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Anotace:

Predlozena metodika je zaméfena na vyuziti kvantitativni polymerazové fetézové
reakce (QPCR) pro diagnostiku bakterie Melisococcus plutonius, ktera je puvodcem
hniloby vceliho plodu. Pouzity metodicky pfistup umozniuje detekci patogenu
v dospélych délnicich, které pfenaseji infekci. Lze ji pouzit i pro dalSi vyvojova stadia
vCely medonosné. Metoda je tedy vhodna pro klinickou a preklinickou diagnostiku
hniloby v&eliho plodu. V metodice je popsan postup odbéru vzorkl ze vcelstev a jejich
uchovani pfed zaslanim do laboratofe. Dale jsou popsany diagnostické postupy
vyuzivajici tfi sady detek&nich qPCR primer, které se liSi svou specificitou. Postup byl
ovéfovan na uméle kontaminovanych vzorcich vcel. Text zahrnuje podrobné popsané
postupy laboratorniho zpracovani vzorkd vcel, vyhodnoceni a interpretaci dat.
Metodika je vyuZitelna pro laboratofe zabyvajici se diagnostikou onemocnéni vcel a
veterinarni inspektory Statni veterinarni spravy (SVS). Je vhodna také pro potfeby

vyzkumné Ci didakticke.



Nazev anglicky:

gPCR method for diagnosis of Melisoccocus plutonius, the causative agent of the
European foulbrood.

Annotation:

The submitted methodology is focused on utilization of quantitative Polymerase Chain
Reaction (QPCR) sequencing in diagnostics of Melisoccocus plutonius, the causative
agent of the European foulbrood (EFB). The methodical approach enables detection
of pathogen in worker honeybees and different honeybee developmental stages. Thus,
the method is useful for clinical and preclinical diagnostics of EFB. The methods
described the utilization of the three sets of diagnostic primers for detection and
guantification of pathogen, including the processing of the sampling from the hives.
The technique was verified on the artificially contaminated samples of know numbers
of M. plutonius bacteria. The matter includes in detail described working procedures
that include sample processing, data evaluation and data interpretation. This
methodology is useful as for laboratories focused in diagnostics of honeybee diseases

as for veterinarians. It is also suitable for research or educational purposes.
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1 Cil metodiky

Hniloba vceliho plodu, zplsobena patogenni bakterii Melisoccocus plutonius, patfi
mezi nebezpeCné nakazy vCely medonosné a ohrozZuje vCelstva po celém svété.
Spolehliva identifikace M. plutonius je zaloZzena na metodach PCR, pfipadné
na modifikacich této metody, jako napf. hemi-nested PCR a gPCR.

Cilem metodiky je optimalizovat a standardizovat vyuziti gqPCR detekénich metod pro
kvantifikaci bakterie M. plutonius v délnicich v€ely medonosné. Vyuziti gPCR Casto
omezuji detekéni limity. Srovnanim rdznych detek&nich primerd budou vybrany
postupy pro co nejcitlivéjsi diagnostiku pomoci qPCR. Za tim uc¢elem budou qPCR
metody a detekCni primery optimalizovany na vzorcich uméle kontaminovanych vcel
znamym poctem bakterii. Cilem této metodiky je demonstrovat postupy pro gPCR na
tomto modelovém pfikladu laboratorniho zpracovani vzorkd vcel, vyhodnoceni

napadeni a interpretaci ziskanych dat a predlozit postup k odbéru vzorku na v&elnici.



2 Uvod

Hniloba vc€eliho plodu (Putrificatio larvae apium, Pestis europea larvae apium) je
celosvétove rozSifena choroba napadaijici larvy nékolika druht v&el rodu Apis (Bailey
a Collins 1982a; Forsgren 2010), ktera zpUsobuje slabnuti az uhyn vcelstev. PFi¢inou
této nemoci je grampozitivni bakterie Melissococcus plutonius (Bailey 1963), diky
jejimu pusobeni se vSak ve vcelstvech mohou namnozit i dalSi, v menSich
koncentracich neSkodné bakterie, jejichz spole€né pusobeni nékdy vede az k uhynu
vCelstva (Bailey 1961). Ne nutné ale pfitomnost M. plutonius ve vcelstvu znamena
hrozbu akutni nakazy, bakterie naopak dokaze po mnoho let ve vcCelstvu prezivat
nepovsSimnuta, aniz by zplsobovala zasadni ztraty (Bailey 1961). Klinické projevy se
dostavi az pfi pfekroCeni ur€itého mnozstvi bakterii na v€elu (Roetschi a kol. 2008),
avSak neni zcela jasné, co tento narust zpusobuje. Délnice jsou diky Cisticimu pudu
schopné napadené larvy rozpoznat a z plasti odstranit, ¢imz snizuji infekéni tlak
(Bailey 1961; Forsgren a kol. 2013). Sou€asné se vSak stavaji vektorem tohoto
onemocnéni. Tim pfispivaji k Sifeni infekce v poCatku v ramci vlastniho vcelstva,
pozdéji jako Iétavky mohou onemocnéni Sifit i do dalSich vcelstev v okoli (Pinnock a
Featherstone 1984).

V Cesku se toto onemocnéni vroce 2015 opét vyskytlo po nékolika desetiletich
na uzemi Krkono$ (Erban a kol. 2017b; Sopko a kol. 2019). Hnilobu v&eliho plodu je
dle platné legislativy zakazano Iécit. Z toho divodu je tfeba zrevidovat poznatky, které
jsou o této bakterii a ji zplisobované chorobé dostupné. Pro zabranéni Sifeni infekce i
snizeni nakladi na eradikaci ohnisek nakazy je proto stéZejni v€asna diagnostika
pfitomnosti plvodce M. plutonius ve vcelstvech. VE€asna a spravna aplikace

preklinickych diagnostickych metod mize zabranit rozsahlym ztratam vcelstev.

2.1 Pivodce hniloby vceliho plodu

AC popsan jiz pfed vice nez sto lety, Melissococcus plutonius se dockal spravného
zafazeni relativné nedavno. Nejprve byl pojmenovan Bacillus pluton (White 1912),
nasledné byl preklasifikovan kvdli fetizkovym uatvardm, které tvofi pfi kultivaci, a
pojmenovan Streptococcus pluton (Bailey 1957a). Nicméné pozdéji doslo k vylouceni
z rodu Streptococcus na zakladé morfologickych a biochemickych charakteristik. Byl



tedy vytvofen novy, samostatny taxon a navrzeno nové jméno Melissococcus pluton,
jez vychazi z feckého slova pro v€elu — melissa (Bailey a Collins 1982a). Doposud
definitivni zména nazvu pfiSla o nékolik let pozdéji, kdy byla bakterie oficialné
pfejmenovana na Melissococcus plutonius, aby druhové jméno pouze odkazovalo na
Pluta, fecko-fimského boha podsvéti, ponévadz podle pravidel nomenklatury se
vlastni jména v nazvech organismud vyskytovat nemohou (Triper a de‘ Clari 1998).
S nastupem molekularnich technologii byl posléze potvrzen blizky pfibuzensky vztah
s rodem Enterococcus po srovnani sekvence genu 16S rRNA (Cai a Collins 1994).
V souCasné dobé je zafazen do kmene Firmicutes a do Celedi Enterococcaceae,

v ramci které tvofi samostatny rod, a je jeho jedinym zastupcem (Forsgren 2009).

M. plutonius je grampozitivni, nesporulujici, pleomorfni, anaerobni az mikroaerofilni
bakterie. Je vS8ak mozné ji v laboratornich podminkach pasazemi pfinutit k rastu
v aerobnich podminkach, zaroven vSak ztraci schopnost rast anaerobné (Bailey
1957b). V anaerobnim prostfedi roste pouze za pfitomnosti CO2 (Bailey a Collins
1982a), pfiCemz koncentrace plynu neni pro rast zasadni (Bailey 1957b). V zavislosti
na dostupnosti vzduchu tvofi koky (v anaerobnim prostfedi) nebo silngjsSi tyCinky
(v prostiedi aerobnim). Forma muze patrné prechazet jedna v druhou v zavislosti na
pfitomnosti sekundarnich bakterii, jez ovliviuji koncentraci CO2, pfipadné z pocatku
tvofi formu tyCinkovitou, ktera zméni podminky v misté rdstu na anaerobni a umozni
tak rist kokalni formy (Bailey 1957b). Bunky se mohou vyskytovat samostatné,
v parech nebo mohou tvofit fetizky riznych délek (Forsgren 2009). Pfi kultivaci na
pevnych médiich tvofi kolonie velké 1 mm v pruméru, jejichz vzhled se liSi nejvice
v zavislosti na druhu vcel, ze kterych byla bakterie izolovana. V zasadé se pohybuje
od hustych bilych nebo zrnitych, neprthlednych, celistvych, hladkych, kopulovitych
pres relativné transparentni s klenutym stfedem, az po prstencovité utvary se zrnitymi
okraji. Nejvétsi variabilitu tvofi kultury vykultivované z Apis cerana (Bailey a Collins
1982a).

PFi studiu pfibuznosti kmena M. plutonius z rlznych €asti svéta se prokazala velka
geneticka podobnost i geograficky velmi vzdalenych kmenu na zakladé morfologickych
a sérologickych testl (Bailey a Gibbs 1962). Nejméné pfibuzny se ukazal kmen
z Brazilie, jenz se odliSoval jak niz§imi naroky na kultivaci, tak i pomérem guaninu a
cytosinu vuci adeninu a tyminu v DNA a sérologickymi vysledky (Bailey 1984). Dale se
ukéazala podobnost izolat( z Ciny a Indie, agkoliv pochazely z jinych druh(i véel (z Apis
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mellifera a A. cerana), oba se vSak odliSovaly od britskych a brazilskych. Vytvofily se
tak tfi pomysiné skupiny kmenU odpovidajici jejich geografickému rozmisténi (Allen a
Ball 1993). Pozdéji doSlo k pfezkoumani pfibuznosti kmenl z jednotlivych statu
Australie v porovnani s nékolika kmeny ze Spojeného kralovstvi pomoci restrikCnich
endonukleaz. Samotné australské staty maji velice odliSné klimatické podminky — od
subtropickych pfes temperatni a mediteranni az po suché stepni oblasti. Stejné tak se
v jednotlivych statech liSi vliv hniloby vceliho plodu na v€elstva, nejvice znatelny je
v jihovychodni ¢asti kontinentu. Vysledky srovnavajici DNA bakterie z takto
rozmanitych podminek vSak ukazaly naprostou genetickou homogenitu (Djordjevic a
kol. 1999).

Atypicky kmen se objevil v Japonsku. Na rozdil od typickych evropskych neni zdaleka
tak naroc¢ny na kultivaci, li8i se i v biochemické aktivité a pfi pasaZzovani si zachovava
virulenci. Po srovnani oblasti genu 16S rRNA a DNA-DNA hybridizaci (tj. proces
porovnavajici oblasti DNA dvou organismul) se jevil jako taxonomicky identicky
s evropskym kmenem, v pulzni gelové elektroforéze je ale Slo velmi dobfe odliSit (Arai
akol. 2012). K zasadnimu prulomu doslo pfi pouziti multilokusové sekvenacni typizace
(MLST). Ta je schopna rozeznat typy jinak geneticky homogennich organismu pomoci
analyzy sekvenci tzv. ,housekeeping“ genu. Ukazalo se, Ze atypicky japonsky izolat je
totozny s nizozemskym, britskym a americkym, a Ze je tudiZ pomérné hojné rozSifen
(Haynes a kol. 2013). Velmi podobny byl také brazilsky izolat (popsal Bailey (1984)),
nicméné tvofi vlastni typ. V roce 2013 bylo objeveno 20 sekvencnich typl, 12 z nich
ve Velké Britanii a 11 v ostatnich zemich svéta. PfedevSim vzacné typy mohou slouzit
ke studiu Sifeni a pfenosu bakterie (Haynes a kol. 2013). O rok pozdéji bylo pomoci
stejné metody zkoumano vice nez 200 izolatu na uzemi Spojeného kralovstvi. DoSlo
k objevu &tyf novych typu a nalezeni dvou, které se do té doby na britském Uzemi

nevyskytovaly (Budge a kol. 2014).

M. plutonius velmi rychle ztraci schopnost vyvolat onemocnéni, pokud je kultivovan
v in vitro podminkach (Bailey 1963). Nékteré atypické formy si vSak tuto schopnost
zachovavaji (Arai a kol. 2012). Multilokusova sekvenacni typizace odhalila, ze vétsi
vyskyt onemocnéni je na uzemich, na nichz se vyskytuje vice sekvencnich typu
a vykazuji tak veétsi diverzitu patogena. Sekvencni typy se podafilo rozdélit do
vzajemné geneticky odliSnych klonalnich komplext podle jejich podobnosti (Budge a
kol. 2014).



2.2 Prubéh onemocnéni

Hniloba v&eliho plodu je nemoc napadajici striktné travici trubici larev (Takamatsu a
kol. 2016). Bakterie se do téla larev dostava s kontaminovanou potravou. Usadi se
v mesenteronu (stfednim stfevé), kde se zaCne masivné mnozit (Forsgren 2009).
Roste mezi peritrofickou matrix a potravou, jez se ve stfevé nachazi, a postupné zacne
vyplhovat skoro celou stfevni dutinu. RUst se zastavi, pokud dojde k umrti larvy (Tarr
1938; Bailey 1961). Nakazené larvy rostou pomaleji patrné kvlli nedostatku Zivin
vstiebanych pfes stfevo na ukor zvétSovani bakterialni populace v mesenteronu
(Bailey 1960). U téch nejvice nakazenych Ize pozorovat degeneraci stfevniho epitelu
a rozpad peritrofické matrix, nedochazi ale k invazi bunék M. plutonius mimo stfevni
dutinu a napadani télnich tkani (Tarr 1938; Takamatsu a kol. 2016).

Zpravidla hynou &tyfi az pét dni staré larvy délnic i trubcd. Uhynulé larvy typicky méni
barvu z perletové bilé na svétle Zlutou az hnédou. Dale ztraceji vnitfni tonus a jevi se
jako seschlé nebo zvadlé. (Forsgren a kol. 2013; OIE 2016). Pfi odklizeni uhynulych
larev z bunék dospélymi v€elami mlize byt M. plutonius roznesen dale ve vcelstvu
(Bailey 1961). VcCelstvo postupné slabne a ubyva pocet v€el. Ty tak nestihaji uhynulé
larvy v€as odklizet a z jejich tél se stavaji pfiSkvary, které Ize z bunék snadno vyjmout.
Pfiskvar obsahuje velké mnozstvi patogenu a muze se tak stat zdrojem nakazy pro

dalsi v€elstvo, pokud v€elaf takovy plast s pfiSkvary dale pouZije.

Larvy hynou jeden az dva dny pfed zavi¢kovanim bunky, pfipadné kratce poté, ale
vzdy pred stadiem kukly (Bailey 1961; Forsgren a kol. 2013; OIE 2016). Zavisi vSak
na dobé&, kdy k infekci doSlo. Pokud se infikuji velmi mladé larvy, dochazi k uhynu zahy.
Ty, které se nakazi pozdé&ji, nemusi byt nemoci tolik zasazeny, ponévadzZ se v nich
bakterie nestihne dostate¢né namnozit. Oproti zdravym larvam stejného stafi jsou sice
mensi a vytvofi si tenci kokon (kvali ztraté Zivin na ukor patogenu), ale mohou
kompletné prodélat pfeménu v dospélce (Bailey 1961). Vylihnuté vcely pak spole¢né
s vykaly vylu€uji velké mnozstvi patogenu, ¢imz napomahaji Sifeni infekce ve vcelstvu
(Bailey 1960).



Pfi dostateCné sile vCelstva a pfi dobrém Cisticim pudu jsou délnice schopné nakazené
larvy rozpoznat a z plastu je odstrani (Bailey 1960). Vytvori se tak nepravidelny vzor
znamy jako ,pepper pot, ¢esky oznaCovan jako mezerovitost plodu: zavi¢kované a
nezavickované bunky jsou nahodné rozmisténé po odstranéni infikovanych larev
(obrazek 1) (Forsgren a kol. 2013).

Obrdzek 1: Schéma prenosu bakterie z dospélcti na larvy prfimym kontaktem ¢i pomoci medu, jimZ se larvy Zivi.

Dalsi véelstva se mohou nakazit
kontaminovanym medem &i plasty z

infikovaného vcelstva.
Infikované délnice h
nakazi plod pfi
krmeni.

Z medného vacku se
bakterie dostanou do
medu.

Délnice uhynulé larvy

rozpoznaji a odklidi. To

se projevuje

mezerovitosti plodu. '

V nékterych pfipadech se nakazené larvy mohou vyvinou az do stadia dospélce, nebo

Délnice se nakazi pfi
odklizeni infikovaného
plodu a vzdjemnym
kontaktem mezi sebou si
nakazu pfedavaji.

alespon do stadia predkukly, kdy uz jsou zaviCkovaneé, nicméné pred zakuklenim
vylu€uji spolu s vykaly velké mnozstvi M. plutonius do bunky (Bailey 1959, 1960).
PfestoZe jsou larvy krmeny dostatecné, neznamena to, Ze nakonec neuhynou (McKee
a kol. 2004). Obecné se da fici, ze ¢im silngjSi vCelstvo je, tim ma vétsi pocet délnic

na odstranovani napadenych larev a Cisténi plastd (obrazek 2).

Infek&nim agens zpusobujicim onemocnéni a s nim souvisejici uhyn larev je vzdy
Melissococcus plutonius, dodatecné se v uhynulych larvach pomnozuji sekundarni a
oportunni bakterie (Tarr 1938). Navzdory tomuto zjisténi ze 30. let 20. stoleti se vSak
po nékolik dalSich desetileti véfilo, ze hnilobu vEeliho plodu zplsobuje M. plutonius
v kombinaci s Achromobacter eurydice, bakterii velmi blizce s nemoci asociovanou
(Bailey 1957a).

10



Pravého pavodce hniloby v&eliho plodu bylo po mnoho let velmi obtizné identifikovat
pravé z divodu, Ze v napadenych larvach se zpravidla namnoZzuji sekundarni bakterie.
Ty byly spoleéné s M. plutonius po dlouha léta povazovany za spoluptuvodce
onemocnéni (Bailey 1957a, b). AZ po pokusech o vyvolani nakazy pomoci jednotlivych
bakterialnich druhu se prokazalo, Ze za hnilobu v&eliho plodu je zodpovédny pouze M.
plutonius (Bailey 1963). Role ostatnich mikroorganismuU v rozvoji onemocnéni jsou
zatim dodnes neobjasnény (Forsgren a kol. 2013). V poslednich letech se navic
ukazuje, Ze jich je s onemocnénim asociovano vice (Gaggia a kol. 2015), nize jsou

uvedeny nejvyznamnéjsi z nich (Tarr 1938; Bailey 1957b, 1963).

2.3 Doprovodné bakterie vyskytujici se pii hnilobé vcéeliho plodu

Achromobacter eurydice byl povazovan za spolupivodce onemocnéni po mnoho let,
ponévadz se vzdy vyskytoval v napadenych larvach spolu s M. plutonius a nedafilo se
vyvolat infekci €istou kulturou ani jednoho z nich (Bailey 1956). Ma dokonce obdobné
naroky na kultivaci, pfedevsim se podobaji ve faktorech, které rastu zamezuji (Bailey
1957b). Pokud jsou bakterie kultivovany spole¢né v uzavienych aerobnich
podminkach, dokaze A. eurydice sniZit svym metabolismem hladinu kysliku natolik, Zze
umozni rast M. plutonius. M. plutonius snizuje rezistenci stfeva a vytvafi vhodné
podminky pro vyvoj A. eurydice. Spole€né dokazi narusit obranyschopnost stieva tak,
aby se v ném mohly uchytit i dalSi sekundarni bakterie (Bailey 1963). A. eurydice se
bézné vyskytuje i ve zdravych larvach, jeho pocet se vS§ak vyznamné zvysi v pribéhu
nakazy (Forsgren 2010). V Australii asociovan se v€elami bé&zné neni, tudiz je to
patrné trend typicky pro severni polokouli (Djordjevic a kol. 1998). Vyskytuje se
v travicich traktech jak A. mellifera, tak A. cerana (Bailey 1974). Jelikoz se této bakterii
od 60. let 20. stoleti nevénovala velika pozornost, zUustava o ni spousta informaci
zameéneéna za Lactobacillus kunkeei. Jeji evidované kmeny byly podle genu 16S rRNA
preklasifikovany na rod Kurthia, takze v souCasnosti patrné neexistuje zadny
referenéni kmen. Biologie tohoto mikroorganismu tak pfetrvava neobjasnéna vcetné

jejiho vztahu k hnilobé v¢eliho plodu (Erler a kol. 2018).

Enterococcus faecalis je typickym pfikladem bakterie sekundarné napadajici larvy

nakazené hnilobou v€eliho plodu a vyznamné znemozfiuje kultivaci samotného
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M. plutonius z inflkkovaného materialu (Djordjevic a kol. 1998). Fylogeneticky je
M. plutonius rodu Enterococcus blizce pfibuzny (Cai a Collins 1994). Jedna se o
komenzalni bakterii vyskytujici se bézné v zazivacim traktu zvirat i lidi. Ve vysokych
davkach muze byt E. faecalis pro larvy patogenni, ale zdaleka neni tak nebezpecny
jako M. plutonius — nakazené larvy dospélci rychle identifikuji a odstrani, nebo larvy
projdou celym procesem metamorfézy naprosto nezasazené a bakterie vymizi. Hojné
se pomnozuje v jedincich napadenych M. plutonius a mdze si udrZzovat stalou populaci

v chronicky nakazenych vcCelstvech (Bailey 1963).

Paenibacillus alvei roste v aerobnim prostfedi, tudiz nedokaze prezivat ve stfevé
larev. Roste jako saprofyt v télech uhynulych larev (Bailey 1963). Tvofi velmi odolné
spory (Bailey 1963), jez se charakteristicky formuji do fad vedle sebe (Alippi 1991) a
jejichz stény lIze barvit 0,2% roztokem karbolfuchsinu (Hornitzky a Wilson 1989).
Ackoliv se vétSinou v nakazenych vcelstvech vyskytuje Castéji nez tfeba E. faecalis a
dokonce nemoci propujCuje jeji charakteristicky hnilobny zapach, neda se jeho
pritomnost vyuzit jako spolehlivy indikator infekce, ponévadz jeho pfitomnost neni
podminkou (OIE 2008) a u nékterych pfipadl s atypickymi pfiznaky nebyl vibec
objeven (Gaggia a kol. 2015).

Metodika se zaméfuje vyhradné na kvantifikaci M. plutonius. Pfedchozi vysledky
vyuzivajici barkodové sekvenovani ¢asti 16S DNA ve vcelach s klinickym vyskytem
hniloby v€eliho plodu prokazuji, Ze v mnoha vzorcich vCel se tyto doprovodné bakterie

nevyskytuji (Sopko a kol. 2019).

2.4 Mozné rezervoary onemocnéni

Hniloba vceliho plodu je rozSifena celosvétové (Forsgren 2010). Onemocnéni je
dlouhodobym problémem v zemich jako napt. Anglie, Wales, Australie a Svycarsko
(McKee 2003; Waite a kol. 2003b; Roetschi a kol. 2008), v nékterych Castech svéta
(napf. Novy Zéland) se naproti tomu neobjevuje vibec (Djordjevic a kol. 1999), je tedy
mozné, Ze existuji i velika uzemi, na nichz se patogen nevyskytuje (Belloy a kol. 2007).
M. plutonius se vyznacuje schopnosti pfezivat dlouha obdobi mimo téla larev, zistava
Zivotaschopny a potencialné infekéni v jejich vykalech (Bailey 1959). V postiZzenych
vCelstvech se vyskytuje v délnicich, pfedevsim v téch, které se staraji o larvy (Roetschi

a kol. 2008), dale v zasobach medu a pylu. Ve vCelstvech bez pfiznakl se bakterie
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mulze vyskytovat predevSim v medu a v travicich traktech larev idospélcu. Diky
pfitomnosti v potravé, jiz jsou larvy krmeny, dochazi k opétovné infekci nové populace
(obrazek 1) (McKee a kol. 2003). Takto mizZe onemocnéni zustavat enzootické (OIE
2008; Erban a kol. 2017b).

Obrdzek 2: Schéma prenosu onemocnéni mezi vcelstvy.

Infekce maze dlouhd léta
probihat chronicky. PFi oslabeni
véelstva se pak snadno rozvine
v akutni klinické onemocnéni.

g ]
]
Infekce se do dalsich
" i veelstev Sifi nejcastéji pri
slidéni a zalétavani.
o 8

Do té doby zustava benigni (Forsgren a kol. 2018) a pravdépodobné i nepovSimnuté,

ponévadz nezpusobuje zadné zasadni ztraty Ci slabnuti vCelstev (Bailey 1961).
Propuknuti klinického onemocnéni se patrné odviji od naruseni urcité rovnovahy, jez
ve vCelstvu do té doby panuje. Pfezivsi larvy vyluCuji bakterie do bunék plastu, které
se snazi délnice vycistit. Diky tomu se nakazi jen velmi maly pocet larev, a ty jsou
efektivné odstrafiovany. Tato rovnovaha mulze byt podlomena stresovymi
podminkami, jako jsou nedostatek vody Ci potravy, ale muze také zaviset i na lokalnich
klimatickych faktorech (Bailey 1961). Bailey a Locher (1968) pozorovali, Ze kdyZ jsou
infikovana vcCelstva pfesunuta do oblasti, kde se hniloba vc€eliho plodu nikdy
nevyskytla, spontanné se uzdravi a nasledujici rok nejevi Zzadné znamky nemoci.
Jednotlivé sekvenéni typy klonalnich komplext se také vyskytuji pouze na urcitych

uzemich, pfesné duvody vSak jesté nejsou znamy (Budge a kol. 2014).
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2.5 Detekce M. plutonius

Vzhledem k zavaznosti onemocnéni a faktu, Zze neexistuje moznost vCelstva I&Cit, je
v€asna detekce infekce kliCovym faktorem pro zachranu vcelstev i pred
nepozorovanym S$ifenim nakazy na dalSi stanovisté. Vezmeme-li v potaz, zZe
M. plutonius dokaze prezivat velmi dlouhou dobu mimo hostitelské prostfedi (Bailey
1959), ale tfeba i v medu (McKee a kol. 2003), je zadouci, aby detekéni metoda byla
dostate¢né citliva at uz kvdli spolehlivé diagnostice nebo aby prokazala Cistotu
produktu kvuli exportnim ucelim (Hornitzky a Smith 1998; McKee a kol. 2003).
Testovani nakazenych larev vSak maze byt zkresleno pfitomnosti dalSich, sekundarné
invadujicich bakterii, jez pomérné Casto infekci doprovazeji a ztézuji tak urceni
diagnozy (Alippi 1991). V soucasnosti existuje nékolik metod jak laboratornich, tak

terénnich — od klinickych prohlidek az po uziti nanotechnologii.

Cilené zdravotni prohlidky vCelstev by mély patfit k zakladnim standardim péce o
vCelstva. Primarné se pozoruje nepravidelné rozmisténi zavickovanych larev v plastu
(mezerovity plod). Podle Ceské legislativy se prohlidky v€elstev provadéji v souladu
s § 12 vyhlasky &. 18/2018 Sb. (MZe CR 2018). Na zakladé klinického posouzeni se

provede bakteriologické vySetfeni z podezfelych larev.

Prvni laboratorni metodou, ktera se pokousela o prokazani pfitomnosti M. plutonius
v larvach, byla kultivace z mrtvych larev. Pomérné brzy se ale zjistilo, ze je velmi
naro¢na kvuli specialnim pozadavkum bakterie na zivné médium a kvali obtiznému
rozliSeni od oportunnich bakterii (Bailey 1957a). Nicméné se podafilo vyvinout
médium, na kterém M. plutonius rostl (Bailey 1957a; Bailey a Collins 1982b). DalSim
problémem se ukazala byt rizna zivotnost bakterii v zavislosti na materialu, ze kterého
byly izolovany. Ta byla mnohem vy$Si, Slo-li o roztéry obsahu mesenteronu (stfedniho
stfeva) ve srovnani s burikami, jez zUstaly v pfiSkvarech z mrtvych larev. Zivotnost
vykultivovanych izolati M. plutonius z mesenteronu byla alespon 15 mésicl, coz
vysoce prevysovalo zivotnost ostatnich bakterii nalezenych ve vzorku (Bailey 1959).
Zavazné problémy nastaly v momenté, kdy byla snaha vypéstovat bakterii pfimo
ze vzork(l medu. Kultivace se ukazala pro tento ucel extrémné nevhodna, ponévadz
se pfi ni projevilo méné nez 0,2 % mikroskopicky detekovatelnych Zivotaschopnych
organismuU M. plutonius (Hornitzky a Smith 1998).
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Diagn6za na zakladé mikroskopie vyzaduje rozpoznani alespori jedné bunky
M. plutonius v pozorovaném poli, coZz znamena, Ze pocCet bunék ve vzorku musi byt
velmi vysoky (Pinnock a Featherstone 1984). Vzhledem k tomu, Ze jednoznacény
uréovaci postup byl stanoven az ke konci 80. let 20. stoleti Hornitzkym a Wilsonem
(1989), pfristoupilo se k vyvoji imunologické metody, ktera je jak detekCni, tak
kvantifikaCni, a oproti mikroskopii ma niz8i naroky na koncentraci bakterie ve vzorku
(Pinnock a Featherstone 1984). Diky potvrzené sérologické pribuznosti kmen
z odliSnych geografickych podminek (Bailey a Gibbs 1962) bylo mozné vyvinout
protilatky z dostupnych napadenych larev a ty pouZzit pro testovani. Vysledky ukazaly
mimo jiné pfitomnost M. plutonius v Klinicky zdravych vcelstvech, pficemz délnice
hledajici potravu obsahovaly bakterii nejvice. ELISA se tedy stala pfesnou a rychlou
metodou pro diagnostiku a oteviela dvefe dalSim moZnostem diagnostiky. Zaroven se
diky ni zrodila myslenka, ze létavky mohou slouZit jako vektory onemocnéni (Pinnock
a Featherstone 1984). Lateral flow test je test, ktery principialné funguje stejné jako
napfiklad bézny téhotensky test. Pro detekci hniloby v&eliho plodu byl vyvijen od roku
2003 (Waite a kol. 2003a). Podafilo se vyvinout specifickou monoklonalni protilatku,
jez reaguje pouze na pritomnost M. plutonius, tedy neprokazalo se, Ze by vykazovala
reaktivitu s jakymkoliv jinym vcelim patogenem. Test proto nevykazuje fale$né
pozitivni vysledky. Sensitivita detekéni metody se pohybuje mezi 96-100 % a to jak v
laboratofi, tak pfi uziti v terénu, a vysledek je znam maximalné do dvaceti minut. Z
téchto duavodld je hojné pouzivan ve Spojeném kralovstvi pro rutinni kontrolni i
diagnostické prohlidky (Tomkies a kol. 2009). Vzhledem k tomu, Ze bakterie se mize
vyskytovat i ve vcelstvech, které nevykazuji zadné symptomy nakazy a mohou ji
prenaset dospélci (Belloy a kol. 2007), mlze tento test slouzit k odhalovani latentnich
infekci (Tomkies a kol. 2009). Problémem je, Ze byl vyvinut podle evropského
(typického) kmene, neni vSak schopen spolehlivé detekovat kmeny atypické hlasené

napf. z Japonska (Takamatsu a kol. 2012).

2.5.1 Detekce M. plutonius pomoci polymerazové fetézové reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je bé&zné vyuzivanym zpusobem k detekci
hledaného useku DNA ¢i RNA. VyuZziva se oblast genu pro 16S rRNA. U M. plutonius

je zajimavé, Ze pfi zménéné teploté annealingu dochazi i k detekci pfibuzného druhu
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E. faecalis. Fragmenty jsou poté rozStépeny restrikEni endonukleazou. Vysledkem
Stépeni jsou rizné dlouhé useky, jez lze rozdélit pomoci elektroforézy, pfiCemz ty
z genomu M. plutonius maji specifickou délku a jsou jiZz nezaménitelné s témi
pochazejicimi od E. faecalis. Jsou potom pouZzity pro dalSi PCR reakci, pro niz je
pouZzita jind kombinace primer( nez v prvnim kroku (hemi-nested). Takto je mozné
detekovat 1-10 bunék na mililitr vzorku pfimo z larev A. mellifera (tabulkal) (Djordjevic
a kol. 1998). Odhalit pfitomnost M. plutonius pomoci polymerazové fetézové reakce je
mozné nejen ze vzorku larev, ale i z medu, pylu, plastu a riznych tkani dospélych vcel.
Oproti kultivaci je totiz mnohem citlivéjSi. Hlavni rozdil pfitom tvofi vysledky az z druhé
faze reakce, ponévadz predevsSim v medu se bakterie vyskytuje pouze v malych
koncentracich a kultivace je tedy ve valné vétSiné pfipadl negativni. Diky
osekvenovani genomu dalSich pfibuznych bakterii z rodu Enterococcus se také
potvrdilo, Ze fragment vznikly Stépenim produktu z prvni generace polymerazové
fetézové reakce je opravdu specificky Cisté pro M. plutonius, tudiz nemuze dojit
k zaméné za jiného patogenu (McKee a kol. 2003). V soucCasnosti je mozné také
provadét tzv. multiplex PCR, coz vede k detekci ne jednoho, ale nékolika hledanych
usekd DNA ruznych patogenu zaroven. Testovani se da provadét pfimo ze vzorku
larev a dospélych v€el, aniz by mu pfedchazela mikrobiologicka kultivace (Garrido-
Bailon a kol. 2013). Jedinou nevyhodou tohoto typu Fetézové reakce je, Ze nedokaze
rozlisit mezi zivymi a nezivymi bufikami a pouze indikuje pfitomnost bakterie (Hornitzky
a Smith 1998).

16



Tabulka 1: Prehled primert a podminek konvecni PCR pro hemi-nested PCR. Zdroj: upraveno, autori Weisburg a kol. (1991);
Djordjevic a kol. (1998); Govan a kol. (1998).

_autor | primer | sekvence
EFB-F2 5'-GAAGAGGAGTTAAAAGGCGC-3'
EFB-R? 5-TTATCTCTAAGGCGTTCAAAGG-3'
27F 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'
1492RP 5-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3'
pocet
podminky teplota cas cykli
ocCatecCni 0 .
dpenaturace 20 1e 1 min
Golz/a}n a 93 °C 1 min
0. amplifikace 55 °C 30s 30
(SR i 72°C 1 min
Wzlitc))tjrg finalni elongace 72 °C 5 min
(1991)'13 slpiem’ m_aster - :
mixu pro jednu chemikalie objem (ul)
reakci
H20 9,4375
PCR pufr 1,25
dNTPs 0,25
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
Tag polymeraza 0,0625
DNA 0,5
_autor [ Primer | sekvence
MP1 5'CTT TGA ACG CCT TAG AGA 3’
MP2 5" ATC ATC TGT CCCACCTTA 3’
. " pocet
podminky teplota Cas cykl
ocatecni o .
dpenaturace e AT
denaturace 95 °C 30s
o annealing 61°C 15s 40
Djordjevic extenze 72 °C 60 s
a kol. TR 5 ;
(1998) finalni elongace 7? C 5 min :
MP1 5 CTT TGA ACG CCT TAG AGA 3
MP3 5"TTAACC TCG CGG TCTTGC GTCTCTC 3’
ocatecni o .
dF:anaturace W Sl
denaturace 95 °C 30s
annealing 56 °C 15s 40
extenze 72 °C 60 s
finalni elongace 72 °C 5 min
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Kvantitativni polymerazova fetézova reakce stanovit poCet bunék M. plutonius ve
zkoumaném vzorku dokaze. Ukazalo se, ze délnice pohybujici se pfedevsim u Cesna
nesou dvacetkrat méné kolonii tvoficich jednotek [KTJ] M. plutonius nez ty, které se
pohybuji a pracuji v plodisti. Klinické pfiznaky nakazy hnilobou vc€eliho plodu se
zacCinaji projevovat pfi pfekroCeni mnozstvi 50 000 KTJ na jedince. Kvantitativni
analyza je tedy vhodnym prostfedkem k monitoringu, ponévadz dokaze odhalit

pro tento ucel pravé délnice oSetfujici plod (Roetschi a kol. 2008).

NGP (nanocastice zlata) jsou vyuzivany v chromatografické metodé, ktera byla
vyvinuta za ucelem snizeni pracovni a ¢asové naro¢nosti, kterou obnasi PCR. Tyto
Castice se nahromadi v misté, kde vyvinuté specifické DNA sondy najdou
komplementarni usek v testovaném vzorku DNA. V pfipadé pozitivnhiho vzorku na
M. plutonius agregace nanocastic zpusobi jeho barevnou zménu viditelnou pouhym
okem. Ackoliv je oproti PCR desetkrat méné citlivy, za vhodnych podminek se da tento
zpusob detekce povazovat za stejné spolehlivy. Jednou z hlavnich vyhod je, Ze
nevyzaduje amplifikaci/pomnozZeni DNA a da se tedy provadét bezprostfedné po jeji
extrakci ze zkoumaného materialu. DalSi vyhodou je, Ze cilové sekvence neni nutné
fluorescenéné, ani jinak znacit, k barevné zméné dojde pouze na zakladé agregace
nanoCastic (Saleh a kol. 2012). Otaznikem zuUstava, zdali jsou vyvinuté DNA sondy
dostateCné specifické a jestli je metoda dostateCné prikazna i pfi pouziti rutinni
extrakce DNA (Takamatsu 2012).
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Tabulka 2: Prehled primert a podminek ke gPCR a k PCR vyuZivanému jako detekéni metodé v Cesku. Zdroj: upraveno, autofi
Roetschi a kol. (2008); Budge a kol. (2010); Dainat a kol. (2018); Titéra a kol. (2019).

Budge a
kol.
(2010)

Roetschi
a kol.
(2008)

Titéra a
kol.
(2019)

_autor [ primer

sekvence

EFBFor TGT TGT TAG AGA AGA ATA GGG GAA

EFBRev2 CGTGGC TTT CTG GTT AGA
FAM-AGA GTAACT GTT TTC CTC GTG ACG GT-

EFBProbe TAMRA
podminky teplota Cas pocet cyklu
denaturace 95 °C 10 min
annealing 60 °C 1 min 40

extenze 95 °C 15s

sekvence

_autor | primer

MelissoF 5" CAG CTAGTC GGT TTG GTT CC 3'
MelissoR 5" TTG GCT GTA GAT AGA ATT GAC AAT 3'
Tagman® MBG
probe 5' FAM-CTTGGTTGGTCGTTGACMBGNFQ 3'
podminky teplota cas pocet cyklu
denaturace 50 °C 2 min
annealing 95 °C 10 min
elongace 95 °C 15s 40
final 60 °C 1 min
sekvence

_autor | primer

JHF1 5-AGGAACAATTCAATGCAGCTGCAG-3
JHR1 5-CATTAGTGGTGAATCTTGGTTGGC-3’
podminky teplota cas pocet cyklu
pocate¢ni aktivace 95 °C 1 min
amplifikace 95 °C 15s 40
Cteni
fluorescencéniho 60 °C 30s
signalu
analyz'a ’I:rlvky 95 °C 15 s
tani
60 °C 30s
95 °C 15s
*Cteni fluorescencéniho signalu kazdych + 0,5 °C
sekvence

_autor | primer

MP-F 5"GACCTG TTT AGC TAT TATCACTA 3
MP-R 5'CAC CTACAATGAATG ATT CATTC 3’
_ FAM — TCC GCC TAA GCT ACC ACC TAAGAAC -
Dainat a MP-Probe BHQ1
kol. ; < 2 s
(2018) . ’po<virr’unk-y teplota ca§ pocet cyklu
pocatecni aktivace 95 °C 5 min
amplifikace 95 °C 10 s 45
annealing 60 °C 30s
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2.5.2 Uskali detekce M. plutonius pomoci kvantitativni polymerazové tetézové reakce

V této metodice se vénujeme porovnani kvantitativni polymerazové retézové reakce
(qPCR) vyuzivajici primery MelissoF a MelissoR (tabulka 2). Tyto primery byly pouzity
v metodé vyuzivajici SYBR Green barvivo. Primery MelissoF a MelissoR jsou
navrzeny podle SodA genu, ktery tvofi 79 bp. PFi analyze délnic béhem vyskytu hniloby
v€eliho plodu v KrkonoSich byly zjistény faleSné pozitivni vysledky detekce na
kontrolnim stanovisti mimo vytyCené pasmo (Sopko a kol. 2019). Pro ovéfeni byl
klonovan a nasledné sekvenovan ziskany PCR produkt a sekvence byla porovnana se
sekvencemi v GenBank pomoci nastroje Blast. Tyto vysledky ukazuje tabulka 3.
Z tabulky je zifejmé, Ze vSechny sekvence vykazuji 99-100 % identitu s genovou
sekvenci sodA proteinu Acces No. EF666055. Pfi hledani podobnych sekvenci
v GenBank nebyla Zadna dalSi podobna sekvence nalezena, nejvy$Si podobnost
(75 %) vykazuje sekvence Lacoccoccus peaturi (Acess No. CP045924) a 71 %
sekvence Anoxybacillus kamchatkensis (CP025535). Shodné vysledky byly ovéfeny i

amplifikaci vyuzivajici Tagman® MBG sondu.

Mozné FeSeni této situace bylo navrzeni novych detek&nich primeru, které amplifikuji
delSi oblast SodA genu. Proto byly navrzeny primery JHF1 a JHR1 (tabulka 2) (Titéra
a kol. 2019). Polohu téchto primert na sekvenci Acces No. EF666055 a plvodnich
primert MelissoF a MelissoR ukazuje obrazek 3. Alternativni moznost poskytuji nové
navrzené primery (MP-F a MP-R) pronapA pseudogene, Na*/H* antiporter (tabulka 2),
které nemaiji interferenci s DNA ze vCely (Dainat a kol. 2018). P¥i porovnani prepoctu
poctu kopii genu pro MelissoF a MelissoR na v€elu a relativizovanych dat vztazenych
na pocet kopii 16S DNA genu (Dorn-In a kol. 2015) a B-actin (Chen a kol. 2005)

poskytuje nejpfesnéjsi vysledky prepocet poctu kopii na v€elu (Sopko a kol. 2019).
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Tabulka 3: Vysledky porovndni sekvenci sodA genu vyuZivajiciho v qPCR identifikaci M. plutonius, pfepracovdno dle Sopka a
kol. (2019).

velikost Acess.
or [veelsvavzorekc e Yot A NGRS

1 Mladé Buky 1 poz 79 EF666055 100
2 Mladé Buky 2 poz 79 EF666055 99
3 Mladé Buky_ 3 poz 79 EF666055 100
4 Mladé Buky 4 poz 79 EF666055 100
5 Mladé Buky 5 poz 79 EF666055 100
6 Mladé Buky 6 poz 79 EF666055 100
7 Horni MarSov_1 poz 79 EF666055 100
8 Horni MarSov_2 poz 79 EF666055 100
9 Horni MarSov_3 poz 79 EF666055 100
10 Horni MarSov_4  poz 79 EF666055 100
11 Horni MarSov_5 poz 79 EF666055 100
12 Horni MarSov_6 poz 79 EF666055 100
13 TiSice_1 kon 79 EF666055 100
14 TiSice_2 kon 79 EF666055 100
15 TiSice_3 kon 79 EF666055 100
16 TiSice_4 kon 79 EF666055 100
17 TiSice_5 kon 79 EF666055 100
18 TiSice_6 kon 79 EF666055 100
19 Cerny Dal_1 kon 79 EF666055 100
20 Cerny DUI_2 kon 79 EF666055 100
21 Cerny DUl_3 kon 79 EF666055 100
22 Cerny DUI_4 kon 79 EF666055 100
23 Cerny DUl_5 kon 79 EF666055 100
24 Cerny DUl_6 kon 79 EF666055 100

Legenda: EFB: poz — pozorovany pfiznaky onemocnéni pfi klinické prohlidce, velstva
v ochranném pasmu okolo plvodniho ohniska; kon — kontrolni véelstva mimo ochranné
pasmo, pfi klinické prohlidce bez pfiznakl onemocnéni.

Obrdzek 3: Sekvence SodA fragmentu (Acces No. EF666055) Melisococcus plutonius a naseddni detekcnich primerd.

2 -TTATATTGATACTGAAACAATGCATTTGCACCATGATAAACATCATAATA
CTTATGTAACTAAATTGAATGAAGCAATTGAAAAACATCCTGAACTTGGAA
ATCAATCTGTTGAGGAATTAATTACAAATATGAATGCGATTCCCGAAGATA
TTCGTTTAGCTGTTCGCAATAATGGTGGGGGGCATGTGAATCATTCATITIT
CTGGAAAGTTATGGGGCCAAATGCTGGTGGTGAACCAACTGGTGCTGTAA
AAGAAGCTATTAATCAAACTTTTGGTAGT TTCGAAAAAATGAAGGAACAAT
GTTGACAAAAAC CCAAGATTC

ACCACTAATGEGAAGGAAAAACACCAATTITAGGATTA-3

Legenda: nasedani primerd JHF1 5-TTATATTGATACTGAAACAATGCATTTG-3', JHR1
5-CATTAGTGGTGAATCTTGGTTGGC-3', MelissoF 5-CAGCTAGTCGGTTTGGTTCC-3'
a MelissoR 5-TTGGCTGTAGATAGAATTGACAAT-3' na SodA fragment.
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3 Vlastni popis metodiky

Technicke feSeni se v této metodice tyka porovnani sad oligonukleotidovych sekvenci

pro detekci bakterii druhu M. plutonius pomoci kvantitativni PCR.

3.1 Odbér vzorku délnic ze vcelstev

Pro vySetfeni odebirame ze vCelstva vzorky délnic obsedajicich plod. Pro detekci

M. plutonius pomoci gPCR je nezbytné odebrat 10 délnic, idealni vzorek zaslany do

laboratofe by mél Citat alespon 30 v€el pro pfipadna opakovani.

3.1.1

1.

Pomlcky pro odbér vzorkd délnic ze vcelstva

Vzorkovnice — PP sacek €i uzaviratelna nadobka, pfipadné papirova krabicka
na vcely.
Podlozka pro sklepnuti v€el — stripkova folie ze vCelstva, karton i Cisté

noviny.

3. Cisté jednorazové rukavice, nové pro kazdé odebirané véelstvo.

4. Popisovac a stitky na popis vzorkda.

5. VCelarské pomucky — rozpérak, dymak.

3.1.2

Postup odbéru vzorkd délnic ze véelstva

Ze vCelstva vyjmeme plodovy plast.

Zkontrolujeme, zda na plastu neni matka, pfipadné ji odchytime a vratime do
alu.

Plast uchopime jednou rukou za horni lou¢ku nad pfipravenou podlozkou.
Druhou rukou prudce udefime do horni lou¢ky a sklepneme véely na
podlozku. Pfipadné uchopime plast obéma rukama za horni loucku a véely

sklepneme prudkym trhnutim (obrazek 4).

4. Vzorek alespon tficeti délnic pfemistime do pfipravené vzorkovnice.

5. Plastizbylé vCely vratime do ulu a ul zavieme.

6. Vzorek radné popiSeme, Stitek musi obsahovat: jméno a pfijmeni chovatele,

registracni Cislo chovatele, nazev a registraéni Cislo stanovisté, Cislo ulu.
Postupné odebereme vzorky délnic ze vSech ulu na stanovisti, odebrané

vzorky uchovavame v chladu a ve stinu.
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8. Po odebrani vSech vzorkd neprodlené usmrtime v€ely zamrazenim a
uchovavame v mraznicce pfi teploté —20 °C.

9. Zamrazené vzorky odeSleme do laboratore.

Obrazek 4: Oklep délnic z plodového pldstu na podlozku pro snadny odbér vzorku ze vcelstva.

3.2 Priprava uméle kontaminovanych vzorki véely medonosné

Byl pouzit sbirkovy kmen Melissococcus plutonius ATCC 35311, ktery byl kultivovan v
tekutém neselektivnim médiu BHI (angl. brain heart infusion) s pfidavkem cysteinu (1
g/l) a KH2PO4 (13,6 g/l). Kultivace probihala za anaerobnich podminek pfi 36 °C po
dobu 5 dni. Médium bylo oddéleno od bakterii centrifugaci (5 000 rpm, 5 min) a
odstranéno. Peleta bakterii byla promyta a nasledné resuspendovana ve sterilnim
fosfatovém pufru. M. plutonius tvofi pfi ristu shluky, proto bylo nezbytné oddélit
bakterie ultrazvukovou sonikaci (amp. 20 %, process time: 12 s, pulse on: 0,5 s, pulse

off: 1s). K bakteridlni suspenzi bylo pfidano interkalaéni fluorescenéni barvivo
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propidium jodid (PI) pro detekci mrtvych bunék a dale fluorescenéni barvivo SYTO
BCTM pro detekci zivych bakterii. Sortovani bakterii bylo provedeno na prutokovém
cytometru BD Biosciences (SYTO BCTM — 488 nm laser, detektor 530/40; Pl — 561
nm, detektor 610/20). Bakterialni suspenze o znamém titru od 102 do 10° byla
prepipetovana do mikrozkumavek. Nafedéné kultury byly ve fosfatovém pufru pfidany
k délnicim v&ely medonosné ziskanych ve Vyzkumném ustavu véelaiském (VUVE),
kde nebyly zadné pfiznaky onemocnéni, ani zde nebyl v pfedchozich analyzach
nalezen M. plutonius pomoci 16S rRNA profilovani. Pro homogenizaci vzorkl vcel byl
pouzit standardné pouzivany postup chloroform-fenolové extrakce (Erban a kol.
2017a). Extrahovana DNA byla uchovana v -40 °C do zpracovani. Byly pfipraveny
vzorky s nasledujicim po¢tem M. plutonius na vzorek: 0, 100, 1 000, 10 000, 1 000 000

bakterii, kde kazdy vzorek obsahoval jesté homogenat z 10 délnic v€ely medonosné.

3.3 Kvantitativni PCR - priprava standardu

3.3.1 Izolace DNA z bakterialnich kmenU

Z lyofilizovanych bunék M. plutonius byla izolovana DNA pomoci komer¢ni sady
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), ktera byla mirné modifikovana.
Suspenze bunék spole¢né s 250 ul Nuclei Lysis Solution a 50 pyl 0,5M EDTA (pH 8,0)
byla pfidana do sterilnich 2 ml zkumavek se Sroubovacim uzavérem s 200 mg
granatovych ostrych &astic 0,3 mm (BioSpec 11079103gar) a 200 mg granatovych
ostrych ¢astic 1 mm (BioSpec 11079110gar). Obsah zkumavek byl homogenizovan
5 minut v mini-BeadBeater 16. Poté byly vzorky sto€eny 2 minuty pfi 10 000 xg.
Supernatant byl odebran do Cistych 1,5 ml zkumavek a byla pfidana 20 pl Proteinase
K, 20mg/ml a 5 ul RNase A Solution, 4 mg/ml. Nasledovala inkubace 1 hodinu pfi
teploté 55 °C v termobloku. Po inkubaci bylo pfidano 300 uyl Wizard SV Lysis Buffer
a vzorky byly intenzivné michany nékolik vtefin na vortexu. Poté byl lyzat pfenesen na
kolonku Wizard SV Minicolumn Assembly a sto€en 13 000 xg po dobu 3 minut. Dale
byla kolonka 4x promyta 650 ul Column Wash Solution, sto€ena 13 000 xg, 1 minutu.
Promyvani bylo ukonéeno centrifugaci po dobu 2 minut 13 000 xg ¢imz doSlo k
odstranéni zbytkového etanolu. Kolonka byla pfenesena do Cisté 1,5 ml zkumavky, na
kolonku bylo pfidano 100 pl Nuclease-Free Water, natez byla smés inkubovana

2 minuty pfi pokojové teploté. Vzorky byly stodeny 2 minuty pfi 13 000 xg. Cista DNA
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byla ulozena do -20 °C. Kvalita byla kontrolovana na elektroforéze a vytéznost byla

meéfena spektrofotometricky v Nanodrop.

3.3.2 PCRreakce

S Cistou DNA izolovanou z bunék M. plutonius byla provedena PCR reakce.
K porovnani byly pouzity tfi sady primera (viz nize). Pro vSechny kombinace primeru
probihala amplifikaéni reakce v objemu 50 pl a obsahovala 5 ul 10X Ex Taq buffer
(TaKaRa), 2,5 pl ANTP mix (10 mM, kazdy), 2 ul forward primer (10 uM), 2 ul reverse
primer (10 uM), 0,25 ul Takara Ex Taq (5 units/ul), 2 ul templatové DNA a 36,25 H20.
Pro v8echny reakce byl pouzit stejny protokol na termocycleru za reakénich podminek

uvedenych v tabulce 4.

Tabulka 4: PCR podminky pro pripravu standardu z detekcnich primera.

Krok Teplota [°C] Cas Podet cykl
pocatecni 95 3 min 1
denaturace

denaturace 95 30s

nasedani primer( 60 30s 30
prodluzovani 72 1 min

zaverecne 72 5 min 1
prodluzovani

V prvni varianté byly testovany primery MelissoF 5'-CAGCTAGTCGGTTTGGTTCC-3'
a MelissoR 5-TTGGCTGTAGATAGAATTGACAAT-3". Spolecné amplifikovaly usek
genu dlouhy 79 parl bazi. V druhé varianté byly testovany primery MP-F 5'-
GACCTGTTTAGCTATTATCACTA-3' a MP-R 5-CACCTACAATGAATGATTCATTC-
3', spole¢né amplifikovaly usek genu dlouhy 92 parQ bazi. Ve tfeti varianté byly
testovany primery JHF1 5-AGGAACAATTCAATGCAGCTGCAG-3' a JHR1 5-
CATTAGTGGTGAATCTTGGTTGGC-3'. PCR reakce pro tyto primery byla provedena
spole¢né s primery: JH_F 5- TTATATTGATACTGAAACAATGCATTTG-3"aJH_R 5™
TAATCCTAAAATTGGTGTTTTTCCTTC-3". Dohromady amplifikovaly usek genu
dlouhy 480 paru bazi, zahrnujici i oblast vymezenou primery JHF1 a JHR1.

Pro ovéreni vysledkll PCR reakci byla pouzita elektroforéza v 2% agarézovém gelu.
Do 80 ml TAE pufru bylo pfidano 1,6 g agardzy, nasledné byl roztok pfiveden k varu

v mikrovinné troubé&. Do lehce vychladlého roztoku bylo pak pfidano barvivo SYBR®
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Safe DNA Gel Stain (v DMSO v poméru 1:9) a roztok byl nalit do elektroforézové vany.
Zde byl ponechan cca 30 minut v laboratorni teploté. Do jamky v gelu bylo naneseno
5 pl smési: 4 yl PCR produktu s 1 pl pufru Yellow load (Top-Bio); a do jedné jamky 2
Ml markeru GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo) pro urCeni velikosti. Elektroforéza

probihala pfi konstantnim proudu 100 V, napéti 95 mA po dobu 30 minut. Poté byl gel
detekovan na UV (obrazek 5).

Obrdzek 5: Elektroforézovy gel PCR produktu amplifikovaného primery JH_F a JH_R.

5

-

PEOECLD

400 bp

3.3.3 Precisténi PCR produktu

PCR produkty spravné velikosti byly precistény pomoci Expin Combo GP (GeneAll)
dle navodu vyrobce. K produktu PCR reakce byl pfidan pétkrat takovy objem PB pufru.
Vzorky byly dikladné promichany, pfeneseny na kolonku a centrifugovany 1 minutu
pfi 14 000 xg. Obsah sbérnych zkumavek byl vylit, na kolonky bylo naneseno 700 pl
NW pufru, a nasledné byly sto¢eny 1 minutu pfi 14 000 xg. Pro odstranéni veskerého
zbylého pufru byly sto¢eny po dobu 3 minut pfi 14 000 xg. Kolonky pak byly pfeneseny
do Cistych, sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek, na filtr kolonky bylo naneseno 50 ul
Nuclease-Free Water a vSe bylo inkubovano 1 minutu pfi pokojové teploté. Poté byly
zkumavky centrifugovany 1 minutu pfi 14 000 xg.
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3.3.4 Klonovani

Precisténé PCR produkty byly klonovany pomoci komeréni sestavy pGEM®-T Vector
System (Promega). LigaCni reakce probihala v objemu 10 pl a obsahovala 5 pl 2X
Rapid Ligation Buffer, 1 yl pGEM-T Vector, 3 ul PCR produktu a 1 pl T4 DNA Ligase.
Smés byla inkubovana 1 hodinu v laboratorni teploté. Poté byly 2 ul kazdé ligacni
reakce preneseny do sterilnich 1,5 ml zkumavek na led, nacez bylo pfidano 50 ul
kompetentnich bunék JM109. Inkubace na ledu trvala 20 minut, nasledovala inkubace
ve vodni lazni po 1 minutu pfi teploté 42 °C, a nakonec opét na ledu 2 minuty. Po
tepelném Soku bylo ke kazdému vzorku pfidano 950 ul SOC média a vzorky byly
inkubovany 1,5 hodiny pfi teploté 37 °C a tfepany 200 rpm. Poté bylo 100 ul
naockovano na agarézové LB/ampicilin/IPTG/X-Gal misky, které byly inkubovany pfi

37 °C pfFes noc.

Z vyrostlych kolonii byly vybrany pouze bilé kolonie a pomoci sterilniho paratka byly
pfeneseny do 25 pl PCR reakce. Polymerazova fetézova reakce obsahovala 2,5 pl
10X Ex Taq buffer (TaKaRa), 1,25 pl dNTP mix (10 mM, kazdy), 1 pl forward primer
(10 pM), 1 ul reverse primer (10 pyM), 0,125 pl Takara Ex Taq (5 units/ul), 19,125 pl
H20. Jako forward primer byl pouZzit pUC-M13F-GTTTTCCCAGTCACGAC a jako
reverse primer pUC-M13R-CACAGGAAACAGCTATGAC. PCR reakce byla

provedena v cycleru za amplifikaCnich podminek dle tabulky 5.

Tabulka 5: PCR podminky pro pfipravu standardu pro qgPCR.

Krok Teplota [°C] Cas Podet cyklt
pocatecni 95 5 min 1
denaturace

denaturace 95 1 min

nasedani primer( 54 50 s 35
prodluzovani 72 90 s

zaverecne 72 5 min 1
prodluZovani

Po ukonleni reakce byly vzorky naneseny na 1% agarozovy gel, kde byla
zkontrolovana velikost fragmentl. Produkty spravné velikosti byly pFeneseny
do 96jamkové destiCky a odeslany do Macrogen Europe (Amsterdam, Nizozemsko),
kde byly osekvenovany a ovéreny.
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3.3.5 Izolace plazmidu

Ovérfené klony byly pfeoCkovany do sterilniho tekutého LB média s pfidavkem
ampicilinu o koncentraci 100 ug-ml* a inkubovany pres noc pfi 37 °C za stalého trepani
200 rpm. Poté byly vzorky stoCeny v centrifuze 6 000 x g, 15 min a bylo odlito médium.
Z bunék byl nasledné izolovan plazmid pomoci komeréni sady Wizard®Plus SV

Minipreps DNA Purification Systém (Promega).

K peleté bunék bylo pfidano 250 pl Cell Resuspension Solution a smés byla dikladné
promichana. Poté bylo pfidano 10 ul Alkaline Protease Solution a vzorek byl opét
promichan. Nasledovala inkubace 5 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci bylo
pfidano 350 ul Neutralization Solution. Poté byly smési stoCeny v centrifuze 10 minut
pfi 14 000 xg. Cisty lyzat byl pfeveden na kolonky Spin Column a stogen 14 000 xg po
1 minutu. Poté byly kolonky promyty 750 pyl Wash Solution a 250 yl Wash Solution a
centrifugovany 1 minutu pfi 14 000 xg. Pro odstranéni zbytkového ethanolu probéhla
centrifugace po dobu 2 minut pfi 14 000 xg. Nakonec byly kolonky pfeneseny do
Cistych 1,5 ml zkumavek a na filtr bylo naneseno 100 pl sterilni destilované vody.
Vzorky byly stoceny 1 minutu pfi 14 000 xg. Kvalita a vytéznost byla kontrolovana na

elektroforéze a ve spektrofotometru (Nanodrop).

3.3.6 Linearizace plazmidu

Restrikeni Stépeni cirkularni formy plazmidu probihalo enzymem Sac | (New England
Biolabs) podle pokynl vyrobce. K 1 ug izolovaného plazmidu bylo pfidano 5 ul 10X
NEBuffer, 1 ul restrikCniho enzymu Sacl a reakéni objem byl doplnén do 50 pl sterilni
destilovanou vodou. Vzorky byly dukladné promichany a inkubovany 90 minut pfi
37 °C v termobloku. Pfed ukoncenim Stépeni byl na elektroforézovy gel nanesen 1 pl
vzorku. Pokud byl vzorek na gelu jasné ohrani€en, mohlo byt Stépeni ukonceno
zahratim vzorkd na 65 °C po dobu 20 minut. Poté byly vzorky pfecistény komercni
sadou Expin Combo GP (GeneAll). Kvalita a vytéZznost byly kontrolovany
na elektroforéze a méfeny na Nanodropu. Vysledkem vySe uvedeného postupu byly 3
rekombinantni plazmidy, jez byly dale pouzity jako standard pro kvantifikaci
M. plutonius metodou kvantitativni PCR a kporovnani tfi sad primeru:
(a) standard_Melisso pro primery MelissoF a MelissoR; (b) standard_MP pro primery
MP-a MP-R; (c) Standard_JH pro primery JHF1 a JHR1.
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3.3.7 Kvantitativni PCR

K porovnani byly pouzity tfi sady primera. Pro vSechny kombinace primeru probihala
amplifikaCni reakce v objemu 20 ul a obsahovala 10 pl Luna Universal gPCR Master
Mix (New England Biolabs), 1 pl forward primer (10uM), 1 ul reverse primer (10uM), 2
pl templatové DNA a 6 ul H20.

Do kazdé jamky v 96jamkové destiCce urcené pro kvantitativni PCR bylo pfidano 18 pl
master mixu a samostatné byla pipetovana DNA (2 ul), kterou v jedné &asti tvorily
vySetfované vzorky, v druhé €asti standard o definované koncentraci cilové sekvence
a jako negativni kontrola byla pipetovana pouze voda. Standardni fada byla pfipravena
10nasobnym fedénim rekombinantnich plazmidd (standard_Melisso, standard_MP,

standard_JH) s koncentraci v rozmezi 1E+08 az 1E+02 kopii genu na vzorek.

Nasledné probéhla PCR reakce a prubézné byla méfena amplifikace a kvantifikace
mnoZstvi cilové sekvence pomoci barviva SYBR Green. Reakce probéhla

v termocykleru Applied Biosystems StepOnePlus za podminek dle tabulky 6.

Tabulka 6: Podminky pro pribéh kvantitativni gPCR pro detekci M. plutonius.

Krok Tep (I:ota Cas Poget cykl
pocate¢ni denaturace 95 1 min 1
denaturace 95 15s
nasedani primerQ a 30 s (Cteni 40

. 60 " o
prodluzovani fluorescenéniho signalu)
kfivka tani 60-95 1

Na konci béhu probéhla analyza kfivky tani s nasledujicim teplotnim profilem:
15 sekund 95 °C, 30 sekund 60 °C a 15 sekund 95 °C, &teni fluorescenéniho signalu
probiha kazdych +0,5 °C. Tento postup umoznil odlisit bakterie druhu M. plutonius od
bakterii jinych druhl (graf 1).

Graf 1: Krivky tani pro tri sady primert: (a) standard_Melisso pro primery MelissoF a MelissoR; (b) standard_MP pro primery
MP-a MP-R; (c) Standard_JH pro primery JHF1 a JHR1.
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(b) Melt Curve
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(c) Melt Curve
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3.3.8 Kvantitativni PCR —analyza dat

Data byla upravena v programu StepOne Software v. 2.2.2, kde byla zkontrolovana
standardni kfivka, kfivka tani a amplifikacni graf. Ze sklonu standardni kfivky Ize
kalkulovat uc€innost reakce, ktera byla vétsi nez 90 %. Linearita (R2) standardni kfivky
méla hodnoty vétsi nez 0,995 (graf 2). Analyzou kfivky tani byla kontrolovana cilova
specificita (teplota tani by méla byt pro standardy a vzorky zhruba stejna). Pfi analyze
amplifikacniho grafu byl stanoven prahovy cyklus (Ct), tedy cyklus, v némz uroven
fluorescence prekro€i prah pozadi. Pfi pozitivnim vysledku (hodnota Ct vétSi nez 8 a
mensi nez 35) byla pomoci linearni regrese zavislosti hodnoty Ct na koncentraci
standardu vypocitana vychozi koncentrace poctu kopii genu bakterie M. plutonius ve
vySetfovaném vzorku. Kazdy vzorek byl zméfen ve dvou technickych opakovanich, ze
kterych byl vypocten aritmeticky primér. Vysledna hodnota uvadi pocet kopii genu
bakterie M. plutonius ve vzorku (tabulka 7).

Z tabulky 7 jsou patrné detekéni limity: 103 M. plutonius/vzorek pro primery MPF
a MPR, 10* M. plutonius/vzorek pro primey JHF1 a JHR1, a 10° M. plutonius/vzorek
pro primey MelissoF a MelissoR. Pro vSechny primery plati, Ze s rostoucim poctem
dodanych bakterii linearné roste jejich zachyt pomoci qPCR. Jestlize porovname
ucinnost detekce, vyssi determinacni koeficeint poskytuje detekce s primery JH, kde
R? = 0,99, pro MP primery R? = 0,96, viz graf 3. Detekce pomoci primert JH je pro

fwv s

vySSi pocty bakterii spolehlivéjSi nez pomoci primerd MP.
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Graf 2: Standardni kfivka pro tfi sady primerd: (a) standard_Melisso pro primery MelissoF a MelissoR; (b) standard_MP pro
primery MP-a MP-R; (c) Standard_JH pro primery JHF1 a JHRI.
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(b) Standard Curve
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Tabulka 7: Zpéetny odhad poctu bakterii ve vzorcich délnic véely medonosné, které obsahovaly znadmy pocet bakterii. Zpétny
odhad byl vytvoren pomoci qPCR vyuZivajici kombinace primer(i MPF a MPR, JHF1 a JHR1, MelissoF a MelissoR.

1 0 - 0 0 324
2 0 - 0 0 319
3 0 - 0 0 260
4 0 - 0 0 364
5 0 - 0 0 348
6 0 - 0 0 1376
7 100 - 0 0 360
8 100 - 0 0 483
9 100 - 0 0 302
10 100 - 35 0 468
11 100 - 0 0 593
12 100 - 30 0 435
13 1000 - 65 0 569
14 1000 - 51 0 81
15 1000 - 0 0 159
16 1000 - 414 0 96
17 1000 - 101 0 267
18 1000 - 146 0 128
19 1000 - 47 0 290
20 1000 - 24 0 813
21 1000 - 60 0 974
22 1000 - 23 0 1123
23 1000 - 58 0 2098
24 1000 - 56 0 17721
504 642 1141
548 663 1851
397 769 1185
302 566 991
419 549 1181
461 750 19055
4316 4037
3418 3356
3913 4385
3608 3615
3886 4477
4219 3600
23419 23143
31545 30180
30584 28248
52122 27921
41906 20676
31209 22685

Legenda: CFU — pocet bakterii ve vzorku, - absence, + prezence M. plutonius ve vzorku
(stanoveno pomoci konvenéniho PCR a primert EFB (Govan a kol. 1998).



Graf 3: Porovndni gPCR detekce Melisoccocus plutonius v délnicich véely medonosné s riiznymi sadami detekcnich
primerd. Obrdzek ukazuje linearni regrese mezi poctem dodanych a detekovanych bakterii.

Log pocet M. plutonius

Melisso primer
y = 0.8317x-0.4365§
R2=0.9606 l

MP primer
y =0.9025x-0.912
- ® s JH primer
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R*=0.9584 ®: y = 0.7941x-0.3688
§ R2 = 0.9929
8
1 2 3 4 5 6 /

Zpétny odhad Log pocet M. plutonius
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- Pomoci qPCR Ize s uvedenymi detekénimi primery spolehlivé kvantifikovat
puvodcé veeli hniloby M. plutonius ve vzorcich délnic v€éely medonosné.
primery MPF a MPR, 10* M. plutonius/vzorek pro primery JHF1 a JHR1 a 10°
M. plutonius/vzorek pro primery MelissoF a MelissoR.

- Pomoci primeru MP Ize odhadnout pocet M. plutonius dle rovnice y = 0,9025 x -
0,912, pomoci primert JH je rovnice y = 0,7941 x -0,3688.

- Vy3&Si determinacni koeficient poskytuje detekce s primery JH, kde R2 = 0,99,

pro MP primey R2 = 0,96, detekce pomoci primerlt JH je spolehlivéjsi nez MP

pro vyssi pocty bakterii.

5 Prohlaseni o poskytovateli dotace a o projektu, v ramci

kterého metodika vznikla

Certifikovana metodika VyuZiti kvantitativni polymerazové rfetézové reakce ve véasné
diagnostice hniloby véeliho plodu vznikla za podpory projektu Technologické agentury
CR TH02030317: Vyvoj nastrojii a pomuicek pro véasnou detekci hniloby véeliho
plodu.

6 Novost metodiky

Postup je uren pro detekci a kvantifikaci bakterie Melisococcus plutonius v délnicich
vCely medonosné, které jsou vektorem M. plutonius zpuUsobujiciho hnilobu vceliho
plodu. Tato metodika pfinasi pfesny postup pro pfipravu a provedeni gPCR detekujici
M. plutonius, a to véetné pfiprav standardl. Metodika porovnava ucinnost 3 detekénich
primer v detekci pavodce hniloby véeliho plodu, véetné nové navrzenych primerd
JHF1 5-AGGAACAATTCAATGCAGCTGCAG-3'a

JHR1 5'- ATTAGTGGTGAATCTTGGTTGGC-3". Nami navrzené postupy pfinasi nizsi
detekéni limity neZz konvenéni PCR a vyznacuji se také vysokou senzitivitou a

specifitou detekce M. plutonius.
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7 Uplatnéni a zhodnoceni metodiky

7.1 Uplatnéni metodiky

Metodika je ur€ena laboratofim vénujicich se problematice a diagnostice nemoci vcely
medonosné. Zaroven je uréena pracovnikum Statni veterinarni spravy (SVS), zejména
inspektorim Krajské veterinarni spravy (KVS) zabyvajicich se nakazami vcel.
Metodika kromé& samotného zpracovani vzorkl v laboratofi a kvantitativni PCR
diagnostiky popisuje také postup vzorkovani délnic ze vcCelstev. Je urCena téz pro
kvalifikované prohlizitele vCelstev podle Veterinarniho zakona a v neposledni fadé
najde uplatnéni pro vzdélavani jak vCelarské verfejnosti, tak i pro trénink a praxi

v laboratornich podminkach.

7.2 Ekonomické zhodnoceni

Ekonomické zhodnoceni bylo stanoveno pomoci kalkulace jednotlivych slozek nakladu
(pfimé, nepfimé naklady). Metoda kalkulace ceny jednoho vzorku pak byla stanovena
prostym délenim celkovych nakladd mnozstvim zpracovanych vzorkl. Vysledna cena
analyzy jednoho vzorku tak byla stanovena na 1 900,- K&, coz stoji stejné jako

napfiklad stanoveni COVID-19 pomoci gPCR.
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