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Uvod

Pseudotuberkuldza neboli kasedzni lymfadenitida (CLA) je nakaZlivé infekéni onemocnéni, které
primarné postihuje ovce a kozy a mlze zplsobit chovateli vyznamné ekonomické ztraty. CLA se
vyznacuje vyskytem abscesl v lymfatickych uzlinach infikovanych zvitat a jejim etiologickym agens je
fakultativné intraceluldrni, pleomorfni bakterie Corynebacterium pseudotuberculosis (Cps).
Onemocnéni se v nakazenych stddech pomérné snadno rozsifuje a je povazovano za nevylécitelné.

V Ceské republice a ani jinde v Evropé prozatim neni bézné pouziti komerénich vakcin, které maji
profylaktickou Glohu, onemocnéni sice nevyléci, ale mohou branit v nakazeni dalsich jedincG. Zasahuji
do Zivotniho cyklu plvodce v burikach hostitele, brani jeho sifeni v téle a omezuji tvorbu abscesd, pfi
jejichZ prasknuti by se nakazlivy obsah dale Sitil do vnéjsiho prostiedi. Profylaxe je urcitym zplsobem
kontroly a prevence, ale v soucasnosti neni k dispozici Zadna vakcina, kterd by poskytovala Uplnou
ochranu proti CLA ovci a koz. Podobné lokalni aplikace antibiotik spolu s chirurgickym odstrafiovanim
abscesu se ukazuje jako pomérné neprakticka a neefektivni cesta k 1é¢eni, predevsim v pfipadé
extenzivnich chov( s vyssim vyskytem nemocnych jedincl. BEhem feseni vyzkumného projektu
,Reseni problematiky vyskytu bakteridinich, protozodrnich a virovych agens v chovech malych
prezvykavci” v letech 2019-2023, se jako funkéni zplsob boje s ndkazou prokazala strategie
monitoringu stad na vyskyt specifickych protilatek proti typickému antigenu bakterie Cps spolu se
separaci nemocnych zvifat a oddélenym managementem skupin ovci. | kdyZ tento pfistup
predstavuje v naSich podminkach jednoznacné krok spravnym smérem, je jak ¢asoveé, tak ekonomicky
pomérné narocny a bohuzel nemusi vést k Uplné eradikaci onemocnéni.

Vyznam Slechténi na infekcni odolnost a patogeneze CLA

Slechténi na #adouci zdravotni znaky je jednim z Fedeni nepfiznivé nakazové situace, od kterého
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toleranci nebo efektivni imunitni odpovéd sice dlouhodobéjsim, ale stabilnéjsim feSenim. ZlepSovani
Urovné zdravi Slechténim je spojeno také se zvysovanim produkce, omezenim veterinarnich nakladd,
zlepsenim reprodukénich ukazatell a welfare zvitat. V pripadé nakaZlivych bakterialnich zoondz se
zmiriuje potencidl pfenosu na ¢lovéka vedouci k ochrané verejného zdravi.

Mnohé studie prokazaly, Ze imunitni odpovéd na nakazu Cps zahrnuje jak vrozené, tak adaptivni
slozky imunity, véetné aktivace zanétlivych cytokininG a aktivni pfesun dalSich imunokompetentnich
bunék na misto infekce v téle. BEhem prvotniho kontaktu s patogenem se u ovce aktivuji geny
vrozeného imunitniho systému, pfedevsim bunécéna imunita, kterd zprostfedkuje rozpoznani
cizorodého mikroorganismu a iniciaci kaskad fyziologickych déji, které vedou k pohlceni bakterie
makrofagy a snahu ji zneskodnit. V prlibéhu péti az 14 dni po priniku nakazy do organismu se pak
sloZitymi déji aktivuji geny adaptivni imunity, fidici tvorbu specifickych protilatek —imunoglobulind,
které Ize prokazatelné detekovat v krvi metodou ELISA. Ackoliv bylo experimentalné prokazano, Ze
pfi opakované nakaze je klinickd odpovéd jedince mirné;jsi, a syntéza specifickych protilatek byva
nizsi, celkové uzdraveni je pravdépodobné pouze velmi sporadické a nemoc prechazi do svého
chronického stadia. Bakterie Cps totiz disponuje silnymi patogennimi rysy, predevsim ochrannou
komplexni bunécnou sténou, kterou enzymaticky apardt ovce a makrofagy nedokazi pravdépodobné
efektivné narusit a baktérii tak ucinné eliminovat a produkci exotoxinu, ktery je svou chemickou
strukturou blizky jednomu z nejsilnéjsich pavoucich jedi a ktery poskozuje zasazené tkané zvirete.

Metodika genomické asociacni studie

V pribéhu Feseni Projektu problematiky vyskytu nakazlivych zoonotickych agens zjistoval fesitelsky
tym VUVel, v.v.i. ve spolupraci s VUZV, v.v.i. hladiny protilatek proti Cps v krevnim séru ovci.
Pravidelny ro¢ni monitoring zasaZzenych stad umoznil také vyhodnotit opatieni, kterad chovatelé
aplikovali ve snaze zabranit nekontrolovanému
Siteni onemocnéni. Pfehledné vysledky kolisani
protilatek proti CLA v nékolika sledovanych
stadech plemene suffolk byly jiZ podrobné
referovany na 26. mezinarodni konferenci SCHOK
v Koutech (Zpravodaj SCHOK 1/2024) a jsou
popsany také v publikaci MVDr. Jitiny Markové:
,Prirucka pro chovatele ovci a koz: Co bychom
méli védét o kasedzni lymfadenitidé”. Tym
molekularni genetiky z VUZV, v.v.i. se v pribéhu

feSeni Projektu zaméfil na posouzeni asociace
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mezi riznym obsahem protilatek CLA v krevnim
séru ovci a jejich genomem. Nejprve byl na vice nez 40 registrovanych farmach malych prezvykavcl
v Ceské republice proveden screening a hodnoceni vyskytu CLA pomoci laboratornich metod ELISA
(komercni testy ELITEST CLA od Hyphen Biomed a ELISA ID Screen CLA od ID vet) spocivajicich na
principu detekce protildtek viéi CLA pomoci enzymatické reakce. Nasledné byly zjistovany hladiny
protilatek opakované po dobu 4 let pravidelné jednou rocné u vybranych celych stad ze
spolupracujicich farem zasazenych CLA. Do asocia¢ni genomové studie bylo poté zarazeno 321 ovci
plemene suffolk ve véku od dvou do osmi let ze Ctyr farem, které mély minimalné 3 vysledky méreni
protilatek. Ovce byly klasifikovany do dvou fenotypovych skupin: zdravé, neinfikované ovce bez



viditelnych absces, které byly béhem sledovanych let konzistentné negativni ve vSech ELISA testech
(178 jedincll) a nemocné, infikované ovce (143 jedinc), které byly naopak vidy pozitivni. V nasi studii
jsme predpokladali, Zze dlouhodobé sérologicky negativni, zdravé ovce by mohly byt k ndkaze
odolnéjsi, zatimco pozitivni, nemocné ovce by mohly byt naopak citlivéjSi nebo méné tolerantni

k infekci v postiZzenych stadech. Genotypovani DNA (deoxyribonukleova kyselina) bylo provedeno u
vSech ovci pomoci genomického ¢ipu GeneSeek® Genomic Profiler™ Ovine 50K v laboratofi NEOGEN®
Genomics Europe Ltd. ve Skotsku. Po kontrole kvality genotypl jsme pro nasledny odhad asociace
genomu ovci s fenotypem protilatek mohli pouZit celkem 41 301 genetickych markerd SNP
(jednobodovy polymorfismus, mutace neboli zaména v sekvenci DNA) lokalizovanych napfi¢ vSemi
chromozémy v genomu. Asociace byla kalkulovana smiSenym linedrnim modelem pomoci software
GCTA, na zakladé genomické matice pribuznosti a pfi zohlednéni stdda a véku jedincd.

vevs

Nejdulezitéjsi vysledky a dosazené poznatky o odolnosti ovci

Vysledky studie a prvotni poznatky poukazaly na primérné 18,9% promorenost nakazou CLA u
priblizné 30 testovanych stad ovci rliznych plemen. U ¢ty farem zafazenych do asociacni studie se
pocet testovanych ovci a primérny podil séropozitivnich jedincl mirné lisil. Na farmé B bylo chovano
témér 370 ovci, z nichZ az 26 % bylo pozitivnich; farma D méla 200 ovci, z nichZ 24 % bylo pozitivnich;
farma L méla 150 zvifat (31 % pozitivnich); a farma S méla 265 zvifat (29 % pozitivnich). Pro vizualizaci
genetického pozadi zkoumanych ovci a genetické struktury populaci byla pouZita analyza hlavnich
principialnich komponent PC; viz obrazek. Kazdy jedinec je reprezentovan jednim bodem, graf
sloZitymi metodami vypoctu umoZiuje dvourozmérné zobrazeni genetické podobnosti mezi jedinci a
jednotlivé klastry bodU reprezentuji analyzované populace a jejich genetickou variabilitu.

Obrazek: Analyza hlavnich principidlnich komponent (PC) genetické struktury a variability populaci
ovci suffolk ze Ety¥ farem v CR.
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Genomova asociacni studie prokazala pouze 2 SNP markery, potenciondlné asociované s produkci
protilatek proti Cps u ovci pfi nastaveném prahu pravdépodobnosti asociace P < 2,45 x 107,



Nejvyznamnéjsi SNP marker rs41700265 (identifikacni kéd v databazi SNP) identifikovany na
chromozdému 11 se nachazi v genu TRIM16, ktery kdduje aktivni enzym ubiquitin ligdzu. Tento SNP
polymorfismus zpUsobuje vyznamnou zménu v trojrozmérné strukture a spravném fungovani ligazy.
Dalsi vyznamny SNP se nachazi mezi geny na chromozdému 20, v soucasnosti nejblize popsanym
genem je v této oblasti gen pro dlouhou nekdédujici molekulu IncRNA (ribonukleova kyselina), ktera se
zapojuje do regulace genové aktivity — pfepisovani genu do jeho aktivni formy a nasledné do
vysledného proteinu. Jeji pfesnd regulacni tloha v metabolismu ovce vSak zatim zndma neni.

TRIM16 patti do rozsahlé rodiny vzajemné pribuznych proteind, které se zucastruji procesli vrozené
imunity a obrany proti infekénim nemocem. Jedna ze studii provedenych na mysich prokazala vliv
téchto proteinl na omezeni mnozeni bakterie Cps a dalsi studie zaznamenala zvy$eny obsah TRIM45
v krvi ovci, které byly vystavené nakaze, ale nebyly sérologicky pozitivni vici CLA. Bylo také
prokazano, ze TRIM16 je vyznamné ndpomocen pfi pohlcovani a likvidaci patogent burikami uvnitf
hostitele nebo ve spolupraci s dalSimi regulatory pfimo chrani bunky pfed invazi mykobakteriemi.
Tyto poznatky ve spojeni s nasimi vysledky asociac¢ni studie zdGrazruji vyznam vrozenych, bunéénych
imunitnich procesu pro efektivni obranu a pro vznik odolnosti viici onemocnéni CLA. Navazujici
funkéni anotace u nékolika desitek dalSich gen(, potencionalné asociovanych s citlivosti k CLA, které
jsme béhem naseho vyzkumu detailné analyzovali, zjistila jejich vyznamné zapojeni pfedevsim do
metabolické drahy regulujici bakterialni invazi do epitelidlnich bunék (prostfednictvim mezinarodni
databdze metabolickych a signalnich drah Kyoto Encyklopedie genl a genomu). Podle dosavadnich
zjisténi v literature mohou rGzné kmeny Cps kolonizovat buriky hostitele odliSnymi mechanismy,
které jsou ale dosud malo prozkoumany. Na zakladé nasich vysledk( se domnivame, Ze pokud
patogen dokaze proniknout pres epitelidlni a bunécné membrany exponovaného jedince, CLA se
pravdépodobné postupné rozviji do dalSich, dobfe znamych stadii patogenniho vyvoje véetné
posledniho, perzistujiciho chronického stadia nemoci (viz ¢ldnek autorl MVDr. Sofia Slosarkova a
MVDr. Petr Fleischer: Kasedzni lymfadenitida, Co o ni vime. Zpravodaj SCHOK 2/2019). Tyto
mechanismy by také mohly byt pficinnou individualni specifity imunitni reakce a rozdilné genetické
predispozice k citlivosti zvifete na CLA.

Zaveér

Studie genetickych zakladll infekéni rezistence k CLA u ovci ve faremnich podminkach pfinesla prvni
poznatky o vztahu genomu zvitat k produkci protilatek béhem nékolika let monitorovaného obdobi.
Ackoliv tato plvodni zjisténi jsou cenn3, je tfeba je povaZovat za predbéina a méla by byt rozsifena
dalsim védeckym vyzkumem. V ptipadnych navazujicich projektech je tfeba sledovat hladinu
protilatek v kratSich intervalech a vétsSim pokusném souboru jedinc(, validovat je také jinymi citlivymi
laboratornimi metodami, pravidelné zaznamendavat zdravotni stav a klinicky obraz onemocnéni a
monitorovat biomarkery riznych stadii onemocnéni. Pro jakékoliv dalsi genetické a genomické
analyzy bude nezbytné spoléhat se na spravné stanoveni paternity, plemene a evidence dalsich
zdravotnich a zootechnickych informaci o zviteti. Identifikace genetickych marker( SNP a genl
zapojenych v procesech vrozené imunitni ochrany prispéla k naSemu chapani interakce mezi
genomem ovce a patogenem Cps a je pfislibem pro Slechténi na zdravi a infekéni odolnost.



Podékovani

Vyzkumny tym VUZV, v.v.i. dékuje za vstficnost a ochotu farmaram, ktefi b&hem te$eni projektu
spolupracovali pfi organizovani odbért vzork( a sdileni informaci o svych ovcich. Bez jejich podpory
by tento vyzkum nebyl viibec mozZny. Oceriujeme také vzajemnou spolupraci se vsemi dalSimi
Fesitelskymi organizacemi a SCHOK. Pfedeviim tym VUVel, v.v.i. ndm umoinil sdileni sérologickych
dat a ziskani fenotyp( protilatek u vSech analyzovanych zvitat. Financni podpora pro reseni projektu
byla poskytnuta MZE CR, granty NAZV QK1910082 a MZE-R00723. Vysledky analyz a dostupna
literatura jsou k dispozici u autora ¢lanku.



