VYZKUMNY USTAV www.beedol.cz +420 220 940 480
\/C ELAQSKY beedol@beedol.cz +420 734 858 244

FUNKCNI VZOREK

Uzivatelské identifikacni spektrum pro identifikaci kmenud druhu
Melisococcus plutonius metodou MALDI-TOF

Autori:
Veronika Jerabkovat
Tomas Latal?
Miroslava Bodrinova3
Dalibor Titéral
Eva Bazgerova?
Tomas Erban?

1 Vyzkumny Ustav véelarsky, s.r.o.
2 TRIOS, spol. s r.o.
3 Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, vvi.

Funkéni vzorek ,Uzivatelské identifikacni spektrum pro identifikaci kmen( druhu
Melisococcus plutonius metodou MALDI-TOF* byl vyvinut za podpory Technické agentury
CR jako soucast projektu TACR TH02030317.

Listopad 2019



VYZKUMNY USTAV www.beedol.cz +420 220 940 480
\/c ELAQSKY beedol@beedol.cz +420 734 858 244

Vlastnici vysledku:  Vyzkumny ustav vE€elarsky, s.r.o.
Dol 94, 252 66 Maslovice
IC 629 68 335, DIC CZ62968335

TRIOS, spol. sr.o.
Zakourilova 2275/142, Chodov, 149 00 Praha 4
IC: 442 69 471, DIC: CZ44269471

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v. v. i.

Drnovska 507/73, Ruzyné, 161 00 Praha 6
IC: 00027006, DIC: CZ00027006

Stat: CZ — Ceska republika

Vyuziti vysledku jinym subjektem:
N: vyuziti vysledku jinym subjektem je mozné bez nabyti licence

Licenéni poplatky:
N: poskytovatel licence na vysledek nepozaduje licen¢ni poplatek

Cislo vysledku: TH02030317-V7

Garant vysledku: Ing. Dalibor Titéra, CSc.

Jazyk vysledku: CZE - Cestina

Hlavni obor: GJ - Choroby a skidci zvifat, veterinarni medicina
Rok uplatnéni vysledku: 2019



VYZKUMNY USTAV www.beedol.cz +420 220 940 480
\/c ELAQSKY beedol@beedol.cz +420 734 858 244

ABSTRAKT VYSLEDKU

Dvé vyznamné bakterialni choroby v€ely medonosné jsou mor a hniloba vceliho plodu.
Pro zamezeni S$ifeni infekEnich nakaz mezi vcCelstvy je stéZejni zejména vCasna
diagnostika onemocnéni. Ta se zaklada na rozpoznani klinického obrazu nemoci a
identifikaci infekéniho agens. Pfi identifikaci kolonii Paenibacillus larvae, plvodce
moru, se jiz rutinné vyuziva tehnologie hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Pro
spolehlivou identifikaci bakterie Melisococcus plutonius, puvodce hniloby, vSak chybi
validovany spektralni mix. Pfedkladany funkéni vzorek obsahuje naméfena hmotnostni
spektra rlznych izolatd Melisococcus plutonius, referenénich i izolovanych

z infikovanych vcelstev.

Klicova slova vysledku:

MALDI-TOF, Melisococcus plutonius, hniloba vceliho plodu, hmotnostni
spektrometrie, diagnostika, identifikace

Nazev vysledku:

Uzivatelské identifikacni spektrum pro identifikaci kmenu druhu Melisococcus
plutonius metodou MALDI-TOF
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PODSTATA TECHNICKEHO RESENI

Podstatou technického feSeni predkladaného funkéniho vzorku je naméreny spektralni
mix pro spolehlivou rodovou i druhovou identifikaci bakterie Melisococcus plutonius,
puvodce hniloby vc€eliho plodu, pomoci technologie hmotnostni spektrometrie
metodou MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption/ionization time of flight mass

spectrometry).

POPIS FUNKCNIHO VZORKU

Prikladem realizace technického feSeni jsou hmotnostni spektra bakterie
Melisococcus plutonius naméfena pomoci hmotnostniho spektrometru metodou
MALDI-TOF. K ziskani raznych hmotnostnich spekter infekéniho agens byly méreny
vzorky sbirkovych kmenu i izolatu ziskanych ze zahranici. Dale byla méfena kultura
Melisococcus plutonius izolovana ze vzorkl nemocnych larev pochazejicich z pfipadu

klinické hniloby v Libereckém kraji v roce 2019.

POPIS NOVOSTI FUNKCNIHO VZORKU

Identifikace infek&nich agens metodou MALDI-TOF ma svlj neoddiskutovatelny
diagnosticky vyznam v humanni i veterinarni mediciné (Lay 2001; Wieser et al. 2012).
Rutinné se technologie MALDI-TOF vyuziva pfi identifikaci jiného v€eliho patogena,
bakterie Paenibacillus larvae (Schafer et al. 2014). Tato sporulujici bakterie je na
uzemi Ceské republiky i z hlediska celosvétového méfitka hojné rozsifena zejména
z divodu jeji odolnosti vuci vnéjsim vlivim a schopnosti latentné prezivat v prostredi
po dobu desitek let. Zaroven jsou kultivaCni naroky Paenibacillus larvae niZsi, nez je

tomu v pfipadé Melisococcus plutonius. Pfedevsim z téchto divodu je tomuto vEelimu
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patogenu vénovana velka pozornost vyzkumnych tymi po celém svété a zachyt

novych izolatl je na dennim pofradku.

Oproti shora uvedenému se hniloba vc&eliho plodu v naSich podminkach
vyskytuje jen ojedinéle. Na uzemi Ceské republiky nebyla tato choroba zaznamenana
cca 30 let az do jejiho znovuobjeveni vroce 2015 voblasti Krkono$
(Kamler et al. 2016) a nasledné v roce 2019 v Libereckém kraji. V Evropé byl vyskyt
hniloby v poslednich letech zaznamenan ve Svycarsku, Norsku a Velké Britanii.
Nutnost ani pfilezitost ziskat hmotnostni spektra riznych izolatl této bakterie tak az
do dneSnich dni nebyla pfilis velkd. Naméfené vychozi hodnoty jsou nutnou
podminkou pro tvorbu nového spektralniho mixu, s cilem dosahovat co nejpfesnéjSich
vysledki s maximalnimi pravdépodobnostnimi charakteristikami. Je zfejmé, Ze
vytvofeni vlastnich spekter ma smysl pro fadnou a spolehlivou identifikaci kmenu

Melisococcus plutonius.

TECHNICKA DOKUMENTACE

Vlastni spektralni mixy pro spolehlivou rodovou i druhovou identifikaci bakterie
Melisococcus plutonius byly vytvafeny na zakladé méfeni hmotnostnich spekter
rlznych izolatu infekéniho agens. Pro vSechny izolované Cisté bakterialni kultury byla
provedena molekularni identifikaci PCR (Erban et al. 2017). K méfeni a pfipravé
spektralnihno mixu byly pro vSechny ziskané zachyty vyuzity rdzné subpopulace
v jednotlivych testovacich sériich pochazejicich z riznych lokalizaci pfi kultivacnich

narUstech na Petriho miskach.

Kultivace bakterialnich kultur

Kultivace referenénich kmenu Melisococcus plutonius v lyofilizované podobé
probihala dle doporuéenych postupi Ceské sbirky mikroorganismd PfF MU Brno
(CCM) a Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ).
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Po oziveni referen¢nich kultur a izolovani Cistych kultur infekéniho agens ze vzorku
klinicky nemocnych vcelstev nasledovala bézna 24-hodinova anaerobni kultivace

pfi definovanych rastovych podminkach.

Méreni hmotnostnich spekter izolati metodou MALDI-TOF

Vysledkem kultivaci byla vzdy 24-hodinova Cista bakterialni kultura pro nasledna
méfeni hmotnostnim spekrometrem (MALDI Biotyper Flex, vyrobce Bruker Daltonik
GmbH., Némecko).

Standardni in vitro databaze systému neobsahuje pfeddefinovana spektra pro
identifikaci Melisococcus plutonius. Zakladni spektrum pro validaci bylo proto
naméfeno na sériich izolatd referenéniho kmene Melisococcus plutonius CCM 3707.
Pro inicialni test shody byla vyuZita dfive namérena uzivatelska (nevalidovana) spektra
kmenu Melisococcus plutonius zachycenych v minulosti ve vnéjSim prostiedi.
Nasledné byly méreny také izolaty pochazejici z klinicky nemocnych vcelstev ze
zahraniéi i Ceské republiky. Jednotlivé série izolat( i subkultur byly testovany vzdy ve
3, respektive 4 opakovanich. Zpracovanim hmotnostnich spekter byla nalezena
nejlepSi shoda s preddefinovanym kmenem Melisococcus plutonius ATCC 35311
(resp. CCM 3707).

Vytvoreni vlastniho spektralniho mixu

K vytvorfeni vlastniho spektralniho mixu bylo vyuzito kombinace méfenych spekter

uvedenych v Tabulce €. 1.
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Tabulka €. 1: Zméfena spektra pro viozeni do spektralniho mixu
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Zaznam o spektralnim mixu byl vyc€istén a optimalizovan prostfednictvim pfislusnych
softwarovych prostfedkl. Po normalizaci byl spektralni mix uloZen jako datovy soubor.

Raw data byla pro event. dalSi vyuziti zachovana.

Zpétné bylo vyuZzito mixu ke kontrolnim mérenim jednotlivych dfive izolovanych
kmenu a jejich subkultur pro kontrolu zachytu jednotlivych dostupnych vzorku. Dale,
jako negativni kontroly, byly zvoleny a testovany kmeny s blizkymi spektry sbirkovych

kment Paenibacillus alvei CCM 2051 a Enterococcus faecalis CCM 4224.

Spektralni mix je na vyzadani k dispozici u autori (VUVE Dol, TRIOS, s.r.0.) ve formatu
k nacteni do analytického programového vybaveni, a to jako zaznam pro knihovnu
spekter.
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