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Summary

Small ruminant lentiviruses (SRLYV), that is, caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV) of goats and maedi-
-visna virus (MVV) of sheep, are two closely related retroviruses that cause chronic inflammatory disease.
SRLV infections are distributed throughout most countries of the world, particularly in Europe, and are
characterized by an insidious onset and slow progression. Infection is usually diagnosed by serological testing.
The fact that caprine and ovine lentivirus sequences are interspersed within both species supports the
existence of cross-species transmission. This paper brings together current information regarding possible
impact of genetic diversity and cross-species infection on the effectiveness of serological tests and identifies

future use of vaccination.
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Choroba maedi visna owiec i1 zapalenie stawoOw
1 mozgu koéz to jednostki chorobowe wywotywane
przez wirusy — maedi visna virus (MVV) i caprine ar-
thritis-encephalitis virus (CAEV) nalezace do rodzaju
Lentivirus zrodziny Retrovirdae. Z wyjatkiem Australii
1 Nowej Zelandii zakazenia tymi wirusami notowane
sa we wszystkich krajach, w ktorych prowadzona jest
hodowla owiec i koz. Objawy kliniczne towarzyszace
zakazeniu MVV 1 CAEV zwiazane sa z postepujacy-
mi zmianami zapalnymi, wywotywanymi infiltracja
tkanek przez monocyty/makrofagi oraz limfocyty,
gtownie w ptucach, stawach, gruczole mlekowymi
i osrodkowym uktadzie nerwowym. Podczas gdy
u owiec dominuja gtownie objawy ze strony ukladu
oddechowego (ovine progressive pneumonia) 1 ner-
wowego, to u zakazonych koz, szczeg6lnie mtodych
osobnikow, wystepuja przede wszystkim zapalenia
wielostawowe. Obecnie jednak, w skali §wiatowej,
wigkszos$¢ osobnikdéw zakazonych MVV 1 CAEV sta-
nowia bezobjawowi nosiciele wirusa (4).

W Polsce nie prowadzi si¢ regularnych przegladow
serologicznych stad, a objawy kliniczne zakazen lenti-
wirusami notowane sa u niewielkiego odsetka zwie-
rzat. Wyniki badan serologicznych przeprowadzonych
w latach 2007-2009 wykazaly wystepowanie odczy-
now serologicznych $rednio u okoto 18% zwierzat
sposrod 9072 zbadanych, pochodzacych z 1028 stad.
Najwyzszy odsetek seroreagentéw zanotowano w woje-

wodztwie matopolskim (39,0%), dolnoslaskim (27,7%)
oraz kujawsko-pomorskim (25,6%), najmniejszy
w todzkim (5,7%), lubelskim (4,9%) i mazowieckim
(3,3%) (24). Wystqpowanle tych zakazen zwiazane jest
ze znacznymi stratami ekonomicznymi w postaci
zwigkszonej $miertelnosci, strat w produkcji mleka,
rodzeniu stabych jagniat, utraty masy ciala oraz strat
posrednich na skutek wtérnych zakazen np. Pasteu-
rella haemolytica i Corynebacterium. Poniewaz jak do
tej pory nieznana jest profilaktyka swoista, a zakazo-
ne zwierzeta sa nosicielami wirusa przez cate zycie,
jako sposob walki poleca si¢ stosowanie programow
uzdrawiania stad, polegajacych na badaniu serologicz-
nym zwierzat 1 eliminowaniu seroreagentéw. Dlatego
tak duze znaczenie przywiazuje si¢ do stosowania czu-
tych i swoistych testow.

Jednak, jak wykazano na przestrzeni ostatnich lat,
efektywnos$¢ stosowanych testow, gtownie typu ELISA,
ograniczona jest faktem powszechnego wystgpowania
zakazeh wywotywanych przez warianty genetyczne
wirusow indukujacych syntezg przeciwciat o zmienio-
nym powinowactwie do biatek antygenowych izolatu
islandzkiego K1514 MVYV, ktéry najczesciej wykorzys-
tywany jest jako antygen diagnostyczny. Warianty te
powstaja jako wynik zmienno$ci genetycznej wirusow
RNA, co jest zjawiskiem czgsto spotykanym posrod
lentiwirusow. Dotyczy to przede wszystkim genéw env
i gag, kodujacych gltéwne determinanty antygenowe
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biatek otoczki 1 kapsydu, wsrod ktérych czeste muta-
cje prowadza do powstania zmutowanych form tzw.
quasispecies, czyli pseudogatunkdéw. Rezultatem tego
jest powstanie nowych wariantow antygenowych wi-
rusa na drodze tzw. dryftu antygenowego, ktore indu-
kuja syntezg przeciwcial o zmienionym powinowac-
twie, co eliminuje mozliwo$¢ ich wykrycia testami
wykorzystujacymi okreslone antygeny. Dlatego gene-
ralng zasada w konstrukcji testow serologicznych oka-
zal si¢ dobdr bialek antygenowych majacych charak-
ter wysoce konserwatywnych domen. Poszukiwanie
takich fragmentoéw biatek w szeregu izolatéw MVV
1 CAEV, dokonane przez Grego i wsp. (10) przy uzy-
ciu zachodzacych na siebie syntetycznych peptydow,
wykazalo istnienie 17-aminokwasowej sekwencji, na
ktora sktadalo si¢ 8 aminokwasow (LNEEAERW)
tworzacych epitop wystepujacy u réznych szczepdw
lentiwirusow oraz 9-aminokwasowy fragment
(VRQNPPGPN), bedacy epitopem grupowo swoistym.
W sekwencji tej najwigksze znaczenie przypisuje sig
motyW0w1 NPP, poniewaz jego brak uniemozliwia
wigzanie sig¢ ze swoistym przeciwciatem. Analiza sek-
wenql szeregu izolatow wykazata, ze motyw ten byt
zmieniony u wielu z nich. Préba uzycia syntetycznych
peptydéw jako antygenu, odpowiadajacych zmienio-
nym sekwencjom, wykazata obecnos$¢ przeciwciat
w 25% probek, uprzednio ujemnych (8). Poniewaz
dane warianty wystgpuja na okreslonym obszarze,
wyniki te potwierdzaja potrzebg konstrukcji tzw.
region-tailored assays, co powinno by¢ poprzedzone
analiza takich wariantéw genetycznych.

Badania w ostatnich latach wykazaty jednak, Ze pro-
blem zmienno$ci genetycznej lentiwirusow owiec i kdz
1 wpltyw tego zjawiska na efektywno$¢ testow diag-
nostycznych jest dodatkowo wiktany faktem czgstego
pokonywania bariery migdzygatunkowej tzw. cross-
-species infections przez MVV i1 CAEV. Analiza licz-
nych przypadkow takich zakazen jasno pokazata, ze
dalszy podzial na ,,gatunkowo-swoiste” wirusy CAEV
1 MVYV jest nie do przyjecia i w konsekwencji zapro-
ponowano nowy podziat uwzgledniajacy jedna grupe
tzw. lentiwirusow matych przezuwaczy (Small rumi-
nant lentiviruses — SRLV) (18). Przyjmuje sig, ze
zmiennos¢ genetyczna bedaca konsekwencja zakazen
migdzygatunkowych jest wypadkowa presji uktadu
immunologicznego i zdolnosci adaptacyjnych geno-
mu wirusa do komorek nowego gospodarza (3). Wy-
kazano to na przyktadzie analizy genomu lentivirusa
u owiec, ktory wykazywal wigksze podobienstwo
CAEV-Co, z wyjatkiem regionu genu pol kodujacego
1ntegrazq Enzym ten, bioracy udziat w integracji pro-
wirusa z chromosomem komorki gospodarza, wyka-
zywat wigksze podobieﬁstwo do szczepu MVVKI1514.
Mozna wigc przypuszczaé, ze obserwowana zmien-
nos$¢ jest wynikiem zdolnosci adaptacyjnych genomu
wirusa do komorek nowego gospodarza (7). Zjawisko
to opisano takze w odniesieniu do SRLV izolowanych
od koz w Polsce, wykazujac istnienie izolatu PL21,
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ktérego sekwencja genu gag az w 82% byta podobna
do izolatu MVV K1514 (16). Ostatnie badania prze-
prowadzone w tym kierunku wykazaly, ze izolaty po-
chodzace z wigkszos$ci badanych owiec byly bardziej
podobne do CAEV niz do MVV (24). Co wigcej, tat-
wo$¢ pokonywania bariery migdzygatunkowej przez
lentiwirusy budzi obawy mozliwego rozprzestrzenia-
nia si¢ zakazen na nowe gatunki, jak to wykazano ostat-
nio w odniesieniu do dzikich ko6z, muflonow 1 ibek-
sow (11).

Wazna rol¢ w rozpatrywaniu zakazen migdzygatun-
kowych odgrywa kwestia receptora dla lentiwirusow,
ktérego natura jest nieznana. Proponowanym kandy-
datem byty czasteczki MHC klasy II, blizej nieznane
biatko Ram-1 o masie 50 kDa oraz biatko nalezace do
grupy chemokin. Przypuszczano takze, ze czasteczki
CD4 i CXCR4 stuza jako positkowe komponenty
receptora komorkowego ulatwiajace fuzjg otoczki
wirusa z blong komorkowa. Ostatnie badania wyka-
zaty udziat receptora mannozy w procesie zakazania
SRLVs. Najprawdopodobniej jednak receptorem jest
czasteczka powszechnie wystepujaca na roznych ko-
morkach. Niewykluczone jest takze, ze wirus korzy-
sta z kilku r6znych receptorow (1, 2) Poglad taki po-
party jest badaniami wskazujacymi na fakt, ze islandzki
(K1514) oraz brytyjski (EV-1) izolat wykorzystuja
receptory wystepujace u licznych gatunkow zwierzat
(13).

Wedtug ostatnio zaproponowanego p0d21alu uwz-
gledniajacego analizg fragmentow genow gag 1 pol
prowirusowego DNA, wéréd SRLVs wyrdznia si¢ gru-
py genetyczne A, B, C, D i E oraz podtypy, takie jak:
A1-A91B11B2. Wykazano, Ze grupg A tworza wiru-
sy podobne do MVV K1514, grupeg B wirusy podobne
do CAEV-Co, a grup¢ C wirusy spokrewnione z izo-
latem norweskim AF322109. Grupg D stanowia izo-
laty ze Szwecji 1 Hiszpanii, a grupg E izolaty od koz
z Wtoch. Zidentyfikowano dwa szczepy Roccaverano
oraz Seui nalezace, odpowiednio, do podgrupy E11 E2,
ktore charakteryzuja si¢ brakiem fragmentu genu pol,
kodujacego dUTPase, genu vpr oraz fragmentu dtu-
gosci 70 par zasad w obrgbie regionu U3 LTR (14).

Jak wykazano, SRLV sa w stanie pokonywac barie-
r¢ migdzygatunkowa. Kwestia, ktora poddawana jest
intensywnym badaniom, dotyczy zidentyfikowania
grup/podgrup genetycznych, ktore w preferencyjny
sposob sa przenoszone na gatunkowo-swoistego gos-
podarza. Jak dotad wykazano, ze podtypy Al i A2 izo-
lowano wytacznie od owiec. Podtypy AS, A7, Bl oraz
izolaty nalezace do grupy D i E wykryto wylacznie
u koz, natomiast podtypy A3, A4, A6, A9 B2 oraz izo-
laty nalezace do grupy C izolowano zaréwno od owiec,
jak 1 koéz (9, 17). Valas 1 wsp. (28) oraz Olech 1 wsp.
(20) wykazali krazenie wigcej niz jednego typu gene-
tycznego w obrebie jednego stada. Potwierdzaja to tak-
ze badania Grego 1 wsp. (9), w ktorych wykryto wy-
stgpowanie genotypéw B1/E, A8/B1/E oraz A1/A8/
B1/B2 u zwierzat z trzech réznych stad. Analizujac
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pochodzenie tych wariantéw, rozpatrywa¢ mozna ko-
infekcje¢, bedaca rezultatem transmisji okreslonych
wariantéw do poszczego6lnych osobnikéw lub rekom-
binacj¢ pomig¢dzy nimi. Na t¢ druga mozliwos¢ wska-
zuja badania Pisoniego 1 wsp. (22) potwierdzajace
wystgpowanie koinfekcji wirusami z grupy A/B oraz
rekombinacj¢ pomig¢dzy nimi.

Analizujac wystgpowanie i przynaleznosc¢ izolatow
SRLV do poszczegdlnych grup genetycznych, warto
wspomnie¢ o technikach badawczych. Najczestsza
metoda badania zmiennos$ci genetycznej SRLV jest
sekwencjonowanie. Jednak, jako metoda przesiewo-
wa stosowana na wigksza skale ze wzgledu na nizsze
koszty i tatwo$¢ wykonania, szersze zastosowanie zna-
lazta tu analiza heterodupleksow (Heteroduplex mo-
bility assay — HMA). Pozwala ona, w oparciu o stan-
dardowe szczepy reprezentujace poszczegolne grupy/
podgrupy, na szybka analize stopnia komplementar-
nosci fragmentdow DNA 1 przynaleznosci poszczegol-
nych izolatow SRLV. Badania przeprowadzone przez
Germain i wsp. potwierdzity skuteczno$¢ metody gag/
env HMA, ktéra moze shuzy¢ jako metoda skryningu
molekularnego (5, 6).

Nowa klasyfikacja SRLV jest zasadna w aspekcie
mig¢dzygatunkowej transmisji tych patogenow. Podziat
taki rodzi pytanie o wybor najbardziej wiasciwych bia-
tek antygenowych do konstrukcji testow pozwalaja-
cych skutecznie rozpoznawa¢ zakazenia wariantami
SRLVs, typowych dla poszezegélnych grup lub pod-
typow genetycznych. Silna immunogenno$¢ gliko-
proteiny powierzchniowej (SU), a zwlaszcza szybka
serokonwersja indukowana przez to biatko, czyni je
idealnym kandydatem dla celéw diagnostycznych. Do-
mena SUS, tworzona przez 70 aminokwasow z konca
C’ glikoproteiny powierzchniowej, tworzy fragment
linearnego epitopu rozpoznawanego przez limfocyty
B, ktéry indukuje swoiste przeciwciata wykrywane juz
od 2 tygodni po zakazeniu u wszystkich do§wiadczal-
nie zakazonych zwierzat (18). Wykazano, ze istnieje
zwiazek pomigdzy stopniem reaktywno$ci surowic
zwierzat naturalnie zakazonych a okreslonymi zmia-
nami w sekwencji nukleotydowe;j fragmentu genu env,
kodujacego domeng SUS. Dlatego uzycie tego biatka
Jako antygenu stwarza mozliwos$¢ serotypowania wiru-
sOw koz 1 owiec, podobnie jak w zakazeniach HIV-1,
zuzyciem biatka odpowiadajacego fragmentowi zmien-
nemu V3 (18, 23). Jakkolwiek izolaty tworzace dana
grupe bez wzgledu na pochodzenie, od owiec lub kéz,
moga wykazywac pewne roznice w sekwencji, to ge-
netyczny dystans pomigdzy tymi grupami si¢ga okoto
30%. Jest to bardzo obiecujacy element biorac pod
uwage mozliwo$¢ zastosowania takich domen, jak SU5
czy bialko kapsydu (CA) jako antygenow w tescie
ELISA.

Jakkolwiek w zwalczaniu zakazen SRLV dominuje
szerokie stosowanie metod serologicznych i elimino-
wanie seroreagentow, to warto wspomnie¢ o probach
profilaktyki swoistej. W postgpowaniu tym stosowano
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oczyszczone biatko otoczki gp135 szczepu CAEV63,
podawane domig$niowo kozom w postaci kompleksu
immunostymulujacego (ISCOM), co wywotato sero-
konwersj¢ juz 13. dnia po iniekcji, a przeciwciata neu-
tralizowaty inny szczep CAEV-Co (15). Wyniki takie
zasugerowatly istnienie domen w obrgbie biatka otocz-
ki, indukujacych przeciwciata neutralizujace. W efek-
cie, badania przeprowadzone przez Hafilidadottir
1wsp. (12) pozwolity zidentyfikowac istnienie 28-ami-
nookwasowego fragmentu w obrgbie regionu zmien-
nego V4 biatka gp135, okreslanego jako PND (prin-
cipal neutralization domain) i kluczowa rolg¢ dwoch
cystein, ktore poprzez tworzenie mostkéw dwusiarcz-
kowych formuja przestrzenna strukture, analogicznie
jak ma to miejsce w przypadku fragmentu V3 HIV-1.

Jednak paradoksalnie, wykazano brak korelacji
pomigdzy obecnoscia przeciwciat neutralizujacych
a ochronnym dzialaniem szczepionki. Co wigcej, obec-
no$¢ takich przeciwcial potggowata wystgpowanie
zmian zapalnych, typowych dla zakazen SRLV u zwie-
rza immunizowanych i1 poddanych prébie chellenge
(27). Przyjmuje sig, ze jest to konsekwencja formo-
wania kompleksow antygen—przeciwciato lub wiaza-
nia si¢ przeciwciat z zakazonymi komorkami i akty-
wowania zaleznej od przeciwcial cytotoksycznosci
komorkowej (ADCC). Pod uwage nalezy bra¢ row-
niez odpowiedz komorek T, glownie limfocytow CD4",
ktore wytwarzaja swoisty dla lentiwiruséw interferon
spowalniajacy replikacj¢ wirusa oraz wykazujacy
wlasciwosci chemotaktyczne w stosunku do innych
komorek. Stymulacja limfocytow T prowadzi takze do
produkCJl prozapalnych cytokin, ZW1kazema infiltra-
cji limfocytéw 1 monocytdw w miejscu zakazenia, pro-
wadzac do reakcji zapalnych uszkadzajacych tkanki
(21). Ciekawe i obiecujace sa natomiast wyniki im-
munizacji przy zastosowaniu szczepionek DNA.
W technologii tej wykorzystano plazmidowe DNA
zawierajace geny env lub gag, kodujace biatka pre-
kursorowe gp150 i pS5 SRLV, podane in vivo w for-
mie aerozolu na btong $luzowa gérnych drog odde-
chowych badz wszczepione do tkanki skornej, w for-
mie drobin zlota optaszczonych DNA (tzw. technika
PMED) (19, 25). Inokulum takie dodatkowo wzboga-
cono rekombinowanym wirusem krowianki, zawiera-
jacym geny env i gag oraz dodatkowo gen kodujacy
interferon gamma, zastosowany tu jako molekularny
adiuwant. W schemac1e immunizacji zatozono wywo-
tanie efektu ,,priming” przez podanie DNA oraz efek-
tu ,,booster” poprzez podanie wirusa krowianki oraz
challenge wirusem MVV. Uzyskane wyniki wykazaty
istotne obnizenie poziomu prowirusowego DNA MVV
w krwi obwodowej oraz znaczna redukcj¢ zmian za-
palnych w grupie zwierzat immunizowanych jedynie
DNA genu gag. Efekt taki zanotowano w obydwu do-
Swiadczeniach, bez wzgledu na sposob wprowadze-
nia immunogenu, co potwierdza znaczenie tej drogi
immunizacji w ograniczeniu rozprzestrzeniania infek-
cji z krwi do innych tkanek.
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Obiecujace wydaja si¢ rowniez wyniki badan Reiny
1 wsp. (26), ktorzy wykorzystujac niskopatogenny
szczep Roccaverano, nalezacy do grupy genetycznej
E wykazali, Zze indukuje on silna odpowiedz limfocy-
tow T cytotoksycznych, ktora jest efektywna rowniez
w ograniczeniu zakazen wywotanych wirusami nale-
zacymi do innych grup genetycznych.

W podsumowaniu nalezy podkresli¢ potrzebg do-
skonalenia metod diagnostyki serologicznej zakazen
SRLYV, co wydaje si¢ racjonalne, biorac pod uwage
skomplikowana naturg tych zakazen, jak i potencjat
patogenny i rozprzestrzenienie tych wiruséw. Nie bez
znaczenia jest roOwniez atrakcyjnos$¢ naukowa tego
zagadnienia, zwigzana przede wszystkim z faktem, ze
SRLV sa doskonalym modelem biologicznym dla ba-
dan nad innymi lentiwirusami, szczegdlnie HIV.
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