVV) jak i wirusa blisko
spokrewnionego ze szczepem CAEV-Cork (grupa B), ktory naturalnie zakaza kozy. U jednej
kozy wykryto dwie pary heterodupleksow typowe dla grupy A i B, co moze $wiadczy¢ o
wspotinfekcji. W celu potwierdzenia otrzymanych wynikow, na podstawie dwoch
fragmentow genu env (V1-V2, V4-V5) i fragmentu genu gag (MA/CA) przeprowadzono
filogenetyczna analiz¢ 29 wyselekcjonowanych terenowych izolatow SRLV. Otrzymane
wyniki potwierdzity wysoki stopien zmiennosci genetycznej izolatow SRLV u ko6z 1 owiec w
Polsce oraz afiliacje tych izolatow do szeSciu typow: Bl, B2, Al oraz trzech nowych typow,
Al12, A131 Al6. Analiza kilkunastu klonow pochodzacych od kozy o numerze #90472 i owcy
o numerze #0016, wykazata obecno$¢ sekwencji nalezacych do grupy A jak i B. Wykazano,
ze w dwoch stadach owiec 1 w trzech stadach koz kraza wirusy reprezentujace zarowno
genotyp A jak i genotyp B. Przynalezno$¢ genetyczna wirusOw wyznaczona na podstawie
analizy filogenetycznej i analizy metoda heterodupleksow byta taka sama. Probki DNA, ktore
nie mozna byto zakwalifikowa¢ jednoznacznie do okreslonego genotypu wykorzystujac HMA

tworzyly nowe klastry na drzewie filogenetycznym. Wyniki przedstawione w tej pracy



potwierdzaja, ze w naturalnych warunkach SRLV sa w stanie pokona¢ bariere
migdzygatunkowa 1 réwnolegle zakaza¢ owce i kozy. Badania potwierdzity takze, ze w
warunkach naturalnych koinfekcja wirusem nalezacym do grupy A jak i wirusem nalezacym
do grupy B jest mozliwa. Analiza sekwencji aminokwasowych izolatow SRLV wykazaty, ze
antygen SU5, indukuje rodzaj typowo specyficznej odpowiedzi immunologicznej. Dlatego
uzycie tego biatka, jako antygen, stwarza mozliwos¢ serotypowania wirusow koz i owiec
oraz, ze istnieje immunologiczne pokrewienstwo migdzy epitopami biatka macierzy i kapsydu
wsrdd danej grupy genetycznej SRLV. Efektywno$¢ stosowania testow bazujacych na jednym
genotypie SRLV jest ograniczona. Dlatego na bazie izolatow reprezentujacych typy
genetyczne Al, Al3, Bl i B2 zostaty otrzymane rekombinowane biatka kodujace biatko
kapsydu (CA) i macierzy (MA) oraz domeng SU1 i SUS5 glikoproteiny powierzchniowej.
Otrzymanie rekombinowanych biatek SU1/Gag/SUS o wysokim stopniu czystosci pozwolito
na opracowanie testow ELISA. Walidacj¢ nowo opracowanych testoéw oparto na badaniu 939
surowic referencyjnych, 300 dodatnich i 639 ujemnych, pochodzacych od owiec i koz z
terenu Polski i Francji. Czulos¢ i specyficzno$¢ testow ELISA zostaly wyznaczone na
podstawie krzywych ROC. Czuto$¢ testow wynosita od 77,0% do 96%, natomiast swoistos¢
od 94,2% do 97,6%..

Reaktywno$¢ badanych surowic byla rozna dla kazdego z badanych antygendw.
Posrod 300 surowic TP (trzykrotnie dodatnie), 288 (96%), 279 (93%), 275 (92%) i 231 (77%)
wykazato wynik dodatni w teScie ELISA z antygenem reprezentujacym odpowiednio typ
genetyczny B2, B1, Al13 i Al. Posréd 639 surowic referencyjnych TN (trzykrotnie
ujemnych), 634 (98%), 611 (96%), 601 (94%) i 602 (94,2%) zostato uznanych za ujemne w
tescie ELISA z antygenem reprezentujacym odpowiednio typ B2, B1, A13 i Al. Analiza
reaktywno$ci surowic w odniesieniu do gatunku zwierz¢cia wykazata, Ze surowice
pochodzace od koz charakteryzowaty si¢ wyzsza reaktywnoscia niz surowice pochodzace od
owiec. Kiedy analizowano wyniki w zalezno$ci od kraju pochodzenia surowic wykazano, ze
najwigcej, bo 99,6% i 97,8% surowic reprezentujacych panel TP, uzyskanych od zwierzat z
terenu Francji, reagowalo w tescie ELISA z antygenem reprezentujacym typ B2 i B1. W
badaniu surowic uzyskanych od zwierzat pochodzacych z terenu Polski, wigkszosc¢, bo prawie
96% surowic z panelu TP, reagowala z antygenem reprezentujacym typ genetyczny Al3.

W celu okreslenia mozliwo$ci diagnostycznych nowo opracowanych testow ELISA
badaniu poddano 249 probek surowicy krwi, uzyskanych od 194 owiec pochodzacych z 13
stad i 55 koz z 5 stad, ktore badano testami ELISA z rekombinowanym biatkiem

SU1/Gag/SUS5 reprezentujacym typ genetyczny Al3, Al, B1, B2 oraz testem handlowym ID



Screen® MVV-CAEV Indirect Screening test (IDvet). Przy uzyciu testu ID Screen® MVV-
CAEV dodatni wynik zanotowano ogétem w 32 probkach (12,8%). Kiedy te same probki
surowicy krwi badano poszczegdlnymi testami ELISA, dodatni wynik stwierdzono w 37
probkach (14,8%) z biatkiem SU1/Gag/SUS5 reprezentujacym typ genetyczny Al3, z biatkiem
reprezentujacym typ Al i B2 w 26 probkach (10,4%). Natomiast z biatkiem reprezentujacym
typ genetyczny B1 dodatni wynik stwierdzono jedynie w 6 probkach surowicy krwi (2,4%).
Posrod 217 probek ujemnych w tescie ID Screen® MVV-CAEV, 16 (6,4%) wykazato
reaktywnosc w przynajmniej jednym z testow ELISA, uwzgledniajacych rekombinowane
antygeny. Reaktywnos$¢ surowic owczych miata charakter swoisty, natomiast surowice kozie
ragowaty w sposob bardziej kompleksowy.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze testy ELISA opracowane na bazie jednego szczepu nie
sa w stanie wykry¢ wszystkich zakazen wywotanych lentiwirusami matych przezuwaczy.
Istnieje potrzeba uzycia testu ELISA wykorzystujacego, jako antygen, mieszaning
rekombinowanych biatek reprezentujacych roézne typy genetyczne lub konstrukcje testow
uwzgledniajacych warianty wirusa w dominujacej formie wystepujace w populacji zwierzat
na danym obszarze. Ma to szczegodlne znaczenie w trakcie realizacji programow uzdrawiania

stad, ktorych skuteczno$¢ uzalezniona jest od stosowania testow serologicznych.



SUMMARY

Due to the possibility to cross the species barrier by lentiviruses MVV and CAEV are
no longer considered to be species specific viruses and are referred as small ruminant
lentiviruses - SRLV. According to the recently proposed nomenclature, the SRLV can be
subdivided into five genetic groups with subtypes present in A-E. Such division has a direct
relationship with the development of new diagnostic tests using antigenic determinants that
are typical for particular groups or genetic subtypes.

Lentiviruses are known to possess a high level of genetic variability and a great
potential for distribution of mutant genomes known as viral quasi-species. Consequently, the
dissemination of viral quasi-species leads to the induction of antibodies with varying avidity
which may eventually be able to evade immune systems. The first step of this study was the
analysis of gag and env genes that code for the most relevant antigenic determinants. Using
HMA method it was possible to analyze genetic variability of V1-V2 fragment of 39 samples.
Obtained results indicate the presence of different HMA patterns among tested samples. In
both, sheep and goats a virus belonging to the group A (MVV) or a virus closely related to the
strain Cork (group B) has been detected. In one goat two pairs of heteroduplexes typical for
groups A and B were detected, which may suggest the dual infection. In order to confirm
these results, the phylogenetic analysis of 29 selected SRLV field isolates was performed on
the basis of the two fragments of env gene (V1-V2, V4-V5) and a fragment of gag gene
(MA/CA). The results confirmed the high degree of genetic variability of ovine and caprine
SRLYV isolates from Poland and the clustering of these isolates into six subtypes: B1, B2, Al,
and three new subtypes Al12, A13 and Al16. Analysis of several clones derived from the goat
number # 90472 and the sheep number # 0016, revealed the presence of sequences belonging
to the group A and B. It has been shown that in two flocks of sheep and in three goat herds a
virus strain representing both A and B genotypes circulates. Phylogenetic clustering of Polish
sequences was in full agreement with that inferred by HMA. Sequences for which the genetic
assignment was unresolved by HMA belonged to the new cluster on the phylogenetic trees.
The results presented in this paper confirm that small ruminant lentiviruses are able to
overcome the interspecies barrier and simultaneously infect sheep and goats in the natural
conditions. These studies have also confirmed that, under natural conditions co-infection with
viruses belonging to the group A and B is possible. Analysis of the amino acid sequences of
SRLYV isolates showed that SU5 immuno-dominant epitope induces a type-specific immune

response. Therefore, using this protein as an antigen it is possible to perform SRLV



serotyping, and that there is an immunological relatedness between the MA/CA epitopes
among relevant SRLV genetic groups. The results clearly indicated that the efficiency of tests
based on a single SRLV genotype is limited. Therefore, on the basis of isolates representing
subgroups A1, Al13, B1 and B2 recombinant proteins encoding capsid (CA), matrix protein
(MA) and domain SU1 and SU5 were obtained. Obtaining high purity recombinant proteins
SU1/Gag/SU5 allowed us to develop ELISA tests. Validation of the newly developed tests
was based on the study of 300 positive and 639 negative reference sera derived from sheep
and goats from Poland and France. Sensitivity and specificity was calculated individually for
each recombinant antigen ELISA using receiver operating characteristic (ROC) curve. A
diagnostic sensitivity (Se) and specificity (Sp) for each of these tests was calculated with a
95% confidence interval and varied from 77.0% to 96.0% and from 94.2% to 97.6% for Se
and Sp, respectively. The ROC curves were also used to assess the overall accuracy of the
ELISAs by calculating the area under the curves (AUC). The results showed that the newly
developed ELISA tests based on recombinant proteins SU1/Gag/SU5 were highly accurate.
The values of AUC varied from 0.916 to 0.990.

The reactivity of tested sera was different for each of the antigens. Considering the 300
sera representing TP (triple positive) group, 288 (96%), 279 (93%), 275 (92%) and 231
samples (77%) were positive by ELISA with antigens representing subtypes B2, B1, A13 and
Al, respectively. Out of 639 TN (triple negative) samples, 634 (98%), 611 (96%), 601 (94%)
and 602 samples (94,2%) were considered as negative when ELISAs incorporated B1, B2,
Al3 and Al antigens, respectively. The results also showed that the goats serum samples have
a higher reactivity than sheep sera which is consistent with previous reports (Grego et al.
2002, Rachid et al. 2013). TP sera originating from France reacted positively mainly with B2
(99,6%) and B1 (97,8%) antigen. On the other hand, most of (96%) TP Polish serum samples
reacted with A13 antigen.

In order to determine the diagnostic capabilities of the newly developed ELISA tests,
249 serum samples originated from 194 sheep from 13 flocks and 55 goats from 5 herds were
tested by ELISA with recombinant protein SU1/Gag/SU5 representing the subtype A13, Al,
B1, B2 and by commercial test ID Screen® MVV-CAEV Indirect Screening test (IDvet).
Using ID Screen® MVV-CAEV test positive result was observed in 32 samples (12.8%).
When these same serum samples were tested by ELISA with recombinant antigens, positive
result was found in 37 samples (14.8%) with antigen representing subtype A13, with protein
representing subtype Al and B2 in 26 samples (10.4% ). However, with antigen representing

subtype B1 positive result was shown only in six serum samples (2.4%). Out of 217 negative



samples in the ID Screen® MVV-CAEYV test, 16 (6.4%) showed reactivity in at least one of
the ELISA tests with recombinant antigens.

The results indicate that the ELISA tests based on only one strain are not able to detect
all genotypes of small ruminant lentiviruses. There is a need to introduce the ELISA test using
as an antigen, a mixture of recombinant proteins representing different genotypes or to
develop the assays based on genotype-specific antigens derived from strains circulating in
the area of interest. This is particularly important during the implementation of eradication

programs effectiveness which depends on the use of reliable serological tests.



	streszczenie Monika Olech
	Summary Monika Olech

