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ANOTACE

Hlavnim cilem bakalafské prace je predstaveni viru Myxoma virus, jako ptvodce
onemocnéni myxomatoza. Toto onemocnéni je znamé jiz od roku 1896 a dodnes je smrtelnou
hrozbou vsSech jedinct z Celedi zajicovitych. Na zaklad¢ védeckych publikaci je v této
bakalarské praci popsan jak samotny Myxoma virus, tak onemocnéni myxomatdza, a to véetné
diagnostiky, nebo historie. Ctendf se tedy miZe seznamit s pojmem viry, nebo se dozvédst

taxonomické zatazeni piivodce myxomatozy.
KLICOVA SLOVA

Myxomatdza; Myxoma virus; onemocnéni; virus; kralik
TITLE

Myxoma virus as a cause of myxomatosis
ANNOTATION

The main goal of this bachelor thesis is to introduce the Myxoma virus as a causative
agent of myxomatosis. This disease has been known since 1896 and is still a deadly threat to
all individuals of the hare family. Based on scientific publications, this bachelor's thesis
describes both the Myxoma virus itself and the infection with myxomatosis, including
diagnostics, or history. The reader can therefore become acquainted with the concept of viruses

or learn the taxonomic classification of the cause of myxomatosis.
KEYWORDS

Myxomatosis; Myxoma virus; disease; virus; rabbit
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Uvod

Tato prace je zaméfena na onemocnéni myxomatéza a jejiho virového plvodce
Myxoma virus. Popisuje obecnou stavbu a funkci vird z vSeobecného hlediska s bliz§Sim
zaméfenim pravé na Myxoma virus. Dale jsou zde popsany specifikace myxomatdzy
jako onemocnéni, prevence a moznosti diagnostiky. Informace o nemoci jsou doplnény o
zakladni historické tidaje.

Myxomatdza je onemocnéni zpusobené virem Myxoma virus z ¢eledi Poxviridae rodu
Leporipoxvirus. Nazev je odvozen ze dvou feckych slov, jimiz jsou muxa (mokvani)
a oma (tumor). Virus myxomatozy znamy také pod zkratkou MYXYV je antigenné piibuzny
s virem zpusobujicim krali¢i fibrozu. Pivodce myxomatdzy je druhoveé omezeny a specificky
vir, jelikoz infikuje pouze zvitata z ¢eledi zajicovitych. Kmeny viru myxomatozy se vyskytuji
az na vyjimky po celém svété. Virus je pfenasen diky krev sajicimu hmyzu a ¢lenovctiim, jako
jsou komafi, blechy, klistata, v§i nebo rozto¢i. U kralik je nejvyznamnéjSim pienaseCem
blecha krali¢i (Spillopsylla cuniculi). Ndkaza mize probéhnout i kapénkovou formou.

Z historického hlediska byla nemoc popsana jiz v roce 1896. Od té doby na ni zahynulo
velké mnozstvi zvifat. Divoce Zijicim jedincim se podafilo si postupnym vyvojem navodit
imunitu, kterd vétSiné kmenli myxomatozy odolava, tudiz pro né¢ onemocnéni neni takovou

hrozbou, jako pro kraliky z chovii.

15



1 Viry

Viry jsou velice malé okem neviditelné ¢éstice. Jejich velikost se pohybuje pfiblizné
mezi 20 az 300 nm (Khare, 2019). Viry jsou intracelularni parazité, kteti prakticky nedokazi
prezit bez n¢jakého hostitele. Mimo hostitelskou buiiku jsou tedy zpravidla neaktivni. Co se
tyCe vyberu hostitele, jsou viry velmi specifické. V praxi to naptiklad znamena, ze vir, ktery
napada bakterie (bakteriofdg) neni schopen infikovat ¢lovéka (Matthews et al, 2017; McKeen,
2018). Ovsem existuji 1 vyjimky, u kterych se védci domnivaji, ze diky své mutaci dokazaly
tuto druhovou specificnost piekonat. Jeden ze zastupcti virti, u kterych se tato vlastnost
pfedpokladd, je nam velice dobfe znamy. Jednd se o virus HIV (Matthews et al, 2017).
,»Vybiravost™ viru mize fungovat kromé druhu hostitele i na samotné typy bunék v hostiteli.
Tato funkce je u virti oznacovana jako takzvany tropismus. Tropismus u virti znamena to, ze
infikuji pouze ty buiiky, které obsahuji pro vir kompatibilni receptory. Pokud narazi virus na
buiiku bez vhodnych receptort, nebude ji infikovat. Pfimo do buiiky se vir dostane naptiklad

endocytozou nebo bunéénou fuzi (Khare, 2019; Roldao et al., 2011).
1.1 Morfologie viri

Viry jsou svou stavbou velmi jednoduché. Skladaji se pouze z genomu a kapsidy
(virovy obal z proteintl). N¢které viry navic disponuji také lipidovou vrstvou. Virovy genom
se sklada z jednoho nebo vice fragmenti jednovlaknové nebo dvouvldknové RNA nebo DNA
(Roldao et al., 2011). Virovy genom koduje vSechny viroveé specifické geny potiebné pro
virovou replikaci. Proteinovd kapsida sbali virovy genom béhem replikace a pifenese jej
do dalsiho kola infekce. KdyZ se virion (virova ¢astice) nachazi u hostitelské bunky, kapsida
obvykle rozpozné specificky receptor, ktery pomaha pti vstupu do bunky. Jakmile je kapsida
uvnitf hostitelské bunky, dochdzi k uvolnéni virového genomu, aby mohla zacit replikace.
Sestaveni kapsidovych proteinli se fidi specifickym typem symetrie, kterd umoziiuje malé
proteinové jednotce sestavit se do vetsi Castice. Proteinovad kapsida miize mit n€kolik typa
symetrii (viz obrazek 1). Ptikladem jsou helikalni symetrie (vlaknity virus), ikosaedricka
symetrie (dvandctisténny virus) nebo se jedna o komplexni symetrii (bakteriofag) (Khare, 2019;

Luo, 2008).

16



Bitik
_, —Bitikaté
e / L | vlikna
Glykoproteiny . / Bazilni ploténka

By = 225 nm

70-90 nm

o itk ——1
30 am

Virus tabakové mozaiky Adenovirus Bakteriofig

Obrazek 1 Priklady zakladnich virovych symetrii (upraveno dle Reece et al., 2014)

A — Helikalni symetrie, B — Ikosaedricka symetrie, C — Komplexni symetrie
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1.2 Replikace a §iFeni viri

Virus se mize replikovat pouze uvnitf ivych bunék organismi. Zivotni cyklus viru je
znazornén na obrazku 2. Virus se pienese prostiednictvim prenasect nebo néjakého vnéjsiho
vlivu (vitr atd.) na hostitele. Nejprve se virus ptipoji k hostitelské buiice prostiednictvim
interakce virového vazebného proteinu a receptoru hostitelské bunky. Nasledné za¢ne virus
napadat hostitelskou buiiku. Vir neché svou genetickou informaci (DNA nebo RNA) prostoupit
dovnitf buiiky. Proces rozmoZeni viru v buiice zélezi na bliz§im typu viru. Obecné vsak plati,
ze vir potiebuje mRNA, kterou vyuZije k tvorbé novych virovych infekénich ¢astic (virionit).
Zacina takzvana inkubac¢ni doba, kdy hostitel slouZi viru jako prostfednik k pomnoZeni a je jen
na imunitnim systému hostitele, zda si zvladne s virem poradit nebo ne. Jakmile vir buniku uz
,hepotiebuje” presouva se dal. Vypuzeni virovych Castic z bunky nastava prostfednictvim
bunécné lyzy, pu€enim, exocytézou, nebo specifickym transportem (viz obrazek 3). Pokud je
mnozeni viru zakonceno smrti buiiky, jedné se o lyticky cyklus. U vird miZzeme rozlisit jesté
lyzogenni cyklus (viz obrazek 4), kdy se virus replikuje jako soucast hostitelského genomu. Vir
se muze takto replikovat a ptezivat velice dlouhou dobu a byt pfitom neaktivni. Po néjaké dobé

se mohou aktivovat. Timto zpiisobem funguji napiiklad virovi pivodci pasového oparu.
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18



~._Baktenfag

-~
™~
i
DNA bakterifiza I Bakterislni chromozom
L
Moinost infikovat nové builey 1) Napadnuti bakterie bakteriofigem

uvolnéni bakteriofiga i
Stresove

Y Cg—_) faktory e~
X 2) DNA figa v bakterii C (}:;D 0 '
N

\
f \, \*.\"g\,\ | Lyticky cyklus Lyzogenni cyklus @ @
4) Kopirovini DNA bakteriofiga, které
NEBO

\ Usek DNA bakteriofiga  pastane spolecné s délenim burilcy

\ 4) Lyza buriky a nasledné 1

, A2,
T AN
3) Syntéza nové virové DNA 3) DNA halkteriofiga vitépend do
a virovych proteini hakterialniho chromozomu

VI

Obrazek 4 Lyticky a lyzogenni cyklus v podéani bakteriofaga pfi Sifeni své DNA v burice
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Pokud vir neni odhalen imunitnim systémem pfili§ brzy, dochazi k jeho zmnoZeni
a priniku do vétsiho mnozstvi bunék. Sif se riiznymi télnimi tekutinami. Sifeni viru pomoci
krve se tika virémie. V této fazi se u infikovaného jedince mohou objevit prvni nespecifické
ptiznaky, kterymi jsou horecka, nevolnost atd. Rizné viry vyvolavaji riznd onemocnéni a
kazdé onemocnéni ma i riiznou letdlnost. Cely priibéh a rychlost nakazeni zavisi na mnoha
faktorech. VSeobecné vSak zdlezi na typu viru, jeho mutaci a na imunitni odolnosti hostitele

(Khare, 2019).
1.3 Déleni viri

Viry se mohou d¢lit podle toho, jestli maji ¢i nemaji lipidovou vrstvu nebo na zékladé
nukleové kyseliny v jejich genomu. Pokud rozliSujeme viry na zéklad¢ ptfitomnosti
lipidové dvojvrstvy, je fe€ o obalenych a neobalenych virech (viz obrazek 5). Pokud se na viry

podivame z pohledu jejich nukleové kyseliny, miizeme mluvit o RNA nebo DNA virech.
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Obrazek 5 Obaleny a neobaleny virus (upraveno dle Matthews et al, 2017)

A — Obaleny virus s lipidovou membranou kolem své kapsidy, B — Neobaleny virus s kapsidou
1.3.1 Obalené viry

Obalené¢ viry maji vnéjsi lipidovou dvojvrstvu (viz obrazek 5) z glykoproteind
a lipoproteinii (neobalené viry tuto vrstvu nemaji). Piesné slozeni této vrstvy (membrany)
se muze liSit v zavislosti na virovém druhu a bunécné ¢asti, ze které se membrana pii replikaci
viru odvodi (viz tabulka 1). Obalené viry infikuji pfevazné ZivociSné burky, i kdyZ je znamo,
ze nekteré infikuji rostliny ¢i bakterie. Pfitomnost lipidového obalu umoziiuje obalenym virdm
opustit buiiku, aniz by narusily buné¢nou membranu, a proto vyzaduji pro replikaci svych ¢astic

neporusenou bunku.

Tabulka 1 Ptiklady pivodu virové membrany u vybranych virovych celedi

(upraveno dle Navaratnarajah et al., 2008)

Celedi viri Puvod virové membrany

Meziprostor endoplazmatického retikula a

Poxviridae Golgiho aparatu

Retroviridae Plazmatickda membrana

Meziprostor endoplazmatického retikula a

Coronaviridae Golgiho aparatu
Herpesviridae Jaderny obal
Flaviviridae Endoplazmatické retikulum

Uvnitt lipidové dvojvrstvy se pak nachézeji virové proteiny. Tyto proteiny poté
zprostiedkovavaji interakei viru s bunénymi receptory a podpoii tak prinik viru do bunky.

Kromé samotného prichodu mohou zminéné proteiny piimét specifické hostitelské bunécné

20



proteiny, aby chrénili virus pfed imunitnim systémem. Timto procesem si virus zvysi svou

infek¢nost (Navaratnarajah et al., 2008).
1.3.2 Neobalené viry

Neobalené viry maji dvé zakladni slozky, a to proteiny a nukleovou kyselinu. Proteiny
tvoti obal zvany kapsida, ktery obsahuje nukleovou kyselinu, kterou mtize byt DNA nebo RNA.
Jelikoz neobalené viry druhy obal nemaji, stavaji se nachylnéjsimi k riiznym vlivim. Z hlediska

odolnosti jsou tedy obalené viry odolng€jsi oproti neobalenym (Navaratnarajah et al, 2008).
1.3.3 DNA viry

DNA virus se replikuje pomoci DNA-dependentni DNA polymerazy. Tato skupina virt
se déli do tfi kategorii. Jedna se viry s dvouvldknovou DNA, jednovlaknovou DNA
a pararetroviry (replikuji se pies meziprodukty RNA). Plati, ze viry o velikosti nad 10 kilobazi
maji dvouvldknovou DNA. Mensi viry ji mohou mit také anebo mohou mit kruhovou

jednovldknovou DNA (Sanjuén et al., 2017).
1.3.4 RNA viry

RNA viry replikuji sviy genom pomoci virové koédované RNA-dependentni
RNA polymerazy. Béhem replikace RNA virti se musi syntetizovat genomova mRNA. RNA
viry 1ze rozdélit do skupin na zakladé typu jejich RNA, a to na pozitivni nebo negativni. RNA
viry s pozitivnim fetézcem zahajuji svilij replikacni fetézec syntézou proteinill. Jejich genom
slouzi zarovenn jako mRNA. Pokud dojde u nové nasyntetizovanych genomu k chemické
syntéze, budou po vstupu do nové vhodné buiiky infekéni. RNA s negativnim fetézcem musi
do hostitelské buiiky dodat svou vlastni polymerazu pro syntézu virovych proteinli nezbytnych
pro zahdjeni virové replikace (Sanjudn et al., 2017). Zacinaji svljj cyklus syntézou mRNA.
Nové syntetizované genomy této podskupiny nemohou byt po chemické syntéze infekcni.
Zajimavosti u RNA negativnich virti je, Zze genom se Casto znazoriuje v diagramech s 3’
koncem vlevo, coz je v rozporu s obvyklym zplisobem ilustrace fetézce nukleové kyseliny

(Payne 2017).
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2 Virovy piivodce myxomatozy

DNA Mpyxoma virus, pivodce onemocnéni myxomatdza, patii do celedi Poxviridae
podceledi Chordopoxvirinae a rodu Leporipoxvirus. Timto virovym plivodcem a tim padem
1 nakazou myxomatoza jsou ohrozeni jedinci z ¢eledi zajicovitych. Myxomatoza se diky své

druhové specifité dokaze projevit pouze u téchto jedinci.
2.1 Celed’ Poxviridae

Celed’ Poxviridae zkracené poxviry piedstavuje skupinu velkych a pfevazné obalenych
dvoufetézcovych DNA vird. Taxonomicky se do této celedi fadi pod¢eledi Chordopoxvirinae
a Entomopoxvirinae (Nencka et al., 2020; Smith et al., 2008).

Obecné jsou poxviry cihlového tvaru s rozméry 220-450 nm (délka) x 140-260 nm
(sitka) x 140-260 nm (tloustka). Déle jsou opatfeny lipoproteinovou povrchovou membranou.
Podatilo se jiz prokdzat 1 vejcity tvar viru disponujici povrchovou membranou s pravidelnym
spirdlovym vlaknem (King et al., 2011). Uvniti poxvirG se nachazi mnozstvi enzymi
pro transkripci a replikaci DNA a tfada faktorti virulence, jez umoznuji prostup virovému
puvodci do hostitele. Vstup poxvirG do bun€k hostitele se déli na dvé faze. Prvni faze
je pfipojovaci a je zprostiedkovana prostfednictvim elektrostatickych interakci mezi virionem
a ¢astmi bunécného povrchu. V ramci prvni faze nasledn€ dochazi k ptipojeni viriond k povrchu
buiikky hostitele. Nejvyznamnéj§imi  ¢astmi  bunéného povrchu jsou zejména
mukopolysacharidy a glykoprotein laminin. Druhou fazi (fuzni/vstupni) se dodava virovy
genom do bunécné cytoplazmy, kde se vir replikuje. Flze virové membrany s bunénymi
membranami je zprostiedkovana multipodjednotkovym virovym vstupnim komplexem, ktery
obsahuje nékolik virovych proteinti (Smith et al., 2008). Buiiky infikované poxvirem produkuji
dva typy virionll, a to zralé a nezralé viriony. Tyto viriony maji jadro ve tvaru ¢inky, které
obklopuji vétSinou dvé virové Ccasti s lipidovou membranou. Dale je mozné rozlisit
1 proteinovou membranu, ktera se ale svym slozenim 1iSi v zavislosti na tom, zda se jedna

o zraly nebo nezraly virion.
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Obrazek 6 Infekeni cyklus poxvirti v hostitelské bunce (upraveno dle Khare, 2019)

Jednotliva ¢isla v koleCku na obrazku 6 predstavuji potadi kroku pfi infekcei hostitelské buiky a jsou blize
popsany v textu nize. Cisla krokd jsou uvedena v zavorkach.

Pti detailnéjSim pohledu na obrazek 6 je patrné, jak infekéni cyklus probihd. Nejprve
(1) dochazi k naruSeni virionového obalu u obalovaného virionu. Dojde k jeho navazéani
na bunécné povrchové receptory. Do buniky vstupuje uz jako zraly virion. Pokud se jiz pied
vstupem jednalo o zraly virion, doslo ihned k fuzi dovnitf buiiky s bunéénou membranou (2).
Po fuzi se z virionu uvolni jeho genom s nukleonovou kyselinou. Genom je nésledné podél
mikrotubult (3) transportovan do perinuklearni oblasti infikované bunky. Zacinaji vznikat
¢asné virové produkty, které jsou exprimovany (vlnité Sipky) z genomu ven. Déle dochazi k
odkryti nukleonové kyseliny (4) a k replikaci virové DNA (5). Nasledne¢ vzniklé
pozdéjsi genoveé virove produkty zprostiedkovavaji pozdni genovou expresi.
Produkty pozdnich genli zahrnuji strukturalni proteiny, a to vcetné polymerdzy potiebné
pro expresi Casnych gend. V dal$im kroku se nové produkty virového genomu obklopuji
proteinovou membranou (6) a vznikaji tak nezral¢ viriony. Ty dale dozravaji (7)
na zralé viriony, které jsou dale transportovany (8) do Golgiho aparatu, kde dojde k obaleni
dvojitou membranou a tim ke vzniku obalenych viriond. Obalené viriony jsou nésledné
transportovany (9) k bunéénému povrchu, a to opét podél mikrotubulii. K opusténi bunky
vyuZziji viriony exocytdzu (10). Obaleny virion miiZe ziistat na buné€ném povrchu. V takovém
ptipadé se bude jednat o obaleny virion spojeny s buiikou. Takto spojeny obaleny virion muize

byt vyvrzen pry¢ od buiikky (11), a to na Spickach bunécnych vybézka fizenych aktinem.
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U nékterych poxvirl se vytvareji v bunice inkluzivni téliska, kde se zralé viriony ulozi (12).
Pokud se tato téliska vytvoii, mohou se viriony dostat ven (13) z bunky puc¢enim (Khare, 2019).

Mezi vyznamnou antigenni vlastnost poxvirii se fadi zkiizena reaktivita. Zkiizena
reaktivita znamend, ze rozdilné antigeny sdileji stejné epitopy (antigenni determinanty),
coz komplikuje ndslednou reakci specifickych protilatek a tim i sérologickou diagnostiku
(King et al., 2011). Tyto viry se jiz podafilo izolovat od hmyzu, plazl, ptakd, savci i vacnatct.
Patii mezi né¢ mimo jiné i virus pravych nestovic. U celé fady poxvirt byla doloZena pfenosnost

na Clovéka (Smith et al., 2008).
2.2 Podcéeled® Chordopoxvirinae

Tato podceled zahrnuje kromé leproxiviri a také orthopoxviry, parapoxviry,
avipoxviry, capripoxviry, suipoxviry, molluscipoxviry a yatapoxviry. VSechny zminéné viry
zaujimaji cihlovy nebo vejéity tvar a jsou hrozbou pro obratlovce. Orthopoxviry, parapoxviry,
molluscipoxviry a yatapoxviry ptfedstavuji hrozbu také pro lidi. Orthopoxviry jsou u lidi
pfi¢inou pravych nestovic. Parapoxviry zpusobuji onemocnéni které se projevuje celkovou
infekci organismu. Molluscipoxviry zapfi€ifluji onemocnéni zvané jako molluscum
contagiosum, nékdy také zndmé pod pojmem vodni bradavice. Poslednim zde zminénym rodem
virh postihuyjici kromé zvifeci populace 1 lidskou populaci, je celed yatapoxvird,

které zpusobuji nezhoubné nadory kiize (Rziha a Biittner, 2021).
2.3 Rod Leporipoxvirus

Virovi zastupci tohoto taxonomického rodu jsou omezeni hostitelem, a to pouze
na druhy kralik (ptikladem je pravé pivodce myxomatdzy) a veverek ze Severni a Jizni
Ameriky. Myxoma virus se vyvinul spolecné s virem Shope fibroma virus, jehoz ptivodnimi
prenaSeci byli krélici bavinikovi (Sylvilagus floridanus). Bavlnikovi kralik se pfirozené
vyskytuje ve vychodni a severni ¢asti Ameriky. Leporipoxviry zptsobuji svému hostiteli

malé fibromy (nezhoubné nadory pojivové tkang) a 1éze (Barrett a McFadden, 2008).
2.4 Myxoma virus

Virus myxomatozy tvoii dvoufetézcovd DNA. Genomova DNA obsahuje urcity
relativné staly pocet komplementarnich part bazi (bp). Dle nékterych publikaci se hodnota

téchto komplementarnich part bazi u myxoma virtt uvadi jako 160 kbp. Viriony jsou cihlového
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tvaru o velikosti pfiblizné 200-300 nm. Kapsida, slouZici jako pouzdro genomu, je sloZena ze
17 typové rtiznych proteini (King et al., 2011). Geny pivodce myxomatdzy se vyvinuly v

ptirozenych hostitelich Sylvilagus a postupné dochézelo k jejich mutaci a adaptaci (Agueda-

Pinto et al.,, 2022). Dulezitou casti viru je gen M-TS, ktery koéduje vyznamné proteiny
ucastnicich se procesu replikace. Dale gen M141 R, ktery je nezbytny pro rozvinuti smrtelné
infekce v hostiteli.

K hlavnim faktortim virulence piivodce myxomatozy se fadi jeho schopnost kddovat
proteiny a meénit tak rozsah imunitni odpovédi. Zmeéna imunitni odpovédi probiha
prostfednictvim imunomodulatort (MacLachlan a Dubovi, 2016). Imunomodulétory dokazi
navodit apoptézu buiky, kterd je doprovdzena chemotaxi (specificky pohyb) leukocytu.
Chemotaxe podporuje samotné §ifeni a replikaci viru uvniti hostitele (Nowland et al., 2015).
K replikaci tohoto viru dochazi v cytoplazmé buné¢k hostitele (Catroxo et al., 2009). Okamzité
po napadeni hostitele oslabuje vir lymfocyty a narusuje jejich proliferaci (déleni). K tomuto
jevu dochazi jiz do 24 hodin od inokulace. Prokézalo se také snizeni vSech typl T-lymfocyti
(napt. CD4+, CD8+, atd.). Nejvice byly zasaZeny populace CD4+ T bunék. U B-lymfocyti
rapidni pokles zaznamenén nebyl. Diky provedenym studiim a pokustim se zjistilo, ze jakykoli
jiny hostitel, kromé Celedi zajicovitych si umi s virem poradit. Pti téchto studiich bylo dokonce
zjisténo, ze n€které druhy viru MYXV ztraceji i u zajicovitych svou patogenitu. Jedna se
odruhy vMyx-MI35KO a vMyx-M063KO. Nejvétsi zajimavosti téchto druhld je
jejich uplatnéni v onkologii. Prokdzaly se unich onkolytické vlastnosti proti lidskym
nadorovym bunkam (Liu et al., 2010).

Myxoma virus se po inokulaci do kréali¢i kize zacne replikovat v MHC-IIL. typu
(glykoproteiny II. tfidy). MHC-II jsou povrchové glykoproteiny, které se vyskytuji
na antigen prezentujicich buiikach. Jedno z jejich nejvyznamnéjSich uplatnéni je pii aktivaci
imunitni odpovédi, jelikoz aktivuji samotné T-lymfocyty, kterym produkuji exogenni peptid.
Pravé diky tomuto peptidu T-lymfocyty po pohlceni antigenu poznaji, Ze maji imunitni
odpovéd’ vyvolat. Jakmile se vir rozmnozi natolik, Ze je schopny se Sifit dal, pokracuje
jeho cesta pfes pokozku do lymfatickych uzlin. V poslednim stddiu se rozSifuje
virus myxomatdzy do celého téla (viz obrazek 7), a to pravdépodobné praveé diky nakazenym

lymfocytim (Kerr, 2021).
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Obrazek 7 Ukazka tkani a orgéni kralika zasaZzeného myxomatozou (Kerr et al., 2017)

A — Epidermalni krvéceni, které se vyvinulo v pokozce nakaZeného jedince, B — Tézky plicni edém a pridusnice
naplnéné pénivou tekutinou (oznacena Sipkou), C — Plicni krvaceni (oznaceno Sipkou), D a F — Bakterialni
infekce (vyznaceno Sipkami), E — Lymfaticka uzlina s bakterialni infekci (Sipky)

2.4.1 Proteiny Myxoma viru

Myxoma virus se po inokulaci do krali¢i kize zacne replikovat v MHC-II. typu
(glykoproteiny II. tfidy). MHC-II jsou povrchové glykoproteiny, které se vyskytuji
na antigen prezentujicich buiikach. Jedno z jejich nejvyznamnéjSich uplatnéni je pii aktivaci
imunitni odpovédi, jelikoz aktivuji samotné T-lymfocyty, kterym produkuji exogenni peptid.
Pravé diky tomuto peptidu T-lymfocyty po pohlceni antigenu poznaji, ze maji imunitni
odpovéd’ vyvolat. Jakmile se vir rozmnozi natolik, Ze je schopny se S§ifit dal, pokracuje
jeho cesta pfes pokozku do lymfatickych wuzlin. V poslednim stddiu se rozSifuje
virus myxomatozy do celého téla (viz obrazek 7), a to pravdépodobné pravé diky nakazenym
lymfocytim (Kerr, 2021).

Ptikladem proteind s odvozenou funkci jsou M156 a M029. U proteinu M156 se
faktorem 2a. M156 zastava funkci virového pseudosubstratu pro proteinkindzu R, ktera
za normalnich okolnosti slouzi k zabranéni replikace viri v hostiteli. Pseudosubstrat je latka,

ktera se chova jako substrat s inhibi¢ni funkei. Diky aktivitam M156 a M029 miize Myxoma
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virus pisobit proti interferonim (IFN). Diky schopnosti piisobeni na IFN muze vir ovliviiovat
imunitni systém hostitele ve sviij prospéch (Liu et al., 2010; Spiesschaert et al., 2011).

Jeden z mnoha dalSich proteinti viru myxomatozy je protein M11L. Tento virovy protein
se prichytava na vnéjsi mitochondridlni membranu infikované bunky, kde brani uvoliovani
mitochondridlniho cytochromu c. Cytochrom ¢ mé& za normélnich okolnosti v bufice
po vyplaveni  z mitochondrii vydat signdl pro programovanou bunéfnou smrt
(apoptdzu). Kromé toho je M11L také schopen inhibovat apoptozu vazbou na B-bunécny
lymfom 2 (BCL2). BCL2 ma funkci regulatoru apoptozy, ktery je také schopen uvolnit
cytochrom ¢ a nasledné tak vyvolat programovanou bunécnou smrt. Protein M127L dokéze
také kodovat enzym fotolyazu. Tento enzym je spojeny s funkci DNA reparace a to mimo
obdobi DNA replikace. Virus si fotolyazu upravuje dle svych potieb a zajistuje si tak lepsi
podminky pro preziti v téle hostitele.

Dalsi funkci proteini MYXV vramci je jejich schopnost interferovat
s bunéénou chemotaxi krali¢ich leukocyti. Chemotaxe je pohyb bun¢k ve sméru chemického
gradientu. Pojem interference zde mizeme chapat jako vzajemné prolnuti virového proteinu
a jiz zminénych leukocyti. Cely tento procese interference zajiStuje pro Myxoma vir lepsi
roz§ifeni v organismu hostitele. Leukocyty jsou pravé jedny z prvnich bunék, které v jakémkoli
organismu (ktery leukocyty obsahuje) nastupuji v prvni linii v boji s infektem. Ukézkou
proteinli interferujicich s chemotaxi jsou proteiny M — T1, M104L a M-T7. Funkce
proteinu M — T1 je inhibice (Utlum) chemokinli (chemotakticky cytokin) z CC skupiny,
¢imz dojde ke sniZeni aZ zamezeni jejich funkce in vivo. M104L je maly protein s hydrofobnimi
vlastnostmi. Sdili aminokyselinovou identitu s herpesvirem Ateline 3. U herpesviru Ateline 3
se predpoklada inhibice chemokinového receptoru, tudiZ se tato funkce pfipisuje i proteinu
M104L. U M — T7 se prokazala podobné funkce jako u proteinu M-T1. Ma vSak daleko vétsi
rozsah, a to nejen na skupinu CC, ale i na skupinu CXC, ktera se vyskytuje napiiklad i u lidské
populace. Z hlediska mnozstevniho vyskytu se protein M — T7 fadi na prvni misto, je to totiz
nejhojnéji secernovany protein bunék infikovanych Myxoma virem.

Dalsi skupinou jsou proteiny interferujici s aktivaci leukocytl. Zde se jedné o proteiny
MI21R a M122R. Oba tyto proteiny se dokdZzou vazat na MHC glykoproteiny prvni tfidy.
Tyto proteiny maji podobnou strukturu jako nékteré receptory na povrchu bunécnych
T-lymfocyti, které maji opét funkci vyvolat apoptozu. I pies velice vyspélou dobu, ve které

se nachdzime, zde existuje 1 skupina proteint, u kterych se doposud funkce nepodaftila
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prozkoumat  vlibec, nebo neSla ani pfifadit knéakému virovému analogu

(Spiesschaert et al., 2011).
2.4.2 Viroreceptory Myxoma viru

Viroreceptory jsou virem vytvorené zakdédované napodobeniny receptorti zdravé buiky
hostitele a tvofi soucdst imunitniho systému hostitele. Jejich tkolem je imunitni systém
hostitele zmast ve prospéch rozsifeni ndkazy, jez dany virus zpisobuje. Jako viroreceptory
kodované virem myxomatozy lze oznacit 1 nékteré jiz zminéné proteiny. Protein M-T7 dokéze
vylucovat interferony y (IFNy), které ptisobi jako antagonisté ke kralicim IFNy. Pokud dojde
k jejich setkani, nastane inhibice antivirovych uc¢inkt krali¢iho IFNy. Za normélnich okolnosti
by krali¢i IFNy pusobili proti replikaci viru. Dal$im viroreceptorem Myxoma viru je M-T2.
Jedna se o napodobenou verzi tumor nekrotického faktoru (TNF). TNF slouZzi butice pfi akutni
fazi zanétu a mize aktivovat apoptdzu. Pokud dojde k jeho dlouhodobéjsi prezenci, miize nastat

az stav nekrozy tkan¢ (Liu et al., 2010).
2.4.3 Inhibitory serinovych proteaz Myxoma viru

V genomu viru myxomatdzy byly objeveny Ctyfi geny, které maji schopnost kodovat
proteiny podobné bilkovin€ Serpin. Funkei Serpintl je inhibice serinovych protedz a tim padem
regulace procesu zanétu. Serin je aminokyselinou tvotici zakladni sloZku proteini a aktivnim
mistem enzymd, jako jsou prave serinové proteazy (u lidi naptiklad trypsin, chymotrypsin, atd).
Detailngjsi funkce byla zjiSténa pouze ujednoho znich, a to u SERP-1. Dalo by se
pfedpokladat, ze 1 tento inhibitor bude mit negativni vlastnosti. OvSem jak nékteré studie

L

prokazuji je inhibitor SERP-1 (kédovany genem MY XV MO008) faktorem s protizanétlivymi

-----

osve&dcil v 1é€beé zanétlh vzniklych po chirurgickém zékroku (Liu et al., 2010).

28



3 Myxomatoza

3.1 Historie myxomatozy

Onemocnéni myxomatoza bylo poprvé popsano v roce 1896 ve staté Uruguay italskym
bakteriologem Giuseppem Sanarellim (viz obrazek 8). Sanarelli si pov§iml propuknuti
onemocnéni u kralika evropskych (Oryctolagus cuniculus) Celedi zajicovitych (Leporidae).
Nemoc se u téchto savcil projevovala charakteristickym a ¢etnym vyskytem nador a mucin6zni
ktize. Nemoc pojmenoval jako ,,infek¢ni myxomatoza kralikti*“ (Nowland et al., 2015). V dané
dob¢ jesté¢ nebyl pfesny plivodce tohoto onemocnéni znam, avSak za puvodce byly tehdy
povazovany tzv. ,filtrovatelné viry* (z angl. filterable viruses). Tehdy byly také znamé
pod oznacenim ultramikroskopické organismy (z angl. ultramicroscopic organisms).
Toto oznaceni bylo zavedeno na zdkladé priichodnosti téchto vird ptes specidlni filtry o velice
malém praméru pora (Simon, 1923). Filtrovatelné viry nebylo mozné z diivodu nedostate¢ného
vybaveni tehdejsi doby blize identifikovat a popsat. Jiz nékolik let od prvniho prizkumu tohoto
onemocnéni se vSak védelo, Ze je tento piivodce aktivni, jen kdyz je hostitelem kralik (Rivers,
1927). Podle tehdejSich studii se onemocnéni ptreneslo z kralikii divokych zasluhou komari

rodu Aedes, a to na kraliky chované jako domaci (Nowland et al., 2015).

Obrazek 8 Giuseppe Sanarelli — italsky bakteriolog (www.historyofvaccines.org)

Myxoma vir byl také prvnim virem vyuZitym k zamérnému vyhubeni pfemnozenych
kralikd. Toto zminéné zdmérné nasazeni ndkazy bylo provedeno napi. v Australii v roce 1950.
O dva roky pozdé&ji probehlo vyhubeni také v Evrop€. Tato strategie zamérného snizeni poctu
voln¢ zijicich kralikli se ale brzy prokazala jako neuspé$na. Nakaza se zacala §ifit 1 na kraliky
chované v domacich chovech, na které méla mnohem Iletdln¢j$i  ucinky

(MacLachlan a Dubovi, 2016; Varela 2022).
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3.2 Onemocnéni a jeho pribéh

Myxomatoza je velice nebezpecné onemocnéni pro zvirata z Celedi zajicovitych
a je povinné hlasit jeho vyskyt. Myxomatdézu mizeme rozdélit do kategorii dle geografického
puvodu jejich pfenasect. Jihoamericky, znamy také jako brazilsky kmen virového pivodce
myxomatéozy ma své oznaceni dle svého piirozeného hostitele kralika brazilského
(Sylvilagus brasiliensis) (obrazek 9). Pro dal§i kmen Myxoma viru je pfirozenym hostitelem
kralik drobny (Sylvilagus bachmani). Kralik drobny se pfirozené¢ vyskytuje v Kalifornii,
proto se virovy puvodce, ktery byl poprvé u tohoto kralika identifikovan, obecn¢ nazyva jako
kalifornsky kmen Myxoma viru. I pfes to, ze je nékolik virovych kment ptivodce myxomatozy,
jsou prubéhy onemocnéni témito piivodci zplisobené takika totozné. Dle vyzkumil zapticinuje

kalifornsky kmen viru u evropskych kralikti vyssi a rychlejsi amrtnost.

Obrazek 9 Kralik brazilsky (Sylvilagus brasiliensis) (Dantas et al., 2016)

Jak jiz bylo zminéno, onemocnéni myxomatdza je ptivodem z amerického kontinentu,
ale dnes je endemické 1 Evrop€ a v Australii. V Brazilii se myxomato6za §ifi hojné a béZné
1ve volné ptirod¢ (MacLachlan a Dubovi, 2016). V Evropé zvelké c&asti prevazuje
jihoamericky kmen myxomatézy. Do Evropy byla nemoc, respektive jeji virovy ptivodce,
donesena za ucelem biologického vyhubeni volné Zijicich pfemnoZenych zajici a kralik
(Catroxo et al., 2009). Nyni je myxomatdza peclivé sledovana z divodu velké umrtnosti
nakazenych jedinci. Byla provedena studie (viz obrazek 10), aby se prokazalo, jak moc je toto
onemocnéni pro jedince z fad zajicovitych devastujici. Studie se opirala o situaci v Australii,
kde byla nemoc nasazena zamérné jako biologicka zran. Jiz kratce po zavleceni ndkazy klesly
pocty zajicovitych na uzemi Australie pod 20 %, a to zde byly tito jedinci piivodné pfemnozeni
(D1 Giallonardo a Holmes, 2015).

Pribéh onemocnéni se 1isi dle ohniska vyskytu a dle pfitomnych druhti kralikd.
U kralikti chovanych v zajeti ma Myxoma virus mnohem letalnéj$i G€inky neZ u divokych
kralik. Myxomat6zu je také mozné rozd¢lit dle jejiho pribehu, a to na nodularni myxomatozu

(mnohocetné mukoidni nadory v riiznych ¢astech téla, hnisava ryma a konjunktivitida) a
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myxomatozni formu s pfevazné respiracnimi ptiznaky (Manev et al., 2018). Onemocnéni
se projevi po inokulaci viru bodavym hmyzem do téla hostitele (napt. kralika). U americkych
druhti kralika je projev zvelké vétSiny pouze ve formé neSkodné fibromy / fibromi,
které netrvaji déle nez nckolik tydnd. Fibromy jsou benigni nadory pojivé tkané.
(Kerr et al., 2015; MacLachlan a Dubovi, 2016). Zavazny prabéh s témer vzdy s fatdlnimi
nasledky zpusobuje onemocnéni u evropskych kraliki, u kterych vétSinou kon¢i smrti

nemocného jedince.

ll'ncnzem ONemocnEni myxXomatozy
120
100

Y% &0

20

T T T T
1950 1960 1570 1980 1950 2000 200
Sledovane ohdobi
% ... procentualol zastoupeni drubu

Obrazek 10 Dopad pouziti myxomatozy pro redukci pocétu zajicovitych v Australii (upraveno
dle Di Giallonardo a Holmes, 2015)

Typicky vzhled nemocného kralika je charakterizovan zcervendnim kolem o¢i,
zvétSenymi uzlinami a otoky na hlavé kralika. Dale nejsou vyjimkou ani nadory lokalizované
od hlavy k dal$im ¢astem téla nebo abscesy kiize (viz obrazek 11). To vse je doprovazeno rizné
lokalizovanymi zanéty. Pfi popisu vzhledu kralika trpiciho myxomatozou se mizeme setkat

s oznacenim ,,leonsky vzhled* (MacLachlan a Dubovi, 2016).

I e Zcervenani a otok o¢i

Hnisavy zanét nozdry

Obrazek 11 Kralik infikovany virem Myxoma virus (upraveno dle Rosell, 2019)

Samotny pribéh onemocnéni zalezi na vnimavosti nakazeného jedince a na konkrétnim

kmenu viru zpiisobujici myxomatoézu (Nowland et al., 2015; Rosell et al., 2019). Prib¢h miize
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byt rychly (akutni) anebo pomalejsi. Pii akutnim pribéhu onemocnéni umiré infikované zvire
do 48 h od nastupu prvnich klinickych pfiznaki. Smrt nastdva v disledku septikémie,
coZ je zivot ohrozujici bakterialni infekce. Pfi pomalejsSim néastupu dochazi k riiznym otokim,
vyskytu fibromd, plicnim 1ézim nebo blefaritidé (zanét o¢nich vicek). Smrt nasledné nastava
v rozmezi deseti az Ctrnacti dnll po infikaci. Neni vSak vyjimkou (plati hlavné pro divoké
jedince), ze zvife nakazu prezije (MacLachlan a Dubovi, 2016).

Vir zptsobujici myxomatoézu se $ifi systematicky a rychle predevsim diky koznim
1ézim. Nastésti 1ze virus prokazat jiz béhem prvnich 24 h. Primarné se ptivodce snazi o napadeni
T-lymfocytd, které jsou soucasti imunitniho systému. V zéné, kde probéhla inokulace
(nejcastéji bodnuti hmyzem) zaéne Myxoma virus infikovat epidermalni ¢ast, konkrétné
epidermélni buiiky. U téchto bunck se vyvold bunécna hyperplazie (mnozeni) a hypertrofie
(zvétSeni). Zminéné zmény maji za ndsledek vyvySeni priméarni kozni léze, a to kvili
narusenym castem pokozky obalené materidlem mukézni struktury. Vznikne tedy
tzv. “myxom®, od kterého je odvozen nazev onemocnéni. Virovy ptivodce myxomatdzy se dale
$ifi krevnim feciStém, dermalné ¢i lymfatickymi cestami do sleziny, plic, jater, ocnich vicek
a v usnim okoli hostitele. JelikoZ mohou byt nékteré povrchové 1éze hnisavého charakteru,
dochdzi k vylouceni viru i mimo télo hostitele. Hnisavé 1éze se vyskytuji v okoli o¢nich
spojivek anebo v okoli vyvodi pievazné hornich cest dychacich.

U evropskych kralikti, jimZ byl Myxoma virus inokulovan intradermalni cestou se virus
replikoval (viz obrazky 12 a 13) v buitkach MHC druhého tadu (MHC-II) a déle se $itil do uzlin
lymfatického systému pies lymfocyty. Diky témto lymfocytim doslo dale k rozsifeni viru

do distalnich tkani. Velmi malé mnozstvi viru se §iti krevni cestou (Kerr et al., 2015).

Lymfocyty
MHC-II+ buriky Monocyty

Ostatni
tkdné

Epidermis

Lymfocyty

MYXV pfenos  «———— Manocyty

Obrazek 12 Sifeni piivodce myxomatozy v téle kralika (upraveno dle Mage et al., 2016)
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Obrazek 12 zobrazuje patogenezi a Sifeni viru MYXV. Virus byl inokulovan
intradermélné. V prvni fazi se virus replikuje diky pozitivnim MHC buiikéch druhého fadu.
Virus postupuje velice rychle, a tak se do 24 h naléza v lymfatickych tkanich v okoli vpichu a
replikuje se ve tkanich kliry a dochézi k rozsiteni do ostatnich tkani (plice, varlata atd.). Pfenos
je zprostitedkovavan diky lymfocytim a monocytim a postupné se dostava do celého

organismu jedince (Pinheiro et al., 2016).

— Dief

Zéna T bunék
+ Parakortikdlni kiira

Kiira

Zarodetné centrum

Lymfaticka uzlina

epna a fila
Vyvodni lymfatickd

. @ civa

*EV - endtotelialni venuly
(E)

Pfivodni lymfaticka céva

Obrazek 13 Lymfatické uzliny jako misto Sifeni pivodce myxomatozy

(upraveno dle Spiesschaert et al., 2011)

A — Misto inokulace, B — Epidermalni buiiky, C — Langerhansovy buiiky, D — T-lymfocyty, E — Rozsiteni do
dalsich organt

v

Na obréazku 13 je zobrazena patogeneze a rozsifeni viru myxomatozy (MY XV). Virus
se thned po proniknuti do podkozi zacina replikovat. Replikace zapoc€ina jiz v epidermalnich

bunkach a postupné pokracuje pies buniky pokozky. Tato ¢ast priniku viru se za¢ne v téle
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krélika projevovat jako zanét, a to v tésné zon€ kolem vpichu. Imunitni systém za¢ina reagovat
a vysilat primarni neutrofily. K infekci dochazi také na jiz zminénych buitkach MHC-II, mezi
které¢ patii mimo jiné i Langerhansovy buiky. Tyto buiikky putuji do lymfatickych uzlin,
kde prezentuji virové castice vzoné T bunék. Diky tomuto dochazi k prenosu infektu
ina T-lymfocyty, které diky své ndsledné migraci v retikuloendotelidlnim ob&hu roznaseji virus
do celého organismu kralika. MY XV se ihned po prichodu do krve (i diky lymf€) siti do dalSich

organd, jako jsou napf. jatra a slezina.
3.3 Priznaky onemocnéni

Pocate¢nim pfiznakem je konjunktivitida, ktera se vyviji velmi rychle
a je doprovazena mlécnym vytokem z oka. NakaZeny jedinec se stdva apatickym a nastupuje
1 nechut’ k jidlu, kterd pfechazi az v anorexii. VSe byva doprovdzeno horeckou, kterd casto
dosahuje teploty 42 °C. O¢ni vicka, nozdry, tlama a u$i se stavaji edematéznimi (otoky
s vy$§im mnozstvim tekutiny). Hlava kralikti ma tedy celkové natekly vzhled. U samic dochazi
k edematdznim zanétim vulvy. Samce postihuje otok pohlavniho Ustroji, pfi¢emz nejvice byva
postiZzen Sourek. Charakteristickym znakem také muze byt svéSeni usi, a to opét v dusledku
otokl. Dal$im znakem je ztizené dychani. V disledku Spatné respirace mize kralik upadnout
rozvijet stav deprese a vytvoii se u nich drsna srst.

Na zékladé sledovani nékolika vybranych laboratornich a divokych kralikl, kterym byl
inokulovan Myxoma vir, byl vytvoten piehled (viz tabulka 2), kde jde jasn¢ vidét smrtnost
myxomatozy pro laboratorni a v chovech chované kraliky. Toto sledovani bylo provadéno
vramci dvaceti dnl, kdy laboratorni kralici pfezivali cca jednu polovinu tohoto Casu
(Spiesschaert et al., 2011).

V ramci nékterych studii se prokdzaly mozné doprovodné onemocnéni zplsobené
sekundarni bakterialni nakazou, jako naptiklad infekce hornich cest dychacich, které zptisobuji
Gramnegativni bakterie jako je Pasteurella multocida a Bordetella bronchiseptica.
Tyto sekundéarni infekce vSak nejsou podminkou, jelikoz predevSim star$i studie potvrdily
nepfitomnost vySe zminénych bakterii pii pitv€ nékterych uhynulych zvifat. Pokud
se doprovodné nakazy potvrdily, pfirovnava se jim jako pficina potlatena imunitni odpoveéd

infikovaného jedince (Spiesschaert et al., 2011).
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Tabulka 2 Perioda objevu ptiznakli onemocnéni myxomatdza u infikovanych jedinct po

inokulaci virem Myxoma virus (upraveno dle Spiesschaert et al., 2011)

Laboratorni kralici Divoci kralici
Pocet dnu od o Pocet dnu od o
inokulace Priznaky inokulace Priznaky
Ruzové az edematozni Nic az naruzovélé misto
2 L. 2-3 )
misto inokulace inokulace
4 Zanéty spojivek 6-9 Edémy a sekundarni 1éze
5 Sekundarni kozni 1éze 10-11 Mozné respiracni
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6 Vytoky z o 12-15 Ustup koznich problémi
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8 .
inokulace
10-12 Celkové zhorSeni stavu

az smrt

3.4 Kmeny virového ptavodce myxomatozy

Mezi nejdiskutovanéjsi kmeny lze zatadit kalifornsky kmen a kmen Lausanne. V roce
2018 byl detekovan novy kmen s nazvem MYXV-tol ptivodem od zajice iberského (Agueda-
Pinto et al., 2022). Virus vSak zmutoval na mnohem vice kment, nezZ jsou tyto zminéné (viz
obrazek 14). Nékteré kmeny vSak nejsou natolik klinicky vyznamné, Ze se od jejich sledovani

upustilo (Di Giallonardo a Holmes, 2015; Kerr et al., 2017).
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Obrazek 14 Piehled kmenti myxomatdzy vniklych mutaci v Evropé a Australii

(upraveno dle Kerr et al., 2017)

Na obrazku 14 je zachycena evoluce onemocnéni. Barevné rozliSeni predstavuje stupné
virulence, pficemz ¢erven¢ jsou oznaceny mutace s virulenci prvniho az druhého stupné. Stupent
tfi je zeleny a stupné Gtyfi a pét jsou zaznadeny modie. Cerné jsou nasledné zapsany kmeny,
které nemaji kvantifikovany stupen virulence. Stupné virulence (1-5) jsou bliZe specifikovany
nize (viz tabulka 3). Virulence byla rozfazena v zavislosti na dob¢ pteziti po infekci a imrtnosti,

a to dle testt, které byly provedeny na laboratornich kralicich.

Tabulka 3 Charakteristika stupniti virulence u onemocnéni myxomatoza

(upraveno dle Kerr et al., 2012)

Stupen virulence 1 2 3 4 5
Charakteristika Velmi Vysoké Stiedni Nizké  Velmi nizka
virulence vysoka
Procento smrtnosti 99,50 % 95-99 % 70-95 % 5-70 % <50 %
Doba ngﬂ;‘)led‘“ce <13 14-16 17-28 29-50  Nedefinovano
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Na zaklad¢ vyzkumu laboratornich kralika se zjistilo, ze virové mutace se stfedni az
niz8i hodnotou virulence maji vyssi Sanci na pienos onemocnéni. Nakazeny jedinec kmenem
s vysokym cislem virulence s velkou pravdépodobnosti brzy uhyne a ndkaza se tak nestaci
prenést na dalSiho hostitele. V diisledku rozséhlé virové evoluci a novych vzniklych mutaci
doslo k rozsdhlym vyzkumiim ve snaze mit ndkazu pod kontrolou. Béhem téchto studii bylo
identifikovano pomérné€ velké mnozstvi mutaci a nasledné k nim byl ptidélen i stupeni virulence
(viz tabulka 3). BohuZzel u n¢kterych z nich se nepodafilo objasnit a odhalit funkce piislusnych

gentl, takze jejich role pfi kontrole virulence zlstava nejasna (Kerr et al., 2012).

Tabulka 4 RozliSeni virulence u vybranych mutaci virovych kment piivodce myxomatozy

(upraveno dle Kerr et al., 2012)

Virovy kmen Myxoma viru Zdroj Stupeii virulence
SLS Krali¢i tkan 1
Glenfield Specificky typ bunck 1
KM113 Kralici tkan 3
Urriarra Specificky typ bunek 5
SWH Divoky kralik 4
BRK Divoky kralik 1
Bendigo Divoky kralik 1
Meby Divoky kralik 5
Lausanne Laboratorni sérum 1
Cornwall Kralici tkan 1
Nottingham attenuated Kralic¢i tkan 5
Gung Divoky kralik 4
Wellington Divoky kralik 1
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4 Terapie a prevence onemocnéni myxomatozy

Specificka terapie pfi onemocnéni myxomatozou neexistuje. Pro pfekonani ndkazy je
tieba, aby mél infikovany jedinec velice silnou imunitu. Nemocnym jedinciim se sice mohou
podavat antibiotika, avSak jejich ucinek cili na ptfedchazeni vzniku doprovodnych bakterialnich
infekci nikoli na piivodce myxomatozy. Pokud se kralik myxomatozou nakazi, je ve vétSineé
ptfipadi doporuceno utraceni nakazené¢ho kusu, naslednd karanténa a sledovani ostatnich
krélika v chovu.

Prevence proti onemocnéni myxomatdza ma velky vyznam zejména pro chovy kralik.
Doporucuje se karanténa pro nové kusy kralikd, a to alesponi dva tydny. K obecnym zasaddm
prevence se dale tadi pouziti hustého pletiva a ochrannych siti do vypletu otvora kralikarny.
Témito opatfenimi je mozné docilit maximalni mozné eliminaci pfistupu bodavého hmyzu.
Chovatel by dale mél provadét obcasnou kontrolu piitomnosti ektoparaziti a ptipadné
kralikarnu dezinfikovat. Uplnou samoziejmosti je fadné poskytnuti optimalni vyzivy
pro vSechna chovana zvitata.

Utinnou prevenci a obranou je véasna a pravidelnd vakcinace. Idedlni je plo$na
vakcinace celého chovu a soucasné zavedeni zoohygienickych opatteni. Prvni vakcinace proti
tomuto onemocnéni byla zavedena jiz vroce 1955 subkutanné (do podkozi) anebo
intradermalné (MacLachlan a Dubovi, 2016). Od objevu myxomato6zy jiz bylo vyvinuto nékolik
typt vakcin. V Evropé je jejich dostupnost legislativné schvalovana a jsou tedy dostupnou
prevenci. Neni tomu tak ale napt. v Australii, Asii nebo Severni Americe kvili vladni legislativé
bréanici dovoz a pouziti téchto vakcin. Neznamena to vSak, Ze by k vakcinaci v téchto zemich
nedochézelo. Vakcinuje se tam jinymi vakcinami, které nejsou pro Evropu bézné. Obsahem
vakein, které se pouzivaji mimo Evropu jsou, pouze rtizné kmeny viru RHD (viz tabulka 4).
RHD neboli Rabbit hemorrhagic disease je v ¢eském prekladu znamé jako virové hemoragické
onemocnéni. Rozdil oproti evropskym vakcindm je ten, Ze evropské vakciny jsou obohaceny
10 oslabeny vir myxomat6ézy. Ochranny G¢inek vakcinace proti myxomatéze mimo Evropu
je tedy sporny. Dokonce australskd vlada nepovoluje komeréni pouziti vakcin proti
myxomatoze u domdcich kralikti (Sutherland et al., 2021).

Mezi vakciny pifedstavené v Evropé patii napiiklad inaktivované vakciny, u
kterych se bohuzel nedostavil Zadouci ucinek v podob¢ dostatecné imunitni ochrany krélika.
Dalsi v potadi byly podjednotkové vakciny na bazi plazmidu, které taky nebyly v ochrané

jedince dostate¢né uspésné. Diky tomu jsou dnes dostupné pouze zivé vakciny. Zivé vakciny

38



mohou byt dvojiho typu, homologni a heterologni (Manev et al., 2018; Spiesschaert et al.,
2011). Ockovani u divokych kralika je problematické. Vakcinace se tedy u divokych zvifat

provadi diky specialnim ndvnadam, které zvife pozie (Barcena et al., 2000).

Tabulka 5 Aktualn¢ pouzivané vakciny proti myxomatdze ve svété (upraveno dle Sutherland

et al., 2021)
Lokalita vakcinace Nazev vakciny Specificka u¢innost
Evropa Nobivac Myxo-RHD Plus MYXV + RHD
Australie Cylap RCD RHDVa
Novy Zéland Cylap RCD RHDVa
Novy Zéland Filavac RHDV1 a RHDV2

MYXV — Virovy puvodce myxomatdzy, RHD — Virovy pivodce hemoragického onemocnéni, RHDVa — Jiny
kmen ptivodce virového hemoragického onemocnéni, RHDV1 a RHDV2 — Dalsi kmeny ptivodce virového
hemoragického onemocnéni

4.1 Heterologni vakciny

Heterologni typ vakciny ma slozeni zalozené na obsahu nepatogenniho, avSak blizce
pribuzného leporipoxviru. Konkrétné je vyuzivan Shope fibroma virus, a to kvili své uzké
antigenni podobnosti s plivodcem myxomatézy a pochazi z kralika vychodniho
(Sylvilagus floridanus). Heterologni oCkovani poskytuje znacnou zkiiZenou ochranu proti
MYXV. Toto ockovani je ureno predevs§im pro kraliky v chovech a poskytuje vysokou ale
kratkodobou ochranu (Manev et al., 2018; Spiesschaert et al., 2011). Ochrana trva okolo 3
mésict, coZ je hlavni slaba stranka tohoto ockovani. Vakcinace je vhodna od 28. dne Zivota

kréalika (Barcena et al., 2000; Spiesschaert et al., 2011).
4.2 Homologni vakciny

Homologni vakcina miize byt monovalentni (pouze proti Myxoma viru) nebo bivalentni
(proti Myxoma viru a viru hemoragického onemocnéni kralikii — RHDV). Bivalentni vakcinu
lze ziskat spojenim dvou samostatnych ptipravkil, jednoho atenuovaného pro myxomatézu
a jednoho inaktivovaného pro RHD, nebo rekombinantniho viru, ve kterém je Myxoma virus
geneticky modifikovan tak, aby exprimoval hlavni strukturdlni protein RHDV. Jednim
z puvodnich oslabenych kment ptivodce myxomatozy je SG33 odvozeny od kmene Lausanne.

Dale se také pouziva vakcinaéni homologni kmen Borghi, ktery je odvozen od kmene MSD,
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puvodem z Kalifornie. Tyto homologni vakciny navozuji siln€j$i imunitni ochranu nez
kteradkoli ze soucasnych heterolognich vakcin. Ochrannd lhita trva alespon Ctyfi mésice po
aplikaci oc¢kovaci latky (Spiesschaert et al., 2011).

Nevyhodou vSak u homolognich vakcin je, Ze nejsou zcela vhodné pro mladé kralic¢i
jedince a také je vakcinace ucinna pouze pro domaéci kraliky (Barcena et al., 2000). U mladych
jedinct byla totiz po vakcinaci hldSend imunodeprese (snizeni imunity). Vyjimku tvoii mladi
angorsti kralici, u kterych bylo prokazano, ze po vakcinaci SG33 nedoslo k Zadnym velkym
vedlej§im ucinklim. Angorsti kralici jsou plemeno v chovech hojn€ chované, o kterém je
znamo, 7e je v polnich podminkéach na virus myxomatozy zvlasté citlivé (Spiesschaert et al.,
2011).V ramci vylepSeni vakcinaénich ptipravki byl kmen SG33 spojen s kapsidovou slozkou
od RHD. Timto spojenim vznikl vakcinaéni kmen chranici kraliky jak pfed MYXYV, tak pied
onemocnénim RHD (Spiesschaert et al., 2011).

4.3 Pouzivané vakciny ve veterinarni praxi

V Ceské republice se provadi ockovani napf. vakcinami Myroxen, Pestorin mormyx
(star$i typy vakcin) a Nobivac Myxo-RHD Plus (aktualné nejnovéjsi). U vSech 3 zminénych
vakcin se jednd o ockovani ucinnou latkou v podobé oslabeného zivého kmene ptivodce
myxomatozy. Ockovany kus by mél byt ve véku 3-4 tydnd a je nutné jej béhem Zzivota
pteockovat (viz tabulka 5). Pokud zvérolékat vakcinaci schvali, aplikuje ji (viz obrazek 15)
prinikem injekéni jehly do uSniho boltce, dvojvpichem do ucha kralika nebo subkutanné (do
podkozi). Po aplikaci a vpraveni antigenu do téla zvifete dojde k reakci imunitniho systému
(imunizaci). Imunizace je proces, kdy si zacne télo jedince vytvaiet specifické protilatky.
Trvani navozené imunity je Casové omezené napiiklad matetskymi protilatkami, coZ je také

jeden z hlavnich divodi, pro¢ se doporucuje o€kovani az od 1. mésice véku.

Obrazek 15 Moznosti aplikace vakciny kralikiim (www.dyntec.cz)

A — Oc¢kovani metodou vpichu do usniho boltce, B — O¢kovani metodou dvojvpichu, C — Oc¢kovani subkutanné
(do podkozi)
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4.3.1 Vakcina Myroxen

Vakcinou Myroxen je mozné ockovat i gravidni samice pfed druhou polovinou biezosti
amladé jedince od 1. mésice zivota. Pokud se oCkuje kralik jednou davkou vakciny jiz pii takto
nizkém véku, je nutné jej revakcinovat po uplynuti 6 tydnti a poté bude jeho imunita trvat stejné
dlouho, jako kdyby doslo k vakcinaci jiz star§iho jedince po 10. tydnu Zivota. Imunita starSich
ockovanych kraliki trva 6 mésicti bez nutnosti druhé davky vakciny. Vakcinu myroxen je dobré

davkovat dvakrat rocné, obzvlasté pak v oblastech s prokazanym vyskytem myxomatdzy.
4.3.2 Vakcina Pestorin mormyx

Tato vakcina kombinuje nékolik uc¢innych slozek, které maji za ukol kralika ochrénit
nejenom pied myxomatozou, ale i pfed hemoragickym onemocnénim. Vakcinace timto typem
je doporucena od desatého tydne Zivota kralika. Existuji 1 vyjimky, kdy je mozné krélika
nejdiive ockovat vakcinou Myroxen (od ctvrtého tydne) a poté preockovat kombinovanou
vakcinou Pestorin mormyx. Pokud se chovatel shodne se zvérolékarem, je mozné hranici deseti
tydnll posunout na Sest, ale je nutné takto ockovaného jedince revakcinovat po uplynuti ¢tyt
tydni. Tuto vakcinu neni doporuceno aplikovat gravidni samici, kvili naslednému
prokazanému riziku potratu. Stejné jako u predeslé vakciny je i u této vakciny doporucena

revakcinace po 6 mésicich, a to obzvlasté v neptiznivych oblastech vyskytu (www.uskvbl.cz).

Tabulka 6 Obecna doporuceni pro vakcinaci kralikii proti Myxoma viru pro vakciny

Myroxen a Pestorin mormyx (upraveno dle www.uskvbl.cz)

Stari kralika Primovakcinace Revakcinace Typ vakeiny pro recakcinaci
0Od 4. tydne Myroxen Za 6 tydni Pestorin mormyx

Od 6. tydne Pestorin mormyx Za 4 tydny Pestorin mormyx

Od 10. tydne Myroxen / Pestorin mormyx Za 6 mésict Myroxen / Pestorin mormyx

4.3.3 Vakcina Nobivac Myxo-RHD Plus

Tato vakcina je stejn¢ jako Pestorin mormyx urcena k ochrané proti myxomatdze

a zaroven proti hemoragickému onemocnéni. Vakcina je licencovana pro celou EU od roku
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2019, jedna se tedy o zatim nejaktualnéj$i vyuzivanou vakcinu. Diky svému inovativnimu
slozeni poskytuje vSak ochranu i proti novym kmentim. Tato vakcina je vytvorena kombinaci
dvou zivych rekombinantnich RHD vir( vektorovanych myxomem. Stru¢né feceno kapsidovy
protein od kmene RHDV1 (némecky izolat klasického RHDV) nebo RHDV?2 ($§panélsky izolat
RHDV?2) byl vlozen do lokusu MGF/M11L laboratorné oslabeného kmene viru Myxoma virus.
Timto zptisobem doslo k vytvofeni dvou zivych rekombinantnich myxovektorovanych virt
RHDV, které¢ maji stejny vektor Myxoma viru, ale obsahuji gen VP60 pro RHDVI1
nebo RHDV2.

Pfed zaCatkem vakcinace je nutné pavodné lyofilizovanou vakcinu aktivovat
rozpoustédlem. Ockovani se provadi u kralikt starSich péti tydnt, a to do oblasti podkozi.
Imunita se u ockovaného zvifete navodi do tfi tydnd. Ochranu by dale méla poskytnout az na

jeden rok a nasledné se doporucuje pieokovani (Aida et al., 2021; Reemers et al., 2020)
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5 Diagnostika a laboratorni priikaz Myxoma viru

Diagnostika myxomatdzy mize byt prokazana klinickym vyskytem, vyizolovanim viru
na membrané embryi slepicich vajec, nebo kultivaci v krali¢ich bunkach. Prikkazy nakazy se
také mohou provadét pomoci elektronové mikroskopie, metody polymerazové fetézové reakce
(PCR), ¢i imunochemickou metodou ELISA (MacLachlan a Dubovi, 2016; Nowland et al.,
2015). ELISA metodu je vhodné pouzit k prikazu pfirozené vytvorenych protilatek u jedince,
ktery nakazu ptezil. Pouziti této metody k ovéfeni pritomnosti protilatek se osvédcilo a metoda
struktury viru se vyuzivé elektronové mikroskopie, kterd nabizi dostate¢né zvétSeni, ¢imz mize
laboratorni pracovnik spatfit Castice béznym mikroskopem nezachytitelné. Elektronovou
mikroskopii doprovazenou ptredchazejicimi upravami vzorku se da virus zachytit jiz v rané fazi

onemocnéni (Catroxo et al., 2009).
5.1 Technika izolace viru

Pfed samotnym mikroskopovanim, ¢i jinou technikou je nutné, aby byl virus
vyizolovan. Provadi se inokulace viru na membranu embrya od 11. do 13. dennich kufecich
vajec. Nasleduje inkubace pii 35 °C po dobu 4 az 6 dnl. Pokud je virus pfitomen, za¢nou
se rozvijet zietelné trhliny na membrané embrya. Trhliny se mohou lisit v zavislosti na ptivodu
onemocnéni. Jihoamerické typy viru myxomatdzy zpisobuji velké trhliny, kdezto kalifornské
typy jen stiedné velké trhliny. Takto izolovany virus muize byt dale identifikovan pfimym
1 nepfimym imunofluorescen¢nim testem, testem neutralizace plaku, nebo mikroprecipita¢nim
testem na agarézovém gelu. U pfimého imunofluorescencniho testu se prokazuje ptitomnost

viru, kdezto u neptimého se prokazuje pritomnost protilatek.
5.2 Technika elektronové mikroskopie

Technika se provadi vSeobecné k odhaleni a oznaCeni castic viru, a to pomoci
mikroskopovani v elektronovém mikroskopu. Preparaty je nutné pied mikroskopovanim
umistit a fixovat na médénou desticku. Pokud se jedna o fez pfipraveny technikou zalévani
pryskyfici, musi byt co nejtenc¢i. Vzorky je také dobré obarvit metodou negativniho barveni,
¢1 oznacit imunochemickymi metodami. Elektronovy mikroskop dokaze pozorovany objekt
piiblizit zhruba tisickrat vice, nez to dokéazi klasické optické mikroskopy. Vysledkem
pozorovani v elektronovém mikroskopu jsou dva typy obrazkd, které se nasledné spoji v jeden
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vysledny. Jednd se o svételn¢ mikroskopicky obrazek, ktery se nésledné¢ porovnava
s elektronmikroskopickym snimkem ¢asti pozorovaného pole. Sledovana struktura je tedy
viditelna natolik, Ze je u ni mozné provést mnohem detailnéj$i popis, a to i z hlediska jejiho
uspotadani a struktury oproti pozorovani klasickym svételnym mikroskopem.

U elektronové mikroskopie mizeme rozlisit typy rezimii mikroskopovani. Jedna se
o transmisni elektronovy mikroskop (TEM) a rastrovaci elektronovy mikroskop. Transmisni
elektronovy mikroskop (viz obrazek 16) se pouziva k mikroskopovani tenkych vzorki
(napt. tkanové fezy, molekuly atd.). Témito vzorky prochazi elektrony a tim vytvoii projekcni
snimek. Transmisni elektronovy mikroskop je také vyuzivan k zobrazeni vnitini struktury
bun¢k a molekul proteini a v neposledni fadé také k mikroskopii molekul ve virech
a cytoskeletalnich filamentech (upraveny technikou negativniho barveni). TEM je nejcastéji

vyuzivanym typem elektronového mikroskopu pro zkoumani virii (Yao a Prud’homme, 2020)

Elektronove délo

Coéky kondenzoru e

Drzak vzorku

Cogka objektivu

Coéka projektoru

Prohlizeci obrazovka,
nebo fotograficky film

Obrazek 16 Schéma aparatury transmisniho elektronového mikroskopu

(upraveno dle Yao a Prud’homme, 2020)

Diky TEM se podarilo zjistit velikost virovych ¢astic viru myxomatdzy. Jejich prumérna
velikost byla stanovena na zdkladé¢ zméfeni 488 virovych Castic (viz obrazek 17). Velikost
castic byla nasledné vynesena i do grafu (viz obrazek 18). Z grafu vyplyva, Ze nejCastéji
se jednalo o Castice o velikosti 150-350 nm. Nejvétsi nalezené castice dosahovaly velikosti

az okolo 900 nm (Epstein et al., 1952).
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Obrazek 17 Castice piivodce myxomatdzy v cytoplazmé buiiky pozorované v TEM

(upraveno dle Epstein et al., 1952)

Na obrazku 17 je vyobrazen ultratenky fez myxomatdzniho nadoru. V cytoplazmé buniky jsou vidét ¢astice rizné
velikosti 1 hustoty a jsou zvyraznény Cervenymi Sipkami a krouzky.
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Obrazek 18 Pocet ¢astic Myxoma virus, zachycenych v tenkém fezu myxomatdzniho tumoru

(upraveno dle Epstein et al., 1952)

Diky dalsi studii se podafilo zachytit zralé a nezralé virové ¢astice. Jednalo se o analyzu
poxvirovych ¢astic v o¢nim vicku a plicich nakazené samice kralika. U obou preparatt jiz
zapocala autolyza bun¢k, coz mikroskopovani neusnadiuje, avsak i ptes to byly virové ¢astice
Myxoma viru zpozorovany a zdokumentovany (Abade dos Santos et al., 2020). Na obrazku 19
je mozné vidét dva preparaty zplice a epitelu o¢niho vicka. Oba preparity byly

zdokumentovany metodou transmisni elektronové mikrospie.
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Obrazek 19 Nezralé a zralé virove ¢astice plivodce myxomatdzy, pozorované v TEM

(upraveno dle Abade dos Santos et al., 2020)

A — Nezralé virové ¢astice (Sipky) v preparatu plicni tkané samice kralika, pozorované v TEM, B — Zralé virové
Castice (Sipky) v preparatu z epitelu o¢niho vicka, pozorované v TEM

5.2.1 Technika negativniho barveni

Vzorky je potifeba pifed provedenim transmisni elektronové mikroskopie vhodné
upravit. Diky své struktufe jsou viry pod TEM jen obtizng viditelné. K uleh¢eni mikroskopie
se tedy jako jedna z pfipravnych metod pouzZiva negativni barveni. Jednd se o nejbéznéjsi
metodu pouzivanou k vytvoreni kontrastu a zobrazeni vir pii mikroskopovani pomoci TEM
(Blancett et al., 2017). Tato metoda je rychld, jako nejvhodné&jsi material se zde jevi kousky
koznich 1ézi, ¢i rtzné strupy a jiné fragmenty postizené klZe infikovaného jedince
(Catroxo et al., 2009).

Proces negativniho barveni pro elektronovou mikroskopii zahrnuje aplikaci roztoku
virové suspenze na médénou miizku. V nékterych ptipadech jsou miizky jiz se vzorkem
dodany. Miizka je specidlné¢ vyrobend a tvarovanad tak, aby se vesSla do transmisniho
elektronového mikroskopu. Pied obarvenim musi byt miizka s virovou suspenzi vysuSena
a dojde k aplikaci barviva. V TEM poté uvidime tmavy okraj kolem pozorované virové ¢astice
a muzeme tak spatfit jeji tvar (Blancett et al., 2017).

Konkrétni postup negativniho barveni dle jedné z provedenych studii miize vypadat
nasledovné. Biologicky materidl je zpracovan v 0,1M fosfatovém pufru o pH 7,0. Vzorek
se po umisténi nachazi v okoli médéné miizky, kterd je potazend uhlikovym filmem. Pted
samotnym elektronovym mikroskopovanim se miizky musi vysusit, a to pomoci filtratniho
papiru a ndsledné se obarvi. Barveni probihd v zavislosti na laboratofti, naptiklad ve 2% roztoku
molybdenanu amonného o pH 5,0 (Catroxo et al., 2009).

Starsi studie a vyzkumy vyuzivaly metodu ru¢niho barveni (ptedchozi popis metody),

kde bylo nutné pro kazdy vzorek pracovat zvlast pouze s jednou miizkou. Dle novéjsich studii
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je vsak mozné postupovat metodou, kterd obarvi rovnou dvé miizky najednou. Metoda je
vyuzitelna v biokontejnmentové laboratofi, kterd vyuziva pro manipulaci s mfizkou zatizeni na
bazi kapsli. Takovato kapsle pojme dvé miizky, zdrovenn minimalizuje piimou manipulaci,
a dokonce snizuje moznost poSkozeni miizky. Pipetovani se provadi piimo s kapsli
(viz obrazek 20), ktera se pripojuje rovnou k pipeté. Pripojeni se provadi stejnym zptisobem
jako pfi vyuzivani klasické pipetovaci Spicky. To umoziuje soucasnou piipravu vice vzorki
s duplicitnimi miizkami. U metody negativniho barveni s kapslemi je vzorek viru nasédn do
kapsle. V kapsli je material ponechan 10 minut. Béhem casového tiseku dojde k adsorpci viru
na povrch miizky. Dale je dulezité miizku, ¢i mfizky promyt deionizovanou vodou. Nasledné
dojde k barveni vybranymi ¢inidly. Rozdil od pfedchoziho postupu je v tom, Ze veskera prace

probihd uvnitt kapsle, takZe nedochdzi k fyzické manipulaci s mfizkami (Blancett et al., 2017).

Pipeta
Kapsle s Suspenze
mpFizkami se vzorkem

Obrazek 20 Pipetovani dle metody s kapsli (upraveno dle Blancett et al., 2017)

Vlevo je kapsle pied nasazenim na pipetu a vpravo je kaple po nasazeni, jiz pfipravena k pipetovani vzorku
virové suspenze.

Vyhodnoceni metody a vysledek:

Po provedeni transmisni elektronové mikroskopie (TEM) miZeme pozorovat negativné
obarveny poxvirus obalen nepravidelnymi tubuly (viz obrazek 21), které pfipominajici tvar
cihly. Tyto tubuly jsou lokalizované na vn€j$i membrané viru. Primérna velikost poxviru ¢ini

okolo 280%x230nm.
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Obrazek 21 Poxvirus obklopeny nepravidelnymi tubuly vnéj$i membrany po negativnim

barveni, zobrazeny metodou TEM (upraveno dle Catroxo, 2009)

A — Poxvirus obklopeny nepravidelnymi tubuly vnéj$i membrany po negativnim barveni, zobrazeny diky TEM,
B — Poxvirus po negativnim barveni, s bliz§im pohledem na stavbu tubulii nepravidelného cihlovitého tvaru
(Cervené Sipky vyznacuji nepravidelné tubuly)

5.2.2 Technika zalévani pryskyrici

Tato metoda se neobejde bez pouZiti vhodnych vzorkl (napt. ¢asti koznich 1€zi), stejné
jako tomu bylo u metody piedchozi. Tyto vzorky se musi pfi jejich zpracovani zafixovat,
a to pomoci pufru slozen¢ho z 0,1 M 2,5 % glutaraldehydu o pH 7,0. Nésledn¢ je nutno provést
dehydrataci, po které se vzorek zaliva tekutou pryskyfici. Takto zality vzorkovy material
je pfipraveny na nafezani na velice tenké platky, které se dale umisti a upevni na médeéné

miizky. Poslednim krokem je jejich zvyraznéni kontrastni latkou.
Vyhodnoceni vysledku:

Po provedeni elektronové mikroskopie miizeme pozorovat obarveny preparat vykazujici
ptitomnost inkluznich (odpadnich) télisek, které jsou obklopeny membranou obsahujici virové
Castice (viriony) ovalného tvaru (viz obrdzek 22) sprimérnou velikosti 270x130 nm
s viditelnym genomem. Genom je mozné pozorovat i ve tvaru pripominajici tyCinku
(vyznac¢eno modrou Sipkou). Vyjimkou také neni pfitomnost prazdnych nevyzralych viriont

(vyznaceno Cervenou Sipkou).
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Obrazek 22 Vyzralé a nevyzralé viriony Myxoma viru, zobrazené za pouziti TEM

(upraveno dle Catroxo, 2009)
5.2.3 Technika imunocytochemicka

Pfi této metodé se vyuziva pro negativni obarveni Castic koloidniho zlata. I u této
metody je zapotifebi médéné miizky s virovou suspenzi. Navic je nanesena vrstva suspenze
s primarnimi protilatkami. Nésleduje proplachovani miizek roztokem PBS a deionizovanou
vodou. Po dikladném proplachnuti se mfizky inkubuji v pfitomnosti sekundarni protilatky,
kterou tvofi protein v kombinaci s ¢asticemi zlata o velikosti 10 nm. V poslednim kroku

se miizky obarvi za pomoci kontrastni latky (Catroxo et al., 2009).
Vyhodnoceni vysledku:

Diky pouziti koloidniho zlata, které zde poslouzilo jako marker, byla reakce antigenu
s protilatkou zviditelnéna. Respektive byl témito Casticemi zlata (Cervené Sipky,

viz obrazek 23) oznacena a zviditelnéna virova Castice.

Obrazek 23 Poxvirus znaceny casticemi koloidniho zlata, analyzovany v TEM

(upraveno dle Catroxo, 2009)
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5.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je metoda zalozena na ,kopirovani“ Casti,
omezeni. Tyto metody umoziuji sledovat naptiklad pfitomnost viru s pouzitim minimalniho
mnozstvi vzorku. Pomoci PCR lze detekovat piitomnost virového ptivodce na zakladé prikkazu
jeho nukleové kyseliny. Klasickd PCR metoda je relativné finan¢né dostupna a dokéaze vyrobit
miliony kopii tiseku DNA za né€kolik malo hodin (Duarte et al., 2014). Diky tomu se zajisti
dostate¢né mnozstvi DNA pro néslednou analyzu a vizualizaci DNA (Walker-Daniels 2012).

Zacatkem kazdé PCR metody je vyizolovani DNA ze vzorku. Vyizolovana DNA se in
vitro smichd s reagenciemi, mezi které patii napiiklad DNA polymeréaza, nukleotidy, primery
(uméle vytvorené startovaci sekvence DNA), popt. fluorescencni latka. Metoda je prakticky
zalozena na ptirozeném procesu replikace DNA. Cely postup se tedy sklada z n¢kolika krokd,
béhem kterych se mnozstvi stanovovaného useku DNA az zdvojnasobi. Prvnimi kroky jsou
separace cilové DNA neboli ivodni denaturace a néaslednd denaturace. B€hem téchto krokt
dojde k zahtati vzorku na teplotu okolo 90 °C. Pii takovéto teploté¢ se DNA dvousroubovice
zacina narusSovat a vznikaji dvé samostatna vlakna. Dal§im krokem je navazani primert DNA
(annealing), pfi teploté¢ od 50 do 75 °C. PCR metoda dokaze zdvojndsobit mnozstvi pouze
takovych DNA tsekd, které jsou oznaceny PCR primery. Primerem se rozumi uméle vyrobené
oligonukleotidy (kratké kousky syntetické DNA), které se navaZou na dané sekvence po obou
stranach cilové oblasti v DNA. Napftiklad pro virového plivodce myxomatozy je takovymto
specifickym tusekem gen M000.5L/R, ktery je duplikovén na koncich genomu a je jedine¢ny
mezi leporipoxviry (Duarte et al., 2014). Dale tedy dochéazi k navazani primert na zacatek
sekvence, kterd ma zkopirovat a oznacit tuto sekvenci pro tfeti PCR krok. Nasledny krok se
nazyva elongace. Dochazi pifi ném k pfipojeni nukleotidd k primerim pomoci DNA
polymerazy za teploty okolo 75 °C. Dojde k vytvofeni nového vldkna DNA ze vzorku.
Vysledkem této faze jsou dvé stejné kopie originalniho useku DNA. VSechny tyto tfi kroky se
opakuji s duplikovanymi DNA v cyklu tolikrat, nez dojde k vytvoreni dostateného mnozstvi
kopii DNA. Obecny pocet tepelné¢ regulovanych cykli se pohybuje okolo 30-40
(Cooper, 2011; Mackay et al., 2002).

Standardni PCR metoda je po namnozeni DNA dale vyhodnocovédna pomoci gelové
elektroforézy, specidlnich barviv a UV svétla (Walker-Daniels 2012). Béhem elektroforetické
separace pii stejnosmérném elektrickém napéti se kladné nabité Castice ve vzorku pohybuji ke

katod¢ a zédporné nabité k anodé (viz obrazek 24), neutralni ¢astice se nepohybuji. Pti gelové
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elektroforéze zavisi pohyb analyzovaného vzorku na tvaru a velikosti molekul, pH prostiedi a
na struktufe gelové matrice. Tyto aspekty mohou ovlivnit i celou ucinnost metody

(Cooper, 2011; Mackay et al., 2002).

Zdroj napéti

Vzorky
A B C

Velikostni
standard

s + 90
v

1.200bp

DréZky pro

vzorek 1,000bp

900bp
800bp

© Elektroda 700 bp
- 500bp
-

400bp

300 bp

200bp
100bp
Smér pohybu vzorku @® Elektroda

/ Vysledek medoty ELFO
Pufr

Sada - ELFO

Obrazek 24 Sada na elektroforézu s vysledkem elektroforézy

(upraveno dle www.yourgenome.org)

PCR produkty se -elektroforeticky separuji za pfitomnosti ethidium bromidu,
nebo jinych netoxickych barviv (SYBR Green nebo Eva Green). Barviva se vyuzivaji
predevsim pro zviditelnéni vysledku, jelikoz zvysuji schopnost DNA fluoreskovat pod UV
svétlem. Nekteré barviva, jako SYBR Green se pouZivaji jiz ve fazi mnoZeni DNA.
Elektroforeticky separované produkty se nasledné porovnavaji pod UV svétlem a vyhodnocuji
dle standardu, kterym je smés fragmenti DNA o znamé velikosti. Intenzita prouzku znaci
pritomné mnozstvi analyzované latky ve vzorku. Pokud je ptfitomnych prouzku vice, znamena

to, Ze vzorek obsahoval sekundarni produkty (Dudova a Hajek, 2008; Walker-Daniels 2012).

< MYXV (356 bp)

Obrazek 25 Elektroforeticky separované produkty PCR analyzy (Kwit et al., 2019)

Na obrazku 25 jsou vyznaceny vzorky 1-7. Vzorky €. 1 a €. 2 jsou pozitivni na vyskyt Myxoma viru.
Vzorek €.3 se vzorkem €. 4 jsou siln€ pozitivni a Cisla 5,6 a 7 jsou negativni kontroly. Vzorky 1-4 jsou
rozdilného charakteru, jedné se o 4 odlisné divoké kmeny Myxoma viru. VSechny vzorky pochézely z tkani
kralikti piivodem z Polska.
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Standardni detekce DNA na agar6zovém gelu (southern blot) je vSak casové naro¢na
a vyzaduje n€kolik kroki manipulace s produktem PCR, coz déle riskuje kontaminaci
laboratoie (Mackay et al., 2002). Alternativné Ize k zachyceni DNA pouzit PCR-ELISA. Proces
této metody je v prvnich krocich shodny s piedchozi standardni PCR metodou, zména nastava
po namnozeni Gsekli DNA (viz obrazek 26). K vyhodnoceni se vyuziva navazovacich primera
znacenych biotinem nebo oligonukleotidovou sondou (oligosonda) a detekénich protilatek.
Tato metoda je mnohem citlivéjsi metodou ve srovnani se standardni PCR a vyznacuje se
kratSim analytickym ¢asem. Dalsi vyhodou (viz tabulka 7) PCR-ELISA je to, Ze test umoziuje
provadét screening ve velkém métitku pouze za pouziti standardniho laboratorniho vybaveni,

takze je vhodny pro pouziti v klinickych laboratotich. (Sue et al., 2014).

Biotinem
naceny primer

DNA templit

AT -
PCR reakéni smés Imobilizovandi DSA‘\

naviazana na biotin
primer

3

il Imobilizace na de Sti:}y/

% M

Navazani
protilatky

Pfidini konjugované
protilatky

Obrazek 26 Schéma obecného pritbéhu PCR-ELISA metody (upraveno dle Luk et al., 1997)

Tabulka 7 Srovnani vybranych parametri pro PCR metody (upraveno dle Sue et al., 2014)

PCR PCR-ELISA Real-Time PCR
o , Standardni laboratorni ~ Standardni laboratorni Pristroj na detekci
PotFebné vybaveni , .
vybaveni vybaveni fluorescence
Naklady na reagencie Nizké Stredné vysoké Vysoké
Detekéni limit 1-10 ng/pl 0,01 ng/pl 0,25 pg/ul

PCR metody se vSak od tohoto zptisobu vizualizace vysledku posunuly béhem let jeste

o néco dale. Dalsi a hojné vyuZivanou metodou je PCR, kterd se hojné vyuziva, diky jeji
52



moznosti  sledovani vysledkit v aktudlnim Casovém rozmezi. Metoda se nazyva
Real-Time PCR, v pfekladu zndma jako PCR v redlném case. PCR v redlném case jak
kvantitativni, tak specificka. Monitorovani akumulujicich se ¢asti DNA vzorku v redlném case
(viz obrazek 27) je umoznéno prostiednictvim znacenych primerd, sond nebo fluorogennimi
molekulami. Tato chemie ma jasné vyhody oproti radiogennim oligosondam, které zahrnuji
zamezeni radioaktivnich emisi, snadnou likvidaci a prodlouzenou skladovatelnost. Poc¢ate¢ni
mnozstvi sledované sekvence lze urCit porovnanim vzorkt se standardni kiivkou znamych

mnozstvi DNA.

Potfebny materiil a reagencie

T :
» 11 : : (1) Reverzni transkripce Emwrrr*rrrrmrrmmz Virovd RNA
F-Q Nukleotidyp, .o l N
sonda transkriptaza !
S ;|2 Annealinga 5 Q.““/F 3
TITTTE ; elongace s DNA
T "
Primery Vzorek PN4 l
polymerdza . o F
D A S0 L g
_," 1 _l_.|.|..........'....|.u. LLLLY & " DNA
= ; 3 T
b g PCE. cvklus

~ap ® ,,,f*

" 3 L LR R LU ¥ Deniatirace
l ) Elonzace \

Real-Time PCR analyzator

Obrazek 27 Proces metody Real-Time PCR se vzorkem RNA viru
(upraveno dle Safiabadi Tali et al., 2021)

Mezi nevyhody pouziti Real-Time PCR ve srovnéani s béZznou PCR patii nekompatibilita
nckterych softwarovych platforem s urcitymi fluorogennimi chemiemi. Také pocatecni naklady
na PCR v redlném case mohou byt velice vysoké. Vysledkem této metody je graficky zdznam
a data (viz obrazek 28). I kdyz je Real-Time PCR metoda k detekci vird jiz hojné vyuzivana,
da se stale vyuzit i jinych zde zminénych metod. Zalezi na moznostech a vybaveni laboratoie

(Walker-Daniels 2012).
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Infekce Myxoma viru v zajecich buiikich
Riizné mutace pivodce myxomatézy
1x10 4 ’ ’

—a— vMyxTol

-4k - vMyxTol-AM159
—4— vMyxLau

-® - vMyxLau-V5M159

@+ VMyxLau-recTol
=®= VMyxLau-AM009+recTol

Pocet kopii genomu

1x10? - * .
0

8 24 48 72

Cas (hodiny)

Obrazek 28 Graficky zdznam metody Real-Time PCR cilena na gen M053 provedena
s n€kolika mutacemi Myxoma viru na zaje€ich butikach

(upraveno dle Agueda-Pinto et al., 2022)
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6 Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo popsat Myxoma virus jako ptivodce onemocnéni.
Prvni ¢ast prace je veénovana piedstaveni pojmu ,viry”“. Je zde struéné¢ popsana jejich
morfologie, funkce, replikace a jsou zde vyjmenovany zékladni druhy virt. Nasledné se prace
vénuje puvodci myxomatdézy a predstavuje jeho taxonomické zatfazeni. Dle tohoto
taxonomického ¢lenéni spada Myxoma virus do ¢eledi Poxviridae, pod¢eledi Chordopoxvirinae
rodu Leporipoxvirus. Po seznameni s Myxoma virem se prace ubira k pfedstaveni myxomatozy
jako onemocnéni a k jeji historii. V této Casti je popsan pribéh nemoci, véetné nazornych
obrazkl a tabulek. Nechybi zde ani obecné nastinéni nejbéznéjsich kment Myxoma viru, které
se za dobu existence této ndkazy vyvinuly (respektive zmutovaly) a nemoc se tak mohla Iépe
Sifit a bohuzel stale i $ifi. V poslednich kapitolach této bakalarské prace jsou sepsany informace
ohledné problematiky terapie a prevence, pro piedejiti ndkazy zpuisobované virem Myxoma
virus. Nechybi ani nejbéznéjsi metody, které se vyuzivaji pfi diagnostice myxomatdzy. Jedna
se prevazné o elektronovou mikroskopii a PCR metody. Opét jsou zde popsany obecné
principy, postupy a u n¢kterych metod i ukazky v podob¢ obrazkd.

I navzdory tomu, Zze myxomatozu jako onemocnéni zname jiz nékolik desitek let, je stale
hrozbou zejména pro chovy kraliku a voln€ Zijici zajice. Neni se tedy pro¢ divit, Ze
myxomatoza, a to véetné jejiho piivodce stale tématem riznych vyzkumu. Také vzhledem ke
stale veétsi odolnosti mikroorganismti obecn¢, se da predpokladat, ze se vyzkum nejen
myxomatozy bude posouvat stale doptedu. I kdyZ je onemocnéni rozsifeno takika po celém

svéte, je mu nejveétsi pozornost vénovana praveé v Evropé.
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