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Abstrakt

Mor v¢eliho plodu (pavodce Paenibacillus larvae) ahniloba véeliho plodu
(pivodce Melissococcus plutonius) jsou vyznamna onemocnéni vcel, které jsou
v souladu s Veterinarnim zakonem ¢. 166/1999 Sb. ve znéni pozd¢jsich predpist
fazena mezi nebezpecné nakazy vcel. Ob¢ onemocnéni jsou vyvolana bakteridlnimi
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byla zjiSténa fada rozdilt v pribéhu onemocnéni morem vceliho plodu v zavislosti
na genotypu puvodce onemocnéni uréeném dle ERIC primert. Byly objeveny
4 zakladni genotypy P. larvae oznacené ERIC I-1V, kdy prvni dva genotypy jsou
podle prozatim dostupnych informaci bézné, zatimco genotypy ERIC Il a ERIC IV
jsou vzacné. V soucasnosti vyuzivana diagnostika hniloby vceliho plodu zahrnuje
kultivaci ptivodce tohoto onemocnéni z infek¢éniho klinického materialu, potravin,
surovin zivoci$ného pivodu a prostiedi. Diky pomalému rlistu a nutnosti anaerobni
kultivace je tento postup nejen naro¢ny, ale hlavné velmi zdlouhavy. Doporucena
doba kultivace M. plutonius je 7 dni. Diplomova prace zahrnuje optimalizace PCR
genotypizace P. larvae dle primerd ERIC a také optimalizovany protokol PCR
detekce M. plutonius ve v¢eli méli a medu. Vysledky poskytuji nové informace
0 rozsifeni genotypt P. larvae na uzemi Ceské republiky. Podafilo se uréit genotyp

u 102 terénnich kment P. larvae, z nich 20 bylo identifikovano jako ERIC I



a 82 jako ERIC II. Oblasti vyskytu ERIC | jsou zejména okresy Cesky Krumlov
a Jesenik. Nejhojnéjsi vyskyt ERIC II byl zaznamenan v okresech Olomouc a Zlin.

Béhem optimalizace identifikace M. plutonius bylo vyzkouseno n¢kolik piistupd,
vysledné protokoly kombinuji pouziti specidlné navrzenych ptiprav vzorku
s naslednou izolaci DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kitu a amplifikaci vybranych
usekiit DNA pomoci optimalizovaného protokolu PCR s pouzitim FastStart Tag
DNA Polymerase. Protokoly umoziuji identifikaci M. plutonius v ulové méli
amedu, pfic¢emz je mozno spolehlivé identifkovat piitomnost jiz 10° bakterii
vV gramu méli a medu, niz§i mnoZzstvi bakterii mohou poskytovat faleSné negativni
vysledky. Metodika byla zavedena na laboratorné kontaminovanych vzorcich méli
amedd. Vyhodou PCR detekce je kratsi doba pii identifikaci pivodce
Vv biologickém materialu, metoda poskytuje také potencialni moznost plosného
monitoringu vyskytu bakterie na véelnicich bez nutnosti odbéru plodovych plasta.
Diplomova prace déle obsahuje prvotni vysledky optimalizace kultivacniho média

pro M. plutonius s vysledkem testli dvou bézné uzivanych kultivaénich médii, kdy

médium M110 poskytovalo lepsi vysledky.
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American foulbrood (causative agent Paenibacillus larvae) and European foulbrood
(causative agent Melissococcus plutonius) are important bee diseases, which are in
accordance with the Veterinary Act No. 166/1999 Coll. as amended classified as
dangerous bee infections. Both diseases are caused by bacterial agents and both
diseases generate big issues all over the world. Recently, a number of differences
were discovered depending on ERIC genotype. There are 4 ERIC genotypes
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Several approaches have been done during optimization of M. plutonius
identification. Resulting protocols use specially designed sample preparation
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Cile prace

e zpracovani poznatkli o bakteridlnich nakazach vcel, zejména moru a hnilob¢
v¢eliho plodu (AFB a EFB)

e vypracovani literarni reSerSe zaméfené na biochemické, fyziologické
a genetické vlastnosti a schopnosti ptivodct bakteridlnich nakaz vcel (AFB,
EFB)

e laboratorni testovani schopnosti ptivodci vySe uvedenych nakaz utilizovat
vybrané chemické substraty (mikrobiologické metody)

e nastinéni moznosti vyuziti vySe uvedenych vlastnosti a schopnosti ptivodcli
bakteridlnich ndkaz vcel pii konstrukci novych zivnych ptid a diagnostickych
postuptl, napf. kultiva¢ni metody a PCR

e ovéfeni moznosti detekce Melissococcus plutonius metodou PCR ptimo
ze v¢eli méli a medu

e zmapovani  vyskytu  jednotlivych  genotypti  Paenibacillus larvae
(ERIC | - ERIC IV) pomoci PCR diagnostiky na izemi Ceské republiky



1 UVOD

Vela medonosna je vyznamnym hospodarskym zvifetem nejen z hlediska produkce fady
produkti napt. medu, vosku, mateti kasicky, ale zejména z hlediska svého postaveni
vyznamného opylovace v zemédélstvi. Proto je tfeba tento druh chranit. K tomu bych
rada prispéla také touto praci zaméienou na vyzkum dvou nejvyznamnéjsi bakterialni
onemocnéni véel a jejich ptivodce.

Prvnim onemocnénim je mor vceliho plodu ajeho puvodce Paenibacillus larvae.
V ramci této prace byla kromé vytvoreni literarni reSerSe zaméfené na toto onemocnéni
i jeho puvodce, provedena genotypizace dle primert ERIC pomoci metody PCR
u terénnich izolat P. larvae pochazejicich z Ceské republiky.

Druhym onemocnénim je hniloba vceliho plodu zpusobena bakterii Melissococcus
plutonius. Tato prace obsahuje literarni resersi zaméfenou také na toto onemocnéni a jeho
puvodce. V praktické ¢asti pak byly navrzeny metody pro diagnostiku hniloby véeliho
plodu z tlové méli a medu. Metody jsou zaloZzené na potvrzeni pfitomnosti pivodce
onemocnéni V testovaném vzorku pomoci PCR. Identifikace M. plutonius je pii obou
metodach mozna bez ptedchozi zdlouhavé kultivace této bakterie. Soucasti prace jsou
také vysledky se zavadéni metody kultivace bakterie M. plutonius v tekutém médiu, ktera

by zaroven umoznovala méteni ristovych kiivek této bakterie.
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SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2 BAKTERIALNI ONEMOCNENI VCEL
Vcely stejné jako ostatni hospodaiskd zvirata jsou ohrozeny fadou onemocnéni, kterd
maji riizné pivodce (bakterie, parazity, viry a dalsi) ¢imz také zplsobuji nemalé ztraty
vcelstev (Genersch, 2008; Forsgren, 2009).

V ramci bakterialnich onemocnéni vcel je nejvétsi pozornost vénovana dvéma
onemocnénim. Témito onemocnénimi jsou mor vceliho plodu (AFB) zptisobeny bakterii
Paenibacillus larvae a hniloba vc¢eliho plodu (EFB) zpisobena bakterii Melissococcus
plutonius (Forsgren, 2009). Pivodné nebyly onemocnéni mor véeliho plodu a hniloba
vceliho plodu vzajemné rozliSovany a byly povaZovany za stejnou chorobu s jinym
pribéhem. AZ pokusy o izolaci ptivodce ,,moru v¢el odhalily dva rozdilné piivodce a dvé
rizna onemocnéni véeliho plodu (White, 1906).

Dalsimi bakterialnimi patogeny véel jsou napiiklad puvodci septikemie vcel, ktera je
zpusobena bakteriemi ajejich toxickymi produkty v hemolymf¢ vcel (Grupta
a Reybroeck, 2014). Onemocnéni ma vice puvodci (Bailey a Ball, 1991), mezi nejéastéji
uvadéné puvodce tohoto onemocnéni patii Pseudomonas aeruginosa (Papadopoulou-
Karabelaet al., 1992) Serratia marcescens (Grupta a Reybroeck, 2014) nebo Hafnia alvei
(Bailey aBall, 1991). Také malé Gram-pozitivni bakterie rodu Spiroplasma, jsou
oznacovany za patogeny vcel (Grupta a Reybroeck, 2014). V souvislosti s onemocnénim
véel jsou pak v literatufe uvadény dva konkrétni druhy Spiroplasma apis a Spiroplasma
melliferum (Mouches et al., 1983; Clark etal., 1985). Gram-negativni intracelularni
bakterie oznacované jako rikettsie, jsou v nékterych piipadech také spojovany

s onemocnénimi véel (Bailey a Ball, 1991; Grupta a Reybroeck, 2014).
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2.1 Mor vceliho plodu

Mor v¢eliho plodu je onemocnéni véel zpusobené Gram-pozitivni bakterii P. larvae
(Genersch, 2008). V anglicky psané literatufe je toto onemocnéni obvykle ozna¢ovano
jako American Foulbrood, velmi ¢asto pouzivana je i zkratka odvozena z tohoto ndzvu
AFB.

2.1.1 Paenibacillus larvae
Taxonomické zarazeni organismu:
Doména: Bakterie
Kmen: Firmicutes
Trida: Bacilli
Rad: Bacillales
Celed: Paenibacillaceae

Rod: Paenibacillus

Po svém objeveni a uréeni jako ptivodce onemocnéni véeliho plodu byl P. larvae nejprve
pojmenovan jako Bacillus larvae (White, 1906) a Bacillus pulvifaciens (Katznelson,
1950). Nasledn¢ doslo k vytvofeni nového rodu Paenibacillus, kam byli oba
predpokladani ptivodci moru vceliho plodu zatazeni. Dalsi genotypové studie obou
bakterialnich druht pak vedlo k jejich pfetazeni do jediného druhu, ktery vSak obsahoval
dva poddruhy Paenibacillus larvae ssp. larvae a Paenibacillus larvae ssp. pulvifaciens
(Heyndrickx et al, 1996). Nedavné vyzkumy genomu a patogennich vlastnosti obou
poddruhti pak vedly k jejich definitivnimu slou¢eni do jediného druhu nazvaného
Paenibacillus larvae (Genersch et al., 2006).

P.larvae je Gram-pozitivni patogenni bakterie. Tento mikroorganismus ma
ty¢inkovity tvar o rozmérech ptiblizné¢ 2,5-5 um na 0,5-0,8 um s negativni katalasovou
I oxidasovou reakci a je schopen se pohybovat pomoci peritrichnich bic¢ikt (Genersch,
2008). Dalsim typickym znakem P. larvae je tvorba vysoce odolnych endospor, které
zustavaji infek¢ni 1 dlouhou dobu po opusténi téla pfedchoziho hostitele a jsou schopné
odolavat fadé¢ vngjSich vlivll vcetné vysokych teplot. Diky této schopnosti je velmi
obtizné zcela vycistit oblast, kde uz diive propukl mor vceliho plodu, od vSech endospor

a zamezit tak opakovanému propuknuti choroby (Anonym, 2016a.).
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2.1.1.1 Rastové pozadavky P. larvae

Mikroorganismus P. larvae neni nutné kultivovat anaerobné (de Graaf et al., 2013). Pro
kultivaci P. larvae z terénnich vzorku je Casto vyuzivana dvoji selekce (de Graaf et al.,
2013), kde jsou nejprve pomoci tepelného oSetfeni vyselektovany sporulujici
mikroorganismy (Genersch, 2008). Nasleduje inhibice rastu fady kontaminujicich
sporulujicich bakterii pomoci antibiotika kyseliny nalidixové nebo kyseliny pipemidové
(de Graaf et al., 2013). Existuje cela fada vhodnych kultivaénich médii pro P. larvae.
Znejbézn€ji vyuzivanych médii je nutné zminit alespon MYPGP agar aJ agar.
Na MYPGP agaru pak vykazuji spory P.larvae nejvy$s$i germinativni schopnost
(de Graaf et al., 2013).

2.1.1.2 Geneticka variabilita kment P. larvae
Nejen u eukaryotickych organismi, ale i u organismt prokaryotickych byly objeveny
konzervované opakujici se sekvence v jejich genomové DNA. Téchto sekvenci je mozné
vyuzit pro genotypizaci pomoci PCR s primery navrzenymi na opakujici se useky, které
mohou byt pro riizné zastupce stejného druhu rozdilné ve svém poctu i délce (Versalovic
etal., 1991). Také pro genotypizaci P. larvae bylo otestovano nékolik diive vytvotenych
primerti na repetitivni sekvence v jeho DNA. Jako vhodné pro vyuziti se ukazaly ERIC
sekvence - ERIC1R aERIC2 primery (navrzené Versalovic etal., 1991), BOX
sekvence - BOXAIR primery (navrzené Koeuth, nepublikovany, otistény ve Versalovic
et al., 1994) a REP sekvence - MBO REPI primery (navrzené Versalovic et al., 1994).
BOX sekvence jsou prvni repetitivni sekvence DNA objevené u Gram-pozitivnich
bakterii (Versalovic et al., 1994). Predpokladal se vyskyt tii podjednotek boxA, boxB
aboxC, kdy nejcastéjsi je boxA (57 bp), ktery byl ptvodné jako jediny nalezen
u P. larvae (Genersch a Otten, 2003). Pozd¢jsi vyzkum nalezl u P. larvae novou BOX
podjednotku nazvanou boxD (Krongdang etal., 2017). REP sekvence jsou kratké
palindromatické sekvence DNA, které obsahuji variabilni smycku (Krongdang et al.,
2017). Vysledky genotypizaci pomoci REP a BOX primert pak umoznily rozliSit
4 genotypy P. larvae AB, Ab, ab, ap (Neuendorfet al., 2004). Posledni ze zminéné trojice
primerd, vyuzivanych pro genotypizaci P. larvae, jsou navrzené na repetitivni sekvence
ERIC. Tyto opakujici se vysoce konzervované sekvence byly puvodné nalezeny
v genomu enterobakterii (Hulton etal., 1991). Nazev je zkratkou z anglického
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus. Sekvence ERIC jsou 126 bp dlouhé

a vyskytuji se v nekodujicich transkribovanych regionech (Hulton et al., 1991). Pozice
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ERIC sekvenci v bakterialni DNA se vsak lisi v zavislosti na druhu a kmeni (Hulton
et al., 1991). Pozd¢ji byly ERIC sekvence objeveny i u dalsich bakterii a byl vytvofen par
primert (ERICIR a ERIC2) pro PCR, které umoznuji genotypizaci bakterii pomoci
specifického vzoru vznikajictho po elektroforetickém rozdéleni amplifikovanych
produktt PCR s vybranou bakterialni DNA (Versalovic et al., 1994). Za pomoci ERIC1R
a ERIC2 primera byly uréeny 4 genotypy P.larvae ERIC I-ERIC IV (Obr. 1). Pro
ERIC | a ERIC II je typicky fragment DNA o pfiblizné velikosti 970 bp, ERIC I pak
oproti genotypu ERIC II postrada fragment DNA o velikosti asi 2800 bp. Pro ERIC 111
jsou charakteristické¢ 2 fragmenty DNA, které svou velikosti spadaji do rozmezi mezi
1500 bp a 2000 bp. Posledni z genotypu P. larvae ERIC IV pak poskytuje typicky vzor
s nejvetsim fragmentem DNA, ktery odpovida velikosti piiblizné 1250 bp (Genersch
etal., 2006). Nekteré z kmentd P. larvae byly vyuzity pro genotypizaci nejen pomoci
ERIC primert, ale také pro genotypizaci pomoci REP a BOX primert. Tii ze zastupct
genotypu AB tak byli uréeni jako ERIC Il genotyp. Jako ERIC | pak byli ur¢eni 3 zastupci
genotypu ab a po dvou zastupcich genotypu Ab, ap (Neuendorf et al., 2004; Genersch
et al., 2005; Genersch et al., 2006).
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Obr. 1 Vzor vznikajici po elektroforetickém rozdéleni amplifikovanych produkti PCR s ERIC
primery u 4 genotypu P.larvae (ERIC I-ERICIV). Symboly <> * oznacuji dulezité
fragmenty DNA pro rozpoznani konkrétnich genotypu. Pfevzato z Genersch et al., 2006.
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Obr. 2 Fotografie kolonii P. larvae genotypu ERIC I (oznaceny a a B) a genotypu ERIC Il
(oznaceny C, D, E a F). Pfevzato z Bassi et al. (2015).

Byla ziskana kompletni sekvence DNA zastupci dvou ERIC genotypu P. larvae.
Kompletni genom P. larvae genotyp ERIC | kmen DSM 25719 obsahuje 4 579 589 bp
zatimco o néco malo mensi genom P. larvae genotyp ERIC Il kmen DSM 25430
obsahuje 4 056 006 bp. Obsah GC byl 44 % u ERIC I genotypu a45 % u ERIC Il
genotypu (Djukic et al., 2014). V obou sekvencovanych zastupcich byl nalezen kruhovy
plasmid o velikosti 7,9 kbp, ktery se mezi obéma zastupci lisil v pouhych 49 bazich.
Nicméné prohledani genomi dalsSich sbirkovych P. larvae neodhalilo dalsiho zastupce
genotypu ERIC I, ktery by obsahoval plasmid. Vyskyt plasmidu i u dalSich sbirkovych
zastupcu byl potvrzen pouze u P. larvae genotypu ERIC Il (Djukic et al., 2014).

2.1.1.3 Biochemicka a morfologicka variabilita kmend P. larvae
Rozdily u zastupct jednotlivych genotypti mohou byt patrné uz z morfologie P. larvae
(Obr. 2). Zatimco zastupci genotypi Ab, ab, aff tvofi bilé az nasSedivélé mirné se lesknouci
kolonie, zastupci genotypu AB tvoii bilé aZ tmavé ¢ervené kolonie, které postupem Casu
pruhledni a star$i kolonie jsou proto jakoby ,,oramované“ (Neuendorf et al., 2004).
Vyskyt oranzovych az Cervenych kolonii P. larvae byl u genotypti ERIC zaznamenan
u zastupct ERIC Il a ERIC Ill (Genersch et al., 2006). Dalsi morfologické odlisnosti
u zastupct jednotlivych ERIC genotypil byly zaznamendny u spor, kdy spory zastupct
ERIC | mély hladky povrch, spory zastupcii ERIC II mély zvrasnény povrch a spory
zastupct ERIC 11l a ERIC IV mély na povrchu dlouhé podélné vystupky (Genersch et al.,
2006). Rozdily mezi jednotlivymi ERIC genotypy byly popsany také v jejich schopnosti
vykKlic¢it z endospor po tepelném osetieni. Zatimco kli¢eni spor zastupcti genotypu ERIC |
bylo podpofeno kratkodobym zvednutim teploty na 90-95 °C, stejné podminky u spor
zastupct genotypu ERIC I vedly ke snizeni schopnosti klicit z endospor. Pti zvednuti
teploty oSetieni na 100 °C pak spory zastupcu ERIC | stale vykazovaly schopny kli¢eni,
ale rast zastupcl genotypu ERIC Il ztakto oSetfenych spor nebyl pozorovan.
U zbyvajicich dvou genotypi ERIC bylo zaznamenano sniZeni kliCivosti spor

po tepelném oSetieni u zastupce genotypu ERIC IV au zastupce genotypu ERIC III
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nebylo pozorovano zadné ovlivnéni kli¢ivosti spor tepelnym osetfenim (Forsgren et al.,
2007).

Dalsimi vlastnostmi, které se mohou lisit u riznych genotypt P. larvae, jsou
biochemické charakteristiky. V zavislosti na genotypu ziskaném pomoci PCR s primery
na BOX a REP sekvence se nejvice odliSoval genotyp AB (Neuendorf et al., 2004).
Zastupci genotypu AB jako jedini vykazovali schopnost metabolizovat fruktosu. Oproti
tomu, ale nebyli schopni vyuzit glycerol, adenosin-5"-monofosfat, thymin-5’-monofosfat
a uridin-5"-monofosfat, které byly vétsinou zastupcii ostatnich genotypti metabolizovany
(Neuendorf et al., 2004). U vSech v této studii testovanych genotypu pak byla pomoci
BIOLOG systému (Biolog, Hayward, USA) potvrzena schopnost metabolizovat glukosu,
trehalosu, kyselinu pyrohroznovou a N-acetyl-D-glukosamin (Neuendorf et al., 2004).
Dalsi vysledky byly ziskany pii biochemické charakterizaci nékolika zastupcu P. larvae
(jesté rozdélenych do dvou poddruht jako P.larvae ssp. larvae aP.larvae ssp.
pulvifaciens), u kterych nebyl uréen genotyp (Kilwinski et al., 2004). Byly pouzity dva
rizné systémy (BIOLOG a API50CH) uréeni metabolického profilu testovanych bakterii,
které u stejnych zastupct v ne¢kolika piipadech poskytly rozdilné vysledky (Kilwinski
et al., 2004). Pfi pozdé€jsim uréeni genotyptt ERIC, provedeném Genersch et al. (2006),
byly dva ze Etyf zastupct pouzitych pii studii provedené Kilwinski et al. (2004) pouziti
znovu a urceni jako ERIC | - P. larvae ssp. larvae respektive ERIC IV - P. larvae ssp.
pulvifaciens genotyp. Treti zdroj pak také vyuzil nékolik kmend P. larvae bez urceni
jejich genotypu pro testovani biochemickych vlastnosti pomoci systému BIOLOG (Bzdil,
2010). Pro snazsi orientaci byla vypracovéana tabulka, ktera shrnuje vybrané vysledky
vSech ¢tyt ziskanych metabolickych profila P. larvae (Tab. 1).

Zatimco schopnost metabolizovat glukosu, trehalosu a N-acetyl-D-glukosamin vysla
ve vSech ptipadech stejné, pozitivné pro vSechny nebo alesponn velkou vétSinu
testovanych zastupcu (Kilwinski et al., 2004; Neuendorf etal., 2004; Bzdil, 2010).
Schopnost vyuzit ribosu jako zdroj uhliku se podle vysledki ziskanych v jednotlivych
testech lisila (Kilwinski et al., 2004; Neuendorf et al., 2004; Bzdil, 2010). Pti pouziti
API50CH (Biomérieux, Lyon, Francie) systému byla ur¢ena ribosa jako vhodny zdroj
uhliku pro vSechny zastupce (Kilwinski et al., 2004). Naproti tomu pfi vyuziti BIOLOG
systému byla ribosa metabolizovana jen n¢kolika zastupci z jediné studie a ve druhé
studii nebyla schopnost vyuzZit ribosu prokazana u zadného pouzitého kmene (Kilwinski
et al., 2004; Bzdil, 2010). Dalsi shodné i neshodné vysledky pak byly zaznamenany pfi

testovani fruktosy a salicinu, kdy pfi pouziti stejnych sbirkovych kmenti P. larvae byly
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tyto uhlikové zdroje pozitivni u vétsiho poctu zastupcu P. larvae podle APIS0CH
systému nez podle BIOLOG systému (Kilwinski et al., 2004; Neuendorf et al., 2004).
Nejvetsi rozpor ve vysledcich studii pak nastava ve schopnosti vyuzit manosu, kdy podle
Neuendorf etal. (2004) vétsina testovanych zastupct P.larvae kromé par zastupci
genotypu AB neni schopna vyuzit tento zdroj uhliku, zatimco podle Kilwinski et al.
(2004) a Bzdil (2010) vsichni zastupci testovani pomoci APISOCH-systém a vétSina
zastupcti testovanych pomoci BIOLOG systému byla schopna manosu metabolizovat. Pti
charakterizaci biochemickych vlastnosti typickych pro jednotlivé ERIC genotypy
(testovani zastupci ERIC I, ERIC II, ERIC Ill, ERIC 1V), jako jediny genotyp ERIC |
dokazal fermentovat salicin, ale také jako jediny nedokédzal fermentovat manitol
(Genersch et al., 2006).

Pfi testovani aktivity vybranych enzymt se nejvice odliSoval genotyp ERIC II,
u kterého nebyla jako u jediného genotypu P. larvae zjisténa aktivita alkalické ani kyselé
fosfatasy (Genersch et al., 2006). Podle Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (De
Vos et al., 2009) P. larvae obvykle vykazuje negativni katalasovou reakci. Schopnost

redukovat nitraty a nitrity se u jednotlivych zastupcti tohoto patogenniho druhu lisi. Podle

Tab. 1 Piehled vysledkti metabolickych profilii P. larvae ziskanych pro vybrané chemické
slou¢eniny (Kilwinski et al., 2004; Neuendorf et al., 2004; Bzdil, 2010).

BIOLOGs. | BIOLOGs. | APIS0CH s. | BIOLOG s.
Vybrané uhlikové zdroje | Neuendorf Kilwinski Kilwinski Bzdil et al.,
etal., 2004 | etal, 2004 | etal, 2004 2010
Glukosa + + (75 %) + % (90 %)
Fruktosa + + (25 %) + (50 %) + (40 %)
Manosa + + (50 %) + + (80 %)
Maltosa X + (25 %) + (50 %) + (20 %)
Trehalosa + + + + (80 %)
Ribosa X + (50 %) + -
Glycerol + + + (75 %) + (80 %)
Kys. pyrohroznova + + X X
N-acetyl-D-glukosamin |+ + + + (80 %)
N-acetyl-B-D-manosamin |+ + (50 %) X + (90 %)
Salicin X + (25 %) + (75 %) + (50 %)
+/- pozitivni/negativni vysledek u vSech testovanych zastupcti
+ pozitivni vysledek u nékterych testovanych zastupct hodnota v zavorce dopliuje
procento pozitivnich izolatd, je-li uvedeno
X netestovano nebo nepublikovano
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Kilwinski etal. (2004) vétsina testovanych zastupci vykazovala aktivitu gelatinasy

a zadny z testovanych zastupcii nevykazoval aktivitu nitratreduktasy.

2.1.1.4 Virulence kmenu P. larvae

cvwr

u testovanych larev starych 24-48 h. Tato hodnota odpovidala pouhym 8,49 sporam
P. larvae (Bredsgaard et al., 1998). Pozd¢jsi vyzkum poukazal na rozdilnou virulenci
u riznych zastupci P. larvae (Genersch et al., 2005). Bylo uréeno LDsg spor zastupct
jednotlivych genotypti ziskanych pomoci PCR s BOX A1R primery a PCR s MBO REP1
800 spor. Pfi urCovani LDsg jednotlivych zastupcii nebyla patrna Zadna souvislost
sur¢enym genotypem (Genersch et al., 2005). Oproti tomu vysledky naznacuji vztah
mezi konkrétnim genotypem a dobou od podani infekéni davky do smrti infikované larvy.
Kdy nejkratsi ¢as od podéni infekéni davky ke smrti infikované larvy byl zaznamenéan
u genotypu AB 7,8 + 1,7 dni, zatimco u ostatnich genotypd (Ab 11,2 +0,8; ab 11,6 £ 0,6;
ap 11,3 + 0,8 dni) byly urCeny delsi ¢asové useky (Genersch et al., 2005). Podobné
vysledky byly ziskany také pfi testovani délky pribéhu onemocnéni mor vceliho plodu
u jednotlivych genotypit ERIC. Kdy u ERIC | genotypu trvalo onemocnéni od podani
infek&ni davky do smrti pfiblizné 12 dni. Zatimco ostatni testované genotypy (ERIC 11,
ERIC Il a ERIC 1V) vykazovaly rychlejsi prubéh onemocnéni, kdy od podani patogenu
dochazelo k thynu infikované larvy ptiblizné po 7 dnech (Genersch et al., 2006). Také
Yue etal. (2008) pozorovali pii laboratorni infekci vcelich larev sporami P. larvae
rychlejsi rist ve stfevé infikované larvy u zastupct genotypu ERIC 11 oproti genotypu
ERIC I.

2.1.2 Rozvoj a priibéh onemocnéni

Onemocnéni mor véeliho plodu miize propuknout pouze u veeli larvy. Postizeny jedinec
pak obvykle uhyne. K tthynu dochazi nejcastéji ve stadiu larvy. Nékteré larvy se ale jesté
pted svou smrti stihnou zakuklit (Bailey a Ball, 1991; Anonym, 2016a).

K nakaze vcelich larev morem vceliho plodu dochéazi obvykle pomoci spor v potrave.
U vegetativnich bun¢k P. larvae se infek¢nost nepodatilo prokazat (Hornitzky, 1998).
Nejnachylnéjsi na propuknuti moru véeliho plodu jsou nejmladsi larvy (Bredsgaard et al.,
1998). Po pozieni ze spor ve stfevé larev vykli¢i vegetativni forma P. larvae, kterou bylo
mozné detekovat uz 24 h po infekci (Yue et al., 2008). Vegetativni buriky se nasledné

prudce mnozi v celém stievé infikované larvy. V pribéhu celé infekce byla ur€ovana
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lokalizace vyskytu bun¢k P. larvae v zivych i mrtvych larvach s ptiznaky moru véeliho
plodu pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) s probou specifickou na 16S RNA
gen P. larvae. Pii vSech téchto testech bylo potvrzeno protrzeni peritrofické membrany
I sttevniho epitelu a vyskyt patogenu v haemocoelu pouze u mrtvych larev (Yue et al.,
2008). Peritrofickd membrana tvofi bariéru chranici stfevni epitel vcel aje tvofena
zejména chitinem (Garcia-Gonzalez a Genersch, 2013). V prub¢hu infekce morem
v¢eliho plodu dochazi k jeji degradaci. Bylo zjisténo, ze P. larvae je schopen chitin
degradovat (Garcia-Gonzalez a Genersch, 2013), aze je také schopen vyuzit
N-acetyl-D-glukosamin, ktery je stavebni jednotkou chitinu (Neuendorf et al., 2004).
Zaroven vysledky naznadily, ze k pfesunu P. larvae nedochazelo pomalu, ale spiSe nahle
(Yue et al., 2008). Pfi téchto pozorovanich nebyl nalezen zadny zastupce P. larvae uvnitt
bunék infikované larvy, coz neodpovida diive vyslovenému ptedpokladu, Ze se P. larvae
piesunuje pies stievni epitel pomoci fagocytdzy. Naopak buiiky P. larvae byly nalezeny
Vv mezibunécénych prostorach a bylo zjisténo poskozeni spojeni mezi buitkami stievniho
epitelu (Yueet al., 2008). Uz dtivejsi studie poukazala na sekreci proteas ptivodcem moru
véeliho plodu (Dancer a Chantawannakul, 1997). Pozdé&ji byly v genomu P. larvae
nalezeny geny pro vice nez 100 raznych proteas a dalSich degradacnich enzymu, které
mohou byt potencionalnimi faktory virulence (Djukic et al., 2014). Toto bylo potvrzeno
u chitin-degradujiciho proteinu PICBP49, ktery je jednim z kli¢ovych faktor virulence
bakterie P. larvae (Garcia-Gonzalez et al., 2014). Pii testu virulence s mutanty P. larvae
postradajicimi funk¢éni gen pro PICBP49 protein doslo ke snizeni poskozeni peritrofické
membrany a zejména k vyraznému sniZeni virulence testovanych patogennich bakterii.
Ty v podstaté nebyly schopny zpisobit imrti infikovanych larev pti infekénich davkach,
které u terénni formy P. larvae zpisobovaly po podani tthyny larev v rozmezi 75-77 %
(Garcia-Gonzalez et al., 2014). Vysledky z FISH analyzy i sekrece proteas pak vedly
Kk vysloveni hypotézy, ze se P. larvae dostava do haemocoelu larev spiSe paracelularni
cestou (Yue etal., 2008). Pro FISH analyzu byli pouziti zastupci P. larvae genotypu
ERIC | a ERIC II. Prubéh infekce se zdal byt stejny u obou genotypti, pouze zastupce
genotypu ERIC II se ve stievé infikované larvy mnozil rychleji (Yue et al., 2008).
Zaroven byla po celou dobu infekce pozorovana sporulace P. larvae, a to véetné ranych
fazi infekce (Yue et al., 2008).

K dal$im experimentalné potvrzenym faktorim virulence u P. larvae patii u genotypu
ERIC I toxiny PIx1 a PIx2. Tyto toxiny nebyly objeveny u genotypu ERIC Il (Fiinfhaus

et al., 2013). Také v ptipadé Plx1 a PIx2 doslo k vyrazné redukci virulence u testovanych
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dele¢nich mutantd pro toxinové geny v porovnani s divokym typem P. larvae (Fiinfhaus
etal., 2013). U genotypu ERICII, ale nikoliv u genotypu ERICI, ten ma
ve svém genomu pouze nefunkéni gen, byl nalezen SplA protein S-vrstvy, ktery s nejveétsi
pravdépodobnosti slouzi k adhezi bun¢k patogenu ke stfevnim bunkdm infikované larvy
(Poppinga et al., 2012). SplA protein ma vliv na morfologii a virulenci bakterie. Zatimco
pro ERIC IT genotyp jsou typické kulaté kolonie, dele¢ni mutant SplA genu genotypu
ERIC IT vytvafel kolonie s nepravidelnym okrajem. Morfologickd zména byla
pozorovatelna i na urovni bakterii, kdy mutanti tvofili protahlejsi buniky (Poppinga et al.,
2012). Zaroven mutant vykazoval vyrazné€ nizsi schopnost usmrtit infikovanou larvu nez
divoky typ, kdy pfi stejné infek¢éni davee deleéni mutant P. larvae genu SplA usmrtil
34,4 + 5,55 % larev oproti 78,9 + 1,13 % usmrcenych larev pfi infekci divokym typem
(Poppinga et al., 2012). Avsak delece genu SpIA neméla vliv na zvySenou rychlost
pribéhu infekce typickou pro ERIC 1l genotyp, kdy v piipadé uhynu larvy na mor véeliho
plodu byl ¢as od inokulace ke smrti srovnatelny s divokym typem (Poppinga et al., 2012).

2.1.3 Klinické projevy nemoci
Onemocnéni mor véeliho plodu se projevuje zménou barvy postizené larvy nejprve
na bézovou a nasledné na hnédou. Po tthynu dochézi také ke zméné¢ konzistence, kdy se
mrtva larva rozpada na lepkavou hmotu, kterd pfi nabrani a taZeni tvoii dlouhé provazce.
Rozklad miZe byt doprovazen typickym zapachem. Po uplynuti nejméné jednoho mésice
od smrti postizené larvy dochazi k jejimu vyschnuti. Pro seschlé zbytky larvy (Obr. 3),
ktera uhynula na mor v€eliho plodu, je typické, Ze jsou silné pfichyceny na sténé bunky

(Bailey a Ball, 1991; Anonym, 2016a).

Obr. 3 Fotografie seschlé larvy zemielé na mor véeliho plodu (v oteviené buiice uprostied).
Autor Mgr. Jifi Danihlik, Ph.D.
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2.1.4 Siieni, moZnosti 16¢by a prevence

Pfenos onemocnéni moru vceliho plodu probiha vertikalné i horizontalné (Genersch,
2008). Vertikalni ptenos spor P.larvae byl potvrzen pii oddéleni nového roje
Z mateiského vcelstva. Pii nepropuknuti klinickych pifiznakii onemocnéni vSak mnozstvi
spor ve starém i novém vcelstvu postupem casu klesalo (Fries et al., 2006). Dale byla
potvrzena infekénost sporami P. larvae kontaminovaného medu, jako potencionalniho
zdroje onemocnéni mor véeliho plodu, kdy v zimé diky jeho konzumaci rostl vyskyt
poctu spor u dospélych vcel. Takovyto riist koncentrace spor v populaci dospélych
jedincti pak ptedstavuje riziko propuknuti onemocnéni u jarniho potomstva (Lindstrom
et al., 2008a). Jako jeden z hlavnich zptisobt horizontalniho ptenosu spor P. larvae u vcel
je povazovano vylupovani nemoci oslabenych vcelstev aodnaSeni sporami
kontaminovaného medu (Genersch etal., 2008). Byla potvrzena vysoka uspé$nost
horizontalniho ptenosu infekce v oblasti do 1 km od v¢elstva s klinickymi piiznaky moru
v¢eliho plodu, které mélo v Glu med obsahujici spory P. larvae (Lindstrom et al., 2008b).
K dalSimu zptisobu horizontalniho pfenosu onemocnéni mor vceliho plodu pfispiva sam
vcelaf, kdy pfi vymeén¢ materidlu z llu mezi riznymi vcelstvy mlize dojit k zavle€eni spor
P. larvae (Genersch et al., 2008).

V nékterych zemich (napt. USA) je povolena léCba vcelstva nakazeného morem
vceliho plodu pomoci antibiotik. K tomuto ucelu je vyuzivano napiiklad antibiotikum
hydrochlorid oxytetracyklinu (Lodesani etal., 2005). Dalsi antibiotika, ktera byla
pouzivana k 1é¢bé moru véeliho plodu, byla tylosin, lincomycin a sulfathiazol
(Krongdang et al., 2017). Avsak pro kazdé ze zminénych antibiotik byly nalezeny kmeny
P. larvae, které byly vii¢i tomuto antibiotiku rezistentni (Krongdang et al., 2017). Dal$im
problémem antibiotik jsou jejich rezidua ve vcelaiskych produktech (Lodesani et al.,
2005). Diky vSem témto obtizim je lééba moru vceliho plodu antibiotiky v tadé
evropskych zemi zakazana a vcelstva napadena morem vceliho plodu jsou likvidovana
(Genersch, 2010).

V zaludku véel byly nalezeny symbiotické bakterie pochazejici z rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium, které inhibovaly rast P. larvae. Inhibi¢ni efekt jednotlivych druhi byl
ruzné velky, ale pfi kombinaci v§ech osmi nalezenych bakterii nebyl zaznamenéan zadny
rast P. larvae na pevném ristovém médiu (Forsgren et al., 2010). Jiny vyzkum se zabyval

pravdépodobnosti vypuknuti moru vceliho plodu Vv zavislosti na hygienickém chovani
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véel. To spociva v detekci a vyneseni nemocnych larev délnicemi ven z ulu. Bylo
vybrano po 18 vcelstvech, ktera vykazovala hygienické chovani a kterd jej nevykazovala.
Do vsech vybranych vcelstev pak byly vneseny spory P.larvae. Tato vcelstva byla
nasledné pozorovéana. Zatimco u vsSech 18 vcelstev bez hygienického chovéani byly
v prib¢hu vyzkumu pozorovatelné klinické ptiznaky moru vceliho plodu, pouze
u 7 vcelstev s hygienickym chovanim se viditeln€ projevilo toto onemocnéni. V prabehu
dvou mésicti pak doslo k vymizeni klinickych pfiznakti onemocnéni u 5 ze 7 vcelstev
s hygienickym chovani, ale pouze u 1 z 18 vcelstev bez tohoto chovani (Spivak a Reuter,
2001).

2.1.5 Diagnostické metody prukazu choroby

2.1.5.1 Klinické prohlidky a mikroskopicka pozorovani
Prvnim krokem k vysloveni diagndzy moru véeliho plodu u nakazeného vcelstva muze
byt zpozorovani klinickych ptiznakt tohoto onemocnéni. Pro potvrzeni podezieni anebo
odhaleni propukajiciho onemocnéni pak slouzi fada laboratornich diagnostickych metod
(Genersch et al., 2008).

Jednou z moznych diagnostickych metod je kultivace spor vyextrahovanych
do destilované vody na selektivnim médiu s kyselinou nalidixovou a mikroskopické
pozorovani doplnéné o barveni apozorovani spor pod skenovacim elektronovym
mikroskopem (Alippi, 1991). Tuto analyzu vsak muzou zkomplikovat rozdily
v nékterych vlastnostech jednotlivych genotypt P. larvae (Genersch et al., 2006).

2.1.5.2 Kultivaéni metody

Klasickou ahojné vyuzivanou diagnostickou metodou, ktera byla vyvinuta v fadé
riznych provedeni, je kultivace spor P.larvae na vybraném kultivaénim médiu
(Genersch, 2008). K tomuto tc¢elu je mozné spory izolovat z fady druhti materialu napft.
medu, véel, ulové méli, stérech z prostiedi (Hornitzky a Karlovskis, 1989; Alippi, 1995;
Schuch et al., 2001; Bzdil, 2010). VSechny tyto metody jsou zalozené na extrakci spor
z vybraného materidlu. Nésledné zahtati extrakti na vySSi teplotu aktivuje spory
a zaroven sniZi mnozstvi ostatnich mikroorganismii, které by mohly ztézovat nasledujici
kroky analyzy. Poté jsou ziskané spory P. larvae kultivovany na vhodném selektivnim
médiu (Hornitzky a Karlovskis, 1989; Alippi, 1995; Schuch et al., 2001; Bzdil, 2010).
Jako vhodné pro zvySeni selektivity média se ukdzalo napfiklad pfidani antibiotik

kyseliny nalidixové a kyseliny pipemidové (de Graaf et al., 2013). Pro vylouceni fale$né
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pozitivnich vysledki, které mohou byt zplisobeny ptitomnosti jinych sporulujicich
bakterii, mtize nasledovat potvrzeni narostlych kolonii jako piislusnika druhu P. larvae
napftiklad podle biochemickych charakteristik nebo molekularné biologickymi metodami
(Hornitzky a Karlovskis, 1989; Alippi, 1995; Govan et al., 1999; Schuch et al., 2001,
Genersch, 2008; Bzdil, 2010). Avsak bylo zjisténo, ze schopnost spor vykli¢it po oSetfeni
vysokou teplotou se u jednotlivych genotypti odliSuje, coz miize ovlivnit vysledky
provadéné analyzy (Forsgren et al., 2007). Také uréovani vyskytu P. larvae na zaklade
biochemického profilu v fadé ptipadi nemusi poskytovat zcela spolehlivé vysledky a to
i proto, ze biochemicka charakteristika se u nékterych kmena P. larvae 1isi (Kilwinski

et al., 2004; Neuendorf et al., 2004; Bzdil, 2010).

2.1.5.3 Imunochemické a molekularné biologické metody
Dalsi metody, které byly navrzeny pro diagnostiku moru vceliho plodu, jsou zalozeny
na interakci P. larvae s protilatkou ziskanou z krali¢iho séra. Test je mozné provést
ve dvou provedenich, jako imunodifuzni diagnosticky test nebo za vyuziti detekce
fluorescence emitované protildtkou s navazanou flourescencni znackou (Peng a Peng,
1979). Dale je pro potvrzeni piitomnosti P. larvae ve vzorku vyuzivana polymerasova
fetézova reakce (PCR) (Genersch et al., 2008). Pro identifikaci této patogenni bakterie
pomoci PCR byla navrzena fada primerd, jako piiklad 1ze uvést primery AFB a Primer 1
aPrimer 2. Obé zminéné sady primertt byly navrzeny na sekvenci 16S rRNA genu
P. larvae (Govanetal., 1999; Dobbelaere etal., 2001). Protokoly pro identifikaci
P. larvae byly vytvoteny pro identifikaci kolonii ziskanych po kultivaci spor z terénnich
vzorkd, jako jsou véely, veeli larvy, med a ulova mél (Govan et al., 1999; Dobbelaere
et al., 2001; de Graaf et al., 2013). Pozdg&ji byly vyvinuty také protokoly pro izolaci DNA
P. larvae ptimo z téchto vzorku (Ryba et al., 2009; Forsgren a Laugen, 2013; de Graaf
etal., 2013). Avsak pii porovnani pouziti kultivaéni metody s naslednym potvrzenim
pivodce P. larvae pomoci PCR a ptimé izolace bakterialni DNA z terénniho vzorku, mél
protokol zahrnujici pfimou izolaci DNA nizsi citlivost nez protokol, ktery vyuzival

ptedchozi kultivace P. larvae na kultiva¢nim médiu (Forsgren a Laugen, 2013).

2.1.5.4 Aktualng zavedena klinickd diagnostika ve veterinarnich

laboratofich
Napiiklad SVU Olomouc, ktery je garantem diagnostiky moru véeliho plodu v CR,
vyuziva pro laboratorni diagnostiku moru véeliho plodu metody popsané v SOP ¢.3/02
HYG (2013). Ty zahrnuji ziskani a zakoncentrovani spor P. larvae a nasledné barveni
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spor dle Schaefer-Fultona acidorezistentni nebo barveni spor dle Schaefer-Fultona
malachitovou zeleni S naslednym mikroskopickym pozorovanim. Tento vysledek musi
byt potvrzen kultivaéni metodou. Pii ni je podle typu testovaného materidlu, tento
material zpracovan. Takto vytvofeny vzorek je ndsledné¢ nanesen na vhodné kultivacni
médium. Typické kolonie, které vyrostly pii kultivaci, je nasledné nutné potvrdit
napi. pomoci biochemickych charakteristik, technikou MALDI-TOF Biotyping nebo
PCR. Kultiva¢ni metoda pfi vhodném provedeni umoziiuje nejen urceni piitomnosti

P. larvae, ale také uréeni mnozstvi jeho bun¢k v testovaném vzorku.

2.1.6 Epizootologie vyskytu
Onemocnéni mor vceliho plodu se podle vyro¢nich zprav vydavanych Statni veterinarni
spravou (SVS, 2009; SVS, 2014; SVS, 2016; SVS, 2017a) v poslednich letech pravidelné
vyskytuje na uzemi Ceské republiky. Lé¢ba tohoto onemocnéni v Ceské republice neni
povolena a vSechna nemocna vcelstva jsou z duvodi zamezeni dal§iho $ifeni tohoto
onemocnéni utracena. Pocty utracenych vcelstev za posledni 4 roky kolisaly mezi 677
a 1943 utracenymi vcelstvy ro¢né (Tab. 2). V oblastech s vyskytem moru v¢eliho plodu
jsou dale vytyCovana ohniska a vyhlasovana ochrannad pasma moru vceliho plodu, ktera
znamenaji fadu omezeni pro vcelafe. Vyskyt ochrannych pasem moru vceliho plodu
platnych k6. 10. 2017 je vyznaCen na mapé (Obr. 4). V ptedchozich letech byly
zaznamenany nasledujici pocty nové vzniklych ochrannych pasem moru véeliho plodu
(Tab. 2), které poukazuji na ptetrvavajici riziko této choroby pro ¢eské chovy véel (SVS,

2009; SVS, 2014, SVS, 2016; SVS, 2017a).
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Obr. 4 Mapa ochrannych pasem moru véeliho plodu (zluté oblasti) platnych k 6. 10. 2017
(SVS, 2017D).
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Tab. 2 Tabulka ukazujici pocty nové vyhlaSenych ohnisek moru véeliho plodu a pocty
utracenych vcelstev na uzemi CR v obdobi let 2010-2016 (SVS, 2009; SVS, 2014; SVS, 2016;
SVS, 2017a).

rok 2010 2011| 2012| 2013| 2014| 2015| 2016
novych ohnisek 164 160 179 128 332 239 242
utraceno véelstev - - - 677 1943 1394 1254

Vyskyt jednotlivych genotypt ERIC u P. larvae byl charakterizovan v nékolika
zahrani¢nich studiich. Pouze P. larvae genotypy ERIC | a ERIC II, avSak ani jediny
izolat genotypu ERIC Il ani ERIC IV, byly detekovany pii prvnim genotypizaci
u evropskych izolata P. larvae. Tyto genotypy byly nalezeny u izolata P. larvae, které
pochazely z Finska, Némecka a Svédska (Genersch etal., 2006). Pii genotypizaci
uruguayskych a argentinskych izolati byly mezi uruguayskymi izolaty nalezeny pouze
genotypy ERIC | au argentinskych izolatd byly nalezeny genotypy ERIC I, ERIC Il
a ERIC III (Antinez etal., 2007). Zatimco mezi rakouskymi izolaty P.larvae byly
nalezeny pouze genotypy ERIC 1 aERIC II. Konkrétné pak 58 % izolata patfilo
ke genotypu ERIC | a 42 % izolatd ke genotypu ERIC Il. Genotypy ERIC Il a ERIC IV
nebyly mezi rakouskymi izolaty P.larvae nalezeny (Loncaric etal., 2009). Pii
genotypizaci italskych izolatd P. larvae byly také nalezeny opét pouze izolaty patici
ke genotypim ERIC | a ERIC I1. Zastoupeni jednotlivych genotypt u italskych izolata
P. larvae bylo nasledujici: 85,5 % izolati patiilo ke genotypu ERIC I, 12,7 % izolatd
patiilo ke genotypu ERIC Il a 1,8 % izolatd bylo smési genotypu ERIC 1 a ERIC Il (Bassi
etal., 2014). Mezi izolaty P. larvae pochazejicimi ze Severni Ameriky, pfevazné USA,
pak byli nalezeni pouze zastupci genotypu ERIC | (Krongdang et al., 2017). Vyskyt
P. larvae genotypu ERIC IV byl potvrzen pouze u izolatd, které pochazely se sbirky
mikroorganismi, konkrétné ze Svédské sbirky - Swedish Culture Collection, University
of Gothenburg, Gothenburg, Svédsko; Némecké sbirky - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Leibniz institut, Braunschweig,
Némécko; Belgické sbirky - Belgian Coordinated Collections of Microorganisms -
BCCM/LGM, Gent, Belgie a Americké sbirky - American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, Virginie, USA (Genersch et al., 2006).
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2.2 Hniloba vceliho plodu

Hniloba vceliho plodu je onemocnéni vcel zplisobené gram-pozitivni nesporulujici
bakterii M. plutonius (Bailey, 1963b). V anglicky psané literatufe je toto onemocnéni
obvykle oznacovano jako European foulbrood, velmi casto pouzivand je 1 zkratka

odvozena z tohoto nazvu EFB.

2.2.1 Melissococcus plutonius
Taxonomické zarazeni organismu:
Doména: Bakterie
Kmen: Firmicutes
Trida: Bacilli
Rad: Lactobacillales
Celed: Enterococcaceae

Rod: Melissococcus

V literatufe zabyvajici se timto patogenem je mozné nalézt fadu ndzvu, které byly
puvodné pouzivany pro M. plutonius. Organismus byl nejprve pojmenovan jako Bacillus
pluton (Bailey, 1983), pozdé¢ji doslo k pfejmenovani organismu na zakladé
morfologickych znakti na Streptococcus pluton (Bailey, 1956). Dalsi chemické
a biochemické analyzy vSak odhalily, Ze ani toto zatfazeni nebylo zcela spravné, a proto
byl Streptococcus pluton pieklasifikovan na Melissococcus pluton a zaroven byl vytvoten
novy rod anaerobné rostoucich gram-pozitivnich koki (Obr. 5), nazvany Melissococcus
(Bailey a Collins, 1982a). Ty je obvykle mozné pozorovat pod mikroskopem ve formeé
rizné dlouhych fetizkd slozenych z jednotek o velikosti 0,5-1,5 mm (Allen a Ball, 1993)
DalS8im charakteristickym znakem této bakterie je pak negativni katalasova i1 oxidasova
reakce (Arai et al., 2012). Zatim posledni zména nazvu byla provedena v roce 1998, kdy

byl organismus piejmenovan na Melissococcus plutonius (Truper a de Clari, 1998).

2.2.1.1 Nutri¢ni a rustové pozadavky M. plutonius
Na pevnych kultivaénich médiich roste M. plutonius nejcastéji ve formé drobnych bilych
koloniii (Obr. 5) (Allen a Ball, 1993). Pro svij rlst potfebuje vhodné pH v rozmezi 6-7.
Jako optimalni pH je udavana hodnota 6,5-6,6. Teplotni optimum rtastu M. plutonius je
35 °C (Bailey, 1957). K dalsim pozadavkim pro rust testovanych izolatd M. plutonius
patfi pomér Na’: K" 1:1 nebo vys$si ve prospéch draselnych iontid (Bailey, 1957).
Pozdgjsi testy odhalily existenci nejméné jednoho kmene M. plutonius, ktery dodrzeni
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téchto pomért sodnych a draselnych ionti nevyzaduje. Tyto izolaty M. plutonius
vykazovaly schopnost riistu na pidach bez ptidavku draselnych soli nebo s pfidavkem
sodnych soli (Allen a Ball, 1993; Arai et al., 2012). Zaroven bakterie vyzaduje pfitomnost
CO:2 v anaerobni popiipadé¢ mikroaerofilni atmosfére. Navic nekteré testované izolaty
potiebovaly pro sviij rust i pfitomnost cysteinu nebo cystinu v médiu (Bailey a Collins,
1982a).

2.2.1.2 Geneticka variabilita kmend M. plutonius
Prvni informace o sloZeni genomu M. plutonius (obsah GC 29-30 %) spole¢né s dalsimi
informacemi o tomto patogenu vedly kjeho vytazeni zrodu Streptococcus (Bailey
a Collins, 1982b). Sekvenace genomu vybraného zastupce M. plutonius (ATCC 35311)
pak dfive provedenou analyzu potvrdila. Genom toho zastupce obsahuje jeden kruhovy
chromosom o velikosti 1891 014 bp (obsah GC 31,4 %) a jeden plasmid o velikosti
177 718 bp (obsah GC 29,2 %). Porovnani genomu pomoci programu BLAST pak vedlo
K ur¢eni nejbliz§iho zndmého piibuzného organismu M. plutonius. Timto organismem je

bakterie E. faecalis (Okumura et al., 2011).

Obr. 5 Velky: kolonie M. plutonius na pevném médiu. Maly: mikroskopické pozorovani
bakterii M. plutonius barvenych podle Grama (zvétSeni: 1000x). Autor fotografii MVDr.
Jaroslav Bzdil, Ph.D.
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Obr. 6 MLST schéma izolatti M. plutonius zobrazujici 3 genetickyigZdilné skupiny - clonal
complex, které byly popsany u této bakterie. Pfevzato z Budge et al. (2014), upraveno. Bo¢ni
legenda upiesnuje ptivod izolatl zobrazenych v MLST schématu.

Testovani vlastnosti izolatd M. plutonius z celého svéta (Brazilie, Cina, Indie, USA)
nejprve ukdzalo velkou podobnost vSech testovanych izolatd. VSechny izolaty
vykazovaly sérologickou piibuznost (Allen a Ball, 1993). Také pozadavky pro rast
na médiu byly u vSech izolatd velmi podobné. Vyjimku tvofily izolaty z Brazilie, které
byly schopny zpracovat vice druhil substratl a riist na vétsim poctu médii veetné médii
S ptevahou sodnych iontl nad draselnymi (Allen a Ball, 1993). Pozd¢ji byl vyskyt
bakterii M. plutonius schopnych metabolizovat $irsi spektrum substrat a nevyzadujicich
piidavek draselnych iontl potvrzen iv Japonsku (Arai etal., 2012). Tyto vysledky
spole¢né s genetickymi analyzami vedly Kk potvrzeni existence nejméné dvou geneticky
rozdilnych kmenu M. plutonius, které byly oznaceny jako typicky a atypicky
M. plutonius (Arai etal., 2012). Pozdgji byly data o DNA sekvencich izolati
M. plutonius z celého svéta vyuZita pro analyzu homogenity populace této bakterie.
Pomoci multilokusové sekvenéni typizace (MLST) bylo odhaleno 20 sekvenénich typi
M. plutonius (Haynes et al., 2013). Vytvofené MLST schéma (Obr. 6) bylo spole¢né
S nové zafazenymi izolaty ziskanymi na izemi Velké Britanie rozdéleno do tii geneticky
odli$nych skupin - clonal complex ozna¢enych CC3, CC12 a CC13 (Budge et al., 2014).
Pozdé€ji nasledovala dalsi studie zabyvajici se touto problematikou. Bylo nalezeno
34 sekvencnich typt M. plutonius, avsak vsechny nové objevené sekvencni typy byly
zatazeny do jedné ze tii jiz diive popsanych skupin izolati — CC3, CC12 nebo CC13
(Nakamura etal., 2016). Dale bylo zjisténo, ze skupiny CC3 a CCl13 odpovidaji
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typickému M. plutonius a skupina CC12 atypickému M. plutonius, ktery byl popsan
v Arai et al. (2012) (Nakamura et al., 2016).

2.2.1.3 Biochemicka charakteristika kmenti M. plutonius

Vsechny testované kmeny metabolizuji D-glukosu, D-fruktosu a D-manosu (Allen a Ball,
1993; Arai et al., 2012). U vzorku M. plutonius, které pattily k CC12, byla navic zjisténa
schopnost zpracovat také L-arabinosu, D-celobiosu, laktosu a salicin (Arai et al., 2012).
Oba pouzité zdroje (Allen aBall, 1993; Arai etal.,, 2012), se ale lisi v informaci
0 schopnosti M. plutonius zpracovavat sacharosu a maltosu. Allen a Ball (1993) udava,
ze sacharosu jsou schopny slabé metabolizovat pouze izolaty svymi vlastnostmi
pfipominajici kmeny CC12. Slabého rlstu na maltose pak byly schopny vSechny
udava, ze zadny z testovanych kment nebyl schopen vyuzit pro sviij rust ani jeden
z téchto substratl. K testovanym substratiim, které neni schopen metabolizovat ani jeden
z testovanych izolatd M. plutonius patii citrat sodny i draselny (Allen a Ball, 1993),
manitol, D-xylosa, glycerol, D-melesitosa, D-rafinosa, D-sorbitol, D-rhamnosa
a D-trehalosa (Arai etal., 2012). Dalsi rozdilné vlastnosti zastupci CCI12 byly
pozorovany pii testovani aktivity né€kterych enzymu. Zatimco aktivita katalasy, oxidasy,
nitratreduktasy a ureasy nebyla zaznamenéana u ani jednoho z testovanych izolatd, pti
testu aktivity B-glukosidasy byla zaznamenana aktivita pouze u zastupci atypického
M. plutonius (Arai et al., 2012). Navic enzymy fosfatasa a [3-galaktosidasa vykazovaly
vyrazn¢ slabsi aktivitu u zastupca typického M. plutonius oproti zastupctim atypického
M. plutonius. Také schopnost hydrolyzovat eskulin se v testech projevila pouze
u zastupctt CC12 (Arai et al., 2012).

2.2.1.4 Virulence kment M. plutonius
Dalsi vlastnosti, kterou se jednotlivé kmeny M. plutonius 1isi, je virulence. Pfi studii
provedené McKeen et al. (2004), pozorovali ptiznaky hniloby vceliho plodu u larev,
které byly krmeny stravou obsahujici bakterie M. plutonius izolované pfimo z nemocnych
jedincd. Naproti tomu pii krmeni larev stravou obsahujici bakterie M. plutonius, které
byly pfed vyuZitim pro testovani laboratorné kultivovany, nebyly pozorovany ptiznaky
hniloby vceliho plodu ani pii podavani krmiva s vysokou koncentraci tohoto
mikroorganismu (1,1:10° bakterii M. plutonius/ml krmiva). Tyto vysledky vedly
k vysloveni podezieni, ze M. plutonius pfi laboratorni kultivaci mize ztracet virulenci

(McKeen et al., 2004). Jiné vysledky byly pozorovany pti pozdéjsim experimentu. Byly
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vyuzity ptiblizné Sestkrat subkultivované kmeny typického (CC3 a CC13 bez rozliSeni)
a atypického (CC12) M. plutonius o pii piiblizné infekéni davce 5-10* bakterii/larvu
(5-10° bakterii M. plutonius/ml krmiva, vtomto experimentu vSak nebyla uréena
minimalni koncentrace nutna k propuknuti infekce) se u larev, kterym bylo podavano
krmivo s atypickym M. plutonius, podafilo vyvolat klinické piiznaky onemocnéni
hniloby vceliho plodu a naslednou smrt. I v této studii vSak larvy, které¢ byly krmeny
krmivem s typickym M. plutonius, nevykazovaly po 5 dnech trvani experimentu vyssi
umrtnost nez kontrolni skupina (Arai etal., 2012). Nasledujici studie zabyvajici se
virulenci M. plutonius ve vztahu k piislusnosti testovanych bakterii k jedné ze tii skupin
(clonal complex - CC) poukazala na dalsi rozdily ve virulenci u zastupcu patficich
k rozdilnym skupinam (CC). Zastupce CC3 [DAT606(CC3)] stejné jako pii pfedchozim
experimentu nevyvolal do 5 dne testovani vyrazné pfiznaky hniloby véeliho plodu
a umrtnost larev také nebyla napadné zvySena oproti kontrole. Avsak 6 den po inokulaci
umrtnost infikovanych larev vyrazn€ vzrostla azarovenl pirezivsi infikované larvy
vykazovaly niz§i hmotnost oproti larvam kontrolnim. Pfi 21 dennim experimentu pak
vSichni infikovani jedinci zahynuli, ale ¢ast infikovanych larev se stihla zakuklit
(Nakamura etal., 2016). Zastupce CC12 [DAT561(CC12)] opét zpusobil klinické
ptiznaky hniloby véeliho plodu uz do 5 dne po podani infekéni davky. Ani v tomto
pfipadé¢ Zadny z infikovanych jedincl nepieZil do konce 21 denniho testovéni, ale
narozdil od infekce zastupcem CC3, kazdy z jedinct infikovanych zastupcem CC12
uhynul pfed pfechodem do stadia pfedkukly. Dal$im rozdilem oproti infekci CC3 byla
vyrazné niz$i vaha larev infikovanych zastupcem CC12 (Nakamura et al., 2016). Posledni
testovany kmen M. plutonius, zastupce CC13 [DAT585(CC13)] nezpusobil pii podavani
v krmivu vy$$i amrtnost infikovanych larev oproti kontrolni skupiné ani po 21 dnech
testovani, a to i ptesto, ze vSichni testovani zastupci byli pivodné izolovani z larev, které

vykazovaly ptiznaky hniloby v¢eliho plodu (Nakamura et al., 2016).

2.2.2 Rozvoj a pribéh onemocnéni
Jak jiz nazev napovida, onemocnéni se projevuje u véelich larev, které se mohou nakazit
kdykoliv v prub&hu svého Zivota, nejcitlivéjsi jsou vSak nejmladsi larvy. Nejvice larev
hyne na hnilobu vceliho plodu ¢tvrty az paty den veéku larvy. (Bailey a Ball, 1991,
Anonym, 2016b). K infekci larvy dojde pozifenim potravy, kterd obsahuje patogenni
bakterie. M. plutonius se nasledn¢ rozmnozi ve sttednim stievé infikované larvy, kde jsou

vhodné podminky pro jeho rtst (Bailey a Ball, 1991). P#i masivnim rozsifeni bakterie
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bylo pozorovano proniknuti M. plutonius pfes sténu stieva dale do téla larvy, neni vSak
jisté, jestli ktomuto jevu dochazi uz pied smrti larvy (Takamatsu etal., 2016).
Za ptihodnych podminek vSak nemusi dojit k masivnimu rozsifeni infekce. VEelstvo je
schopno se branit $ifeni onemocnéni pomoci vynaseni mrtvych a nemocnych larev ven
z ulu (Bailey a Ball, 1991; Anonym, 2016b). Masivni infekce mtze vést az k thynu
vcelstva. Obdobi zacatku 1éta, kdy vcelstvo rychle roste, je také obdobim, kdy nakazené
vcelstvo prijde o nejvétsi pocet larev v disledku hniloby vceliho plodu. Dulezitymi
faktory, které ovlivituji propuknuti onemocnéni, jsou pocasi a potrava (Bailey a Ball,
1991; Anonym, 2016b).

Na smrti larvy se miize podilet i sekundarni infekce, ktera casto doprovazi onemocnéni
hnilobou v¢eliho plodu (Forsgren, 2009). Achromobacter euridice se bézné vyskytuje
u larev postizenych timto onemocnénim a pfi laboratornich testech byla hniloba véeliho
plodu snaze vyvolana pii podavani obou bakterii dohromady (M. plutonius i A. euridice)
nez pii podavani pouze primarniho piivodce onemocnéni (Bailey, 1983). Na dosp¢lé
véely jsou A. euridice pteneseny z pylu rostlin, ktery sbiraji. Z dospé€lych v¢el mize byt
bakterie pienesena na véeli potomstvo pii jeho krmeni (Bailey, 1963a). Infek¢nost fekalii
v¢el pozitivnich na A. euridice nebyla prokazana (Bailey, 1963a). Infekce veelstva touto
bakterii obvykle kulminuje v obdobi ¢ervence a s poklesem ptisunu Cerstvého pylu klesa
i mnozstvi A. euridice u studovanych véel (Bailey, 1963a). V tomto obdobi se obvykle
nejsilnéji projevuje i infekce véelstva bakterii M. plutonius (Bailey, 1983). Dalsi bakterii,
ktera se bézn¢ vyskytuje pii hnilobé vceliho plodu je Enterococcus faecalis (Forsgren,
2009). Ve vysokych davkach je E.faecalis v nékterych ptipadech schopen zpusobit
onemocnéni larev, ale nemocné larvy jsou obvykle rychle vyneseny z llu nebo infekci
bez nasledkd ptezivaji (Bailey, 1963b). Piezivsi vCely na rozdil od vcel, které prezily
infekci zpisobenou M. plutonius, nebyly pii testovani nadale pozitivni na bakterii, ktera
zpusobila jejich onemocnéni (Bailey, 1963b). Posledni z trojice nejcastéji izolovanych
bakterii z larev, které uhynuly na hnilobu véeliho plodu, je Paenibacillus alvei (Forsgren,
2009). Avsak ani v ptipadé této bakterie nebyly ziskany dikazy o schopnosti vyvolat
hnilobu v¢eliho plodu bez piedchozi primarni infekce M. plutonius (Bailey, 1963Db).
P. alvei je aerobni saprofyticky organismus, kterému vyhovuje prostfedi uhynulé larvy

a ve stfevech zdravych larev nedokaze rist (Bailey, 1963Db).
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2.2.3 Klinické projevy nemoci
K prvnim vnéjSim projevit hniloby vceliho plodu patii niz§i hmotnost larvy oproti
hmotnosti stejné staré zdravé larvy (Nakamura et al., 2016). V¢eli larva nasledné uhyne
a jeji barva se postupné meéni z bilé, ktera je typicka pro zdravé vceli larvy, na zlutou. Pti
rozkladu mrtvé larvy pak dochéazi k pfeméné jeji barvy na hnédou popiipad¢ Sedocernou.
V ptipadé, ze dojde k vyschnuti mrtvé larvy v butice, jsou tyto zbytky z buiiky snadno
odstranitelné. (Forsgren, 2009; Anonym, 2016b).

2.2.4 Epizootologicky vyskyt, SiFeni a moznosti 1é¢by

Ne vSechny larvy infikované M. plutonius vSak uhynou na hnilobu véeliho plodu. Prezivsi
vcCely ale Casto nebyvaji pln¢ vzrostlé (Bailey a Ball, 1991). Experimentem, pfi kterém
byly larvy krmeny pomoci stravy obsahujici inokulum M. plutonius byla stanovena
minimélni koncentrace bun€k patogenu nutnd pro propuknuti onemocnéni
na 200 bakterii/ml (McKee et al., 2004). Také testovani vcelich larev na pfitomnost
M. plutonius objevilo vyskyt ptivodce hniloby vceliho plodu nejen u larev z véelstev,
ve kterych se vyskytovali jedinci s pfiznaky tohoto onemocnéni, ale i u larev z klinicky
zdravych véelstev (Forsgren et al., 2005). Naproti tomu studie provedena ve Svycarsku
S dospélymi véelami z oblasti s potvrzenym vyskytem hniloby véeliho plodu a z oblasti
bez predchoziho potvrzeného vyskytu onemocnéni, také objevila M. plutonius u véel
z v¢elstev bez klinickych piiznakd hniloby véeliho plodu. Pocet véel ve vcelstvu, které
jsou pozitivni na piitomnost M. plutonius, klesa s rostouci vzdalenosti testovaného
véelstva od oblasti s klinicky nemocnymi véelstvy. Véelstva z oblastni mimo ohniska
vyskytu hniloby véeliho plodu jsou na pfitomnost M. plutonius negativni. (Belloy et al.,
2007).

M. plutonius mize v ulu pfezivat fadu let v neuklizenych zbytcich odpadu, ktery ztstal
na dné bun¢k po vylihnuti v¢el z kukel, které ptezily infekci touto bakterii. Odtud se pak
muze dale §ifit. K $ifeni onemocnéni dochazi pomoci potravy, ktera obsahuje bakterie
M. plutonius (Bailey a Ball, 1991). K sifeni této bakterie mezi jednotlivymi véelstvy pak
mohou pfispivat dospélé vely, které obsahuji bakterie M. plutonius (Belloy et al., 2007).

Onemocnéni vcelstva hnilobou vceliho plodu je mozné lécit bakteriostatickymi
antibiotiky oxytetracyklinem. AvsSak pfi této 1é¢bé byl zaznamenéan névrat onemocnéni
u 26 % lécenych véelstev (Thompson a Brown, 2001). V Anglii, kde byl oxytetracyklin
pouzivan jako bézna 1é¢ba hniloby vceliho plodu od roku 1967 (Waite et al., 2003), nebyl

pfi studii provadéné v letech 2000-2001 zaznamenam piipad rezistence M. plutonius na
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vybrané antibiotikum (Waite et al., 2002). Byla vSak zjisténa vysoka pravdépodobnost
znovu vzplanuti onemocnéni, konkrétné 21,1 %, pfi 1écbé hniloby vceliho plodu pouze
oxytetracyklinem (Waite et al., 2003). Oproti tomu pii piemisténi vSech dospélych véel
do novych prostor za soucasné likvidace celého pavodniho potomstva a krmeni
dospélych piemisténych vcel cukrem s antibiotikem se v nasledujicim roce objevily
klinické pfiznaky hniloby v¢eliho plodu jen u 4,8 % zkoumanych vcelstev (Waite et al.,
2003). V CR ani celé¢ EU neni 1é¢ba véelstev antibiotiky legislativné povolena (Zakon
€.166/1999 Sh.). Po pitiblizné 20 letech bylo znovu toto onemocnéni diagnostikovano
v roce 2015 v Ceské republice v oblasti Pece pod Snézkou, vedlo k vyhlaseni 5 novych
oblasti hniloby vceliho plodu v roce 2015 a 2 novych oblasti hniloby v¢eliho plodu v roce
2016. Dalsim duasledkem znovuvypuknuti ndkazy bylo utraceni 38 a24 vcelstev
a likvidace veskerého vcelaiského vybaveni v ohniscich nakazy (SVS, 2015; SVS, 2016;
SVS, 2017a).

2.2.5 Diagnostické metody choroby v klinické praxi

2.2.5.1 Klinické prohlidky a mikroskopicka pozorovani
Potvrdit piitomnost M. plutonius je mozné fadou metod. Casto piitomné bakterie
sekundérni infekce vSak diagnostiku této bakterie ztézuji. Prvni diagndza je obvykle
naznacena pii vizudlni kontrole, kdy kontrolujici osoba hleda larvy, které vykazuji
klinické piiznaky hniloby vceliho plodu (Forsgren, 2009). Podezieni na pfitomnost
M. plutonius je mozné potvrdit pomoci mikroskopického pozorovani preparati

ptipravenych z larev nemocnych hnilobou véeliho plodu (Alippi, 1991).

2.2.5.2 Kultiva¢ni metody

Dale je moZzné vyuzit kultivacni techniky a selekci pomoci specifickych podminek, které
vyhovuji pravé ptvodci hniloby vceliho plodu. Jedno z prvnich aspésné pouzitych
kultiva¢nich médii — Basal medium, které se v mnoha Uipravach stale vyuziva, je zalozené
na kvasnicném extraktu, glukose a dihydrogenfosfore¢nanu draselném (Bailey, 1957).
Bé&Zzné pouzivanou upravou tohoto média je ptidani cysteinu a skrobu (Bailey a Collins,
1982a). Jako dalsi vylepSeni kultivatniho média bylo navrzeno pouziti antibiotika
kyseliny nalidixové, kterd ma zabranit ristu sekundarni mikroflory (Forsgren et al.,
2013).
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2.2.5.3 Imunochemické metody

Vyvinut byl také kit (The Vita European foulbrood (EFB) Diagnostic Test Kit - Vita Bee
Health, Basingstoke, UK) pro orienta¢ni diagnostiku hniloby véeliho plodu, ktery
vyuziva detekci pomoci monoklonalni protilatky specifické na M. plutonius, pifimo na
mist¢ odbéru vzorku (Tomkies etal., 2009). Pro laboratorni detekci M. plutonius
Vv homogenatu vyrobeného ze vzorkl véel byl vytvoren imunologicky test (ELISA), ktery
je schopen detekovat az 10° bunék M. plutonius/ml homogenatu (Pinnock a Featherstone,
1984).

2.2.5.4 Molekularng biologické metody
Neopomenutelna je ifada metod pro detekci M. plutonius zalozena na polymerasové
fetézové reakci (PCR). Govan et al. (1998) navrhl primery na sekvenci genu 16S rRNA
M. plutonius, které pouzil pro amplifikaci DNA patogenu z nemocnych larev. Pfi
testovani specifity primert nebyla amplifikovana DNA zadné z testovanych bakterii
krom¢ M. plutonius (Govan etal., 1998). Ptfi pozdéjsim testu specifity tyto primery
poskytovaly nespecificky produkt o ptfiblizné velikosti 1,3 kbp respektive 1,5 kbp pro
P. alvei respektive E.faecalis (Arai etal., 2013). Djordjevic etal. (1998) vytvotil
primery pro hemi-nested PCR, ktera vyuziva trojice primera navrzenych také na sekvenci
genu 16S rRNA M. plutonius. Pii testech specifity PCR analyzy nebyl zaznamenan
produkt typicky pro M. plutonius u E. faecalis ani dalSich testovanych bakterii. Mezi
dal§imi testovanymi bakteriemi, které nezpisobovaly faleSnou pozitivitu pti PCR analyze
S navrzenymi primery, byly mimo jiné i P. larvae a P. alvei. | zde byl ale v nékterych
piipadech zaznamenan nespecificky produkt u nékolika bakterialnich druha (Arai et al.,
2013). Metoda, vytvoiena Djordjevic et al. (1998), byla nasledné vyuzita pro detekci
M. plutonius ve vzorcich larev, dospélych vcel, medu apylu (McKee etal., 2003).
Real-time PCR pro detekci a kvantifikaci M. plutonius, byla vyvinuta ve Svycarsku
(Roetschi et al., 2008). Pfedchozi PCR analyzy dokazaly urcit pfitomnost vSech zastupct
M. plutonius v fadé typu vzorku (nejCastéji infikované larvy), ale nebylo mozné je
od sebe rozlisit. Proto byla vyvinuta nova PCR analyza vyuzivajici 2 dvojice primeru,
které poskytuji rozdilné¢ velké produkty pii PCR pro typického (zéstupci patiici
do skupiny CC3 a CC13) a atypického (zastupci patiici do skupiny CC12) M. plutonius.
Selektivita analyzy byla potvrzena pomoci pouziti DNA z fady riznych bakterii vetné
obou kment M. plutonius, zastupci ptibuzného rodu Enterococcus a dalsich patogennich

I bézné se vyskytujicich bakterii u véel jako templatu pro vytvoienou duplex-PCR (Arali
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et al., 2013). Nové¢jsi analyza pak za pomoci amplifikace a sekvenace tseki 4 vybranych
genll umozinuje zatfazeni testované¢ho izolatu do vytvofeného fylogenetického stromu
zastupct M. plutonius (Budge et al., 2014).

Dalsi metoda vyuziva zlaté nanocastice s DNA probou specifickou na DNA
M. plutonius. Po hybridizaci vyizolované DNA patogenu s probou pfitomnou na zlatych
nanocasticich dochazi k jejich shlukovani a to vede ke zméné barvy roztoku. Tuto zménu

je pak mozné kolorimetricky stanovit (Saleh et al., 2012).

2.2.5.5 Aktudln¢ zavedena klinicka diagnostika ve veterinarnich

laboratotich
SVU Olomouc vyuziva pro laboratorni diagnostiku hniloby vé&eliho plodu diagnostické
metody popsané v OIE Terrestrial Manual. Tento mezinarodni dokument obsahuje
zavaznou metodiku pro diagnostiku onemocnéni hospodatskych zvifat (Anonym, 2016b).
Konkrétné pak pro orientacni urceni je mozné vyuzit mikroskopické vySetteni spole¢né
s barvenim dle Grama nebo nhigrosinem. Dale je vyuzivand kultivace na médiu B64
(obsahujicim kvasni¢ny extrakt, pepton, neopepton, trypton, cystein, glukosu, Skrob,
dihydrogenfosfore¢nan draselny aagar, pH 7,2) spoleéné s biochemickymi testy
popiipadé identifikaci pomoci MALDI Biotyping nebo PCR. Metody vyuzivajici
identifikaci M. plutonius piimo z podezielého materialu zatim nejsou v CR plogné
zavedeny avyzkouseny. Komeréni testy pro identifikaci M. plutonius zaloZené

na interakci vzorku s protilatkou v CR nejsou b&zné dostupné.
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3 TEORETICKY UVOD DO HLAVNICH VYUZIVANYCH METOD

3.1 lzolace DNA

Izolaci DNA lze provadét tfadou riznych zplsobli. Vybrand metoda obvykle zavisi
na typu vzorku a typu nasledné analyzy (Tan a Yiap, 2009). Jako prvni krok fady analyz
je vhodné zvolena a provedena izolace DNA jednim ze stéZejnich kroki vedoucich
ke spravnému vysledku provadéné analyzy (Olexova et al., 2004).

Prvnim krokem pii izolaci DNA je obvykle homogenizace vzorku a lyze bun¢k. K ni
muze dojit pomoci fyzikdlni i1 chemické metody nebo za vyuziti enzymu
(van Pelt-Verkuil et al., 2008). Ptikladem mechanického naruseni bunék je jejich drceni
(Khanuja etal.,, 1999), vyuziti tekutého dusiku spoleéné s drcenim bunék
(van Pelt-Verkuil et al., 2008) popiipadé vystaveni vzorku zvySené teploté (Hosek et al,
2006), ktera mize zaroven odstranit aktivitu fady nukleas pfitomnych ve vzorku
(van Pelt-Verkuil et al., 2008). Jako pfiklad chemické lyze bunék lze uvést vyuziti
alkalické lyze bunék (Goldenberger et al., 1995; Tan a Yiap, 2009) nebo vyuziti riznych
detergentii a chaotropnich soli jako soucast lyzacnich pufrG napf. guanidin
isothiokyanat - GITC(Evans et al., 2013), dodecylsiran sodny - SDS (Angeles et al.,
2005), cetrimoniumbromid - CTAB (Khanuja etal., 1999) nebo Triton-X 100
(Goldenberger et al., 1995). Pro enzymatickou lyzi jsou vyuzivany napiiklad lysozym
(Hosek et al, 2006) nebo proteinasa K (Goldenberger et al., 1995). Velmi casta je
I kombinace ruznych zpasobu lyze bunky (Goldenberger et al., 1995; Khanuja et al.,
1999; Hosek et al, 2006; van Pelt-Verkuil et al., 2008; Evans et al., 2013).

Prvni z nejbéznéji vyuzivanych metod izolaci DNA z homogenizovancyh vzorku je
purifikace pomoci komer¢nich extrakénich kitd. Ta je obvykle zaloZena na zachyceni
DNA na pevné fazi (Tan a Yiap, 2009). Bylo zjisténo, Ze silikatova pevna faze nebo
sklenéné kuli¢ky vazi v pfitomnosti chaotropnich soli nukleové kyseliny (Boom et al.,
1990). DNA zachycend na pevné fazi je obvykle promyta a poté je vymyta z pevné faze
do elu¢niho pufru (Tan a Yiap, 2009). Stale vyuzivana je také extrakce DNA pomoci
fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 25:24:1 (Hosek et al, 2006). Dalsi
metoda vyuZzivand pro preciSténi DNA zahrnuje jeji srdZeni pomoci isopropanolu
anasledné promyti 70 % ethanolem. Po vysuSeni je pak vzorek opét rozpusStén
ve vhodném pufru (Khanuja et al., 1999).

Dale muze byt v protokolu pro izolaci DNA obsaZena fada dalSich optimaliza¢nich

kroki. Casté jsou piidavky riznych aditiv do lyza¢nich pufri za tdelem odstrandni
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nezadoucich latek (van Pelt-Verkuil et al., 2008). Jako piiklad takovychto latek 1ze uvést
polyvinylpyrrolidon - PVP (Khanuja et al., 1999; van Pelt-Verkuil et al., 2008), kyselina
ethylendiamintetraoctova - EDTA (Boom et al., 1990; Goldenberger et al., 1995; Hosek
et al, 2006), 2-merkaptoethanol (Khanuja et al., 1999; Evans et al., 2013).

3.2 Polymerasova retézova reakce

Pod zkratkou PCR pochazejici z anglického nazvu Polymerase Chain Reaction se skryva
metoda, ktera umoznuje vytvoreni velkého mnozstvi kopii vybraného useku DNA.
Za tuto Siroce vyuzivanou metodu byla v roce 1993 udé€lena Nobelova cena za chemii
(Mullis, 1997).

Metoda vyuziva schopnosti DNA-polymerasy syntetizovat nové vlakno DNA podle
DNA ptedlohy (templéatu). Enzym postupné piidava jednotlivé nukleotidy, které musi byt
ptitomny ve formé nukleotidtrifosfatu (Mullis, 1990). Potadi jednotlivych nukleotidd je
pak ur¢eno pomoci komplementarniho parovani bazi podle DNA templatu (Mullis, 1990).
Velkym vylepSenim metody pak bylo vyuziti termostabilni DNA-polymerasy, které
zvysilo citlivost, i specifitu reakce (Saiki et al., 1988). Prvni vyuZivana termostabilni
DNA-polymerasa byla ziskana z termofilni bakterie Thermus aquaticus (Saiki et al.,
1988).

3.2.1 Slozeni reakéni smési pro standardni PCR

Jak jiz bylo zminéno, v reakci musi byt ptitomny nukleotidtrifosfaty a DNA-polymerasa.
Koncentrace nukleotidtrifosfath v reakci musi byt nastavena tak, aby byla
DNA-polymerasa dostatecné saturovana, ale zaroven nesmi byt ani pfili§ vysoka, aby
nedochdzelo k chybnému parovani bazi (Arnheim a Erlich, 1992). MnoZstvi
DNA-polymerasy je nutné piizpasobit pouzitému enzymu, u Taq DNA-polymerasy
obvykle dostacuje mnozstvi 0,2-2 U (van Pelt-Verkuil et al., 2008). Nezbytnou soucasti
reakce je také pufr, ktery utvaii vhodné reakéni prostiedi pro spravné fungovani
DNA-polymerasy (Arnheim a Erlich, 1992). Dalsi dilezitou soucasti reakce je MgClo,
ktery je zdrojem kofaktoru Mg?* pro DNA-polymerasu. Obvykla koncentrace v reakci je
0,5-5mM MgCl; (van Pelt-Verkuil et al., 2008).

Podstatnou soucasti reakéni smési jsou také kratké useky jednovlaknové DNA
(primery), které vymezuji amplifikovanou oblast (Mullis, 1990). Spravné vytvotené
primery jsou jednou ze zakladnich podminek pro spravny vysledek PCR (Garibyan

a Avashia, 2013). Prvni ze zékladnich podminek pro tvorbu primert je vhodny vybér
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sekvence templatové DNA, na kterou budou primery navrzeny. Tu je tfeba pfizptlisobit
pozadavkiim na specifitu PCR. Vybrana oblast musi byt dostatecné rozdilna, aby
nedochézelo k tvorbé produkti s DNA mimo cilovou oblast, organismus nebo vybranou
skupinu organismil a zdroveil musi byt tato oblast DNA dostatecné konzervovana, aby
byla zachovana napiiklad u vSech zastupct kmene, druhu, vybrané skupiny (Dieffenbach
etal., 1993). Obvykla délka primeru je 18-30 bp aje tieba dbat, aby primery nebyly
komplementarni k sobé vzajemné ani netvorily 3D struktury (van Pelt-Verkuil et al.,
2008). Idealni teplota hybridizace primert S templatovou DNA je v rozmezi 56-62 °C
amusi byt u obou primerd pouzitych v jedné reakci co nejblizsi (Dieffenbach et al.,
1993). Obsah GC bazi je obvykle 40-60 % ana 3konci kazdého primeru je vhodné
umistit tzv. ,,GC clamb® - nejméné 1 az 2 posledni baze na 3 konci primeru jsou pravé G
nebo C (Roux, 1995). Obvykla délka PCR produktu pak odpovida
150-1000 bp (Dieffenbach etal., 1993). Obvykla koncentrace kazdého z pouzitych
primert jsou v rozmezi 0,1-1uM (van Pelt-Verkuil et al., 2008).

Posledni standartni sou¢asti reakéni smési je vybrany DNA templat, ktery je obvykle

ptidavan v mnozstvi 10 fg-10 pg na reakci (van Pelt-Verkuil et al., 2008).

3.2.2 Priibéh standardni PCR a vizualizace produktii na agarosovém

gelu
PCR obvykle obsahuje 3 zakladni periodicky se opakujici kroky, které dohromady tvoii
jeden cyklus. Obvykly pocet cykllu pro standartni PCR je okolo 30 (Barry a Eisenstein,
1990). Prvnim krokem cyklu je denaturace DNA, ktera obvykle probiha p#i 95-98 °C
po dobu 0,5-2 min (van Pelt-Verkuil et al., 2008). Ta je nasledovana krokem, ve kterém
dochazi k nasednuti primerti na komplementarni iseky DNA templatu (Arnheim a Erlich,
1992). Tento krok probiha obvykle pfi teploté 45-65°C po dobu 0,5-1 min
(van Pelt-Verkuil etal., 2008). Teplota v tomto kroku je odvozena od teploty tani
pouzitych primerd. Obvykle je nejprve vybrana o 2-5 °C niZ8i nez je vypocitana teplota
hybridizace pouzitych primert stemplatovou DNA (Roux, 1995). V fadé ptipadu je
nutné najit vhodnou teplotu hybridizace empiricky (Roux, 1995). V zavérecném kroku
pak dochazi k syntéze nového vladkna DNA podle templat v oblasti vymezené primery
(Barry a Eisenstein, 1999). Tento krok probiha pii teploté optimalni pro pouzitou
DNA-polymerasu, ktera je obvykle kolem 70 °C (van Pelt-Verkuil et al., 2008). Doba

samotné replikace DNA je zavisla na velikosti produktu a rychlosti DNA-polymerasy
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(van Pelt-Verkuil etal., 2008). Vysledné produkty PCR reakce jsou nasledné
elektroforeticky separovany na 0,5-2% agarosovém gelu (Lee et al., 2012).

Pro agarosovou elektroforézu nukleovych kyselin se nejcastéji pouziva jeden z téchto
dvou pufri: TAE (Tris-acetatovy pufr s EDTA) nebo TBE (Tris-boratovy pufr s EDTA)
Westermeier, 2016). Ke vzorku separovanému pii agarosové elektroforéze nukleovych
kyselin se obvykle pridavaji dva typy barviv (Lee a Bahaman, 2012). NanaSeci barva
dodava hustotu a barvu vybranému vzorku a usnadnuje tak praci se vzorkem (Lee et al.,
2012). Vizualizaci pak obvykle zajistuje interkalacni fluorescenéni barva, kterd je
nasledné zviditelnéna pomoci UV svétla v UV transiluminatoru (Garibyan a Avashia,
2013). Pro odhad velikosti separovanych fragment nukleovych kyseliny jsou obvykle

vyuzivany komer¢ni markery (Lee a Bahaman, 2012).
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material
4.1.1 Biologicky material

4.1.1.1 Izolaty P. larvae pro genotypizaci pomoci ERIC PCR
Pro genotypizaci P.larvae pomoci PCR s ERIC primery bylo pouzito celkem
105 terénnich izolati P. larvae, které poskytl Statni veterinarni tistav v Olomouci. Tyto
izolaty byly ziskany ze zachycenych ptipadl vyskytu onemocnéni mor vceliho plodu na
uzemi CR v letech 2016-2017.

Vzorky pozitivnich kontrol (izolaty P. larvae genotyp ERIC | a P. larvae genotyp
ERIC II) byly ptipraveny pro ERIC PCR (4.2.1.3) stejné jako terénni izolaty P. larvae
(4.2.1.2). Pozitivni kontroly byly ziskany ze §védského pracovisté od dr. Evy Forsgren
z Uppsaly (SLU) a z Italského pracovisté od dr. Eleny Carra z Modeny (IZSLER).

4.1.1.2 Vzorky pro testy detekce M. plutonius z komplexnich matric
Vzorky medt o hmotnosti 1 g byly obohaceny o bakterii M. plutonius. Tyto vzorky uméle
infikovanych meda byly pfipraveny ve Statnim veterinarnim ustavu v Olomouci a do
pouziti byly skladovany pfi teploté -30°C.
Dale byly pouzity vzorky ulovych méli o hmotnosti 1 g, které byly obohaceny o rlizna
mnozstvi bakterii M. plutonius. Tyto vzorky uméle infikovanych tlovych méli byly
piipraveny ve Statnim veterinarnim tustavu v Olomouci a do pouziti byly skladovany pii

teploté -30°C.

4.1.2 Chemikalie
Pro experimenty, piipravu médii a roztokt byly pouzity nasledujici chemikalie:
2-Log DNA Ladder (0,1 — 10,0 kb) (NEB, USA)
Bakteriologicky agar (Carl Roth GmbH, Némecko)
Bakteriologicky pepton (Oxoid, CR)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CR)
EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, USA)
Fruktosa (Erba Lachema, CR)
GelRed (Biotium, CR)
Glukosa (Lach-Ner, CR)
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GoTag Green Master Mix, 2x (Promega, USA)
Guanidin isothiokyanat (Serva, Némecko)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CR)
Hydroxid draselny (Lach-Ner, CR)

Chlorid sodny (PENTA, CR)

InstaGene Matrix (Bio-Rad, USA)

Kvasniény extrakt (Carl Roth GmbH, Némecko)
Kyselina chlorovodikova 35 % (Lach-Ner, CR)
Kyselina octova ledova (Lach-Ner, CR)

L-cystein hydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA)
L-cystein hydrochlorid monohydrat (Carl Roth GmbH, Némecko)
LE agarosa (Lonza, CR)

Mueller-Hinton broth (Carl Roth GmbH, Némecko)
Pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Skrob rozpustny bramborovy (Lach-Ner, CR)
Tripticasa (Becton Dickinson, USA)

Tris (Sigma-Aldrich, USA)

Triton X-100 (Serva, Némecko)

Voda pro molekularni biologii (Sigma-Aldrich, USA)
-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

4.1.3 Komerc¢ni kity
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Némecko)
FastStart Taqg DNA Polymerase (Roche, Svycarsko)
Genbox anaer (Biomedrix, USA)

4.1.4 Roztoky a média
0,8 % (w/v) agarosovy gel - 0,8 g agarosa, 100 ml TAE pufr.
50x TAE — 121 g Tris-HCI, 28,55 ml ledova kyselina octova, 7,306 g EDTA,

doplnéno do 500 ml, autoklavovano.

GITC pufr - 5Smol? guanidin isothiokyanat, 50mmol-1t Tris-HCI (pH 6,4),

20 mmol- It EDTA, 1,3% Triton X-100, autokldvovano, 1% B-mercaptoethanol.

MYPGP agar — 10g Mueller-Hinton broth, 15g kvasni¢ny extrakt, 3 g

hydrogenfosforetnan draselny, 1g pyruvat sodny, 20g agar, doplnéno do 11,

autoklavovano.
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Basal medium — 10 g glukosa, 10 g kvasni¢ny extrakt, 10 g skrob, 0,25 g L-cysten,
20g agar, 100ml 1Imol1? dihydrogenfosforeénan draselny, upraveno 2mol-l*
hydroxidem sodnym na pH 6,6 doplnéno do 1 I, autoklavovano.

Basal tekuté medium — 10 g glukosa, 10 g kvasni¢ny extrakt, 10 g Skrob, 100 ml
1mol It dihydrogenfosfore¢nan draselny, upraveno 2mol-1"t hydroxidem sodnym na pH
6,6 doplnéno do 11, autoklavovdno pifidano 2,5 ml 10% L-cysteinu (filtrovano),
pfipraveno vzdy az pfed pouzitim.

M110 medium — 10g glukosa, 2,5g kvasniény extrakt, 2 g Skrob, 2,59
bakteriologicky pepton, 5@ neopepton, 2 g tripticasa, 21,95 ml 1mol1?
hydrogenfosfore¢nan draselny, 28,05 ml Imol1? dihydrogenfosforeénan draselny
upraveno 2mol-1"t hydroxidem sodnym na pH 7,2 dopInéno do 1 1, autoklavovano ptidano
2,5 ml 10% L-cysteinu monohydratu (filtrovano), ptipraveno vzdy az pied pouZzitim.

Fyziologicky roztok — 1% glukosa, 0,9% chlorid sodny, autoklavovéno.

4.1.5 Pomicky a pristroje
Box dekontaminacni-UV (Biosan, LotySsko)
Centrifuga 5418R (Ependorf, Némecko)
Centrifuga Multi-Spin MSC-600 (Biosan, Lotys$sko)
Elektroforeticka komurka SafeBlue (Biotech, CR)
Gel Doc Ez Imager (Bio-Rad, USA)
Laminarni box Bioban 48 (Angelantoni Life Science, Italie)
Michacka MSM-300 (Biosan, LotySsko)
Mikrocentrifuga MS-600 (Biosan, Lotys$sko)
Reader multifunkéni Synerg (Biotech, CR)
Cytation 5 imaging reader (Biotech, CR)
Termocykler T100 (Bio-Rad, USA)
Termostat Q-cell 60/40 (Verkon, CR)
Ttepacka TS-100 (Biosan, Lotyssko)
Véhy 440-47 (Kern, Némecko)
Vahy SI-114 (Denver Instrument, USA)
Vortex V-1 plus (Biosan, Lotyssko)
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4.1.6 Sekvence primeri

Pro reakce PCR byly pouzity nasledujici primery:

VyuZiti Primery Sekvence

Velikost Publikovano

“ATGTAAGCTCCT A
Primery pouzity ERICIR '5I'TCA%-3‘ GCTCCTEEEE
pro genotypizaci
P. larvae dle
ERIC primert ERIC2 5-AAGTAAGTGACTGGGGT
GAGCG-3'

5-GAAGAGGAGTTAAAAGG

Primer 1 CGC-3

Primery pouzity

pro detekci DNA

M. plutonius . 5-TTATCTCTAAGGCGTTCA
Primer 2 AAGG-3'

tce produkts Versalovic
VICe ProQuitt ot al. (1994)
Govan et al.

831 bp (1998)

Pro PCR reakci byly pouZity roztoky primerti nafedéné na koncentraci 10 pmol-17,
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4.2 Metody

Pii ptipravé vzorku byly dodrzovany zasady prace ve sterilnim prostiedi. Pufry AP1, AP2
a AW jsou soucasti kitu (DNeasy Plant Mini Kit - Qiagen) vyuzitého pro izolaci DNA
z medu 1 méli. Vétsina centrifugacnich krokt probihala za laboratorni teploty, a proto
neni u kazdého kroku tato teplota uvedena. Pokud probihala centrifugace pii jiné nez

laboratorni teploté je dana teplota uvedena u konkrétniho kroku, pii kterém byla pouzita.
4.2.1 Genotypizace terénnich izolati P. larvae dle ERIC primert

4.2.1.1 Kultivace P. larvae

Vzorky terénnich izolati P.larvae ziskané zSVU Olomouc byly pfeotkovany
na MYPGP médium a inkubovany po dobu nutnou k jejich rastu na tomto médiu pfi
37 °C. Obvykle 1-4 dny. Tyto bakterialni kultury byly nésledné¢ znovu pieockovany
na MYPGP médium. V piipad¢ vyskytu morfologicky rozdilnych kolonii na médiu byli
z kazdého typu kolonie pieneseni zastupci na vlastni misku s MYPGP médiem.
Pieockované bakterialni kultury pak byly inkubovany po dobu pfiblizné 24 h pii 37 °C
a nasledné byly vyuzity pro izolaci DNA (4.2.1.2).

4.2.1.2 1zolace DNA P. larvae pro genotypizaci dle ERIC primeri

Izolace DNA probihala s drobnymi tipravami podle protokolu popsanému v Bassi et al.
(2015). Bakterialni kultury (4.2.1.1) byly rozsuspendovany v 1 ml sterilni deionizované
vody a nasledné centrifugovany 1 min pti 12 000 x g. Z kazdého vzorku bylo odebrano
800 ul supernatantu a ke kazdému peletu s 200 ul zbyvajiciho supernatantu bylo pfidano
200 pl InstaGene matrix. Vzorky byly kratce vortexovany. Nasledné byly vzorky
inkubovany 30 min pii 56 °C a 1 400 rpm, 10 s vortexovany, poté inkubovany 8 min pii
100 °C a 1 400 rpm a znovu 10 s vortexovany. Vzniklé lyzaty byly centrifugovany 3 min
pii 12 000 x g, jednotlivé pelety byly ponechany az kazdého vzorku byla opatrné
odebrana ¢ast supernatantu. Byla zméfena koncentrace DNA v supernatantech a nasledné
byly odebrané ¢asti supernatantti nafedény na 30 ng-pl?. Vzorky natedéné DNA byly
inkubovany 15 min pti 65 °C a 1 400 rpm a poté byly vyuzity jako templaty pro PCR
(4.2.1.3). V ptipadé¢ pozdgjsiho pouziti izolovanych DNA byly ziskané pelety
I supernatanty po centrifugaénim kroku (3 min pifi 12 000 x g) a zméfeni koncentrace
DNA uchovany dohromady pfi teploté -20 °C. Pted pouzitim byly vzorky rozmrazeny,

vortexovany a centrifugovany 3 min pii 12 000 x g a ¢ast kazdého supernatantu byla
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nafedéna na 30 ng-ul™. Nafedéné vzorky byly inkubovany 15 min pii 65 °C a 1400 rpm
a vyuzity pro PCR (4.2.1.3).

4.2.1.3 PCR pro genotypizace P. larvae dle ERIC primert

Nejprve byl pripraven PCR premix, slozeni viz (Tab. 3). Do kazdé 25 pl reakce pak bylo
pfidano 20 ul premixu a5 pl jedné z pfipravenych nafedénych DNA (4.2.1.2), jedna
Z pozitivnich kontrol (4.1.1) nebo do negativni kontroly 5 ul vody pouZité pro piipravu
PCR premixu. Teploty a ¢asy cykli pak byly nastaveny podle (Tab. 4). Vizualizace
vzniklych produktt probihala pomoci elektroforézy v 1x TAE pufrem a agarosovém gelu
barveném ethidium bromidem. Pro vizualizaci PCR produktt bylo nejprve piipraveno
100 ml 0,8% agarosového gelu, do kterého bylo ptidano 100 pl 0,07% ethidium bromidu.
Genotypy jednotlivych izolati byly urceny podle podobnosti s jednou z pozitivnich
kontrol.

Tab. 3. Slozeni reakce pro PCR s genotypizaci P. larvae dle ERIC primeri

PCR dle ERIC primert
Slozeni premixu pro 1 reakci

10xPCR pufr bez MgCl, 2,50 ul
25mM MgCl, 2,50 pl
dNTPs 0,63 pul
ERICIR primer (10uM) 2,50 pul
ERIC2 primer (10uM) 2,50 pul
voda (pro mol.bio) 8,87 ul
DNA polymerasa 0,50 ul

Vyuzity chemikalie (kromé vody a primert) z FastStart
Taq DNA Polymerase, 5 U/pl (Roche)

Tab. 4. Teploty a ¢asy cykla pro PCR pro genotypizace P. larvae

PCR s GoTaq Green Master
Mix a Primery 1 a2

1. 95°C 5 min
2. 95°C 1 min
3. 53°C 1 min
4, 72°C 3 min
5. 72°C 10 min

krok 2-4 50x opakovan
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4.2.2 Uré¢eni pritomnosti M. plutonius v tlové méli

4.2.2.1 Priprava vzorkti méli nebo medu s ptidavkem M. plutonius
Bakterialni kultura M. plutonius (ziskana z SVU Olomouc) byla nao¢kovéana na pevné
Basal medium. Kultury byly nasledné anaerobné kultivovany pomoci systému Genbox
anaer (Biomedrix) pii 37°C 7 dni. Narostlé koloniec byly sterilné¢ pieneseny
do fyziologického roztoku do =zékalu 1°Mc Farlanda. Takto pfipravena kultura
obsahovala 3-10® bakterii M. plutonius v 1 ml. Dal$im fedénim, kdy bylo vzdy piiddno
do 9 ml fyziologického roztoku 1 ml kultury s 10 nasobnou koncentraci M. plutonius nez
je koncentrace piipravovand, byly pfipraveny i ostatni kultury s niz§imi koncentracemi
bakterii M. plutonius (3-107; 3-105; 3-10%; 3:10% bakterii M. plutonius v 1 ml). Nasledné
bylo kodvazenym mélim o hmotnosti 4,5g pifidano 0,5 ml pfipravené kultury
s 10 nasobnou koncentraci M. plutonius nez je pozadovana koncentrace vytvareného
vzorku. VSe bylo nasledné peclivé smichano dohromady a z homogenizovanych smési

byly odvazeny vzorky o hmotnosti 1 g, které byly dale vyuzity.

4.2.2.2 1zolaci DNA ze vzorkl ulové méli

Ke kazdému vzorku (4.1.1 nebo 4.2.2.1) byly pfidany 3 ml GITC pufru. Vzorky byly
vortexovany 3% po 50 s a centrifugovany 3 min pii 10 000 x g. Nasledné bylo 400 pl
z kazdého supernatantu smichano s 130 ul AP2 pufru. Vzorky byly promichany
a inkubovany 5 min naledu. V téchto krocich prob&hl navrat k postupu, ktery byl
doporucen vyrobcem pouzitého komeréniho kitu (DNeasy Plant Mini Kit). Dalsi kroky
pak probihaly podle téchto doporuceni az do kroku, kdy byl na kolonku podruhé nanesen
AW pufr. Ten byl odstranén centrifugaci 1 min pii 6 000 x g. Nasledné byly kolonky
pieneseny do novych mikrozkumavek, vysuSeny pomoci 2 centrifugaci 2 min pii
16 900 x g a pteneseny do dalich Cistych mikrozkumavek. Na stiedy kolonek bylo
opatrné naneseno 50 pl AE pufru a vzorky byly inkubovany 5 min pfi laboratorni teploté.
Kolonky byly centrifugovany 1 min pfi 6 000 x g. Roztoky, které prosly ptes kolonky,
byly zachyceny. V takto pfipravenych vzorcich DNA zulové méli byla
spektrofotometricky uréena koncentrace DNA. Jako templat do PCR (4.2.2.3) pak bylo
pouzito takové mnozstvi vzorku, aby pfi napipetovani 1-6 ul vzorku bylo do reakce
ptidano 130-220 ng DNA.
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4.2.2.3 PCR pro potvrzeni piitomnosti DNA M. plutonius v komplexni

matrici
Nejprve bylo piipraveno odpovidajici mnozstvi PCR premixu, slozeni viz tabulka
(Tab. 5). Do jedné reakce pak bylo pfidano 19-24 ul piipraveného premixu podle
mnozstvi vkladaného templatu (1-6 pl vzorku 4.2.2.2 nebo 4.2.3.2), tak aby kone¢ny
objem jedné reakce odpovidal 25 ul. Vzdy byla piipravena také pozitivni kontrola, kdy
byl do reakce pfidan misto vzorku 1 ul DNA M. plutonius izolované z napéstované
kultury (4.2.4) a negativni kontrola, kde byl misto vzorku pouzit 1 ul vody. Termocykler
byl nastaven podle tabulky (Tab.6). Vzniklé produkty byly separovany pomoci
agarosové elektroforézy v 0,8% gelu a 1XTAE pufru a nasledné vizualizovany pomoci

barvy GelRed (2,5 pul barviva na 60 ml agarosového gelu).

Tab. 5. SloZeni reakce pro PCR potvrzujici piitomnosti DNA M. plutonius

PCR M. plutonius + GC rich
Slozeni premixu pro 1 reakci

10xPCR pufr bez MgCl, 2,5l
25mM MgCl; 2,5l
GCrich 5ul
Primer 1 15ul
Primer 2 15ul
dNTPs 0,5ul
DNA polymerasa 0,5 ul
Voda 5/6/7/8/9/10 pl
Templat 6/5/4/3/2/1 pl

Vyuzity chemikalie (kromé vody a primert) z FastStart
Taq DNA Polymerase, 5 U/ul (Roche)

Tab. 6. Teploty a ¢asy cykld pro PCR potvrzujici ptitomnosti DNA M. plutonius

PCR M. plutonius + GC rich

1. 95 °C 5 min
2. 95 °C 1 min
3. 55°C 1 min
4. 72 °C 1 min
5. 72 °C 5 min

krok 2-4 34x opakovan
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4.2.3 Uréeni pritomnosti M. plutonius v medu

4.2.3.1 Ptedpiiprava vzorku pro izolaci DNA M. plutonius z medu

Vzorky medu byly pfipraveny analogicky jako vzorky méli (4.2.2.1). K odvazenym
medtm o hmotnosti 4,5 g pfidano 0,5 ml pfipravené kultury s 10 nasobnou koncentraci
M. plutonius nez je pozadovana koncentrace vytvaieného vzorku. VSe bylo nasledné
peclivé smichdno dohromady az homogenizovanych smési byly odvdzeny vzorky
o hmotnosti 1 g, které byly dale vyuzity. Ke kazdému vzorku medu s obsahem
M. plutonius pfidano 2,25 ml autoklavované demineralizované vody. Medy s vodou byly
vortexovany az do vytvofeni homogenni smeési. Dale byla kazdd vznikla smés
centrifugovana 30 min pii 16 000 x g. Supernatanty byly opatrné odebrany a pelety byly
promyty v dalSich 2 ml autoklavované demineralizované vody. Po centrifugaci 30 min
pii 16 000 x g byly ziskany nové pelety, které byly nasledné vyuzity pro izolaci
bakterialni DNA (4.2.3.2).

4.2.3.2 1zolace DNA z medu

Ke kazdému peletu (4.2.3.1) bylo ptidano 400 ul AP1 pufru a dale bylo postupovano
podle doporuceni vyrobce pouzitého kitu (DNeasy Plant Mini Kit) az do kroku, kdy byl
na kolonku podruhé nanesen AW pufr. Ten byl odstranén centrifugaci 1 min pfi
6 000 x g. Nasledn¢ byly kolonky vysuseny pomoci 2 centrifugaci 2 min pii 16 900 x g
a preneseny do ¢istych mikrozkumavek. Na stied kazdé kolonky bylo opatrné naneseno
50 ul AE pufru a vzorky byly inkubovany 5 min pii laboratorni teploté. Kolonky byly
centrifugovany 1 min pii 6 000 x g. Z kazdého vzorku byl zachycen roztok, ktery protekl
pres kolonku. Takto vznikly vzorek byl nasledn€ pouzit pro potvrzeni ptfitomnosti DNA
M. plutonius pomoci PCR (4.2.2.3) Kdy bylo jako templat pouzito takové mnozstvi
vzorku, aby pfi napipetovani 1-6 pl vzorku bylo do reakce ptidano 40-80 ng DNA.

4.2.4 lzolace DNA z napéstované kultury M. plutonius
Z napéstované bakterialni kultury M. plutonius na Basal mediu bylo setfeno sterilni
klickou vétsi mnoZstvi narostlych kolonii. Tyto kolonie byly pfeneseny a suspendovany
ve 100 pl autokldvované demineralizované vody. Suspenze byla inkubovana 10 min
na tfepacce nastavené na 1 400 rpm a 100 °C. Poté byl vzorek centrifugovan 3 min pfi
11 000 x g. Ciry supernatant byl odebran, nafedén na koncentraci 2 ng-pl™t a pouzit jako

pozitivni kontrola do PCR (4.2.2.3).

49



4.2.5 Testy moznosti kultivace M. plutonius
Byl testovan postup kultivace M. plutonius v tekuté kultufe za soucasného méfeni hodnot
absorbance pii vinové délce 600 nm.

K 50 ml ¢erstvé piipraveného M100 média v uzaviratelné 50ml zkumavce bylo
pfidano 5 pl zasobni kultury M. plutonius (Kazdé pouzitému kmenu byla pro snazsi
zpracovani vysledkl pfidélena Ciselnd hodnota. Hodnota 1 byla pfidélena priméarné
izolovanému kmenu z infekéniho klinického materidlu. Hodnota 2 byla ptidélena
sekundarné reizolovanému kmenu, hodnota 3 terciané reizolovanému kmenu atd. podle
stejného principu.). Kultura byla kultivovana v uzaviené zkumavce obalené parafilmem
5-6 dni pfi teplote 37 °C. Po této kultivaci nasledovala centrifugace kultury 10 min pfi
8 000 x g. Vétsina supernatantu byla odlita a bakterie peletu ve zbytcich supernatantu
byly pfeneseny do Cerstve ptipravenych kultivacnich médii (sloZeni dle experimentu) tak,
aby hodnoty absorbance pii 600 nm odpovidaly hodnotam 0,020-0,025. Vznikla
bakterialni suspenze pak byla pfenesena do 6jamkové mikrotitraéni desticky vzdy po 5 ml
do tfi jamek. Do zbylych 3 jamek bylo pipetovano 5 ml ¢istého média bez bakterii
0 stejném slozeni, jako mé médium ve zbylych jamkach desti¢ky. Desticka byla pielepena
sterilni prihlednou folii a inkubovéana 18-20 h ptfi 37 C. Nasledné byly v kazdé jamce
desticky méteny hodnoty absorbance pii 600 nm a z téchto hodnot byly ziskany rastové
kiivky.

50



5 VYSLEDKY

5.1 Genotypizace terénnich izolati P. larvae dle primera ERIC

Ve spolupraci se Statnim veterinarnim ustavem Olomouc byla provedena genotypizace
(4.2.1) terénnich izolatd P.larvae ziskanych na tizemi Ceské republiky Vv letech
2016-2017 (4.1.1.1). Na krevnim agaru, na kterém byly izolaty kultivovany ve Statnim
veterinarnim ustavu Olomouc, byly pfi kultivaci patrné morfologické rozdily mezi
jednotlivymi terénnimi izolaty P.larvae. Po urceni ERIC genotypld u testovanych
terénnich izolat, byl patrny vztah mezi ur¢enym genotypem a morfologii kolonii
na krevnim agaru. ERIC | genotyp obvykle tvofil ploché bezbarvé kolonie
s nepravidelnymi okraji (Obr. 7A a 7B). V né€kolika malo ptipadech byly jako ERIC I
urCeny také izolaty, které tvofili drobné prihledné az bil¢ kulaté kolonie. Zastupci

genotypu ERIC II pak tvofily bilé kulaté kolonie (Obr. 7C a 7D).

Obr. 7 Fotografie terénnich izolati P. larvae kultivovanych na krevnim agaru, které zobrazuji
typické zastupce obou v CR nalezenych ERIC genotypii této bakterie. Na snimku oznateném
pismeny a a B jsou zastupci genotypu ERIC I pii foceni Sikmo (A) a kolmo ke vzorku (B). Na
snimku C a D jsou zastupci genotypu ERIC I pfi foceni Sikmo (C) a kolmo ke vzorku (D).
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Naproti tomu, pokud se neprojevilo zabarveni nékterych kolonii zastupci ERIC Il
do oranzové nebo Cervené, pii pouziti MYPGP agaru nebyly morfologické rozdily
zastupct ruznych ERIC genotypt P. larvae nijak vyrazné. Pti kultivacich terénnich
izolatt P. larvae na MYPGP agaru, které piedchazely urceni ERIC genotypu u téchto
izolatd, byla pfitomnost barevnych kolonii pozorovana velmi vzacng.

Piislusnost jednotlivych terénnich izolati P.larvae k ERIC genotypu, konkrétné
ERIC I nebo ERIC Il, byla urcena podle elektroforetického vzoru (Genersch et al., 2006)
produkti PCR s ERIC primery (4.2.1.3). Tento vzor byl vzdy porovnan se vzorem
vzniklym u pozitivnich kontrol (Obr. 8), u kterych byl ERIC genotyp znam diky
ptedchozimu ur¢eni tohoto genotyp Vv jinych laboratotich (4.1.1.1). Pozornost byla
vénovana zejména amplifikovanému fragmentu DNA o velikosti piiblizné 2 500 bp
(Obr. 8), ktery je typicky pro ERIC II genotyp. Takto byl uréen ERIC genotyp
u 102 terénnich izolati P. larvae z celkovych 105 izolatd. U zbyvajicich 3 terénnich
izolati P. larvae se ani pii opakovani celého experimentu (4.2.1) nepodaiilo ERIC
genotyp urcit. Jako ERIC | genotyp bylo ur¢eno 20 terénnich izolati P. larvae (19,6 %
urcenych terénnich izolati) a jako genotyp ERIC II bylo uréeno 82 terénnich izolati
P. larvae (80,4 % urcenych terénnich izolati).

Obr. 8 Ukazka zaznamu elektroforetického vzoru produkti PCR s ERIC primery u nékolika
vybranych terénnich izolatd P. larvae (oznaceny ¢islem protokolu, které bylo izolatu ptidéleno
v SVU). Jako ERIC I respektive ERIC II jsou oznageny vzorky pozitivnich kontrol, kdy
u kontroly ERIC II je oznacen (Sipka) také pro urceni ERIC genotypu vyznamny
amplifikovany fragment DNA o pfiblizné velikost 2 500 bp. Tento fragment DNA je typicky
pro ERIC II genotyp. NK je oznacena negativni kontrola.
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Obr. 9 Mapa vyskytu jednotlivych ERIC genotypti P. larvae na tuzemi CR. Vysledky byly
ziskany genotypizaci dle ERIC primert 102 terénnich izolata P. larvae, které byly izolovany
z méli (Cervené znacky) nebo sté€rem z plasti (modré znacky) z potvrzenych ohnisek moru
véeliho plodu na uzemi CR v letech 2016-2017.

Terénni izolaty P. larvae byly ziskany dvéma zpusoby. Celkem 18 terénnich izolatd
bylo ziskano kultivaci stéru z plasti - konkrétné 3 terénni izolaty byly urceny jako
genotyp ERIC 1 a 15 izolati jako genotyp ERIC II. To odpovidd procentualnimu
zastoupeni ERIC genotypd u izolati ziskanych stérem z plasta 16,7 % pro genotyp
ERIC | a 83,3 % pro genotyp ERIC Il. Zbylych 84 terénnich izolatl bylo ziskano izolaci
zulové méli. Kdy 17 izolati patiilo ke genotypu ERIC | a 67 izolatd ke genotypu
ERIC II. To odpovida percentualnimu zastoupeni ERIC genotypl u terénnich izolath
P. larvae ziskany izolaci z ulové méli 20,2 % pro genotyp ERIC 1 a 79,8 % pro genotyp
ERIC II.

Dale byly vyuzity také informace o misté odbéru terénnich izolata P. larvae pouzitych
pro ERIC genotypizaci. Vysledky genotypizace kazdého jednotlivého terénniho izolatu
informaci byly dr. Brusem z Katedry geoinformatiky PiF UP vytvofena mapa vyskytu
jednotlivych genotypti ERIC na tizemi CR s rozlisenim zptisobu odbéru vzorku (Obr. 9).
Pro snazsi orientaci byla také vytvorena piehledova tabulka, kterd zobrazuje pocty
urCenych terénnich izolatd P. larvae a jejich zafazeni k ERIC genotypu v jednotlivych

krajich respektive okresech kam byly zatazeny podle mista ptuvodu izolatd (Tab. 7).
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Tab. 7 Vysledky genotypizace dle ERIC primera sefazené podle kraji respektive okrest
pavodu jednotlivych terénnich izolatt P. larvae. Sloupce udavaji poéty nalezenych zastupca
genotypu ERIC /1l v okresech specifikovanych v fadcich. Okresy jsou pak sefazeny podle
kraje.

Kraj Okres ERIC1 ERICII
Jihodesky Cesky Krumlov 7 0
Jihomoravsky Hodonin 0 1
Vysocina Havlicktv Brod 0 4

Zd’ar nad Sézavou 0 2
Liberecky Liberec 0 2
Moravskoslezsky  Bruntal 0 1
Frydek-Mistek 1 6
Novy Ji¢in 0 1
Ostrava 0 2
Olomoucky Jesenik 3 1
Olomouc 1 18
Pterov 0 2
Sumperk 1 5
Pardubicky Svitavy 0 4
Plzensky Rokycany 1 0
Stiredocesky Benesov 0 1
Kolin 1 0
Kutna Hora 0 1
Ptibram 1 2
Ustecky Litoméfice 1 0
Most 1 1
Zlinsky Uherské Hradisté 0 5
Vsetin 1 3
Zlin 1 20
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5.2 Vyvoj metody pro urceni pritomnosti bakterie M. plutonius
Vv ulové méli

Diky lyzi vzorkia ulovych méli s vyuzitim GITC pufru nasledné izolace DNA pomoci
komer¢niho kitu (DNeasy Plant Mini Kit — Qiagen) (4.2.2.2), amplifikaci vybraného
useku DNA M. plutonius pomoci PCR s piidavkem aditiva pro téZzce amplifikovatelné
templaty (4.2.2.3) avizualizaci pomoci agarosové elektroforézy barvené barvivem
GelRed se podatilo potvrdit pfitomnost bakterie M. plutonius ve vzorcich s obsahem
nejméné 10* bakterii v1lg ulové méli. Tomuto vysledku piedchazela fada

optimaliza¢nich kroku (Obr. 10).

Detekce M. plutonius v alové méli
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Obr. 10 Schéma zakladnich provedenych krokl vyvoje metody pro uréeni pf¥itomnosti bakterie

M. plutonius v tlové méli
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5.2.1 Optimalizace pripravy vzorku pro izolaci a izolace DNA z ilové
méli

Pii vSech testech ptipravy vzorku pro izolaci atestech izolaci DNA byl bran jako

pozitivni vysledek (identifikace M. plutonius ve vzorku) amplifikovany produkt PCR

odpovidajici velikosti ptfedpokladanému produktu nebo pozitivni kontrole za pouziti

standartniho protokolu pro GoTaq Green Master Mix (Promega) a Primeru 1 a Primeru 2.

5.2.1.1 Optimalizace piipravy vzorku pro izolaci DNA a izolace DNA
V ramci vyvoje metody detekce M. plutonius v tlové méli vhodné pro diagnostické tcely
bylo testovano vyuziti n€kolika lyza¢nich pufrd. Jako zcela nevhodné se ukazalo pouziti
klasického Tris-HCI lyza¢niho pufru s SDS a EDTA i o PVP obohaceného klasického
Tris-HCI lyzaéniho pufru s SDS a EDTA. Dale byl testovan fosfatovy lyzaéni pufr
s mocovinou pievzaty z Rossmanith et al. (2007), ktery poskytoval vysledky, ale citlivost
metody byla nizs§i a ¢asova naro¢nost vyssi nez u finalni verze navrzené metody (4.2.2).
Jako nadé&jny se ukdzal lyzaéni pufr s lysozymem, ktery ale poskytoval vysledky pouze
pfi nédsledném srazeni DNA vzorku isopropanolem. Jako nejvhodnéjsi se pak ukézalo
pouziti GITC pufru (Evans et al., 2013).

Prvotni experimenty potvrzovaly na$ predpoklad o velkém mnozstvi kontaminanti
VvV izolované DNA pochazejicich z matrice. Proto byly testovany metody pro jejich
odstranéni. Pfidavek polymeru PVP do lyza¢niho pufru se ukdzal nevhodny. Jako vhodny
krok k piec¢isténi vzorku se ukazalo srazeni DNA vzorku isopropanolem a promyti peletu
ethanolem.

Byly testovany dvé metody izolace DNA ze vzorku. Izolace srdZzenim DNA
isopropanolem podle protokolu pro izolaci DNA z houby Claviceps purpurea (Biova,
2016), ktera samotna neposkytovala pozadované vysledky. Postup byl nasledné upraven
a srazeni DNA bylo pouzito jako piecistovaci mezikrok. DNA pro PCR pak byla ziskana
lyzi vzorku méli v GITC pufru nebo lyza¢nim pufru s lysozymem. Nasledovalo srazeni
DNA isopropanolem z lyzatu obohaceného o 0,3mol-I" octan sodny, promytim peletu
ethanolem a izolaci finalni DNA ze ziskaného peletu pomoci jednoho z kitl pro izolaci
DNA z rostlinného materialu (viz nize). Pfi provedeni vySe popsaného postupu izolace
DNA z méli byla obdobna citlivost detekce M. plutonius, jako pii finalni navrhované
metod¢ (4.2.2), ale Casova naro¢nost provedeni byla vyrazné vyssi nez v piipadé metody
navrhované (4.2.2). Z divodu velké ¢asové narocnosti tak bylo od tohoto postupu izolace

DNA z méli upusteno.
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Druhou testovanou metodou izolace DNA byla pouha izolace DNA z ¢asti lyzatu méli
pomoci komer¢niho kitu, ktera se diky své rychlosti, ukazala jako nejvhodnéjsi. Dulezitou
soucasti bylo také vybrani vhodného izola¢niho kitu. Byly testovany dva kity pro izolaci
DNA z rostlinného materialu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) a PowerPlant® Pro DNA
Isolation Kit (MO BIO laboratories) a jeden kit pro izolaci DNA z materialu bohatého
na lipidy NucleoSpin DNA Lipid Tissue (Macherey-Nagel). Pro dalsi pouziti byl nakonec
vybran kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Pro vyuziti pouhé izolace DNA
z lyzati Glové méli pomoci kitu, vSak bylo nutné upravit nastaveni PCR, ktera
V piivodnim nastaveni popsaném prvnim odstavci této kapitoly, neposkytovala vhodné

vysledky.

5.2.1.2 Optimalizace PCR pro detekci M. plutonius

V ramci optimalizace nastaveni PCR byly nadale pouzivany primery Primer 1 a Primer 2.
Doslo ale ke zmén¢ kitu pro PCR, kdy byl otestovan kit FastStart Tag DNA Polymerase
(Roche). Po ptidani doplitku pro obtizné amplifikovatelné tseky DNA (GC-RICH
solution, soucast kitu) byly zaznamenany PCR produkty také u nékterych templat, které
pti pouziti GoTaq Green Master Mix (Promega) nebyly amplifikovany. Pouziti Kitu
FastStart Taqg DNA Polymerase tak umoznilo vyuzit jako templat pro PCR vzorky DNA
ziskané pouze lyzi v GITC pufru a izolaci DNA z alikvotu lyzatu pomoci kitu (DNeasy
Plant Mini Kit — Qiagen), bez dalsich krokt na ptecisténi DNA.

Nasledné byla provedena optimalizace mnozstvi celkové DNA (koncentrace DNA
meéfena spektrofotometricky) vkladané do PCR, kdy za pouziti vzorkd o pavodni
koncentraci bakterii M. plutonius v1g méli 104 10° a10% byla uréena idealni
koncentrace templatu jako 130-220 ng DNA do 25ul reakce.

5.2.2 Testy opakovatelnosti navrZzené metody
Podle protokolu popsaného v kapitole 4.2.2 bylo provedeno n€kolik sérii pokust o izolaci
DNA z pfipravenych vzorkt o bakterie M. plutonius obohacené tilové méli. Vysledky
kazdého testovaného vzorku jsou shrnuty v tabulce (Tab. 8). V piipadé nejnizsi uspésné
testované koncentrace bakterii M. plutonius ve vzorcich méli - 10* bakterii v 1 g méli,
byla uspésnost opakovani navrzené metody 50 %. U vyssich koncentraci bakterii
M. plutonius v ulové méli se podafilo potvrdit pfitomnost DNA vybrané patogenni

bakterie ve vsech testovanych ptipadech (Tab. 8).
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Tab. 8 Vysledky opakovani navrZzené metody pro identifikaci M. plutonius ve vzorcich tlové
méli. Horni fadek odpovida koncentraci bakterii M. plutonius v 1 g méli v daném sloupci.
Znaménka +/- oznacuji pozitivni/negativni vysledek vzorku ptfi PCR identifikaci DNA
M. plutonius. Nebyl-li vzorek v sérii testovan je oznaten netest. Ciselna hodnota pod
znaménky +/- udava mnozstvi DNA po izolaci z méli, ktera byla vlozena do PCR. Spodni
fadek shrnuje pocet spésnych/testovanych vzorkd celého experimentu pii dané koncentraci
bakterii M. plutonius ve vzorcich.

CFU M. plutonius ve vzorku méli

Datum e 10° 10° 107
+ + +
171 128 ng 130 ng 220 ng netest.
+ +
23.1. 150 ng netest. 184 ng netest.
29.1. ) * N ¥
172 ng 160 ng 170 ng 174 ng
- + + +
72 210 ng 177 ng 207 ng 217 ng
+ + + +
8.2 186 ng 150 ng 156 ng 200 ng
- + + +
06.3 220 ng 172 ng 195 ng 188 ng
Opakova- 16 5/5 6/6 4/4
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5.3 Vyvoj metody pro urceni piitomnosti bakterie M. plutonius

v medu

Pomoci postupu predptipravy vzorku (4.2.3.1) a izolace DNA za vyuziti komer¢niho kitu
(DNeasy Plant Mini Kit — Qiagen) pro izolaci DNA (4.2.3.2) se podafilo ziskat,
amplifikovat pomoci PCR (4.2.2.3) avizualizovat pomoci agarosové elektroforézy
barvené GelRed DNA M. plutonius ze vzork® medu, které obsahovaly 1:10* a vice
bakterii v 1 g medu.

Vhodna pfiprava vzorku (4.2.3.1) pied samotnou izolaci DNA méla na vliv na citlivost
navrzené metody. Nejprve bylo testovano pouhé roziedéni medu sterilni
demineralizovanou vodou a zkoncentrovani bakterialnich bunék pomoci centrifugace.
Takto bylo dosazeno pozitivni identifikace M. plutonius v testovaném vzorku, ktery
obsahoval nejméné 10° bakterii v 1 g medu. Nasledné bylo otestovano pfidani kroku, kdy
byly zkoncentrované bakterie promyty sterilni demineralizovanou vodou. Pomoci takto
upraveného protokolu se podatilo identifikovat DNA M. plutonius také ve vzorku, ktery
obsahoval o dva fady nizsi koncentraci testovanych bakterii.

Pro otestovani dalSi moZnosti izolace DNA byl pouzit pro izolaci DNA ze vzorku také
jiny izola¢ni kit NucleoSpin DNA Lipid Tissue (Macherey-Nagel), ktery je doporucen
pro vyuziti na izolaci DNA z na lipidy bohaté zivocisné tkang. Také pii pouziti tohoto
izola¢niho kitu na misto kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) se podafilo potvrdit
pritomnost M. plutonius v testovaném vzorku, ktery obsahoval 10* bakterii M. plutonius
v 1g medu. Predpfiprava vzorku — nafedéni, zakoncentrovani a promyti, vSak byla
ponechana beze zmény jak je popsana v kapitole 4.2.3.1.

Po zkuSenostech s izolaci DNA z ulové méli, kdy bylo dosazeno lepsich vysledkl po
upravé PCR (5.2.2), bylo zvoleno nastaveni PCR popsané v kapitole 4.2.2.3. Obvykla

koncentrace ziskané DNA ze vzork( medu byla piiblizn& 10 ng-ul™.

5.3.1 Testy opakovatelnosti
Podle protokolu popsaného v kapitole 4.2.3 bylo provedeno nékolik sérii pokusi o izolaci
DNA z pripravenych vzorkti o bakterie M. plutonius obohaceného medu a naslednou
identifikaci DNA M. plutonius v téchto izolatech pomoci PCR. Vysledky kazdého
testovaného vzorku jsou shrnuty v tabulce (Tab. 9). Kdy v pfipad¢é nejnizsi uspésné
testované koncentrace bakterii M. plutonius ve vzorcich medu, tj. 10* bakterii v 1g

vzorku, byla Gispésnost opakovani navrzené metody 80 % (pii 5 opakovanich). U vyssich
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koncentraci bakterii M. plutonius ve vzorcich medu se podafilo potvrdit pfitomnost DNA

vybrané patogenni bakterie ve vSech testovanych ptipadech (Tab. 9).

Tab. 9 Vysledky opakovani navrzené metody pro identifikaci bakterie M. plutonius
ve vzorcich medu. Horni fadek odpovida koncentraci bakterii M. plutonius v 1 g medu
v daném sloupci. Znaménka +/- oznacuji pozitivni/negativni vysledek vzorku pfi PCR
identifikaci DNA M. plutonius. Ciselna hodnota pod znaménky +/- udava mnozstvi DNA,
které bylo po izolaci zmedu vlozeno do PCR. Spodni ftadek shrnuje pocet
uspésnych/testovanych vzorkl celého experimentu pii dané koncentraci bakterii M. plutonius
ve vzorcich.

CFU M. plutonius ve vzorcich medu

Datum
104 10° 108 107
13.2. * * i "
60 ng 54 ng 66 ng 72 ng
14.2, * " " "
60 ng 60 ng 60 ng 72 ng
19.2. i " " "
72 ng 60 ng 42 ng 60 ng
20.2. * " " "
84 ng 54 ng 42 ng 48 ng
26.2. * i " "
72 ng 66 ng 72 ng 60 ng
Opakova-
telnost 4/5 5/5 5/5 5/5
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5.4 Testy moznosti kultivace M. plutonius

Pro ovéfeni funk¢énosti metody bylo provedeno méfeni ristovych kiivek M. plutonius
(4.2.5). Byly ziskany prvni rustové kiivky (Obr. 11) pro méfeni v M110 médiu
provedeném s terciané (MG-3) i kvartérné (MG-4) reizolovanymi kmeny M. plutonius.
Dale bylo provedeno méfeni rustovych kiivek M. plutonius s kvartérné reizolovanymi
kmeny v Basal tekutém médiu (BG-4). Kazdy experiment byl proveden pouze v jednom
opakovani, méfeni absorbance probihalo v triplikatech pro cist¢ médium i médium
s kulturou M. plutnoius. Konkrétni namétené hodnoty jsou k dispozici v tabulce
v piilohach (Tab. 11-13).
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0,250 ® o .

0,200 o

< 0,150

o—BG-4
o— MG-4
o— MG-3

0,100 o

0,050 o*

° ® ge®
0,000 *
0 20 40 60 80 100 120

t[h]

Obr. 11 Graf prvnich rstovych kiivek bakterie M. plutonius. Hodnoty dA vynesené na ose Y
byly ziskany odeétenim priméru (n = 3) absorbance (600 nm) Cistého média od priméru
(n = 3) absorbance (600 nm) stejného média s bakterialni kulturou M. plutonius v daném ¢ase
kultivace. Hodnota za pomlc¢kou oznacuje pocet laboratornich kultivaci M. plutonius, kdy
hodnota 1 byla pfidélena kmenu ziskanému izolaci pfimo z klinického infekéniho materialu.
Zkratky BG/MG oznacuji kultivaci v Basal tekutém médiu/M110 médiu.
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6 Diskuze

6.1 Genotypizace terénnich izolati P. larvae dle ERIC primeri

Bakterie P.larvae maji podle piislusnosti ke konkrétnimu ERIC genotypu rizné
vlastnosti. Mez jednotlivymi ERIC genotypy byly nalezeny rozdily ve virulenci
(Genersch et al., 2005), schopnosti metabolizovat rizné substraty (Genersch et al., 2006),
morfologii (Genersch et al., 2006) i v tepelné odolnosti spor této bakterie (Forsgren et al.,
2007). Prave z téchto diivodu jsou informace o vyskytu a zastoupeni jednotlivych ERIC
genotypu ve svétovych chovech véel nejen velmi zajimavé, ale hlavné uzitecné pro dalsi
vyzkum onemocnéni mor véeliho plodu a jeho pivodce P. larvae.

Ziskani terénnich izolatl P.larvae z oblasti s potvrzenym vyskytem moru véeliho
plodu vyzadovalo spolupraci se Statnimi veterinarnimi Gstavy po celé CR. P¥i porovnani
mapy vyskytu moru véeliho plodu na izemi CR (Obr. 4) mapy ERIC genotypti z &eskych
terénnich izolatd P. larvae (Obr. 9), je mozné pozorovat pickryv vétSiny vyznacenych
oblasti na obou mapach.

Z vysledka genotypizace dle ERIC primer u ¢eskych terénnich izolata P. larvae
vyplyva, e zastoupeni genotypu ERIC Il (80 %) je v CR neobvykle vysoké. Kdy
napiiklad v sousednim Rakousku patfilo k ERIC Il genotypu pouze 42 % izolati
P. larvae (Loncaric et al., 2009). V Polsku pak bylo nalezeno jen 16 % izolati ERIC II
a 8 % izolatl smiSenych (ERIC | + ERIC Il) mezi terénnimi izolaty P. larvae ziskanymi
ze vzorkd medu a 8 % izolatd ERIC 1l a 7 % izolatt smisenych (ERIC | + ERIC 1I) mezi
terénnimi izolaty P. larvae ziskanymi z v¢eliho plodu (Skubida et al., 2017). V USA pak
dokonce nebyl nalezen jediny zastupce genotypu ERIC II, ale pouze zastupci genotypu
ERIC I (Krongdang et al., 2017). Davody pro neobvykle vysoké zastoupeni P. larvae
ERIC 11 genotypu v Ceské republice oproti ostatnim testovanym statim si tak rozhodng
zasluhuji dalsi studium této problematiky.

Dle zjisténi (Skubida etal., 2017) je patrné, ze nejvyssi vyskyt izolatd P. larvae
ERIC II pravé v okoli hranic s Ceskou republikou a zaroveii v nasem vyzkumu pravé
v okresu Jesenik (hrani¢icim s Polskem v mistech vyskytu obou genotypt na polské
strané hranice) byla zaznamenana oblast, ve které oproti vétSiné ostatnich testovanych
oblasti (Tab. 7), ptevladal vyskyt genotypu ERIC | u testovanych terénnich izolati
P. larvae.

Dalsimi s Polskem hranic¢icimi oblastmi jsou okresy Moravskoslezského kraje —
konkrétné Bruntal a Frydek-Mistek, kde prevlada genotyp ERIC II (Tab. 7). Zaroven
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v oblasti hraniCici s timto krajem mé Polsko neobvykle velké zastoupeni ERIC Il
genotypu (Skubida et al., 2017).

Toto miize byt zpisobeno jiz diive zdokumentovanou schopnosti piivodce moru
vceliho plodu se Sifit do vcelstev v okoli. Pfi oslabeni nakazeného vcelstva dochazi
k pienosu spor z tohoto véelstva spole¢né s uloupenym medem do dalSich vcelstev, ktera
oslabené vcelstvo vyloupila a tim pak k Sifeni onemocnéni (Lindstrom et al., 2008b).
Dal8i moznosti mize byt mezindrodni obchod s produkty a véelaiskym vybavenim, ktery
muze vést K Sifeni moru vceliho plodu pies statni hranice (Genersch etal., 2008).
V piihrani¢i s Polskem je pteshrani¢ni nakup a prodej zbozi i sluzeb velmi bé&znym
jevem.

Zajimavé jsou také vysledky z okresu Cesky Krumlov (Tab. 7), ve kterém pievlada
P. larvae genotyp ERIC I. Jedna se opét 0 okres piihrani¢ni. Tentokrat jde ovsem
o0 hranici s Rakouskem. V rakouské studii (Loncaric et al., 2009) byly izolaty rozdéleny
pouze podle spolkovych zemi, kdy okres Ceska Krumlov hrani¢i zejména s Hornim, ale
Castecné také s Dolnim Rakouskem. Zatimco v Dolnim Rakousku stejné jako v okresu
Cesky Krumlov prevlada ERIC | genotyp P.larvae, v Hornim Rakousku naopak
u izolatd P. larvae pievlada genotyp ERIC Il (Loncaric et al., 2009). Tato nesrovnalost
muze byt zpiisobena fadou faktorti. Napt. mohlo dojit k ptenosu pitivodce onemocnéni do
okresu Cesky Krumlov zjiné oblasti nez z Horniho Rakousko popfipadé naopak
k ptenosu onemocnéni do Horniho Rakouska z jiné oblasti neZ z okresu Cesky Krumlov.
Dalsi moznosti je velky Casovy rozestup mezi obéma studiemi, ktery mohl umoznit
zménu epizoologického vyskytu jednotlivych genotypt P. larvae na rakouském uzemi.
V soucasné dobé¢ totiz nebyla provedena zZadna studie, kterd by zkoumala zménu vyskytu
jednotlivych ERIC genotypti P. larvae v Case.

Ve vsech okresech hranicicich se Slovenskou republikou (Hodonin, Uherské Hradiste,
Zlin, Vsetin), které mély Vv této studii své zastupce, prevlada genotyp P. larvae ERIC Il
(Tab. 7). Bohuzel informace o zastoupeni jednotlivych ERIC genotypl v ptipadé
slovenskych ohnisek moru v¢eliho plodu nejsou prozatim dostupné. Nase vysledky tak je
mozZné porovnat pouze s mapou ohnisek moru vceliho plodu na Gzemi Slovenské
republiky ze zati 2017 (Obr. 12). Kdy je patrné vysoké zamoieni touto nemoci v oblastech
v okoli Ceské republiky, zejména Zlinského kraje. To odpovida jiz zmitiované schopnosti
moru v¢eliho plodu se $ifit (Lindstrom et al., 2008b). Zlinsky kraj patiil v roce 2016
k nejvice morem véeliho plodu postizené oblasti CR (SVS, 2017a).
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Obr. 12 Mapa slovenskych ohnisek moru véeliho plodu (Zluté trojihelniky) zobrazuje
situaci v zafi 2017 (SVPS, 2017).
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6.2 Urc¢eni pritomnosti M. plutonius v tilové méli

Ulova mél je odpadni material, ktery se hromadi na dné tlu. Obsahuje zejména zbytky
vosku dale pak také zbytky mrtvych vcel, pylu adalsi. Spolu s témito ¢asteckami
odpadniho materidlu padaji na dno ulu také patogenni organismy, kterymi jsou vcely
napadeny (Ryba et al., 2009). Pii detekci patogenni bakterie P.larvae z m¢li, bylo
zjisténo vétsi mnozstvi spor P. larvae v zimni ulové méli neZ v testovanych vcelach
pochazejicich ze stejného ulu (Forsgren a Laugen, 2014). Jako ptedpokladany divod
tohoto jevu je uvadén delsi ¢asovy usek, po ktery jsou spory P. larvae v daném materialu
hromadény (Forsgren a Laugen, 2014). Napt. pro detekci patogenni bakterie P. larvae
a diagnostiku moru v¢eliho plodu se tlova mél uz v dnesni dobé bézné vyuziva (Forsgren
et al., 2013; Bzdil, 2013). Zvlasté zimni mél, ktera je v ulu postupné hromadéna po celou
zimu, umoziuje neinvazivni zjiSténi informaci o zdravotnim stavu vcelstva ptred
nadchazejici sezéonou (Ryba et al., 2009). VSechny tyto vlastnosti ulové méli, jsou
divodem pro snahy této prace o navrzeni potencionalni metody pro diagnostiku
onemocnéni hniloby véeliho plodu pravé z tohoto materialu.

K tomuto ucelu bylo dale vybrano vyuziti metody PCR. Tato metoda je na rozdil
od metod zalozenych na kultivaci identifikovaného mikroorganismu vyrazné méné
naro¢na na Cas nutny k prib&hu celé analyzy (Forsgren a Laugen, 2014). Zvlasté pak
u organismu jako je M. plutonius, ukterého je standardné¢ doporucovana 7 denni
kultivace (Forsgren et al., 2013), ale byl zaznamenan ptipad, pii kterych bylo potieba
kultivovat ziskany izolat 22 dni (Allen a Ball 1993), mize dojit k ziskani vysledki
pomoci metody zaloZzené na PCR o nékolik dni difive neZ pomoci metody zaloZené
na kultivaci patogenu. Pfi testovani navrzené metody v nasi laboratofi totiz bylo mozné,
celou analyzu od ptevzeti vzorku po finalni vysledek (vystup z agarosové elektroforézy)
provést za ptiblizn¢ 5 h. Rychlejsi analyzy, ktera umozni rychlejsi feseni problému, pak
muze byt diky infekénosti onemocnéni vyhodou. Bylo prokézano, ze pocet vcel
pozitivnich na pfitomnost M. plutonius, klesa s rostouci vzdalenosti testovaného vcelstva
od oblasti, ve kterych byla nalezena klinicky nemocna vcelstva (Belloy et al., 2007).
Navic v CR ptipadalo v roce 2016 na 1 km? 8,8 véelstva (Brodschneider et al., 2017).
Coz je mnohem vice nez napiiklad v Rakousku s 4,2 véelstvy na km? (Brodschneider
etal., 2017). Také diive vydana studie mapujici mimo jiné hustotu zavceleni v 27 zemich
svéta (26 evropskych zemi a USA) poukazala na jednu z nejvysSich hustot zavéeleni

pravé v CR — konkrétné s 6,6 véelstvy na km? byla CR v roce 2010 &étvrtou nejhustéji
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zavCelenou zemi této studie (Chauzat et al., 2013). Dalsi vyhodou rychlé diagnostické
metody je veétsSi Sance na vCasné objeveni rizika propuknuti hniloby vceliho plodu
U konkrétniho vcelstva. V takovémto piipadé existuji mozna preventivni opatieni, ktera
mohou propuknutim tohoto onemocnéni zabranit (Forsgren, 2009).

Chemické slozeni matrice vzorku (vCeli m¢l) pravdépodobné vedlo k problémim
s vyuzitim izolované DNA pi1 nasledné¢ amplifikaci vybranych usekii pomoci
standardniho nastaveni PCR. Pfi provedené izolaci DNA zméli se s nejvetsi
pravdépodobnosti nepodafilo odstranit vSechny inhibitory DNA-polymerasy. Je znamo,
7e jednim z omezeni PCR je citlivost této metody na pfitomnost inhibitorti (Olexova
et al., 2004). Pii dfive navrzené metodé pro identifikaci taktéz bakterialniho ptivodce
onemocnéni veel z tlové méli, konkrétné P. larvae, byl zaznamenan nizsi limit detekce
pii pouziti metody zalozené na izolaci cilové DNA ptimo z méli a jeji identifikaci pomoci
PCR oproti metodé, ktera vyuzivala nejprve kultivaci spor P. larvae ziskanych z méli
(Forsgren a Laugen, 2014). Toto mohlo byt zpisobeno pravé z divodu piitomnosti
inhibitort PCR obsazenych v izolovaném vzorku DNA (Forsgren a Laugen, 2014). Na
problém zplsobeny pouzitym templatem muze poukazovat také vyrazné zlepSeni
vysledku po piidavku GC-RICH aditiva. To podle informaci vyrobce Kitu (Roche, 2016)
méni chovani DNA béhem hybridizace a je vyrobcem kitu doporuéeno K vyuziti pro PCR
S obtiznymi templaty (jako ptfiklad udan templat bohaty na GC), které pti standardnim
nastaveni PCR neposkytuji vyhovujici vysledky a déle také lepsi vysledky pfii izolaci
DNA pomoci kitu, ktery je navrzen pro izolaci DNA z rostlinného materialu v kvalité
vhodné pro naslednou PCR (Qiagen, 2015). Rostliny jsou zndmy produkci fadou
metabolitd, které mohou byt zaroven inhibitory DNA-polymerasy (Schrader et al., 2012).

Pii testech opakovatelnosti bylo pfi nejniz$i koncentraci bakterii M. plutonius
ve vzorku — 10* bakterii v 1 g materidlu, prokazana opakovatelnost 50 %. To miize byt
zpiisobeno fadou faktort od chyb pfi pfipravé a skladovani vzorkd, ztrat DNA pfi izolaci
(Tan a Yiap, 2009), snizeni u¢innosti PCR kvuli inhibitorim DNA-polymerasy (Schrader
etal., 2012), citlivosti pouzitého barveni agarosové elektroforézy (Lee etal., 2012).
Avsak pfti vyssich koncentracich M. plutonius ve vzorku jiz metoda vykazovala 100%

opakovatelnost (Tab. 8).

66


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chauzat%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24236084

6.3 Urceni piitomnosti M. plutonius v medu

U bakterie P. larvae, ktera je stejné jako M. plutonius pivodcem onemocnéni véeliho
plodu (Forsgren, 2009), byla prokazana funkce bakteriemi kontaminovaného medu jako
pfirozené zasobarny tohoto patogena (Lindstrom etal., 2008a). Takovyto med pak
predstavuje riziko pro propuknuti onemocnéni moru vceliho plodu, které¢ je timto
mikroorganismem zpusobené (Lindstrom et al., 2008a). U obou popisovanych pavodci
onemocnéni mize nemoc propuknout pouze ve vceli larvé (Forsgren, 2009). K nakazeni
larvy pak v piipadé obou onemocnéni dochazi stejnym zpisobem - pozienim potravy,
ktera obsahuje ptivodce konkrétniho onemocnéni (Bailey a Ball, 1991).

Ze vsech téchto divodl je med zajimavym materidlem pro testovani pfitomnosti
puvodce hniloby véeliho plodu. Navic v doporu¢ené metodice pro diagnostiku tohoto
onemocnéni v8ak metody umoznujici rychlé zpracovani medu chybi (Anonym, 2016b)
Proto byly provedeny pokusy o vytvoteni rychlé a pokud mozno co nejcitlivéjsi metody
pro detekci bakterialniho patogena M. plutonius ze vzorki medu.

Vytvofenad metoda vykazuje citlivost az 10* bakterii M. plutonius v1 g medu.
Vyhodou metody, stejné¢ jako V ptedchozi kapitole diskutované metody pro detekci
stejné¢ho patogena z ulové méli (6.2), je rychlost provedeni, kterd opét nevyzaduje
nékolikadenni kultivaci. Diky tomu lze v pfipad€ potieby, ziskat vysledky analyzy

za jediny pracovni den.
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6.4 Testy moznosti kultivace M. plutonius

Byly provedeny prvni experimenty, které potvrdili pouzitelnost navrzené metody pro
testovani rustu M. plutonius v riznych podminkach.

Z pilotnich experimentd vSak vyplyva zajimavé zjisténi, které je tfeba dale ovéfit.
Pilotni experimenty naznacily moznost zmény ristovych vlastnosti M. plutonius pfi
laboratorni kultivaci (Obr. 10). Pfestoze experiment je pro ovéfeni pravdivosti vysledku
nutné zopakovat, odpovida tento vysledek piredchozim empirickym pozorovanim. Nase
experimenty poukazuji na moznou zménu rychlosti rustu bakterie M. plutonius
na laboratornim médiu v zavislosti na poctu piedchozich laboratornich kultivaci
kultivace M. plutonius mize vést k vyraznym zménam vlastnosti této patogenni bakterie
(McKeen etal., 2004; Arai etal., 2012; Nakamura etal., 2016). Konkrétné¢ byla
zaznamenana ztrata virulence (McKeen et al., 2004; Arai et al., 2012; Nakamura et al.,
2016).
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7 ZAVER
U 102 terénnich izolati P. larvae pochazejicich z izemi Ceské republiky z let 2016-2017
byla provedena genotypizace dle ERIC primert. V Ceské republice se vyskytuje
v pievazné miie ERIC Il (82,4 %) genotyp. Dale je zastoupen ERIC | (19,6 %) genotyp.
Genotypy ERIC 11 a ERIC IV nebyly mezi pouzitymi izolaty nalezeny.

Déle byly navrzeny dvé nové metody diagnostiky hniloby vceliho plodu bez nutnosti
ptedchozi kultivace ptivodce tohoto onemocnéni, bakterie M. plutonius. Diky tomu je
mozné ziskat vysledky za pouhy 1 den oproti diivéjSim 7 dnlim nutny pro kultivaci
M. plutonius. Ob¢ metody jsou zalozeny na izolaci DNA z poskytnutého vzorku
a amplifikaci vybraného useku DNA M. plutonius pomoci PCR. Metody pak umoziuji
vyuzit pro diagnostiku onemocnéni hniloby véeliho plodu jak odpadni materidl z Glu —
ulovou mél, tak vyznamny vceli produkt - med. Bakterie se podafilo spolehlivé detekovat
v méli, pokud jejich koncentrace ve vzorku byla 10° v jednom gramu a vy3§i. Pfi
koncentraci 10* bakterii v jednom gramu méli byl v 50 % piipadii zaznamenan fale$né
negativni vysledek. V medu se podaiilo spolehlivé detekovat bakterie pii koncentraci 10°
Vjednom gramu a vy$§i. Pii koncentraci 10* bakterii v jednom gramu medu byl
zaznamenan fale$Sné negativni vysledky v 20 % ptipada.

Byly provedeny experimenty pro optimalizaci rustovych podminek M. plutonius za
anaerobnich podminek v tekutém médiu. Metoda byla testovana na dvou kultiva¢nich
médiich, znichz M110 médium poskytovalo lep§i vysledky. Diky moZnosti
spektrofotometrického méfeni riistu bakterie, metoda umozni testovani vlivu ptfidavku

riznych substrati a aditiv do média na rist bakterie M. plutonius.
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9 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AFB Mor vceliho plodu
ATCC American Type Culture Collection

CcC Clonal complex

CTAB Cetrimoniumbromid

dNTPs Smés deoxynukleotid trifosfatd

DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

EFB Hniloba v¢eliho plodu

ELISA Fotometricky stanovena enzymoimunoanalyza - Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay

ERIC Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
FISH Fluorescen¢ni in situ hybridizace
GC Guanin a cytosin

GITC Guanidin isothiokyanat
MALDI  lonizace laserem za ptfitomnosti matrice

MLST Multilokusova sekvenéni typizace

PCR Polymerasova fetézova reakce
PVP Polyvinylpyrrolidon

SDS Dodecylsiran sodny

Taq Thermus aquaticus
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10 PRILOHY

Tab. 10. Seznam vsech terénnich izolatt P. larvae testovanych na genotyp dle ERIC primeri
a vysledky tohoto testovani.

Datum Cislo protokolu Obec Okres ERIC
zachytu genotyp
14.10.2016  J14098 Mobhelnice SuU 1
14.10.2016  J14125/16 Zelatovice PR Il
05.12.2016  J14753/16 Velké Kunétice JE |
13.12.2016  J14790/72 Zlaté Hory JE |
18.01.2017 V¢4l Nové Sady oL 1
18.01.2017 017-BA-104-28 Osecna LI Il
25.01.2017 017-BA-134-30 Krasny Les u Frydlantu LI 1
05.02.2017 VM®615/37 Nevsova ZL 1
13.02.2017 VM1132/36 Veseli (ZO CSV Lostice) SU 1l
13.02.2017 VMO937/2 Vesky-Straznice HO 1
14.02.2017  017-BA-512-3 Boraotice PB |
14.02.2017 BA2392 Havlickova Borova HB 1
14.02.2017 BA2388 Havlickova Borova HB I
14.02.2017 017-BA-512-5 Hubenov u Borotic PB 1
14.02.2017 BA1170/7 Chotébor HB Il
14.02.2017 BA1672/6 Kosetice PE -
14.02.2017 BA29452 KiiZanov ZR Il
14.02.2017 BA1413/8 Ledec nad Sazavou HB 1
14.02.2017 BA102/2 Nizkov ZR Il
14.02.2017 BA2351 Vétini CK |
14.02.2017 BA2352 Vétini CK |
14.02.2017 BA2349/10 Vétini CK |
14.02.2017 BA2365 Vranova Lhota SY 1
14.02.2017 BA2356 Vranova Lhota SY I
14.02.2017 BA2357 Vranova Lhota SY 1
14.02.2017 BA1340/4 Vyssi Brod CK |
14.02.2017 BA1341/5 Vyssi Brod CK |
14.02.2017 BA1339/3 Vyssi Brod CK |
14.02.2017 BA1343/6 Vyssi Brod CK |
14.02.2017 017-BA-512-1 Zupanovice PB I
15.02.2017 VM2434/16 Biezivky ZL Il
15.02.2017 VM1233/22 Drahanovice oL I
15.02.2017  VM1233/77 Grygov oL I
15.02.2017 VM1233/24 Hnévotin oL I
15.02.2017 VM1233/71 Lastany oL Il
15.02.2017 VM1233/79 Namést’ na Hané oL I
15.02.2017 VM1233/48 Olomouc oL I
15.02.2017 VM1233/98 Pohotany oL -
15.02.2017 VM2434/12 Provodov ZL I
15.02.2017 VM1170/3 Rudice UH I
15.02.2017 VM1233/47 Slatinice oL Il
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15.02.2017
15.02.2017
16.02.2017
21.02.2017
21.02.2017
21.02.2017
21.02.2017
21.02.2017
21.02.2017
27.02.2017
03.03.2017
08.03.2017
08.03.2017
08.03.2017
08.03.2017
08.03.2017
08.03.2017
08.03.2017
08.03.2017
10.03.2017
13.03.2017
13.03.2017
13.03.2017
13.03.2017
13.03.2017
13.03.2017
13.03.2017
13.03.2017
14.03.2017
14.03.2017
14.03.2017
17.03.2017
20.03.2017
21.03.2017
21.03.2017
21.03.2017
21.03.2017
21.03.2017
27.03.2017
29.03.2017
03.04.2017
04.04.2017
06.04.2017
24.04.2017
26.04.2017
28.04.2017
28.04.2017

VM1233/23
VM1233/78
017-BA-578-23
VM3017/1
VM3361/24
VM3408/17
VM2655/37
VM2466/52
VM2860/5
VM3179/135
017-BA-1073-38
VM5279/205
VMb5279/235
VM5279/96
VM6198
VM5677/5
017-BA-933-16
VM5279/43
VMb5279/8
017-BA-1186-11
VM7319/45
VM6245/12
VM6648/13
VM7118/86
VM6425/11
VM7118/42
VM6481/77
VM6245/16
V¢el4s
VM7044/1
VM7044/25
VM7319/45
017-BA-1388-1
VM8086/123
VM8352/50
VM7488/46
VM8211/9
VM7787/10
Vels4

Ve160

V¢l70/3
017-BA-1851
017-BA-1750
VM8558
V242

V¢243/1
V¢249/2

Stépanov

Vilémov
Zbraslavice
Bohunovice
Daskabat

Horni Zivotice
Litovel
Luhacovice
Olomouc

Navsi

Most

Bfeznice

Hvozdna

Kudlov

Mikovice nad Olsavou
Ujezd u Val. Klobouk
Vyzlovka

Zlin - Priluk
Zelechovice - Paseky
Rokycany

Frystak
Luhacovice

Mg¢sto Libava
Mirov

Ostrava Plesna
Podoli - Mohelnice
Potec

Pozlovice
Cervenka

Kasava

Lukov

Dolni Ves

Hofany

Bojkovice

Brumov - Bylnice
Dolni lhota
Kelniky

Trnava u Zlina
Vnorovy

Vizovice

Stary Hrozenkov
DiviSov u BeneSova
Stéti

Partutovice

Stipa

Hyncina

Vranova Lhota
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oL
oL
KH
oL
oL
BR
oL
ZL
oL
FM
MO
ZL
ZL
ZL
UH
VS
KO
ZL
ZL
RO
ZL
ZL
oL
SuU
ov
SuU
ZL
ZL
oL
ZL
ZL
ZL
MO
UH
ZL
ov
ZL
ZL
UH
ZL
UH
BN
LT
PR
ZL
SuU
SY



02.05.2017
02.05.2017
11.05.2017
11.05.2017
11.05.2017
11.05.2017
11.05.2017
17.05.2017
18.05.2017
18.05.2017
15.02.2017
15.02.2017
15.02.2017
15.02.2017
15.02.2017
15.02.2017
15.02.2017

V¢E255
Ve253
Ve302/1
Ve301
Ve300
Ve299
V¢E31s
Veslo
Ve327/6
V¢326
VM2065
VM2225/25
VM2225/26
VM2225/27
VM2225/56
VM2335
VM2665

Buresov
Semetin
Ondfejovice
Pisec¢na
Raskovice
Ratibot
Drozdin
Kozlovice
Nova Hrade¢na
Troubelice
Javornik
Lubno
Lubno
Lubno
Lubno
Zdéchov
Litovel

ZL
VS
JE
FM
FM
VS
oL
NJ
SuU
oL
JE
FM
FM
FM
FM
VS
OL
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Tab. 11. Vysledky méfeni absorbance pfi vinové délce 600 nm pfi testu kultivace terciané reizolovaného kmene M. plutonius v M110 médiu. Jako B1-B3 jsou
oznac¢eny méteni v ¢istém médiu a V1-V3 méfeni média s bakterialni kulturou v ¢ase od zacatku kultivace (hodnoty sloupce t). Ve sloupcich Pram. a Odch. je
vzdy pramér hodnot z ptedchazejicich 3 sloupct a odpovidajici smérodatnd odchylka tohoto priméru. dA je hodnota rozdilu priméru kultivovanych bakterii
v médiu a primeéru ¢istého média.

t [h] Bl B2 B3 Prim. B Odch. B V1 V2 V3 Praim. V. Odch. V dA

0 0,111 0,115 0,116 0,114 0,003 0,123 0,121 0,121 0,122 0,001 0,008
20 0,123 0,125 0,125 0,124 0,001 0,144 0,145 0,145 0,145 0,001 0,021
22 0,131 0,138 0,140 0,136 0,005 0,186 0,152 0,152 0,163 0,020 0,028
24 0,115 0,120 0,122 0,119 0,004 0,134 0,133 0,133 0,133 0,001 0,015
26 0,117 0,122 0,122 0,120 0,003 0,136 0,137 0,136 0,136 0,001 0,017
28 0,126 0,132 0,134 0,130 0,004 0,149 0,148 0,149 0,149 0,001 0,019
44 0,118 0,121 0,122 0,120 0,002 0,153 0,153 0,149 0,152 0,002 0,032
46 0,117 0,121 0,122 0,120 0,003 0,154 0,155 0,151 0,153 0,002 0,034
48 0,117 0,121 0,123 0,120 0,003 0,161 0,160 0,155 0,159 0,003 0,039
50 0,114 0,119 0,120 0,117 0,003 0,164 0,162 0,158 0,161 0,003 0,044
52 0,115 0,126 0,123 0,119 0,006 0,169 0,176 0,166 0,170 0,005 0,051
54 0,116 0,130 0,120 0,118 0,007 0,174 0,182 0,167 0,174 0,008 0,056
68 0,114 0,319 0,122 0,118 0,116 0,214 0,369 0,227 0,270 0,086 0,152
70 0,127 0,208 0,145 0,136 0,043 0,249 0,286 0,272 0,269 0,019 0,133
72 0,114 0,142 0,120 0,125 0,015 0,220 0,248 0,217 0,228 0,017 0,103
74 0,116 0,172 0,132 0,140 0,029 0,237 0,257 0,248 0,247 0,010 0,107
96 0,119 0,128 0,123 0,123 0,005 0,248 0,250 0,237 0,245 0,007 0,122
98 0,114 0,122 0,119 0,118 0,004 0,239 0,242 0,233 0,238 0,005 0,120




Tab. 12. Vysledky méfeni absorbance pii vinové délce 600 nm pfi testu kultivace kvartérné reizolovaného kmene M. plutonius v Basal tekutém médiu. Jako
B1-B3 jsou oznaceny méfeni Vv Cistém médiu a V1-V3 méteni média s bakterialni kulturou v ¢ase od zacatku kultivace (hodnoty sloupce t). Ve sloupcich Pram.
a Odch. je vzdy pramér hodnot z ptedchazejicich 3 sloupcii @ odpovidajici smérodatna odchylka tohoto priiméru. dA je hodnota rozdilu priméru kultivovanych
bakterii v médiu a primeru ¢istého média.

t [h] Bl B2 B3 Praim. B Odch. B V1 V2 V3 Praim.V  Odch. V dA

0 0,154 0,155 0,152 0,153 0,002 0,158 0,164 0,160 0,161 0,003 0,008
18 0,132 0,140 0,143 0,138 0,006 0,196 0,207 0,187 0,197 0,010 0,059
20 0,139 0,159 0,147 0,143 0,010 0,212 0,241 0,202 0,218 0,020 0,075
22 0,153 0,159 0,165 0,159 0,006 0,241 0,254 0,223 0,239 0,016 0,080
24 0,161 0,170 0,165 0,163 0,005 0,256 0,271 0,230 0,252 0,021 0,089
42 0,139 0,147 0,142 0,141 0,004 0,325 0,368 0,234 0,309 0,068 0,169
44 0,142 0,159 0,151 0,147 0,009 0,343 0,387 0,253 0,328 0,068 0,181
46 0,147 0,165 0,157 0,152 0,009 0,348 0,397 0,261 0,335 0,069 0,183
48 0,142 0,159 0,155 0,149 0,009 0,347 0,396 0,253 0,332 0,073 0,184
50 0,154 0,172 0,164 0,159 0,009 0,356 0,398 0,262 0,339 0,070 0,180
52 0,147 0,168 0,166 0,157 0,012 0,354 0,398 0,268 0,340 0,066 0,184
66 0,143 0,154 0,153 0,148 0,006 0,343 0,391 0,247 0,327 0,073 0,179
68 0,137 0,149 0,145 0,141 0,006 0,341 0,382 0,236 0,320 0,075 0,179
70 0,139 0,153 0,150 0,145 0,007 0,349 0,405 0,271 0,342 0,067 0,197
72 0,145 0,164 0,154 0,154 0,010 0,347 0,393 0,260 0,333 0,068 0,179
74 0,156 0,172 0,158 0,162 0,009 0,358 0,398 0,262 0,339 0,070 0,177
96 0,143 0,161 0,158 0,154 0,010 0,337 0,379 0,242 0,319 0,070 0,165




Tab. 13. Vysledky méfeni absorbance pii vinové délce 600 nm pfi testu kultivace kvartérné reizolovaného kmene M. plutonius v M 110 médiu. Jako B1-B3 jsou
oznac¢eny méteni v ¢istém médiu a V1-V3 méfeni média s bakterialni kulturou v ¢ase od zacatku kultivace (hodnoty sloupce t). Ve sloupcich Pram. a Odch. je
vzdy pramér hodnot z predchéazejicich 3 sloupcil a odpovidajici smérodatnd odchylka tohoto priméru. dA je hodnota rozdilu priméru kultivovanych bakterii
v médiu a primeru Cistého média.

t [h] Bl B2 B3 Pram. B Odch. B V1 V2 V3 Prim. V.  Odch. V dA

0 0,128 0,131 0,119 0,124 0,006 0,139 0,143 0,141 0,141 0,002 0,018
18 0,138 0,144 0,139 0,139 0,003 0,220 0,221 0,188 0,210 0,019 0,071
20 0,169 0,171 0,166 0,168 0,003 0,252 0,257 0,205 0,238 0,029 0,071
22 0,166 0,165 0,169 0,168 0,002 0,258 0,264 0,211 0,244 0,029 0,077
24 0,167 0,173 0,171 0,169 0,003 0,287 0,299 0,247 0,278 0,027 0,109
42 0,125 0,130 0,129 0,127 0,003 0,413 0,446 0,274 0,378 0,091 0,251
44 0,161 0,168 0,166 0,164 0,004 0,450 0,452 0,297 0,400 0,089 0,236
46 0,158 0,176 0,167 0,163 0,009 0,445 0,448 0,327 0,407 0,069 0,244
48 0,160 0,178 0,174 0,167 0,009 0,450 0,489 0,335 0,425 0,080 0,258
50 0,149 0,161 0,161 0,155 0,007 0,431 0,476 0,326 0,411 0,077 0,256
52 0,160 0,181 0,176 0,168 0,011 0,411 0,487 0,333 0,410 0,077 0,242
66 0,124 0,135 0,130 0,127 0,006 0,412 0,440 0,290 0,381 0,080 0,254
68 0,147 0,167 0,130 0,139 0,019 0,428 0,469 0,299 0,399 0,089 0,260
70 0,163 0,183 0,161 0,162 0,012 0,436 0,483 0,344 0,421 0,071 0,259
72 0,163 0,184 0,163 0,170 0,012 0,450 0,494 0,339 0,428 0,080 0,258
74 0,132 0,144 0,133 0,136 0,007 0,419 0,452 0,307 0,393 0,076 0,256
96 0,174 0,182 0,197 0,184 0,012 0,455 0,478 0,321 0,418 0,085 0,234




