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Abstrakt

Paenibacillus larvae je grampozitivni sporulujici bakterie, ktera napada a zabiji larvy vcely
medonosné (Apis mellifera) a zptisobuje onemocnéni mor vceliho plodu. Dospélci se nakazit
nemohou, ale pienasi odolné spory v ramci ulu 1 mezi vCelstvy a pfi péci o larvy je mohou
nakazit. Mor véeliho plodu je v CR ze zékona zakazano 1é¢it, ale doporuéovanou preventivni
metodou pro snizeni poctu spor, které se ve vcelstvu nachézi, je pfemeteni na mezistény
(v€ely se presunou do nového Cistého ulu a stary Ul je zlikvidovan spolu s plodem a
zasobami). Cilem této prace bylo detekovat a kvantifikovat bakterii P. larvae ve vcelich
délnicich pomoci metody kvantitativni polymerazové fetézové reakce v redlném case (QPCR).
Byly zpracovany vzorky vcel pted provedenim metody pfemeteni na mezistény a po ném, kdy
se vSak ocekavany pokles spor ve vzorcich odebranych po premeteni nepotvrdil, a naopak
doslo navic k amplifikaci nespecifickych produkti. Dale byla porovnavana pfitomnost spor P.
larvae ve vzorcich ze silné nakazenych vcelstev (s klinickymi ptiznaky moru vceliho plodu) a
ze vcelstev s témét nulovymi nalezy spor P. larvae pochazejicich ze stejného stanoviste. Zde
byly rozdily jasné viditelné. Pro pldnované nalezeni limiti ¢i hranic detekce P. larvae pomoci
qPCR nebyl dostatek vhodnych dat. Detekce a kvantifikace P. larvae byla u siln€ nakazenych

vcelstev uspésna a priciny nespecifické amplifikace byly diskutovany.
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Abstract

Paenibacillus larvae is a gram-positive spore-forming bacterium that affects and kills the
larvae of the honey bee (Apis mellifera) and causes the American foulbrood disease. Adults
bees do not become infected, but they transmit tenacious spores within the hive and between
hives and can infect larvae while caring for them. It is not allowed by law to treat bees in the
Czech Republic, but the recommended preventive method for reducing the amount of spores
in the hive is the shook swarm method (bees are moved to a new clean hive and the old hive is
destroyed with all brood and supplies). The aim of this work was to detect and quantify P.
larvae in bee workers using the quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR). In
the first experiment, the two set of samples were taken — bees before and after the shook
swarm method, but the expected decrease in spores in the samples taken after shook swarm
was not confirmed, and conversely, non-specific products were amplified. In the second
experiment, the presence of P. larvae spores in samples from heavily infected hives (with
clinical symptoms of American foulbrood) and from hives with almost no findings of P.
larvae spores, both originating from the same habitat, were compared. In this case, the
differences were clearly visible. There were not enough suitable data for the planned finding
of limits of detection of P. larvae by qPCR. Finally, detection and quantification of P. larvae
were successful in heavily infected hives and the causes of non-specific amplification were

discussed.
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1.Uvod

V<iela medonosnd (Apis mellifera Linnaeus, 1758) se fadi mezi blanoktidly eusocialni hmyz a
plni roli dominantniho a dulezitého opylovace. Zdravotni stav vcel je tedy aktudlni téma a
plodu (Prymas et al., 2017). Zptisobuje ho gram-pozitivni sporulujici bakterie Paenibacillus
larvae (White, 1906), ktera dokéze napadnout pouze vceli larvu a vykli¢it v ni. Postupné larvu
rozlozi na kaSovitou hmotu, kterd pozdéji vyschne na tvrdy ptiskvar pfichyceny ke sténé
buiiky, ktery obsahuje miliardy novych spor. Pfi ¢iSténi bunék na sebe délnice pienesou
spory, které pak roznasi v ulu a v€ely krmicky zase mohou pii péci o plod nakazit mladé larvy
(Titéra, 2009). Nemoc je v CR ze zdkona zakazano 1é¢it a nakazena véelstva s klinickymi
ptiznaky moru vceliho plodu jsou palena (Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb.). Preventivni
doporucovanou ozdravnou metodou je pfemeteni na mezistény. Spociva v tom, Ze vcely se
z ptivodniho ulu pfemisti do nového tlu s novymi mezisténami a plodové a zasobni plasty
z ptivodniho ulu véetné vSech pomicek jsou spaleny nebo desinfikovany. Touto zménou by se
m¢él snizit pocet spor P. larvae nachazejici se ve vcelstvu, jelikoz z ptivodniho tlu zlstanou
pouze vcéely samotné (Kamler et al., 2017; Sol¢ansky, 2016). Vyzkumy o pfemeteni jsou
provadény po celém svété (Hansen & Bredsgaard, 2003; Munawar et al., 2010) a potvrzuji
jeho funkénost. K prokazani poklesu spor ve véelstvu po provedeni pfemeteni je nutné vyuzit
detek¢nich metod, kterymi jsou napiiklad kultivaéni vySetfeni, polymerazové fetézové reakce
(PCR) nebo kvantitativni polymerazové fetézové reakce v realném case (qPCR) (de Graaf et
al., 2013). Pomoci metody qPCR Ize kvantifikovat P. larvae ve vzorku a tyto vysledky by
mohly byt vyuzity napf. pro lepsi vyhodnoceni nédkazové situace ve vcelstvu nebo
k pfipadnému rozeznavani rtizné¢ nakaZenych vcelstev. Tato prace se zaméfuje na vyuZiti
metody qPCR pro detekci a kvantifikaci P. larvae ve vzorcich véelich délnic. Vysledky by
mohly pomoci s detekci P. larvae ve vCelstvech bez klinickych pfiznakli nemoci vceliho

plodu.



1.1. Cile prace
Cile této prace:

- ve vzorcich dospélych vcel, odebranych pied a po provedeni vcelaiské metody
pfemeteni na mezistény (viz podkapitola 1.4.8.), detekovat a kvantifikovat bakterii
Paenibacillus larvae pomoci metody kvantitativni polymerazové fetézové reakce v
realném Case (qQPCR) a zjistit rozdily v poctu spor — ocekavany je pokles poctu spor ve
vzorcich odebranych po premeteni véelstev oproti vzorkiim pied pfemetenim véelstev

- pomoci metody qPCR kvantifikovat a porovnat pfitomnost bakterie Paenibacillus
larvae ve vcelstvech s klinickymi ptfiznaky moru vceliho plodu a ve vcelstvech bez
klinickych ptiznakti moru vceliho plodu odebranych z jednoho stanovisté — ocekavany
je odlisny nalez poctu spor P. larvae v porovnavanych vzorcich

- popsat pripadné nalezené limity ¢i hranice pro detekci P. larvae pomoci qPCR

1.2. Apis mellifera
Véela medonosna prislusi do ¢eledi Apidae, fadu Hymenoptera (podiddu Apocrita), tfidy
Insecta (kohorty Holometabola), kmene Arthropoda, fiSe Ophistokonta, domény Eukaryota
(Prymas et al., 2017; Encyclopedia of Life [online]). Radime ji mezi odvozeny eusocialni
hmyz diky specifickym zZivotnim podminkam — ve spoleéném hnizd€ s mnoha jedinci je
piekryv generaci, kooperativni péfe o potomstvo a reprodukéni délba prace (kasty).
a vylihnou se z nich délnice, pfipadné trubci (z neoplozenych vajiek) ¢i nova matka (stejné
jako délnice z oplozenych vajicek, ale jsou krmeny pouze specidlni potravou — matefi
kasickou — pro popis tohoto a dalSich véelafskych pojmi viz Definice pouzitych vyrazi na str.
51) (Prymas et al., 2017). Jednou z pro ¢lovéka nejvyznamnéjSich ptirozenych Cinnosti veel je
sbirani potravy - pylu a nektaru z rostlin, ¢imz zaroven opyluji rostliny (Macek et al., 2010;
Prymas et al., 2017). Potravu létaji hledat v zdvislosti na okolnim reliéfu a aktudlné
kvetoucich rostlinach nejcastéji do vzdalenosti 3 km od uld, pii nedostatku potravy vSak az
okolo 10 km od ulu (Beekman & Lew, 2008; Beekman & Ratnieks, 2000; Couvillon et al.,
2015; Prymas et al., 2017; Visscher & Seeley, 1982). Nespecializuji se na jeden rostlinny
druh, ale naopak jsou generalisté (polylekti) a 1étaji v pribéhu Zivota na mnoho druhti rostlin.
Kvéty téchto rostlin vSak maji jisté podobné rysy, tzv. melittofilni kvéty Casto mivaji misto
k pfistani, nektarova voditka (znacky vedouci k nektaru), byvaji soumérné, sladce voni, maji

velké mnoZstvi odmén pro opylovace a jejich barvy jsou od bilé, Zluté po riZzovou, fialovou,



modrou a barvy v UV spektru (Jersdkovd & Tropek, 2018). Zaroven jsou ale také
florokonstantni, tedy v urcitou chvili 1ét4 vcela pouze na rostliny jednoho nejvyhodnéjsiho
druhu (Prymas et al., 2017). A diky pomémé dalekym letim mohou zprostfedkovat opyleni
navzajem vzdalenych rostlin. Vzhledem k mnozstvi vcel v jednom vcelim spoleCenstvi (cca
50-60 tisic dle Prymas et al., 2017) a k mnozstvi v&elich stanovist’ v Ceské republice (670 548
véelstev v roce 2017 dle Ministerstvo zemé&délstvi Ceské republiky, 2019) je ziejmé, Ze se
pocet jedinci vcely medonosné pohybuje v desitkdch miliard, diky c¢emuz jsou vcely
medonosné dtlezitymi opylovaci.

Na tzemi CR se uvadi vyskyt 5 plemen véely medonosné (sefazeno dle nejéastéjsiho vyskytu)
— A. m. carnica (v. m. kranskd), 4. m. ‘buckfast’ (kulturni vysSlechténé plemeno z Sesti
poddruhti v. m.), 4. m. ligustica (v. m. vlasskd/italskd), A. m. mellifera (v. m. tmavd) a A. m.
caucasica (v. m. kavkazskd) (KaSpar et al., 2017; Prymas et al., 2017). A. m. mellifera je na
vét§ing izemi CR piivodnim poddruhem v. m., aviak v sou¢asné dobé az 80 % véeli populace
CR tvoii dlouhodobé dovazena A. m. carnica (ptivodni ve statech jihovychodné od CR a na
¢asti jizni Moravy), ktera je také zakonem jedinym povolenym poddruhem k plemenitbé vcel
(Kaspar et al., 2017; Prymas et al., 2017; Zakon ¢. 154/2000 Sb.; § 20). Domestikace vcel a
vyuzivani jejich produktii (jimiz jsou med, vosk, jed, propolis, pyl a mateii kaSicka) se stalo
nepostradatelnou soucasti nasich zivotl, a i z téchto diivodl byla v¢ela medonosna zarazena

mezi hospodaiskd zvirata (Zakon ¢. 166/1999 Sb., § 3).

1.2.1. Patologie a choroby vcel
Véely medonosné trpi mnoha nemocemi. Pravdépodobnost, ze se ve vcelstvu objevi
ulll na jednom misté umoziuje jednodussi pfenos nemoci, nezZ kdyz jsou vcelstva rozmisténa
napiiklad v dutinach stromil ¢i dalSich skrySich v pfirodé. Mezi nejznaméj$i choroby patfi
varoaza (pfemnoZeni pievazné roztoce Varroa destructor) a mor vceliho plodu (pfemnozeni
bakterie Paenibacillus larvae). Déle pak ptemnozeni jinych roztoci, virus deformovanych
kiidel a dalsi virové nakazy, hniloba vceliho plodu a ostatni bakteridlni choroby, nosemova
nakaza a jiné nemoci zptsobené mikroskopickymi houbami. Problémem jsou i Skidci jako
zavije€i, lesknacek ulovy, véelomorka tlova nebo pfirozeni neptatelé jako ptaci, medvédi,
hlodavci, sr$ni a dal§i. Nemluvé o poruchach zplsobenych nespravnou teplotou pii vyvoji,

genetickych poruchach ¢i otravach (Rytina et al., 2016; vanEngelsdorp & Meixner, 2010).



Pted ptiblizné 14 lety byl v Severni Americe poprvé pozorovan neobvykly ubytek vcel a tento
jev se nazyva syndrom zhrouceni vcelstev (CCD — pro popis tohoto a dalSich zkratek a vyraza
viz Seznam zkratek na str. 50). V ulech chybi vétSina dospélych dé€lnic, které nejsou k
nalezeni, ale matka, plod i zasoby jsou pfitomny. Pfi¢ina neni zcela jasna, ale pravdépodobné
to bude zplsobeno souhrou vice negativnich skute¢nosti — naptiklad vliv pesticidi, virova
onemocnéni, varodza a dalsi choroby, nedostatek zivin v potravé ¢i hladovéni, zmény pocasi a
srazek a dalsi. Prestoze nejvice studii pochézi pravé ze Severni Ameriky, je CCD pozorovano
1 v Evropé (Johnson, 2010; Rytina et al., 2016; vanEngelsdorp et al., 2009).

Nemoci vcel jsou feSeny spolu s nemocemi ostatnich hospodaiskych zvifat a jsou oSetfeny
zakony a vyhlaskami (Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb.; Vyhlaska ¢. 299/2003 Sb.; Zakon ¢. 166/1999
Sb., § 64c).

1.3. Paenibacillus larvae

Paenibacillus larvae je gram-pozitivni obligatorni patogenni bakterie patiici do celedi
Paenibacillaceae, tadu Bacillales, tfidy Bacilli, kmenu Firmicutes, domény Bacteria
(Genersch, 2008; Encyclopedia of Life [online]). Zplsobuje zdvaznou chorobu a smrt véelich
larev zvanou mor vceliho plodu (anglicky American foulbrood, AFB) (Titéra, 2009). Nazvem
»foul brood* (v ptekladu znecistény/odporny plod/potomstvo), byla nemoc pojmenovéana
vroce 1769 (Schirach, 1769), pficemz divod onemocnéni nebyl ziejmy, doty¢na bakterie
byla prvné popséana v roce 1906 jako Bacillus larvae (White, 1906). Pozdé&ji byla jako odlisny
druh popsana bakterie Bacillus pulvifaciens (Katznelson, 1950). Se stile se vyvijejicimi
molekuldrnimi metodami byly bakterie zafazeny do nového druhu a pifejmenovany na
Paenibacillus larvae a Paenibacillus pulvifaciens (Ash et al., 1993), poté byly zafazeny do
jednoho druhu jako dva poddruhy nazyvané P. larvae larvae a P. larvae pulvifaciens
(Heyndrickx et al., 1996) a v roce 2006 doslo k zatim posledni zméné, a to sjednoceni obou

poddruhii do jednoho druhu Paenibacillus larvae (Genersch et al., 2006).

1.3.1. Zivotniho formy
P. larvae méa dvé zivotni stadia — tyCinkovité vegetativni a elipsovité sporulujici. Ve
vegetativni formé se P. larvae nachdzi pouze uvniti stieva vceli larvy, kdeZto v ostatnim
nehostinném prostiedi se vyskytuje v podobé velmi odolnych endospor (Titéra, 2009). Tyto
endospory, zjednodusené nazyvany pouze spory, jsou velmi odolné, podobné jako spory
mnoha dalSich zastupcli kmenu Firmicutes. Mohou vyklicit i po mnoha desetiletich a maji

nékolik vrstev obalil s riznymi vlastnostmi, diky nimz vydrzi spory vyschnuti, vétsi plisobeni



vysSich teplot, chladu, tlaku, mechanického poSkozeni, chemikalii apod. (Galperin, 2013;
Genersch, 2010; Setlow, 2007).

1.3.2. Genotypy
P. larvae byl pomoci metody rep-PCR s pouzitim ERIC primert (ERIC-PCR) rozdé¢len na 5
genotypll nazyvanych ERIC I, ERIC II, ERIC III, ERIC IV a novy letos objeveny ERIC V,
které se navzajem lisi, naptiklad ve virulenci, morfologii spor, v rychlosti kliceni a barvé
kolonii na zivném médiu, produkci neribozomalnich peptida atd. NejrozsifenéjSim genotypem
je ERIC 1, coz je zplsobeno jeho pomalejsi virulenci — 100 % vcelich larev (LT100) zabije az
po 12 dnech od nakaZeni, ale zavickovani plodu probihd u matek 5. den, u délnic 6. den a u
trubcii 7. den, takze nakazené larvy nemusi byt v€as odhaleny. Genotyp ERIC II je jiz méné
Casty a smrt larev zpisobi cca 7. den. Nejméné casté jsou zbyvajici genotypy ERIC III a
ERIC IV, které usmrti larvu za cca 3-7 dnil a zatim jednou pozorovany ERIC V, ktery zplsobi
smrt larev za cca 3 dny (Ashiralieva & Genersch, 2006; Beims et al., 2020; Dingman, 2015;
Forsgren et al., 2008; Genersch et al., 2005, 2006; Genersch & Otten, 2003; Morrissey et al.,

2015; Prymas et al., 2017).
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Obr. 1: Vegetativni buiitka Paenibacillus larvae subsp. larvae, zdroj: ASM MicrobeLibrary.org,
autor Donald Stahly, rok 2002 (nahote vlevo). Spora Bacillus larvae, upraveno dle (Bakhiet & Stahly,
1985); sipky sméfuji na jednotlivé obaly spory, které nejsou pojmenovany dle soucasného standardu,
tedy nepiidavam popis (dole vlevo). Kolonie Paenibacillus larvae, rok 2015, foceno na Petriho misce,

autor Bronislava Hortova (vpravo).



Diivodem, pro€ je P. larvae nejvice studovan jako patogen véely medonosné, je zcela jisté
nepostradatelny celosvétovy hospodarsky vyznam véel medonosnych, ale moznd i vyssi
odolnost, mensi hospodaisky vyznam ¢i mensi aredl vyskytu dalSich zastupct rodu Apis

(Chen et al., 2000; OIE - World Organisation for Animal Health, 2018; Prymas et al., 2017).

1.4. Mor véeliho plodu

wewvr

bakterialnich infekci v€el medonosnych. P. larvae dokaze napadnout pouze mladé larvy,
nejlépe do 24 hodin zivota, okolo 48 hodin Zivota jiz byvaji larvy resistentni (Bamrick, 1967;
Brodsgaard et al., 1998; Hoage & Rothenbuhler, 1966; Titéra, 2009). Mladsi larvy jesté
nemaji kompletné vyvinuté vSechny vnitini struktury, v¢etné peritrofické matrix (PM), kterd u
starSich larev a dospélych vcel zabrafnuje v ndkaze (Garcia-Gonzalez & Genersch, 2013). PM
vytvari bariéru mezi stievnim epitelem a pozienou potravou, tedy chrani mimo jiné pred
mechanickym poskozenim od potravy, travicimi enzymy i neistotami a patogeny, ktefi se
spolu s potravou dostanou do traviciho traktu (Hegedus et al., 2009).

Dospélé veely se pii kontaktu se sporami jiz nenakazi, ale mohou spory pifenaSet napfi¢
vcelstvem, pfipadné i mezi veelstvy, viz obr. 5. (Fries et al., 2006; Lindstrom et al., 2008).
Larvy jsou krmeny mladymi v¢elami, které ve vcelstvu zastavaji roli kojicek a krmicek diky
pln¢ funkénim hltanovym zlazam, kterymi vytvaii mateti kaSiCku (Prymas et al., 2017).
Pokud se tyto vcely setkaji se sporami P. larvae, mohou pii krmeni nakazit larvu, jelikoz
spory se nachazeji v travicim traktu véel po dobu minimélné€ tydne, ale také az 2 meésict, a i

po projiti travicim traktem jsou Zivotaschopné (Lindstrom, 2008; Wilson, 1971, 1972).

1.4.1. Vyskyt

“““““““ T T 1) . 59
Y - S o /j; Jeen Hora = v 3 Obr. 2.: Ukazka mapy
1emnits r = N A | = eny .
: Ustinad S~ . Valbfich s ohnisky MVP (&ervené
C\qckov ..--------Eatécm Liberect 1 Kafpacze o 0%0” y (
S e . . .
(72 s 9 ) a En $pendliky) a ochrannymi
e » 3
g Hragec "o T 4 > A
<.:’-\-"e\|"r Karlovuy Vary E3 Krij!k(! N v \"L__, v, Kat pasmy (Zlute plOChy),
My L P
L | Praha E67 | A v
P e \ g 0o a stav 'k 20. 5. 2020
7, & i Ebﬁ“ g ~ ostigyay Bilsh
S Pizen = o . T8 (nejvice zachyti). Zdroj:
N Césko 8 8:as S
L , lﬁ QBE2° etemouc o Statni veterinarni sprava:
-\'-_ = P q F , , .
X, a Brng Qgﬂg e Mapové vystupy ohnisek
L Ceské ¥ vl |
LY AW Budéjovice ~ | nakaz v&el a ochrannych
Straubing e . J[ . [E65 | / Mai
° - S ramlovigy Pris ) sl N, .
-~ o .- — g| pasem [online].
Pasoy S ) { (675
s i i



Mor vceliho plodu, resp. P. larvae je rozsiten celosvétove, tedy i1 jeho vyzkum probiha po
celém svété (Morrissey et al., 2015). Vyznamné je zkoumén i v CR. Statni veterinarni sprava
pravidelné¢ aktualizuje na svych webovych strankdch mapu, kam jsou zaznamendvéana
vyhlasena ohniska moru véeliho plodu a ochranna pasma. V roce 2019 bylo v CR potvrzeno
celkem 134 ohnisek, 133 v roce 2018, 152 v roce 2017 a 242 v roce 2016. Nejvice je témet

kazdoro¢né morem postizena Morava (SVS, Mor véeliho plodu [online]).

1.4.2. Pribéh nakazy

Spory P. larvae v mladé larvé vyklici, vegetativni stadia se zacnou mnoZit, bakterie se zatim
Zivi potravou piijimanou larvou a zacind produkovat sekundarni metabolity pro potlaceni
mikrofléry stieva a protedzy proti ristu PM, napt. PICBP49 (Djukic et al., 2014; Garcia-
Gonzalez et al., 2014; Miiller et al., 2015; Yue et al., 2008). V zavislosti na virulenci bakterie
(viz podkapitola 1.3.2.) zacind P. larvae riznymi zplsoby (viz obr. 3.) pronikat
mezibunéénymi spoji skrze sttevni epitel az do hoemocelu, na larvé zacinaji byt viditelné
zmény, jelikoz s vyuzitim mnoha proteaz zacne bakterie rozkladat télo larvy, postupné ji
usmrti a proméni na kasovitou hnédou hmotu (viz obr. 4.), kterd nasledné€ vysycha, ztmavne,
pevné ulpi na sténach vceli buiiky a diky sporulaci vegetativnich stadii obsahuje miliony ¢i
miliardy spor P. larvae — nazyva se ptiskvar (Djukic et al., 2014; Poppinga & Genersch,
2015; Titéra, 2009; Yue et al., 2008). Detailn¢j$i popis ndkazy je uvedeny v mé bakalaiské
praci (Haltufova, 2015).
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Pienos spor skrze dospélé véely na nové larvy

Dekompozice
mrtvé larvy,
sporulace

Protrieni
stfevniho
epitelu larvy,
invaze P. larvae
do haemocoelu
a smrt larvy

-

MnoZeni bakterie uvnitf stfev

PozFeni spor
larvou

Kli¢eni spor

Obr. 4.: Prubéh nakazy vdceli larvy
bakterii Paenibacillus larvae. Cervené
teCky reprezentuji bakterialni spory a
zelend jsou vegetativni stadia. Cerné
pismo oddéluje neinvazivni fazi nakazy
od invazivni faze, ta je Cervenym
pismem. Upraveno dle (Poppinga &
Genersch, 2015)

1.4.3. Sifeni

Jako ptenaSeci bakterie slouzi ve vcelstvu dospélci véely medonosné. Bakterie se §ifi jak

vertikdlnim pfenosem (rojenim ¢i z matky na potomstvo), tak horizontdlnim pfenosem

(krddezemi mezi vcelstvy, navzajem mezi veelimi dospélci a také mezi délnicemi a plodem)

(Fries & Camazine, 2001; Lindstrom, 2008). Pokud se nakazené vcelstvo neodhali vcas nebo

se jedna o divoka vcelstva, miiZze postupné ubyvat dospélych vcel natolik, az nakonec celé

vcelstvo zkolabuje. Jejich zasoby mohou byt rozkradeny véelami z okoli, ¢imz se nemalé

mnozstvi spor rozsifi na vetsi vzdalenost a do zdravych vcelstev. K nakaze miize dojit pfi

zalétnuti vCel z nakazeného vcelstva do zdravého vcelstva, napt. na jednom stanovisti vcel

(Rytina et al., 2016).
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K Sifeni nakazy mohou pfispét i nedbali ¢i neznali vcelafi. Pokud tfeba naleznou ¢i koupi
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pouziji ho a v tomto vybaveni se vyskytuji

dlouho Zijici spory, vc¢elaf si je zanese do jinak zdravého vcelstva. Nebo v piipade, kdy se



nespravné ur¢i piicina umrti véelstev, vyuzije vCelat zasoby a vybaveni po tomto vcelstvu a
opet mize mor pienést do zdravych vcelstev. Pfi vyménovani a prodeji pomiicek v takovych
ptipadech se pak MVP muze §ifit na dlouhé vzdélenosti a do mist, kde by se jinak nevyskytl.
K sifeni maze dojit i v situaci, kdy vcelai premistuje vcelstva (Rytina et al., 2016; Titéra,
2009). Nicméné v piipad¢ premisténi vCelstev mimo katastralni izemi obce je nutné vySetieni
vcel na pfitomnost piivodce moru vceliho plodu (Zakon €. 166/1999 Sb., § 6; Opatieni obecné

povahy &. 49935/2019-MZE-18142).

1.4.4. Priznaky

Jednim z pfiznakli nakaZeného vcelstva miiZze byt mezerovitost plodu. Matka klade vajicka
spirdlovité od stfedu plastu ke krajim a délnice odstraiiuji pifirozené Spatné se geneticky
vyvijejici plod, ¢imz vznikd cca 5% mezerovitost. Pokud je mezerovitost jasné viditelna,
znac¢i to néco neptirozeného, napt. Spatné kladouci matku nebo vysokou Umrtnost vcelich
larev, kterd mtiZze byt pravé disledkem onemocnéni (Rytina et al., 2016; Titéra, 2009).

U tézce nakazeného vcelstva miizeme pozorovat na plastech vyrazné zmény oproti plastim
zdravych vcel, tzv. klinické pfiznaky — mimo mezerovitosti plodu také rozkladajici se larvy
meénici barvu a tvar v kaSovitou hmotu, kterd pozdéji vyschne v ptiskvar ptichyceny v buiice a
obsahujici miliardy spor. Dale také ndlez prodéravélych vicek bunck — dospélé veely
kontroluji larvy uvniti a nestihaji odklizet ty nakazené. V nékterych ptipadech funguje diive
uzivany zapalkovy test — sirka se vlozi do bunky s rozkladajici se larvou a pokud se pfi jejim
vyjmuti za sirkou tdhne vldkno kasovité hmoty, mélo by se jednat o MVP (Titéra, 2009).
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Obr. 6.: Porovnani vcelich plastii: vlevo zdravé vcelstvo (autor: K. Haltufova), uprostied nalez
rozkladajicich se larev napadenych P. larvae oznaCenych Spejlemi (autor: MVDr. Martin Kamler),
vpravo plast silné nakazeného vcelstva (ndlez prodéravélych a propadlych vicek, mezerovitosti a
nakazenych rozkladajicich se larev (zdroj: The Bee Informed Partnership, American foulbrood; autor:

Rob Snyder; beeinformed.org).



1.4.5. Narizeni a postup pri nakaze MVP

Je zakonem stanoveno, ze pii podezieni na MVP pfijede na stanovisté veterinarni inspektor a
provede klinické vysSetfeni vSech vcelstev na stanovisti s rozebranim vceliho dila a odebere
k laboratornimu vySeteni vzorky, jimiz jsou plasty s klinickymi ptiznaky nebo s piiSkvary,
ptipadné¢ vzorky méli ¢i mednych zasob. Také provede Setfeni 0 mozném plivodu nékazy a
jejim Sifeni. V¢elafi je nafizen zakaz premistovani véelstev a veSkerého ptislusenstvi a zdkaz
pouzivani produktli z podezielého stanovisté. Taktéz musi vyhotovit soupis vcelstev a vSech
pouzivanych pomicek na stanovisti. Pokud jsou u vcelstva pozorovany klinické ptiznaky s
ptiskvary a v laboratofi je potvrzena ptitomnost P. larvae (viz podkapitola 1.4.6.), vcely jsou
povaZovany za nakaZené, krajska veterinarni sprava (KVS) vymezi stanovisté jako ohnisko
nakazy a v okoli nejméné 3 km je zfizeno ochranné pasmo (VyhlaSka ¢. 18/2018 Sb., § 8-12).
V ptipadé vice nez 15 % nakazenych véelstev na stanovisti je nafizeno utratit a spalit vSechna
vcelstva na stanovisti a zlikvidovat ¢i vydesinfikovat pomicky pouzivané u téchto véelstev.
V piipadé méné nez 15 % nakazenych vcelstev na stanovisti je nafizeno utratit a spalit
nakazend vcelstva (neni vSak vylou€ena ani moznost spaleni celého stanovisté) a zlikvidovat
¢i vydesinfikovat pomticky pouzivané u téchto vcelstev. Nasledné provede vcelat u zbylych
nespalenych vcelstev pfemeteni na mezistény do novych ¢i desinfikovanych ulli, odstrani a
zlikviduje staré vceli dilo, plasty a plod a odstrani ¢i oSetfi v€eli produkty z tohoto ohniska.
Pokud u téchto v€el b&hem nasledujiciho roku opétovné propukne MVP, jsou utraceny a
spaleny veskeré véely (Vyhlaska €. 18/2018 Sb., § 11).

Véelafttim v ochranném pasmu KVS nafidi odebrat vzorek vcel nebo méli
k bakteriologickému vySetfeni na MVP a zakaze premistovani vcelstev. Pokud jsou tato
nafizeni dodrzena a laboratorni vysledky na MVP negativni, nejdiive za 6 mésicii 1ze ukoncit
opatfeni v ochranném pasmu. Pokud nebyla tato opatfeni dodrZena, ukoncit opatieni lze
nejdiive za 12 mésict (Vyhlaska €. 18/2018 Sb., § 11). KVS vcelstva dale monitoruje.

V ptipad¢é nutnosti utraceni vcel je vCelafi po podani zadosti poskytnuta nahrada nakladi a
ztrat za utraceni vcel, vcelaiského vybaveni, desinfekci néstroji nebo dodrZeni opatfeni

v ochrannych pasmech (Zékon ¢. 166/1999 Sb., § 67; Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb., § 13).

1.4.6. Detekce P. larvae

Laboratorni vySetfeni na pfitomnost ¢i absenci bakterie v odebraném vzorku je nutnou
soucasti kazdého vySetfovani vcel s podezienim na mor vceliho plodu. Vcelaii jej vSak

vyuzivaji 1 pii preventivnich, pravidelnych kontrolach. VySetfeni je mozné provést z
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dospélych vcel 1 larev, také z rtiznych vcelich produktti, ale nejcastéji se provadi z voskové
m¢éli, kterd je tvofena materidlem spadanym na dno Ulu, nejcastéji v§ak voskem. Vzorky jsou
predany akreditované laboratofi (OIE - World Organisation for Animal Health, 2018; Titéra et
al., 2018). U nas je lze dohledat na strankach Ceského institutu pro akreditaci, patii mezi né
napiiklad Vyzkumny ustav véelaisky v Dole (VUV¢), Statni veterinarni ustav Praha, SVU
Olomouc, SVU Jihlava atd. (CIA [online]).

Nejbéznéjsi detekéni metodou P. larvae je kultivaéni vySetfeni na zivném médiu. Molekularni
metody pak nabizi tfeba konvencni polymerazovou fetézcovou reakci — PCR nebo
kvantitativni polymerazovou fetézcovou reakci v redlnim case — qPCR (OIE - World

Organisation for Animal Health, 2018).

1.4.6.1. Kultivacni vySetieni
Vzorky ur€ené k detekci bakterie (mél, véely apod.) se homogenizuji do podoby roztoku a
zahiivaji pfi teploté 80-95 °C po dobu 3-10 minut v zavislosti na pouzité metod¢, diky cemuz
je zahubena vétSina nezadoucich nesporulujicich mikroorganismt (P. larvae neni znicen diky
velmi odolnym spordm, viz podkapitola 1.3.). Takto pfipravené vzorky se naockuji na Petriho
misky s zivnym mediem a kultivuji za definovanych podminek (aerobné pii 36 °C, 6-9 dni).
Narostlé kolonie se poté spocitaji a identifikuji. Vzorky se fedi tak, aby bylo mozné spocitat
kolonie a stanovit mnozstvi patogenu v 1 gramu vySetfované matrice €1 na pocet vcel
v ptivodnim vzorku. Pocet kolonii odpovidd mnoZstvi spor v pivodnim vzorku. Detailngjsi
popis metody lze nalézt v knize Mor vceliho plodu — Diagnostika, prevence a tlumeni vydané
VUVE (Titéra et al., 2018) a doporuéeny postup je piistupny také v Manualu diagnostickych
testd a vakcin pro suchozemska zvirata (OIE - World Organisation for Animal Health, 2018) a
Standardnich metodach pro vyzkum moru vceliho plodu od Mezinarodni spolecnosti pro

vyzkum v¢el (de Graaf et al., 2013).

Tab. 1.: Interpretace

Udaj na Znadi¢islo | Znamend nalez | Klinické pfiznaky
protokolu vysledki kultiva¢niho
negativni 0 zadny, pfipadné | nejsou

AL vySetFeni. Mocniny
méné nez sto

deseti v prvnim sloupci

102 100 stovky nejsou

103 1000 tisice mohou se objevit oznaCuji pocet kolonii
— v budf)uan{ — v logaritmickém  tvaru

104 10000 des<.etl|t|5|ce zprav!dla b)'lvaj.! (CFU - 7 anglického

10° 100 000 statisice zpravidla byvaji

106 1000000 [ miliony zpravidla byvaiji Colony-forming  units).

Nalez vy$$iho pocdtu spor znamena vice nemocné vcelstvo. Prevzato z Mor vceliho plodu —

Diagnostika, prevence a tlumeni (Titéra et al., 2018).
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1.4.6.2. Polymerazova retézova reakce (PCR)
Cilem této metody je amplifikace pozadovaného useku DNA. Ta probihd v pfistroji zvaném
termocykler, ktery dokadze béhem kratké chvile zmeénit teplotu, ve které reakce probiha, o
desitky stupni. To ovliviiuje stabilitu dsDNA, ktera pti vysokych teplotach denaturuje, pfi
snizeni teploty nasedaji na cilenou sekvenci specifické kratké oligonukleotidy (primery), které
tento usek DNA oznaci, diky ¢emuz ho Ize pomoci DNA polymerazy amplifikovat. MnoZeni
probiha desitky cykla a vysledny produkt je nasledné rozpoznan pomoci elektroforézy. To je
separacni metoda, pfi niz se riznou rychlosti pohybuji castice v médiu diky pusobeni
stejnosmeérného proudu. Nejcastéji pouzivand gelova elektroforéza dovoluje rychlou separaci
nukleovych kyselin, je to levna metoda, vhodnd pro urCeni pfitomnosti ¢i absence
pozadovaného useku DNA (Rudge & Monnig, 2000; Saiki et al., 1985; Smarda et al., 2008).
Konkrétni doporuceny postup je pfistupny v Manudlu diagnostickych testli a vakcin pro
suchozemska zvitata (OIE - World Organisation for Animal Health, 2018) nebo detailnéji ve
Standardnich metodach pro molekularni vyzkum Apis mellifera (Evans et al., 2013).

1.4.6.3. Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case (QPCR)
Touto metodou je mozné sledovat amplifikaci DNA v redlném case, resp. na konci kazdého
cyklu, a to diky vyuziti klasické PCR metody amplifikace cilové sekvence za pouziti
specifickych primerti probihajici v termocykleru, ktery ale zaroven disponuje zafizenim pro
detekci fluorescence, jez zaznamendva fluorescenéni signal, ktery je béhem reakce emitovan
diky fluoroforu vazajicimu se na amplifikované iseky DNA. Pfistroj poté dokaze pfeménit
vloZené Uivodni informace a pribézn€ métenou miru fluorescence v numerickou hodnotu pro
kazdy vzorek (Heid et al., 1996). Existuji fluorofory nespecifické (napt. SYBR® Green) nebo
specifické (tzv. proby). Nespecifické fluorofory jsou levnéjsi, ale vazi se obecné na
dvousroubovici DNA, nikoli pouze na pozadovany usek, coZz je nevyhodné v ptipadé
amplifikace nespecifickych produkti kvili méné specifickych primerti ¢i malému obsahu
nami hledan¢ DNA v pivodnim vzorku (Dorak & et al., 2006; Ruiz-Villalba et al., 2017;
Smarda et al., 2008). Dale je popsan postup vyuZivany v této praci, tedy absolutni
kvantifikace pomoci standardni kiivky za pouziti nespecifického fluoroforu SYBR®Green.
V momenté, kdy se produkt naamplifikuje do takové miry, Ze intenzita fluorescence vzorku
piesdhne intenzitu fluorescence jeho plvodniho pozadi (baseline), prechazi reakce do
geometrické, resp. exponencialni faze. V ni dochazi k exponencialni amplifikaci produktu,
kde ¢im vice fluorescencniho signalu je zaznamendno, tim vice fluoroforu je navdzano na

dsDNA, a tim vétsi mnozstvi DNA je naamplifikovdano. Pak nastdva linearni faze, kdy
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dochazi k mirnému poklesu nartistu, kterd prechazi do plato faze, kdy jiz nartst produktu ani
fluorescen¢niho signalu nepokracuje, z diivodu vycerpani slozek reakce (Applied Biosystems,
2007; Dorak & et al., 2006).

Do reakce byly ptidany kromé vzorkl s neznamou koncentraci genetické informace, kterou
chceme zjistit a kvantifikovat, také vzorky se znamou koncentraci DNA, které obsahuji
sekvence hledaného produktu — standardy. Ty se nejcastéji fedi desitkovou fadou. Tyto urcité
koncentrace standardtl pak ziskaji danou hodnotu kvantifikaéniho cyklu Cq, také nazyvanou
Ct, Cp ¢1 TOP (Bustin et al., 2009). Cq oznacuje ¢islo cyklus, pii kterém fluorescencni signal
vzorku piekro¢i fluorescencni signal pozadi, reps. cyklus, ve kterém se naamplifikuje
dostate¢né mnozstvi produktu vydavajici jasngjsi signal nez emituje pozadi. Cim diive
doséhne vzorek rustu amplifikacni ktivky, tim niz$i bude jeho vyslednd hodnota Cq, ktera je
ur¢ena proloZzenim amplifika¢nich kiivek thresholdem v exponencidlni fazi. Niz$i Cq se tedy
vyhodnoti u vzorki, které maji vysSi pocatecni mnozstvi DNA (Dorak & et al., 2006).
Hodnotam Cq odpovidaji jednotlivé body standardii, jimiz je vedena pifimka — standardni
ktivka (standard curve), ktera je v programu spoctena za vyuziti metody nejmensich ¢tverci
linearni regresi. Diky zndmé koncentraci standardli lze tedy stejnym zplsobem stanovit
mnozstvi DNA v neznamych vzorcich (Dorak & et al., 2006).

Utinnost (efficiency) by méla byt idedlné 100 %, akceptovany rozsah je vétsinou 90-110 %.
Vysledky tcinnosti razné od 100 % mohou byt zplsobeny napiiklad nenamnozenim
dvojnasobku produktu v kazdém cyklu, nepfesnym pipetovanim, pfitomnosti inhibitort atd.
Idealni sklon kfivky by byl -3,32 (indikuje 100% tsp&snost), hodnota R? rovna 1,00 (indikuje
perfektni miru vzdjemné shody regresni linie standardni kiivky a hodnot Cq standardu) a y-
intercept mezi 33-37 cyklem (umisténi mimo rozsah indikuje odliSné urCeni mnoZstvi
templatu). Parametry standardni kiivky se méni naptiklad v zavislosti se pfesnosti pipetovani,
proto je doporucené pipetovat v tripletech (Applied Biosystems, 2006, 2007; Dorak & et al.,
20006).

Po dokonceni amplifikace produktu nasleduje sniZeni teploty a jeji postupné rovnomeérné
zvySovani, pfi kterém je zaznamenéavan fluorescencni signal. V ur¢itém momenté a pfi urcité
teploté¢ nastava denaturace dsSDNA namnozeného produktu a nasledné vyvazani fluoroforu,
které se projevi rychlym poklesem fluorescen¢niho signalu. Vysledkem je kiivka tani (melt
curve), na které je teplota poklesu zaznamenana a pro kazdy produkt je tak ziskéna specificka
teplota tani (Tm). Diky analyze kiivky tani lze ovéfit specifitu produktl, teploty tani se lisi

pro razné produkty. Specifitu produkti je mozné ovéfit také pomoci gelové elektroforézy
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(Dorak & et al., 2006). Doporuceny postup je piistupny také v Manudlu diagnostickych testt
a vakcin pro suchozemska zvitata (OIE - World Organisation for Animal Health, 2018) nebo
detailngji ve Standardnich metodach pro molekuldrni vyzkum Apis mellifera (Evans et al.,

2013).

1.4.7. Lécba

V nékterych zemich (Spojené staty americké, Kanada, ...) se pro 1é¢bu moru vceliho plodu
vyuzivaji antibiotika (napf. oxytetracyklin), ta v§ak ptisobi pouze na vegetativni stadia, nikoli
na spory, tudiz nedokazou vcelstvo zbavit nemoci. Navic si P. larvae proti nim vytvofil za
desitky let pouzivani rezistenci a rezidua antibiotik také zistdvaji ve vcelstvu, tedy i
v zasobach a mohou se vyskytnout i v medu (Evans, 2003; Kochansky et al., 2001; Pernal &
Melathopoulos, 2006). V Ceské republice je zakazano véely takto 18¢it (Zakon &. 166/1999
Sb., § 5).

V néavaznosti na rezistenci bakterie se v poslednich letech zamétuje vyzkum vice na moznost
vyuzit ptirozené neptatele P. larvae — bakteriofagy, tedy viry infikujici bakterie. Vazou se
specificky, napt. rizni fagové pouze na uréité kmeny jednotlivych genotypti ERIC, nelze je
tedy pouzivat univerzaln¢. Budouci vyzkumy jisté pfinesou dal$i upfesnéni soucasnych
informaci a objeveni novych bakteriofagi, ktefi mohou pomoci v boji proti bakterii

Paenibacillus larvae (Ribeiro et al., 2019; Santos et al., 2019; Stamereilers et al., 2018).

1.4.8. Prevence
Dtlezita jsou preventivni opatfeni, kterd pomahaji snizovat riziko nakazeni ¢i pfimo mnozZstvi
spor nakazenych vcelstev. Zakladnim ptredpokladem pro tspéch jsou silna vcelstva — ta se
vétSinou dokazou vypotadat s nemocemi sama. Veelaf také mize pomoci naptiklad vybérem
matky, jejiz potomci budou mit dobry Cistici pud nebo nevytaci véeldm piiliSné mnoZzstvi
medu. Vcely by mély mit v okoli stanovisté dostatek potravy a pfi jejim nedostatku, napiiklad
v déletrvajicim destivém obdobi ¢i pii tuhé zimé, kontroluje vcelat zasoby a nenechd vcely
hladovét. Déale mize pomoci tim, ze pravidelné kontroluje sva vcelstva a odesila vzorky méli
na vySetteni, ptipadné preventivné desinfikuje a obménuje starsi dilo. Tlumi ostatni nemoci,
které 1ze 1écit. Nepouzivd materidly a krmeni s neovéfenou nakazovou situaci, dodrzuje
ochranna pasma a dalSi nafizeni. Pribézné se vzdélava ve vcelarskych tématech a také se
informuje o soucasné situaci v okoli, napt. ohledné chorob, postiikli, novych vcelstev atd.,

v ¢emz vCelafim pomahaji tfeba vcelatrské spolky (Rytina et al., 2016; Titéra, 2009).
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K zamezeni Sifeni mohou napomoci 1 zdkonnad opatfeni, vcetné téch jiz zminénych.
Veterinarni pozadavky na vcelafe ve vyhlasce 18/2018 Sb., § 3 stanovuji ptiznivé podminky
pro zivot v€el a patii mezi né napiiklad dodrzovani Cistoty a nezdvadnosti ulll a v¢elatskych
pomiicek, provadéni opatieni proti zavleCeni nakazy do vcelstev, pravidelné provadéni
kontrol zdravotniho stavu a odesilani vzorki na kontrolu do akreditované laboratoie, peclivé
zpracovani vosku pro dalsi potiebu apod. Také je dovoleno prodavat med, matefi kaSicku
nebo vceli vosk pouze zdravotné¢ nezavadné a od klinicky zdravych vcelstev (Zakon ¢.
166/1999 Sb., § 20). Pokud vcelat zjisti thyn vcel nad limit stanoveny provadécim pravnim
ptedpisem (vice nez 25 % vcelstev z poctu veelstev evidovanych v tstfedni evidenci k 1. zafi
predchéazejiciho roku na daném stanovisti vcelstev), je povinen jej neprodlené ohlésit KVS
(Zékon ¢. 166/1999 Sb., § 5; Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb., § 5). Pfi nakazeni MVP je vétSinou
nafizeno provést premeteni u véel, které nemusely byt spaleny spolu s nakazenymi vcelstvy, a
to do novych ¢i desinfikovanych Uli na stavebni rdmky nebo ulG oSetfenych v horké
parafinové lazni pii minimalni teploté 160 °C po dobu 10 minut. Déle je nutné odstranit véeli
dilo ze vcelstev a vytvorit podminky pro stavbu nového dila, odstranit plasty z ptivodniho
véelstva a zlikvidovat veSkery vceli plod a plodové plasty a plati také zakaz spojovani
vcelstev (Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb., § 11). Svétova organizace pro zdravi zvifat vydala a
prabézné aktualizuje obecné pokyny pro kontrolu vcelich chorob (OIE - World Organisation

for Animal Health, 2019a, 2019b).

1.4.8.1. Premeteni v¢el na mezistény

Funkéni aplikovatelné opatfeni pro prevenci pred propuknutim klinickych ptiznakl je jiz
zminované premeteni vcel na mezistény. Metoda je dlouhodobé vyuzivana a diive byla
nazyvana severské, finské, norské ¢i Svédské zimovani, lze nalézt i termin pfemetani. V
anglicky psané literatufe miiZete metodu najit pod nazvem ,,shook swarm (method)“ ¢i méné
Casto jako ,,shaking method*. Tato technika se nevyuziva pouze jako preventivni opatieni
pied chorobami, jako jsou mor a hniloba vceliho plodu ¢i pfi 1éCeni varroazy, nosematozy,
zvéapenaténi plodu a dalSich chorob, ale vcelafi ji vyuZivaji tieba pii zméné velikosti ramkd,
vyméné matky, vysSi vytéznosti vosku, pifi obméné vceliho dila ze star§iho na nové atd.
(Kamler et al., 2017; Sol¢ansky, 2016). Pfemeteni simuluje vyrojeni se vcelstva a je znamo,
ze u roju z nakazenych vcelstev byl pocet P. larvae snizen (Fries et al., 2006).

Zakladem uspéchu je zvolit spravné obdobi pro provedeni pfemeteni. Za nejvhodnéjsi dobu
k provadéni této metody je takové obdobi, kdy maji véely dostatek zdroju potravy, dulezity je

dostatek pylu. Pfi vybéru musi vCelafi ptihlédnout 1 k mistnim podminkam, kterymi jsou tfeba
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aktudlni pocasi, okolni prostfedi i nadmotiskéd vyska. S ohledem na tato doporuceni vychazi
obdobi od dubna do Cervence. Pfemeteni v diivéjSich mésicich znemoziuje pfili§ chladné
pocasi a mohou se vyskytnout problémy s piechodem na letni generaci véel. V opacném
ptipadé hrozi, Ze by v plodovych plastech jiz mohla byt zimni generace vcel a véely by mohly
mit problém nasbirat dostatek potravy na zimu (Animal & Plant Health Agency, 2019;
Kamler et al., 2017; Sol¢ansky, 2016).

Jednotlivé kroky pfemeteni se mohou v zavislosti na primarnim ucelu mirné liSit. Nasledujici
postup lze pouZit pro preventivni oSeteni vcelstva s cilem sniZzit infekéni tlak patogenu, tedy
snizit jeho mnozstvi ve veelstvu a tim zamezit propuknuti klinickych ptiznaki moru vceliho
plodu (lze vyuzit napt. pfi pozitivnim zachytu bakterie v kontrolovanych vzorcich, kdy
zaroven ve vcelstvu nebyly nalezeny klinické ptiznaky, pro oSetfeni vcelstev v ochranném
pasmu atd.). Pfed samotnym piemetenim je vhodné mit vSe dopfedu pfipravené, tedy opatfit
si dezinfekéni prostiedky, smetacek, potravu pro pifikrmovani vcel a dalsi potieby, ale
predevsim zcela novy ul s novymi radmky s mezisténami, ktery by mél byt o tietinu mensi.
Nalezneme a zaklickujeme matku, novy Ul postavime na misto pivodniho ulu a pfemistime
do ného matku. Vezmeme plasty zpivodniho Glu a do vytvofeného menSiho prostoru
uprostfed nastavku (pfedchozim vyndanim nékolika rdmki) sklepavame vcely pfimo z pléstu,
a to rychlym pohybem s ndhlym zastavenim plastu nad novym nastavkem. Pfipadné mtizeme
shora udetit do nastavku nebo do ruky, kterou nastavek drzime.

o EN \ : : m | Obr. 7.: Pfemeteni na mezistény. Vcelafi

premistuji vcely do nového ulu. Zdroj:

smugmug.com [online]
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Tento postup aplikujeme na vSechny plésty a jednotlivé véely smetavame z plastu smetdckem.
Na zavér opét vratime vyndané ramky na pivodni misto. Smetené vcely si vSak spory P.
larvae mohou nést ve svém travicim traktu, proto se vc¢elati uchyluji k mezikroku, kdy vcely
ponechaji v izolaci do doby, nez stravi svou potravu (Animal & Plant Health Agency, 2019;
Sol¢ansky, 2016). Po pfemeteni je vhodné vcely ptikrmit medocukrovym téstem nebo
cukernym roztokem, ve kterém mohou byt pfidané imunostimulac¢ni latky, coz je také soucasti
certifikované metodiky VUVE o piemeteni véelstev (Kamler et al., 2017). Veskeré soudasti
starého ulu a dalsi uzivané pomticky mohou obsahovat spory P. larvae, proto je nutna jejich
likvidace, kterou provedeme spalenim hoflavého materidlu a dikladnou dezinfekcei
nehotlavého materidlu.

Védecké studie provadéné v nejriizngjsich zemi (CR, Dénsko, Pakistan, Turecko a dalsf)
potvrzuji uspésnost této metody u veelstev nakazenych morem. Bylo dokazano, ze ackoliv je i
po premeteni P. larvae stale pfitomen, tak v menSim mnozstvi a jiZ nejsou pozorovany
klinické ptiznaky. Pfi spravné nasledné péci mohou byt vcely uchrdnény od spaleni (Guler,

2008; Hansen & Bredsgaard, 2003; Munawar et al., 2010; Pernal et al., 2008).
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2. Material a metodika

Jelikoz patfi mor vceliho plodu mezi nebezpeéné nakazy, nelze se vzorky zachéazet bez
povoleni povétenych osob (Zakon €. 166/1999 Sb., § 10). Diky spolupraci nasi laboratote
s Vyzkumnym tstavem véelaiskym v Dole (VUV¢) a po dohodé se SVS nam bylo umoznéno
si spolu s odborniky z VUV¢ odebrat pro uéely vyzkumu vzorky véel, u nichz byl potvrzen

vyskyt P. larvae.

2.1. Lokality

WROCLAW
Hustota zavéeleni v roce 2017 DRESDEN
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Obr. 8.: Mapa s hustotou zav¢eleni s vyznacenymi lokalitami (Cervené Spendliky), ze kterych byly
odebrany vzorky — zleva doprava: Uhonice, UtéSenovice, Zdeslavice, Lidetko. Zdroj CARTO

[online].

2.1.1. Uhonice — 1. odbér
Pti pravidelnych kontroldch zimni méli byla v testovanych vzorcich detekovéana kultivacni
metodou pritomnost bakterie P. larvae. Nasledny postup nafizuje prohlidku dotycného
vceliho stanovisté a vCeliho dila. Klinické pfiznaky nebyly nalezeny. V ramci ozdraveni bylo

naplanovano u vybranych vcelstev provést metodu premeteni na mezistény.
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2.1.2. Uhonice — 2. odbér

Po provedeni pfemeteni na mezistény (metoda vysvétlena v podkapitole 1.4.8.) byla odebrana
druha sada vzorkl. Premeteni bylo provedeno 11.5.2015 a byla pfemetena 4 vcelstva

(oznacena Ul, U4, U18 a U19).

2.1.3. Lidecko
Pti pravidelnych kontrolach zimni méli byla v testovanych vzorcich detekovana kultivacni
metodou pritomnost bakterie P. larvae. Pii nésledné prohlidce byly u 3 vcelstev nalezeny

klinické pfiznaky, tato vcelstva byla spélena.

2.1.4. Ut&enovice
Pti pravidelnych kontrolach zimni méli byla v testovanych vzorcich detekovana kultivacni
metodou piitomnost bakterie P. larvae. U vétSiny v€elstev byly nalezeny klinické pfiznaky a

celé stanovisté muselo byt spaleno.

2.1.5. Zdeslavice

Pti pravidelnych kontrolach zimni méli byla v testovanych vzorcich detekovana kultivacni
metodou piitomnost bakterie P. larvae. U vétSiny v€elstev byly nalezeny klinické pfiznaky a

celé stanovisté muselo byt spaleno.

2.1.6. Prehled odebranych vzorku

Datum sbéru |28. 4. 2015| 1.7.2015 | 14.7.2015 | 14.5.2015 | 14. 5. 2015
Stanovi§té | Uhonice 1 | Uhonice 2 Soudet:
szfs?va 13 10 18 4 3 48
extrakce 104 80 59 13 14 270
PCR AFB 88 17 16 13 14 148
nested PCR 48 0 0 3 6 57
gqPCR 41 52 31 13 15 152

Tab. 2.: Informace o odbérech a zpracovani vzorku. Pocty vcelstev, z nichz byly odebrany vzorky,
pocet vzorkl, u nichz byla provedena extrakce DNA a dalsi metody. Jednotlivé metody jsou popsany a

vysvétleny v textu.
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2.2. Sbér vzorku vcelich délnic

Pted odjezdem na lokalitu byly pfipraveny vSechny potifebné pomicky — velké priihledné
plastové sacky, lihové popisovace, denik a tuzky, termobox s ledem. Ochranné vcelaiské
pomucky a smeta¢ek ndm byly pljéeny u vcelafe. Po otevieni uli byla vcelafem hlidana
matka (matka byva oznacena barevnym koleckem na dorzalni ¢asti hrudi, barva je urcena dle
ro¢niku narozeni matky), aby bylo jisté, Ze nebude omylem smetena s ostatnimi véelami do
vzorku. Cilem sbéru byly vcely, které ve vcelstvu oSettuji plod, coz je vétSinou ukol mladsich
vcel. Sbér véel tedy probihal z plodovych plasti (Prymas et al., 2017). Vybrany plast byl
vyndan z Glu, pod néj byl vloZen sacek s ¢islem ulu. Do nastavku bylo shora udeteno rukou,
¢imz bylo do saCku sklepnuto vétsi mnoZstvi v€el najednou, ptipadné byl pouzit smetacek a
jim vcely zplastu do sacku jemné ometeny. Sacek s vcelami byl vloZzen do termoboxu
s ledem, vcely se chladem postupné zklidnily a ztuhly. Po odebrani vSech vzorki byly véely
pfevezeny do laboratofe, kde byly umistény do mrazaku (-40 °C). Jiz zmrzlé vcely byly
postupné roztiidény do papirovych krabicek, které byly popsdny mistem sbéru, datem sbéru,
Cislem ulu, pfipadné poctem vcel uvniti krabicky a znovu umistény ve vétsim sacku do

mrazaku (Evans et al., 2013).

£y
\

Obr. 9.: Sbér vzorku vcel na stanovisti, rok 2015; foto Kristyna Haltufova.

2.3. Fenol-chloroformova extrakce DNA

Opakovatelné pouzivany material byl pravidelné myt v ruce, pokud to bylo mozné nasledné

v mycce a poté prosel sterilizaénim cyklem v autoklavu. Prace s nebezpeénymi latkami byla
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provadéna s oblicejovym Stitem a v laboratorni digestoii s odsdvanim pracovniho prostoru

shora, aby se bylo zabranéno vdechovani vzniklych vypart.

2.3.1. Sterilizace vcel

Viely byly vyndany z mrazédku a rozdéleny do sterilnich sklenénych kadinek, piedem
popsanych ¢islem ulu. Do nadoby byl nalit 96% ethanol tak, aby byly vcely ponofeny. Poté
byly v nadobé promichany pinzetou a ethanol byl z nadoby slit. Timto zplisobem byly vcely
procistény celkem 1x ethanolem, 1x ethanolem 1:1 s CistiCem Savo (= voda, 5% chlornan
sodny, sekundarni komponenta chlorid sodny, hydroxid sodny) a nakonec 2x fosfatovym
pufrem s Tweenem (PBST: 10 mM Na;HPOg4; 1,8 mM KH>POy4; 2,7 mM KCI; 135 mM NacCl
s 0,05% Tween® 20, No. 9127, Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko; ostatni Sigma-Aldrich
Inc./MilliporeSigma).

2.3.2. Homogenizace vcel
Homogenizace probihala ve zkumavkach PP se Sroubovacim uzavérem (7 ml, Cat. No. 3205,
BioSpec Products, Inc., USA). Do zkumavky bylo pfidano cca 0,5 g ostrych ¢astic pramér 0,1
mm, cca 0,5 g ostrych ¢astic pramér 0,3 mm (oboji Garnet beads, Cat. No. 11079110gar, resp.
Cat. No. 11079103gar, BioSpec Products, Inc., USA) a 2 sklenéné kulicky (Glasperlen,
primér 2,85-3,45 mm, Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko). Naplnéné zkumavky byly
vlozeny do vé&tsi sklenéné nadoby a poté proSly sterilizatnim cyklem v autoklavu.
Sterilizované veely byly vlozeny po 10 (jeden vzorek byl tedy tvofen 10 v¢éelami) do predem
pfipravenych a popsanych homogenizacnich zkumavek. Popsany byly vzdy zkumavky i
vicka. Od kazdého vzorku bylo udélano celkem 8 opakovani (pro lokalitu Uhonice, zbylé
lokality mély rtzné pocty opakovani). Kazdd zkumavka byla pomoci sterilni Pasteurovy
pipety 1 ml, PE? doplnéna 5 ml fenolu (Roti®-Phenol zur Extraktion von Nukleinsduren; Carl
Roth GmbH + Co. KG, Némecko; 500 ml). Vcely byly tedy zcela zality roztokem, ale
zaroven zbyl ve zkumavce dostatek vzduchu pro UspéSnou homogenizaci. Zkumavky byly
pevné zavieny, zalepeny pruhem Parafilm® M kryci pasky a vloZeny na 2 minuty do
homogenizaéniho pfistroje MiniBeadBeater-16 (model 607EUR; firma BioSpec Products,
Inc., USA). Veskery obsah homogeniza¢nich zkumavek byl poté pielit do pfedem popsanych
a pfipravenych centrifugac¢nich zkumavek (15 ml, Sroubovaci uzavér, PP; Cat No. D1003;
firma KRD Praha). Poté bylo Pasteurovou pipetou ptiddno 5 ml roztoku PBST a vzorky
protfepany. Zkumavky byly rovnomérné rozmistény do centrifugy (model CL31R
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Multispeed; Thermo Fisher Scientific Inc., USA) a ta pusténa na 6000 otacek po dobu 5

minut.

2.3.3. Extrakce

Zcentrifugované vzorky byly pfeneseny do digestote, kde byla pomoci automatické pipety do
novych centrifuganich zkumavek odpipetovana horni vrstva s H>O, ve které byla geneticka
informace. Spodni vrstva s fenolem a zbytky pevnych castic vCel byla vyhozena do
nebezpecného odpadu. K vodnému roztoku bylo Pasteurovou pipetou pfiddno 5 ml roztoku
chloroformu 24:1 s izo-amil-alkoholem (Chloroform p.a.; CHCIs; Ing. Petr Svec — PENTA
s.r.0.; 2500 ml a 3-Methylbutan-1-ol g.r. / Izo-amil-alkohol g.r.; CsH20O; Lach-Ner, s.r.o.;
1000 ml). Zkumavky byly protfepany a opét vlozeny do centrifugy na 6000 otac¢ek po dobu 5
minut. Procisténi chloroformem a izo-amil-alkoholem bylo znovu opakovano. Po druhém
ptecisténi byla ze vzorkil odpipetovana horni vrstva po 1000 pl do pfedem piipravenych a
popsanych mikrozkumavek Eppendorf Tubes® 3810X 1,5 ml. Ke vzorku bylo pfidano 100 pl
octanu sodného (Sodium acetate buffer solution, No. S7899-100ML, Sigma-Aldrich
Inc./MilliporeSigma) a doplnéno 450 pl Propan-2-ol ((CH3):CHOH; Labscan Analytical
Sciences; 2500 ml). Protfepané vzorky byly vloZeny na 20 minut do mrazdku o -40 °C a
nasledné pak umistény do centrifugy na 12000 otacek po dobu 15 minut. Po tomto procesu
byly na dné¢ mikrozkumavky odstfedény veskeré mikrocastice véetné genetické informace,
tzv. pelet. Tekutina byla slita a pelet hlidan, aby ziistal v mikrozkumavce, kteréa se pak nechala
1-2 minuty vyschnout. Poté bylo do mikrozkumavek jednoho vzorku rozpipetovano
rovnomérné 1000 pl 70% ethanolu (100% ethanol se ziedi pomérem 70:30 s dvakrat
autoklavovanou ddH>O; uchovava se v mrazaku pti -40 °C), diky kterému byly pelety pipetou
jednoduseji pfendany do jedné mikrozkumavky (s kone¢nym objemem 1000 pl a vSemi pelety
jednoho vzorku). Mikrozkumavky pak byly znovu umistény do centrifugy na 12000 otacek po
dobu 15 minut. V mezicase byla dvakrat autoklavovana ddH>O vloZena do suché 14zn€ Block
Heater (model HB-1; Wealtec Corp.) nastavené na 60 °C, aby byla pfipravena na pozd¢ji.
Z mikrozkumavek byl slit ethanol, pelet znovu hlidan a mikrozkumavky, otoCeny otevienym
vickem dolu, byly nechany 5 minut vyschnout. Dale byly mikrozkumavky naskladany do
pfistroje Digital SpeedVac Concentrator (model SPD111V-230; Thermo Fisher Scientific
Inc.) nastaveného na 45 °C a 10 minut, aby byl odstranén zbyly ethanol. Mikrozkumavky s
vysuSenymi pelety byly umistény do suché 1azn¢ Block Heater (teplota 60 °C zachovéna) do
kazdého vzorku bylo pfidano 200 pl zahtaté dvakrat autoklavované ddH>O a pelet byl

22



postupné rozpoustén (proces byl zrychlen pfi vyuziti pipetovych Spi¢ek na promichdvani—

jedna pro kazdou mikrozkumavku).

2.3.4. Purifikace
Po uplném rozpusténi peletu bylo nutné vzorky precistit na pristroji WOB-L Pres/Vac Dry
Pump 2 (model 25227-02; Welch — Gardner Denver Thomas, Inc.). K tomu byl pouzivan kit
GeneAll® Expin™ Combo GP (GeneAll Biotechnology Co., South Korea), ktery obsahoval
specialni kolonky typu D (zavickovand mikrozkumavka s prito¢nou sbérnou trubici misto
dna, ktera byla vlozena do zkumavky bez vicka), pufr PB, pufr NW, pufr EB a pfirucku. Takeé
byly pfipraveny nové mikrozkumavky Eppendorf Safe-Lock 1,5 ml a dvakrat autokldvovana
ddH>0. Zavickované mikrozkumavky byly nasazeny na zaviené vyvody piistroje WOB-L a
popsany stejné jako vzorky, zkumavky bez vicka zlstaly ve stojanku. Pristroj byl zapnut a
postupné byly otevirdny vyvody, které byly pouzity. Do vzorku bylo napipetovano 700 pl
pufru PB a propipetovéano, aby se vzorek s pufrem smisily. Roztok byl nasledné napipetovan
do prislusné filtrované mikrozkumavky. Po proteceni bylo napipetovano 700 pl pufru NW a
vpraveno piimo do filtrované mikrozkumavky. Po proteCeni byl pfistroj vypnut,
mikrozkumavka vlozena zpét do zkumavky bez vicka a celé kolonka vlozena do centrifugy na
12000 otagek po dobu 3 minut pro odstfedéni zbytkd pufru. Zavickované zkumavky byly
opatrn¢ vlozeny do pfedem piipravenych a popsanych mikrozkumavek Eppendorf, otevieny a
dovnitf na filtr bylo opatrné napipetovano 200 pl dvakrat autokldvované ddH»O. Po cca 3
minutach byly vzorky opét vloZeny do centrifugy na 12000 otacek po dobu 3 minut. H2O,
spolu s navdazanou DNA, protekla do nové mikrozkumavky, ¢imZz byla purifikace DNA

dokoncena.
2.4. Polymerazova retézova reakce a elektroforéza

2.4.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)
Vybrané vzorky byly pfipraveny do stojanku a spocitany (kone¢ny pocet vzorktl byl navysen
o pozitivni kontrolu (PK), negativni kontrolu (NK) a pfimétené¢ mnozstvi rezervnich vzorkl —
cca 10 %). Bylo dopocitano konkrétni mnozstvi pro vSechny vzorky, které bylo potieba
namichat do pfedem popsané mikro zkumavky Eppendorf Safe-Lock 1,5 ml z jednotlivych
slozek mastermixu — vétSinou ve dvou variantach: s eubakteridlnimi primery a specifickymi

primery pro AFB.
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Taxon | Lokus | Nazev Primer (5°-3°) Délka (bp) Zdroj

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1465 (Weisburg

. 16S | 1492R CGGTTACCTTGTTACGACTT etal., 1991)
Bakterie rRNA | AFBF | CTTGTGTTTCTTTCGGGAGACGCCA (Dobbelaere
AFBR TCTTAGAGTGCCCACCTCTGCG Hoe etal., 2001)

Tab. 3.: Primery pouzité pii PCR. Pozn.: AFBF a ABFR primery jsou doporuc¢eny i v Manualu
diagnostickych testti a vakcin pro suchozemska zvirata (OIE - World Organisation for Animal Health,
2018) a ve Standardnich metodach pro vyzkum moru véeliho plodu od Mezinarodni spolecnosti pro
vyzkum vcel (de Graaf et al., 2013).

Nasledujici udaje pro jeden vzorek (12 pl roztoku + 1 pl DNA) byly tedy vyndsobeny
konkrétnim poctem vzorkd:

- 9,1875 ul ddH>0 (2x destilovand, 2x autokldvovana voda)

- 1,25l DreamTaq™ pufr (Cat. No. B65, Thermo Scientific™)

- 0,25l dNTPs (Promega, USA)

- 05w F 10 uM (primer, F = forward)

- 05l R 10 uM (primer, R = reverse)

- 0,0625 pl DreamTaq DNA polymerdza (5 U/uL, No. EP0705, Thermo Scientific)
- 0,25l DMSO (Promega, USA)

- 1l DNA (vzorek, u PK vzorek P. larvae, u NK ddH20)

Mastermix byl po pfidani vSech sloZek promichan na vortexu a jednotlivé slozky byly vraceny
do mrazaku. Mastermix roztoky byly uchovavany v nadrceném ledu v termoboxu a zacalo se
s jejich rozpipetovavanim do predem popsanych mikrozkumavek Eppendorf PCR Tubes 0,5
ml. Mezi kazdym pipetovanim byly znovu promichany. Kdyz byly mikrozkumavky pro
bakteridlni a AFB primery rozpipetované, zacal se do kazdé mikrozkumavky 0,5 ml pfidavat
1 pl konkrétniho vzorku. Do PK byl pfidan misto vzorku zdmérné vytvoteny vzorek P. larvae
(viz podkapitola 2.4.4.). Do NK byla misto vzorku pfiddna dvakrat autoklavovana ddH>O.
Ptipravené vzorky byly vloZeny do drzéku pfistroje Thermal Cycler C1000 a pribéh reakce
nastaven takto:

- 1. cyklus =95 °C; 3 minuty

- 2. cyklus =95 °C; 0,5 minuty

- 3. cyklus =55 °C; 0,5 minuty
4. cyklus =72 °C; 1 minuta
- 5. cyklus = postupné 34x opakovat cykly 2, 3, 4
6. cyklus =72 °C, 5 minut
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2.4.2. Gelova elektroforéza a vizualizace vysledki
Po skonceni PCR byly vzorky zamrazeny ¢i rovnou pouzity pro zkontrolovani gelovou
elektroforézou. Podle mnozstvi vzorkli byla pfipravena velikost elektroforézy. Bylo potieba
pfipravit jednotlivé slozky pro vytvofeni gelu, ve kterém probiha cela reakce (mnozstvi
jednotlivych slozek bylo ménéno dle potieby velikosti gelu, ale pomér zistal zachovan):
- 1 g=agardza SeaKem® LE Agarose, Lonza, USA (1% agarozovy gel)
- 100 ml = pufr (Rotiphorese® 50x TAE Puffer, No. CL86.2, Carl Roth GmbH + Co.
KG, Némecko; fedény 50x s ddH»0)
- 6 pl = fluorescen¢ni barvivo SYBR Green (DMSO v poméru 10:1 s barvivem
SYBR®Safe DNA Gel Stain, Cat. No. S33102, Invitrogen, USA)
Do sklenéné kadinky bylo pfiddno pozadované mnozstvi agardzy, prilit pufr, vlozeno
magnetické michatko a kadinka byla vlozena do mikrovinné trouby na 2-3 minuty (dokud
nezacal pufr vfit, aby se agar6za dostatecné rozpustila). V této mezidob¢ byla pfipravena
nadoba, ve které pozdéji gel tuhl, a hiebeny, které vytvorily otvory v gelu pro nasledné
umisténi vzorkid. Vrouci gel byl pfemistén na magnetickou podlozku a magnetické michétko
postupné ochlazovalo roztok cca 5 minut na teplotu okolo 50 °C. Poté bylo pipetou pfidano
barvivo a roztok byl promichén na nejvyssi moznou rychlost, aby se barvivo dobie rozmistilo
v roztoku. Poté byl gel nalit do pfedem piipravené ze stran utésnéné nadoby a nechal se 15-30
minut tuhnout. Ztuhly gel byl pfenddn do nddoby pro elektroforézu s ptfipravenym
dostatecnym mnozstvim pufru, aby byl gel cely ponofeny. Z ponofené¢ho gelu byly vyndany
hiebeny. Na sterilni Parafilm® M kryci pasku byly naneseny jednotlivé malé kapky
oranzového vkladaciho pufru (PCR Loading Buffer Yellow, Lot. No PO64082019, Top-Bio)
na obarveni vzorkd. Nyni byly vzaty vzorky po PCR z Thermal Cycleru ¢i z mrazaku a
z kazdého vzorku bylo pipetou odebrano 5 pl, smichano s kapkou vkladaciho pufru a
vpipetovano do otvoru v tuhém gelu v elektroforéze. Prvni otvory v kazdé tadé zistavaly
prazdné a po vpipetovani vSech vzorkti do nich byl napipetovan hmotnostni marker DNA
Ladder 1 nebo 2 (ZipRuler™ Express DNA Ladder Set, ready-to-use, Cat. No. SM1373,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA USA), ktery zde piedstavuje vzor k urceni
velikosti naSich amplikont. V ptipadé 2% agar6zového gelu pro identifikaci produkti z qPCR
(viz obr. 16., str. 40) byl pouzit 50 bp GeneRuler ™ DNA Ladder (Cat. No. SM0373, Thermo
Scientific). DNA Ladder obsahuje smés fragmentti o zndmém poctu bp — v gelu viditelné diky
barvivu SYBR Green jako prouzky odstupiiované ve sméru proudu, které lze porovnat

snaSim vzorkem. Jakmile byly vSechny vzorky napipetovany, elektroforetickd soustava
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(ENDURO™ 300 V Power Supplies, E0303, Labnet International) byla zpusténa na 100 V a
350 mA a nechala se 20-30 minut pracovat za obcasné kontroly. Do seSitu byly piesné
zapsano umisténi vzorkll v gelu. Po skonceni elektroforézy byl gel vynat a prenesen do
transiluminatoru InGenius LHR (SYIGLHR/1049, SYNGENE, USA), ktery diky kameie a
UV svétlu ve spojeni s pocitatem a programem GeneSnap (Syngene) vizualizoval vysledky
elektroforézy a prokdzal piitomnost ¢i nepfitomnost v nasem piipadé bakterii. Pokud se
nachdzel prouzek u pozitivni kontroly (reakce funguje spravné) a také se se prouzek
nenachézel u negativni kontroly (reakce nebyla kontaminovana), pravdépodobné nevznikla
v dosavadni reakci chyba. Pokud se zaroven u nasich vzorkl nachéazely prouzky o spravné
velikosti, vysledky byly zapsany jako pozitivni, pokud se i navzdory pozitivni PK u nasich

vzorkl prouzky nenachézely, vysledky byly zapsany jako negativni.

2.4.3. Zahnizdéna polymerazova retézova reakce (nested PCR)
Pokud pfi vizualizaci vysledkit PCR nevykazovaly vzorky s AFB primery pfitomnost P.
larve, ale PK byla jasné viditelnd, byla u vzorkli provedena nested PCR. Vzorky, které prosly
PCR s eubakteridlnimi primery, byly pouzity jako DNA templat pro novy béh PCR se
specifickymi AFB primery, prosly tedy podruhé PCR (stejné nastaveni) a s dvéma sadami
primert (Thompson et al., 2013; van Pelt-Verkuil et al., 2008).

2.4.4. Pozitivni kontrola
Vzorek pozitivni kontroly (PK) v tomto ptipad€ vzdy obsahoval extrahovanou DNA bakterie
Paenibacillus larvae a byl vytvotfeny za ucelem ovéfeni, zda reakce fungovala spravé pro
detekci této bakterie — PK tedy méla pfi vizualizaci vZdy pozitivné potvrdit pfitomnost
bakterie. Pro vyrobu PK byla vyuzita Petriho miska se zdmérn¢ narostlymi koloniemi bakterie
P. larvae (ziskana z VUVE). Manipulace byla velmi opatrna, aby se piedeslo jakékoliv
kontaminaci. Sterilnim paratkem byla odebrana kolonie (do vzorku PL1 kolonie o priméru 2
mm, do PL2 kolonie o priméru 4 mm a do PL3 3 kolonie o priméru 2 mm), které byly
vloZeny do ptfedem pfipravenych a popsanych mikrozkumavek Eppendorf Safe-Lock Tubes
1,5 ml, ve kterych se nachazela dvakrat autokldvovana ddH20, do niz byl piidan Chelex®100
(C7901-25G, Sigma-Aldrich Inc./MilliporeSigma), ktery tvofil 5 % vysledného roztoku.
Nasledné byly mikrozkumavky vloZeny do suché lazn€ Block Heater (model HB-1; Wealtec
Corp.), kde se zahtivaly 15 minut pii teploté¢ 95 °C. Nakonec se nechaly 1 minutu stacet na

centrifuze pfi rychlosti 7500 otacek. Uchovavany byly v mrazaku s ostatnimi vzorky.
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2.5. Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném

Case (qPCR)

2.5.1. Priprava

Veskery material byl pfipraven v laminarnim boxu (firma ESCO) pro zabranéni kontaminace
vzorkill a s oSetienim prostoru UV svétlem po dokonceni prace v digestofi. Pipety, centrifuga,
vortex a dalSi konkrétni potfebné predméty byly pouzivany pouze v této digestofi na
procedury, pfi kterych nesmélo dojit ke kontaminaci.

Vybrané vzorky spolu s PN a NK byly pfipraveny do stojanu pro mikrozkumavky, spocitany
a tento pocet zdvojndsoben, pipetovano bylo v duplikatech (konecny pocet byl navySen o
pfiméfené mnozstvi slouzici jako rezerva roztoku — cca 5-10 %). V PC v programu Step One
™ Software (Reaction Setup), skrze ktery budou pozd&ji zobrazovany vysledky, bylo
dopocitano konkrétni mnozstvi vSech piisad budouciho premixu. Nésledujici tdaje pro jeden
vzorek (18 ul roztoku + 2 ul DNA) byly tedy vynasobeny kone¢nym poctem vzorki a bylo
potieba je namichat do pfedem popsané mikro zkumavky Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 ml

nebo 2 ml z jednotlivych slozek:

- 10upul GoTaq® qPCR Master Mix (BRYT Green®; kat. ¢. A6001, Promega)
- 0,8l dvakrat autoklavovana ddH,O
- 3,6l F 10 uM = PL2-Fw (fedén 10:90 s ddH-0)
- 3,6l R 10 uM = PL2-Rev (fedén 10:90 s ddH-0)
- 2ul DNA (vzorek, u PK vzorek P. larvae, u NK ddH20)
Lokus Nazev Primer (5°-37) Délka (bp) Zdroj
16S PL2-Fw CGGGAGACGCCAGGTTAG 380 bp (Forsgren & Laugen, 2013;
rRNA | PL2-Rev | TTCTTCCTTGGCAACAGAGC Martinez et al., 2010)

Tab. 4.: Primery pouZzité pii qPCR (Metabion International AG, Némecko).

2.5.2. Redéni standardi

Pro vyrobu standardi byl pouzit kolegyni Ing. Martou Nesvornou v laboratofi vyrobeny
roztok linearizovaného rekombinantniho plazmidu v TE pufru, ktery zahrnoval vektor —
plasmid (pGEM®-T Vector, Promega A1360) a cizorody fragment DNA, ktery tvofila jedna
kopie PCR produktu amplifikovaného primery PL2-Fw a PL2-Rev. Tento koncentrovany
zasobni roztok byl uchovavan v mrazaku pii -40 °C a pted reakci zfedén s ddH,O a to

desitkovym métenim. K 10 pl roztoku bylo ptidano 90 pl ddH>O a peclivé promiseno, z takto
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ziedéného roztoku bylo odebrano 50 pul, napipetovano do pfedem piipravené a popsané
mikrozkumavky Eppendorf Safe-Lock 1,5 ml a nasledné¢ bylo ptidano 450 ul ddH>0O. Béhem
piidavani vody. Timto zptsobem bylo nafedéno 9 novych roztoki, budoucich standardi:

o ST 1=10 pl zasobniho roztoku + 90 ul ddH>O (koncentrace DNA 5,4 ng/ul)

o ST2=50ulST1+450 ul ddH>O (koncentrace DNA 0,54 ng/ul)

o ST3=50pulST2+450 ul ddH>0 (koncentrace DNA 0,054 ng/ul)

o ST4=50ulST 3 +450 ul ddH>O (koncentrace DNA 0,0054 ng/ul)

o ST 5=50ul ST 4 + 450 ul ddH>0 (koncentrace DNA 5,4 ng/ul)

o ST 6=50ul ST 5+ 450 ul ddH,O (koncentrace DNA 5,47 ng/ul)

o ST 7=50ul ST 6+ 450 ul ddH,O (koncentrace DNA 5,4 ng/ul)

o ST 8=50ul ST 7+ 450 ul ddH,O (koncentrace DNA 5,47 ng/ul)

o ST 9=50ul ST 8+ 450 ul ddH,O (koncentrace DNA 5,48 ng/ul)

2.5.3. Pipetovani
Vsechny pipetované standardy a vzorky byly pfed pouzitim fadné promiseny na vortexu.
Podle kone¢ného poctu vzorkll byly do desti¢ek (MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate,
0,1 mL, Applied Biosystems) nejprve vpipetovany po 20 pl standardy ST2 — ST9 (ST1 byl
kvili vysoké koncentraci vynechdn). VSechny vzorky byly napipetovany duplicitn€. Nasledné
byly pipetovany konkrétni vzorky (nejprve 2 pl DNA a poté 18 pl premixu) a nakonec
stejnym zpusobem PK a NK. Po celou dobu byly vSechny mikrozkumavky stéale
promichavany. Po napipetovani jednotlivych sloupcii byla nasazena vi¢ka a pfipadné na
okrajich popsana. Konkrétni umisténi vzorki bylo peclivé zapsano do seSitu. Pfipravené

vzorky byly stoCeny na centrifuze.

2.5.4. Pristroj StepOnePlus ™

Zcentrifugované vzorky byly vlozeny do drzéku piistroje StepOnePlus™ (Real-Time PCR
System, Part No. 4376592, Applied Biosystems™) a v propojeném PC v programu
StepOne™ Software nastaven typ experimentu na ziskdni kvantitativnich dat pomoci
standardni ktivky, jako reagens SYBR® Green, dalsi konkrétni Gdaje (nazvy vzorkd, ...) a
jednotlivé cykly takto:

- 1. cyklus = 95 °C; 2 minuty

- 2.cyklus =95 °C; 15 sekund

- 3. cyklus =58 °C; 1 minuta
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postupné 40x opakovat cykly 2 a 3

- 4. cyklus =95 °C, 15 sekund

- 5.cyklus =55 °C, 1 minuta

- 6. cyklus = postupné po 0,5 °C dosdhnout 95 °C a v nich setrvat 15 sekund

Po skonceni procesu byly vzorky uchovavany v mrazaku -40 °C.

2.5.5. Zpracovani kvantitativnich hodnot

Po dokon&eni qPCR experimentu byly programem StepOne™ Software vyhodnoceny
vysledky, mimo jiné také mnozstvi cilové molekuly ve vzorcich v ng/ul (Quantity) uréené na
zaklad¢ standardni kiivky (viz podkapitola 1.4.6.3.). S touto hodnotou bylo déle pracovano a
nasim cilem bylo ziskat diky ni pocet kopii P. larvae v pavodnim vzorka pied amplifikaci
prepocteny na jednu véelu. K tomu bylo potieba ziskat pocet kopii na 1 ng standardu. Tato
hodnota byla ziskdna pomoci vzorce (vyuzit napt. ve ¢lancich Ogier et al., 2019; Ramkissoon
et al., 2020):
Pocet Kopii = (mnoZstvi DNA v ng*6.022x10%3)/(délka DNA fragmentu v bp*1x10°*650)

6.022x10% — Avogadrova konstanta; 1x10° pfevod na ng; 650 Daltoni — primérna vaha DNA bp
Poté byl dopocitan pocet kopii P. larvae na vEelu pomoci vzorce obdrzeného v laboratofi:

Pocet kopii = pocet kopii na 1 ng standardu*hodnota Quantity*objem

preparatu*fedéni/objem DNA, ktery byl dan do reakce/pocet véel v jednom vzorku
Ziskané hodnoty byly navzijem porovnavany pomoci grafii vytvofenych v programu
Microsoft Excel, pomoci programu RStudio 4.0.0 (Zvara, 2008) v jednotlivych podkapitolach
ve Vysledcich a konkrétni hodnoty je mozné najit v tabulce 5. v podkapitole 3.1.2.

2.6. Sangerovské sekvenovani

Vybrané vzorky z qPCR byly v laboratofi naklonovany Ing. Martou Nesvornou a odeslany
spole¢nosti Macrogen (Soul, Korejska republika) na osekvenovani. Nasledné sekvence byly
zpracovany v programu SnapGene, verze 5.1.4.1. (GSL Biotech LLC) a porovnany skrze

NCBI se sekvencemi v GenBank pomoci Standard Nucleotide BLAST (NCBI [online]).

2.7. Kultivacni vySetreni
Vzorky véel ze stejnych stanovist’ ve stejné dny byly odebrany kolegy z VUVE a testovany na
pritomnost bakterie P. larvae pomoci kultiva¢ni metody, jejiz postup je uveden v podkapitole
1.4.6.1. Tato metoda nebyla zpracovavana mnou, ale jeji vysledky budou porovnavany

s mymi vysledky.
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3. Vysledky

Spravnost extrakce DNA byla ovéiena provedenim PCR ze vSech extrahovanych vzorki za
pouziti primert kodujicich gen 16S rRNA (27F a 1492R). Za pozitivni potvrzeni piitomnosti
bakterialni DNA byl pfi vizualizaci vysledkl elektroforézy povazovan amplikon o velikosti
1465 bp — vSechny vysledky byly pozitivni. Vzorky byly dale testovany na ptfitomnost
bakterie Paenibacillus larvae pomoci specifickych primert AFBF a AFBR. Pti vizualizaci
byl za pozitivni povazovan amplikon o velikosti 1106 bp.

U vSech experimenti qPCR vyhodnocenych programem StepOne™ bylo zkontrolovano
spravné automatické umisténi prahu (threshold), pfipadné zobrazené chybové vlajky, spravné
umisténi pocateCniho a kone¢ného cyklu pozadi (baseline), pritomnost odlehlych vzorku a
v pfipad¢ nutnosti byly parametry rucné upraveny. Vysledné hodnoty standardnich kiivek
byly pro efektivitu v doporu¢ovaném rozmezi 90-110 % (vétSinou okolo 100 %), sklon kiivky
v rozmezi -3,2 az -3,35 (s jednou vyjimkou -3,5), korelaéni koeficient R? byl vzdy vy$si nez
0,99 (s medianem 0,997). Automaticky nastaveny prah se v jednotlivych qPCR
experimentech pohyboval v podobné hladin€ a pti kontrole prahovych, resp. kvantifikacnich
cykli (Cq) standardli bylo zjisténo, Ze vSechny qPCR experimenty maji u standardli vzdy
stejny Cq (£ 0,5 cyklu piipadné £ 1 cyklus). Porovnavany jsou také teploty tani (Tm).
Vysledky pro pozitivni kontroly vykazovaly v porovnani se standardy, u nichZ zname
pocatecni koncentraci DNA, vys$si obsah P. larvae — napt. Cq mezi 15 az 18, v zavislosti na
konkrétnim vzorku PK. Negativni kontroly pak nevykazovaly Zadnou amplifikaci (s vyjimkou

jednoho opakovani, Cq 36, Tm 79 °C — duplicitni NK byla bez amplifikace).

3.1. UspéSnost premeteni na mezistény

3.1.1. Polymerazova retézova reakce
Vizualizace gelti z elektroforézy a vysledky PCR se specifickymi primery pro P. larvae
(AFBF a AFBR, viz podkapitola 2.4.1.) pro lokalitu Uhonice byly ve vétsing piipadi
negativni, tedy neukazovaly ptitomnost P. larvae. U ¢asti vzorkl byla provedena nested PCR,
kde u vSech vysledki byl viditelny amplikon, ale o jiné velikosti nez hledanych 1106 bp.
Zobrazena velikost se pohybovala okolo 1465 bp, coz by odpovidalo zobrazeni bakterialniho
amplikonu, ktery byl hledany v ptivodnim PCR (viz obr. 10.-13.). Takové¢ vysledky byly tedy

povazovany za negativni.
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Obr. 10.: Vysledky PCR. Takto
vypadaly témét vSechny provedené
PCR — horni fada vzorki s primery
27F a 1492R s pozitivnimi vysledky,
spodni fada vzorkil se specifickymi
primery AFBF a AFBR
s negativnimi  vysledky a pouze
pozitivni PK.

Obrazky ¢ 10. az 13. byly upraveny

v programu Adobe Illustrator.

Obr. 11.:
PCR.

Vysledky

101

Horni fada

vzorkd s primery 27F a
1492R pozitivni

(vzorek z5. jamky
,vytekl“ a neni tedy
Citelny). Prostfedni
fada vzorkl s primery

AFBF a  AFBR,

101

pozitivni pouze PK.

Spodni fada vzorkd je

vizualizace nested
PCR (primery AFBF a
AFBR) ze vzorkd,

ORI které miZzeme vidét na
obrazku 10. (primery
27F a 1492R). Pri
porovnani prouzkti PK
s ostatnimi pozorujeme

rozdil.
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Obr. 12.: Vysledek
nested PCR (s

1US  1US AUS _LUS 115 LS. SeliNS b

bp 3
primery AFBF a
10000 AFBR). Zobrazené
5000 )
3000 amplikony se
2000 nenachazi v urovni
1200
850 1106 bp, ale spise
500
300 odpovidaji opét
100 hodnoté 1465 bp.
Vhorni tadé¢ u
bp g ' : i
1U11 1011 1U11 1011 1UI11 1011 1Ul1 vzorku s dvojitym
10000 prouzkem
5000
3000 odpovida  spodni
2000 prouzek ocekavané
g -
500 velikosti 1106 bp.
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Obr. 13.: Vysledek nested PCR (s primery AFBF a AFBR). Zobrazené amplikony se lisi pfi

porovnani s PK a nenachazi se v urovni 1106 bp, ale spiSe odpovidaji opét hodnoté 1465 bp.

3.1.2. Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case
Vzorky testovanych vcel vykazovaly v porovnani se standardy obecné nizsi koncentrace P.
larvae — z 1. odbéru bylo Cq jednotlivych vzorkli mezi 22-31, kdy nejvice vzorkii mélo Cq 24
a z 2. odbéru pak bylo Cq mezi 21 az 30, kdy nejvice vzorkli mélo Cq 22 (pro vysledky
prumérnych hodnot Cq vzorkl viz tabulka 5). Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.4.6.3., ¢im

cvwr
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V podkapitole 1.4.6.3. bylo také vysvétleno, jak byla diky standardni kiivce ziskana pro
kazdy vzorek hodnota absolutni mnozstvi cilové sekvence ve vzorcich (quantity) a
v podkapitole 2.5.5., jak byla tato hodnota piepocitdna na pocet kopii P. larvae v pivodnim
vzorku ptfed amplifikaci na jednu vcelu. Pfi porovnani obou odbéri (viz graf 1.) byl viditelny
vyssi pocet amplifikovanych kopii pfi druhém odbéru, coz nepotvrzuje teorii premeteni

(viz podkapitola 1.4.8.1.).

Porovnani primeérného poctu spor pro oba odbéry u

jednotlivych véelstev v lokalité Uhonice
80000 __

70000
60000
50000 —
40000
30000

20000

= ol TRl e el R

U1l us3 7 us Ui3 ui1s8 U19
NAZvY ULU O1. odbér 2. odbér

POCET SPOR P. LARVAE NA JEDNU VCELU

Graf 1.: Porovnani primérné hodnoty poctu spor P. larvae na jednu vcelu u konkrétnich vzorka
pred premetenim (zluté sloupce) a po premeteni (oranzové sloupce) u jednotlivych véelstev z lokality

Uhonice. Vytvofeno v programu Microsoft Excel.

Pti kontrole kiivek tani a porovnavani bodu tani (Tm) bylo zjisténo, Ze Tm pro standardy a
pozitivni kontroly v obou odbérech se pohybuje v rozmezi 87 az 87,5 °C. Testované vzorky
mély Tm v rozmezi 84 az 86,5 °C a nejvice vzorkil pak Tm okolo 85 °C (viz graf 2., str. 35).
Pti kontrole naamplifikovanych qPCR produkti pomoci gelové elektroforézy bylo zjisténo, Ze
amplikony emituji signal o jiné velikosti bp nez PK a vzorky z lokalit s ndlezem klinickych
ptiznakd MVP (viz obr. 16., str. 40)

Data z lokality Uhonice méla normalni rozdéleni (Shapiro-Wilkova test normality — 1. odbér
p-hodnota = 0.3665 a 2. odbér p-hodnota = 0.5529). Ptredpokladem testované (nulové)

hypotézy bylo normdlni rozdéleni testovanych dat, hypotézu mohla ¢i nemusela byt
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zamitnuta, a to na zékladé vysledné p-hodnoty (ta odpovidd stupni divéry v platnost této
nulové hypotézy). Hypotézu je zamitana vétSinou na 5% hlading, tedy pokud je p-hodnota
nizsi nez 5 % (resp. 0,05). Zde vyslo 36 % a 55 %, v tomto ptipadé tedy zamitnuta nebyla. To
nam fika, ze vysledné primérné pocty spor napt. neobsahuji velké extrémni hodnoty, cozZ je
patrné z grafu 1. Vysledky 1. a 2. odbéru nebyly stejné, navzajem se liSily (parovy t-test, p-
hodnota = 0.008176). Nulovou hypotézou bylo, Ze rozdil priméra byly nulové, tedy ze
vybéry byly stejné, ale na zadkladé p-hodnoty nizsi nez 0,05 byla zamitnuta. Z grafu 1. také

vyplyva, Ze 2. odbér mél u vSech vzorka vyssi primérné pocty spor.

Vzorek Cq Tm Spor/véela | Vzorek Cq Tm Spor/vcela

Ul | 26,54 | 853 1913 2283 | 862 | 20884
U3 | 22,97 [ 85,02 | 11417 2545 | 84,7 3481
U4 | 2849 | 855 432 233 | 84,7 16423

1U5 23,65 | 85,51 7442
1uU7 22,78 | 85,18 11290
1U9 29,75 | 84,26 132

1U13 | 23,85 | 85,01 5691

1U18 25,1 | 85,12 3707
1U19 23,55 | 85,07 9098
2U1 23,93 | 86,03 24388
2U3 22,49 | 85,07 32974

25,97 | 85,09 3007
29,56 | 85,7 180

24,18 | 84,85 10178
23,8 84,7 11406
2426 | 84,59 11875
21,04 | 86,95 82947
25,5 85,22 4022
2424 | 84,96 8288

2U4 | 24,45 | 8532 10005 28,03 | 86,2 549
2U5 24,86 | 85,43 10755 17,72 | 87,19 906158
U7 | 21,88 | 84,98 44706 26,07 | 86,2 2229

U9 | 28,09 | 85,87 2089
SUI3 | 23,12 | 85,53 | 25816
SU1s | 22,23 | 852 49324
SUI9 | 21,6 | 8523 | 78912
UT4 | 15,66 | 87,15 | 5633790
UTI5 | 2225 | 869 | 307495
UTs | 262 | 85,89 6769
UT11 | 2243 | 852 40538

24,56 | 84,66 8562
25,34 | 84,32 379()
23,57 | 84,82 13317
16,46 | 87,02 3721155
16,2 | 86,87 | 6256936
17,58 | 86,25 2899625
21,72 | 85,45 64292

Tab. 5.: Prehled priamérnych hodnot z qPCR experimenti pro jednotlivé vzorky (Cq —
kvantifika¢ni/prahovy cyklus, Tm — teplota tani) a prepoctené zaokrouhlené hodnoty mnoZzstvi

(quantity) na pocet spor na jednu véelu (vypocet viz 2.5.5.).
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Melt Curve Graf 2.: Porovnani teploty

tani (Tm) standardii, PK a

240000.0

vzorku  L22  (vrcholy

190000.0

vpravo s nejvyssi Tm 87,44
140000.0 °C) se vzorky =z lokality
Uhonice (1U1, 1U4, 1U18,

1U19), vrcholy vlevo, které

Derivative Reporter (-Rn’)

90000.0

40000.0 .y o ~
maji pramérnou Tm okolo

85 °C. Zdroj: StepOne ™

Temperature (°C) o Software.

3.1.3. Sekvenovani
Z téchto vzorku byly osekvenovany vzorky 1U9 a 2U9. Pfi vyhledavani ziskanych a
zpracovanych 12 sekvenci ve Standard Nucleotide BLAST s vybranym programem megablast
pro najiti vysoce podobnych sekvenci, program nevyhledal shodu. Pti vyuziti programu blastn
pro najiti méné podobné sekvence, byly najity shody se zastupcem askomycet Colletotrichum
fructicola (MT067626.1 — 33% shoda sekvence a 81% identifikace), dale s bakterii
Salmonella enterica (napt. CP053409.1 — 81% shoda sekvence a 87% identifikace),
s mravencem Odontomachus brunneus (XM _032809668.1 — 30% shoda sekvence a 80%
identifikace) a pro Escherichia coli (napt. CP057849.1 — 91% shoda sekvence a 100%
identifikace). Pro identifikaci jsou tyto vysledky nedostate¢né, ale je ziejmé, ze P. larvae

v téchto vzorcich naamplifikovany nebyl.

CG 06 6 GTAPCGACTOX GGGCG: T GG GCCCGACGTCGCATGCTCCLCGG CCGCCATGG CCGLGGEGATTICG GG AG ACGCCAGE TTAG|TCACGG CGGACCCG TG GT GAACAACAATGCACAC

CG ACCATATGGBAG AGCT CCCAACGOGTT GG ATGCATAGCTTGAGTATTCT GTGTCACC TAGCTT GGCGTAATCATGGT CATA TGTTT TT TCCGGTGAN VAAG G TGGGAAGGCAATT TCCA CAGAACTTAG GG AAAATG BB AC C;

Obr. 14.: Podoba sekvence, pro kterou byla nalezena shoda v programu blastn s vysledkem —
zastupce askomycet Colletotrichum fructicola (MT067626.1 — 33% shoda sekvence a 81%
identifikace). Vyznacené useky jsou primery s naamplifikovanym produktem mezi nimi. Vizualizace

sekvence byla provedena v programu SnapGene. Cisla ozna¢uji pocet bazi.
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3.1.4. Kultiva¢ni vySetieni
Vysledky z kultivaéniho vySetfeni ze véel ve VUVE byly v 1. odbéru 0 narostlych kolonii na
vzorek (30 véel), s vyjimkou vzorku 1U1 s ndlezem 10' CFU (jednotka Colony-forming units,
viz podkapitola 1.4.6.1.). V 2. odbéru byly nalezy nulové, s vyjimkou vzorku 2U7 s nalezem
10! CFU. Dle tabulky 1. v podkapitole 1.4.6.1. obsahovaly véely 0-99 spor, jelikoz za

detekeni limit se povazuje 100 spor, vétSina vzorkl vSak viibec nemusela obsahovat P. larvae.

Vzorek | Spor/30vcel | Vzorek Spor/30vcel Vzorek Spor/30vcel
1U1 0, 10 100, 3, 3 UT4 10 000, 3800
1U3 0,6,6,6 UT15 3x 10000
1U4 10 000, 16, 56 UTS8 0,0
1US5 53,0,3 UTI11 13,6
1U7 0,0 0,0,0,6 10 000, 1020
1U9 0 0,0, 26, 23 10 000, 46

1U13 0 3,0,3 3,3,33
1U18 0,0 3400, 26, 36

1U19 0,0 600, 350, 920

2U1 0,0,0 13,0, 10,3

2U3 0,0 33,16,40,3

2U4 0,0,0 30, 233, 43, 56

2U5 0,0 4070, 10 000, 10 000

2U7 0,0,3 70, 13, 83

2U9 0,0 2400, 10 000, 10 000

2U13 0,0,0 6,13,3

2U18 0,0 0,0,0,1

2U19 0,0,0 4x 10000

Tab. 6.: Vysledky kultivaéniho vySetfeni z VUV¢. Kazdé &islo odpovida vyslednému po&tu spor,
resp. poctu narostlych kolonii, nalezenému na vzorek 30 vcel. U vétSiny vzorkll jsou vysledky
v opakovanich. Vysledky s vy$§im podtem spor jsou zaokrouhleny (napt. 10* CFU). Vysledky maji

slouzit k obecnému porovnani, nikoli konkrétnimu. Popis kultivaéni metody v podkapitole 1.4.6.1.

3.1.5. Porovnani se vzorky z lokality Lidecko

U vzorkl v€el z lokality Lidecko byla pfi vizualizaci PCR se specifickymi primery potvrzena
pritomnost P. larvae u vzorku L22, ostatni byly negativni. Pfi gPCR mély vzorky L22 (Cq
16), L15 (Cq 18) a L10 (Cq 21) Tm 87 °C. Tm zbyvajicich vzorki bylo v rozmezi 83,7 az
86,5 °C, kdy nejvice vzorkii mélo Tm okolo 85 °C. Cq zbyvajicich vzorki bylo v rozmezi 23
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az 30, kdy nejvice vzorkti mélo Cq 25. Pii kontrole vybranych naamplifikovanych produkti
pomoci gelové elektroforézy bylo zjisténo, ze amplikony emituji signal o jiné velikosti bp nez
PK a vzorky z lokalit s nalezem klinickych ptiznakt MVP (viz obr. 16., str. 40). Porovnani
prumérného poctu spor na jednu véelu bylo zaneseno do grafti 3. a 4. Data nem¢la normalni
rozdéleni (Shapirtv-Wilklv test normality, p-hodnota = 4.513e-08, tedy nizs$i nez 0,05 —
nulova hypotéza normalniho rozdéleni byla zamitnuta). Oproti vysledkiim z lokality Uhonice
(str. 33) to znamenalo, Ze vysledné primérné pocty spor byly rozdilné, napt. obsahovaly

extrémni hodnoty. Jak je patrné z graft 3 a 4, byly to vzorky L10, L15 a L22.

Porovnani primeérného poctu spor u jednotlivych vcelstev v lokalité

Lidecko
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POCET SPOR P. LARVAE NA JEDNU

Porovnani primérného poctu spor u jednotlivych véelstev (bez L15 a L22)
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Graf 3. a 4.: Porovnani primérné hodnoty poétu spor P. larvae na jednu véelu u konkrétnich
vzorki z lokality LideCko. Vypocet vysvétlen v podkapitole 2.5.5. Ve spodnim grafu jsou odstranény

vzorky L15 a L22 pro lepsi porovnani zbyvajicich vzorkt (zaroven je mozné ho porovnat s grafem 1.)
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Osekvenovan byl smésny vzorek slozeny ze vzorka L7, L8, L12, L13, L14 a L15. Pii
vyhledédvani ve Standard Nucleotide BLAST s vybranym programem megablast pro najiti
vysoce podobnych sekvenci, program vyhledal shodu u 4 sekvenci s bakterii Paenibacillus
larvae (CP019717.1 a dalsi viz obr 14. — 100% shoda sekvence a 100% identifikace). U 6
sekvenci nebyla nalezena shoda pii pouziti programu megablast, ale vysledky nalezené za
vyuziti programu blastn pro najiti méné podobné sekvence, ukazovaly opét shodu s
Colletotrichum fructicola (MT067626.1 — 33% shoda sekvence a 81% identifikace). Sekvence
P. larvae zde byla ptitomna pravdépodobné ze vzorku L15.

Dle kultivaéniho vysetieni z VUVE bylo 10 véelstev s nalezem v Grovni 10! CFU, 2 véelstva
s ndlezem v Grovni 10° CFU, jedno s nilezem v urovni 10° CFU a 4 véelstva s nalezy 10*

CFU (viz tabulka 6., str. 36). V¢elstva tedy vykazovala pfitomnost P. larvae.

Max Total Query E Per.

Desciprcs Score Score Cover value Ident aceeste
Paenibacillus larvae subsp. larvae strain Eric V chromosome, complete genome 628 5004 100% 4e-176 100.00% CP019717.1
Paenibacillus larvae subsp. larvae strain BMR-43-81 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% MKB18560.1
Paenibacillus larvae strain KBD 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% MHO00690.1
Paenibacillus larvae strain KBB2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% MH000689.1
Paenibacillus larvae strain KB73 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% MHO000688.1
Paenibacillus larvae strain KB12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% MH000687.1
Paenibacillus larvae strain KB11 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% MHO000686.1
Paenibacillus larvae strain KB10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% MHO00685.1
Paenibacillus larvae strain TEM35 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% KYB07656.1
Paenibacillus larvae subsp. larvae DSM 25430 chromosome, complete genome 628 5004 100% 4e-176 100.00% CP019652.1
Paenibacillus larvae subsp. larvae strain Eric_|V chromosome, complete genome 628 5009 100% 4e-176 100.00% CP019659.1
Paenibacillus larvae subsp. larvae strain Eric_|Il chromosome, complete genome 628 5009 100% 4e-176 100.00% CP019655.1
Paenibacillus larvae subsp. larvae strain ERIC_| chromosome, complete genome 628 5015 100% 4e-176 100.00% CP019651.1
Paenibacillus larvae strain SAN 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% MGE50056.1
Paenibacillus larvae strain Sp28 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% MGE50047.1
Paenibacillus larvae strain Sp19 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% MGE50037.1
Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens strain SAG 10367, complete genome 628 4993 100% 4e-176 100.00% CP020557.1
Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens strain CCM 38, complete genome 628 5009 100% 4e-176 100.00% CP020327.1
Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens strain ATCC 13537, complete genome 628 5009 100% 4e-176 100.00% CP019794.1
Paenibacillus larvae subsp. larvae strain ATCC 9545 chromosome, complete genome 628 5009 100% 4e-176 100.00% CP019687.1
Paenibacillus larvae strain PL96 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% KU682835.1
Paenibacillus larvae strain PL91 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 628 628 100% 4e-176 100.00% KUG682832.1

Obr. 15.: Vystup shodnych organismi se sekvenci nalezenou ve smésném vzorku z lokality Lidecko

a ze vzorku Z1 z Lokality Zdeslavice. Zdroj: NCBI BLAST [online].

3.2. Porovnani vzorki v€el s klinickymi priznaky a bez nich

odebranych z jednoho stanovisté

Vzorky z Uté$enovic a Zdeslavic byly vybrany za telem porovnani jednoho stanovisté a

dvou opacnych zachytl pfitomnosti P. larvae.
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3.2.1. Polymerazova retézova reakce
Vizualizace gelové elektroforézy a vysledky PCR se specifickymi primery pro P. larvae
(AFBF a AFBR, viz podkapitola 2.4.1.) vychéazely ve vzorcich UT4, UTI15, Z1 a Z2
pozitivné, tedy pro specifické primery pii vizualizaci ukazovaly piitomnost P. larvae. U
nékterych opakovani byly vysledky na ptfitomnost P. larvae negativni, u téchto vzorki byla
provedena nested PCR a jeji vysledky vychazely pozitivni. Naopak u vzorkt UTS, UT11 a Z4
vychazely vysledky vzdy negativni, tedy neukazovaly pfitomnost P. larvae.

3.2.2. Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case
Pozitivni nalez P. larvae v lokalité UtéSenovice mély vzorky UT4 (Cq v rozmezi 14-19 a Tm
87 °C) a Ul5 (Cq vrozmezi 17-27 a Tm v priméru 87 °C). Negativni ndlez P. larvae
v lokalité Utésenovice mély vzorky U8 (Cq v rozmezi 24-29 a Tm v praméru 86 °C) a U1l
(Cq 22 a Tm 85 °C). Viz graf 5. Pozitivni nélez P. larvae v lokalit¢ Zdeslavice mély vzorky
Z1 (Cq vrozmezi 13-19 a Tm v praméru 87 °C) a Z2 (Cq v rozmezi 14-19 a Tm v praméru
86,5 °C). Negativni nalez P. larvae v lokalit¢ Zdeslavice m¢l vzorek Z4 s Cq v hodnoté 22 a
Tm v priméru 85,5 °C. Porovnani primérného poctu spor na jednu vcelu zobrazuje graf 6.
Data pro lokalitu Uté§enovice neméla normalni rozdéleni (Shapirtv-Wilkav test normality, p-
hodnota = 0.004759). To bylo dano porovnavanim extrémnich hodnot, viz graf 6. U dat
z lokality Zdeslavice bylo vysledkem normalni rozdéleni dat (p-hodnota = 0.9071), coz bylo
navzdory porovnavani extrémnich hodnot ddno rovnomérnymi rozestupy a také malym

poctem porovnavanych hodnot, viz graf 6.
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Graf 5.: Porovnani vysledku amplifika¢niho grafu pro silné nakazené vcelstvo (4 pary amp. kiivek
vlevo pro vzorky UT4) a slabé nakazené vcelstvo (4 pary amp. kiivek vpravo pro vzorky UTS). Osa X

zobrazuje pocet cykli qPCR experimentu, osa Y zobrazuje velikost normalizovaného fluorescencniho
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signalu generovaného reportérovym barvivem (SYBR Green) v kazdém cyklu. Vypoéteno StepOne ™

Softwarem dle ARn (cyklu) = Rn (cyklu) - pozadi (baseline). Upraveno.

Porovnani primérného poctu spor u jednotlivych vcelstev v
5 lokalitach UtéSenovice a Zdeslavice
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Graf 6.: Porovnani priimérné hodnoty poctu spor P. larvae na jednu vcelu u konkrétnich vzorki
z lokalit UtéSenovice a Zdeslavice. Vzorky UT4, UT15, Z1 a Z2 reprezentuji nejvice nakazena
vcelstva na lokalitach a vzorky UT8, UT11 a Z4 reprezentuji nejméné nakazend vcelstva na lokalitach.

S vyjimkou vzorku UT15 jsou rozdily zcela jasné. Vypocet vysvétlen v podkapitole 2.5.5.
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Obr. 16.: Produkty qPCR na agarézovém gelu (2% gel, 50 bp DNA Ladder), vzorky: 1U a 2U —
Uhonice (1. a 2. odbér), L — Lide¢ko, UT — Ut&$enovice, Z — Zdeslavice. PL — pozitivni kontroly a Z —

zebiik. Na levé strané popis Zebiiku v bp (base pair). Upraveno v programu Adobe Illustrator.
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Pti kontrole vybranych naamplifikovanych produkti pomoci gelové elektroforézy bylo
zjisténo, ze amplikony U4, U15, Z1 a Z2 (velmi slaby signal byl zachycen i u vzorku UT8)
emituji signal o velikosti 380 bp, coz bylo povazovano za dikaz pozitivniho zachytu P.
larvae, ale zéaroven byly u vétSiny vzorka pozorovany i1 druhé slabsi signaly okolo 200 bp,

které byly také u vSech ostatnich vzorkt (viz obr. 16., str. 40).

3.2.3. Sekvenovani

Osekvenovan byl smésny vzorek slozeny z opakovani vzorku Z1. Pti vyhledavani ve Standard
Nucleotide BLAST s vybranym programem megablast pro najiti vysoce podobnych sekvenci,
program vyhledal shodu u vSech 6 sekvenci s bakterii Paenibacillus larvae (CP019717.1 a
dalsi viz obr 14. — 100% shoda sekvence a 100% identifikace). Také byl osekvenovan smésny
vzorek slozeny z opakovani vzorku UT8, kde byla v megablastu (navzdory nulovému nalezu
v kultiva¢nim vySetfeni a nejvy$§i Tm vzorku 86,45 °C) nalezena shoda pro 1 sekvenci
s bakterii Paenibacillus larvae (CP019717.1 a dalsi viz obr 14. — 100% shoda sekvence a
100% identifikace) a v ostatnich 6 sekvencich byla nalezena ¢astecnd shoda pii pouziti
programu blastn s Colletotrichum fructicola (MT067626.1 — 33% shoda sekvence a 81%
identifikace), pro Escherichia coli (napt. CP057849.1 — 91% shoda sekvence a 100%
identifikace) a pro rod Bifidobacterium (napt. B. bifidum CP002220.1 — 54% shoda sekvence
a 82,5% identifikace).

3.2.4. Kultiva¢ni vySetieni
Z lokality Ut&Senovice byly vzorky U8 s nulovym zachytem, vzorky U1l se zachytem 10!
CFU a vzorky U4 a Ul5 se zachytem 10* CFU. Z lokality Zdeslavice byly vzorky Z4 se
zachytem 10! CFU a vzorky Z1 a Z2 se zachytem 10* CFU (viz tabulka 6., str. 36).

3.2.5. Porovnani vzorkii ze vSech lokalit
Pfi porovnani primérného poctu spor P. larvae na jednu vcelu u vSech vcelstev na vSech
sledovanych lokalitaich bylo zji§téno, e vypoétené hodnoty pro lokalitu Uhonice a pro
lokalitu Lidec¢ko (s vyjimkou vzorkti L15 a L22) byly v porovnani s véelstvy s vyskytem
klinickych ptiznakti moru véeliho plodu v lokalitaich Ut&Senovice a Zdeslavice (UT4, Z1 a
72) velmi nizké (viz graf 7.). Vysledny pocet spor na jednu vcelu byl vypocten pro zajimavost
i pro PK — byly tak ziskany uméle vytvorené hodnoty, které lze porovnavat s ostatnimi vzorky
(viz graf 8.). Na zakladé riiznych kolonii pouzitych pti vyrobé PK (viz podkapitola 2.4.4.),

jsou patrné zvysujici se pocty. Dohledani hodnot obsahu DNA ve vzorcich nebylo uspésné.
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Porovnani priimérného poctu spor pro vSsechny lokality
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Graf 7.: Porovnani primérné hodnoty poctu spor P. larvae na jednu vcelu u vzorkd ze vSech

lokalit. Vypocet vysvétlen v podkapitole 2.5.5.

Porovnani primérného poctu spor u nejvice nakazenych 4l a PK
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Graf 8.: Porovnani nejvysSich primérnych hodnot poctu spor P. larvae na jednu vcelu ze vSech
lokalit s pfidanim uméle vytvorenych hodnot ze vzorkd PK (z kvantitativni hodnoty PK pomoci

stejného vzorecku jako u ostatnich vzorkt, vypocet vysvétlen v podkapitole 2.5.5).
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3.3. Limity a hranice detekce P. larvae pomoci qPCR

Na zaklad¢ ziskanych dat nebylo vhodné urcovat konkrétni hranici poctu spor na vcelu, ktera
by stanovila potiebnou miru nakazeni vcelstva pro uspésnou detekci nebo hodnotu, ktera by
prokazovala ¢i vyvracela nakazu vcelstva nebo pfitomnost klinickych ptiznakli ve vcelstvu.
Vysledky sekvenovani prokazaly amplifikaci nespecifickych produktt, takze vysledky by
nebyly divéryhodné (viz podkapitola 3.1.4.). Spole¢na data ze vSech stanovist neméla
normalni rozdé€leni (Shapiriv-Wilkliv test normality, p-hodnota = 2.809e-12). To bylo
potvrzeno i grafem 9. a vyplyva to i z grafu 7. Dlivodem bylo dostate¢né mnozstvi dat, resp.
chybély vzorky ,stfedné* nakazenych vcel a dalsi vzorky siln€ nakazenych vcel. Urceni
detek¢éni hranice tedy nebylo mozné ani proto, Ze nedoslo k pokryti vice riznych trovni

nakazy.

0-Q graf testu normality Graf. 9.: Q-Q graf testujici

normalitu rozlozeni dat.
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4. Diskuze

Ozdravnd metoda vcel pfemeteni na mezistény je funkéni metodou, kterd se vyuziva
v riznych zemich svéta (Hansen & Bredsgaard, 2003; Munawar et al., 2010; Pernal et al.,
2008). V urcitych piipadech je také zakonem nafizenou preventivni metodou pii podezieni
z nédkazy vcelstev morem vceliho plodu (Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb., § 11). Z jakého divodu
tedy tato ovérena metoda nefungovala v tomto piipadé?

Pii pohledu na vysledky detekce z lokality Uhonice, tedy na téméf nulové zachyty spor pfi
kultivacnim vySetieni, na nepfitomnost amplikoni pii PCR se specifickymi primery, na
negativni amplifikaci pfi nested PCR, na nizké hodnoty amplikovaného mnozstvi produktu a
jeho prepocet na pocet spor na jednu vcelu, ktery je nasledné také nizky, spolu s odlisnymi
teplotami tani (Tm) a konecnym nélezem nespecifickych produktl pti sekvenaci, se nabizi
uvaha, ze vcely byly téméf zdravé a qPCR primery nebyly dostate¢né specifické pro takto
malé mnozstvi templatové DNA, pfipadné tam zadna DNA P. larvae byt nemusela.

Jelikoz je mor vceliho plodu (MVP) povazovan za nebezpecnou nakazu s jasné stanovenymi
podminkami, jak postupovat pii detekovani bakterie P. larvae ve vcelstvu, neni mozné
pracovat s nakazenymi vcelami bez dovoleni. Proto je velmi tézké ovlivnit, kdy a které
vzorky bude mozné z kterého stanovisté odebrat. Kazdé odebrané vzorky mohou byt odlisné
také kvuli specifickym terénnim podminkam, péci véelate atd.

Navic pfemeteni na mezistény jako ozdravna metoda pii zachytu P. larvae v zimni méli, se
provadi v pfipadé, Ze ve vcelstvech nebyly nalezeny klinické ptiznaky (pokud by byly,
vyhlasuje se ohnisko a provadi dal$i opatfeni, véetné pfemeteni, ale to neni tento ptipad,
detailn&ji viz podkapitola 1.4.5.). Dle zkuSenosti maji tyto véely 10° CFU nebo méné& na
piislusny vzorek (vice viz podkapitola 1.4.6.1.), v€ely mohou tedy byt ¢asto pomérné zdravé.
Zajimavéjsi vysledky by mohly byt pfi zkoumani vzorkl veelstev, u kterych bylo vyhlaSeno
ohnisko, néktera vcelstva spalena a u zbylych vcelstev provedeno pfemeteni, které by mohlo
mit vétsi efekt, jelikoz 1 mnozstvi patogenu ve vcelstvech mize byt vyssi.

Velkym nedostatkem této prace jsou chybéjici kontrolni vzorky v podobé zdravych vcel, které
se nikdy nesetkaly s morem vceliho plodu. Tato kontrola byla v designu diplomové prace
zahrnuta, ale z materidlnich i dal§ich divodi nebyl odbér zdravych vcel uskutecnén.
Vysledky zdravych véelstev by bylo zajimavé porovnat hlavné se véelstvy z lokality Uhonice,
kde vétSina vCelstev mohla byt také zdrava. Napf. cilem certifikované metodiky (Hubert et al.,

2016) bylo pomoci sekvenovani nové generace diagnostikovat P. larvae na ruznych
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stanovistich o rizném stupni ndkazy MVP. Zkouman byl mikrobiom dé€lnic véely medonosné
a v kontrolnich vcelstvech (mimo oblast vyskytu MVP) byly nélezy P. larvae nulové.
Ptedpokladejme tedy, ze zdravé vCely neobsahuji ani jednu sporu P. larvae, vysledky qPCR
takovych vcel by meély mit nulovou amplifikaci. Pokud by vSak vysledky vykazovaly
amplifikaci, jako je tomu napf. v lokalité Uhonice, ukazovalo by to pravdépodobné na
nedostate¢nou specifitu pouzitych primerti. K ovétfeni této hypotézy by bylo potieba provést
cely postup na zdravych vcelach, coz nebylo mozné uskutecnit ani v soucasné dobé
z materidlnich a finan¢nich divodi.

Za alarmujici mohly byt povazovany jiz vysledky nested PCR zlokality Uhonice, tyto
naamplifikované vzorky se mély poslat na osekvenovani, zda se v nich P. larvae nachézi, a
napi. metodou nové generace sekvenovani ziskat sekvence 16S rRNA bakteridlniho
spoleCenstvi (Hubert et al., 2016). DalSi moznosti by bylo vyzkouset jiné primery, nastaveni
¢i specifické fluorofory misto nespecifického SYBR Green. Tyto moZnosti nebyly
v puvodnim designu zvazovany. Pokraovalo se v pivodnim planu detekovat bakterii ve
vzorcich pomoci qPCR.

Pravdépodobnost, Ze specifita pouzitych primert PL2-FW a PL2-Rev u vzorkd, které obsahuji
nizké pocatecni mnozstvi P. larvae, mohla byt nedostatecnd, se zvysila na zéklad€ vysledka
sekvenovani. Ve vybranych osekvenovanych vzorcich byla odhalena amplifikace
nespecifickych produktii, resp. nepfitomnost poZzadovaného produktu. Tyto vzorky mély
zaroven pii qPCR nizsi teplotu tani (Tm, a to primérné 85 °C) neZ pozitivni kontroly (PK),
standardy a vzorky s klinickym zachytem MVP (primérné 87 °C). Teplota tani 87 °C souhlasi
i svysledky zjinych vyzkumt (Knazovickd et al., 2011; Quintana et al., 2017). Pokud
bychom srovnavali Tm pouze u dCistych laboratornich vzorkli (jakymi jsou PK nebo
standardy) a vzorki z terénu (napi. vcely), neni vylouceno, Ze Tm bude néjakym zplsobem
odlisna pro stejné produkty, rozdil by mohl byt do + 1 °C. Zde jsou vSak i vzorky odebrané ze
véel zterénu (lokality Uté§enovice a Zdeslavice), zpracované stejnymi metodami a rozdil
v Tm oproti PK a standardim je minimalni. Nalezeny rozdil v Tm 2-3 °C je jiz pomérné
znacény (Dorak & et al., 2006). Nicméné¢ na zdkladé odliSné Tm nemlZzeme stoprocentné
potvrdit amplifikaci jiného produktu. Aby bylo mozné s jistotou fict, Ze ve vétSin€ vzorcich
z lokality Uhonice se naampifikoval jiny produkt nez P. larvae nebo Ze v piivodnich vzorcich
se P. larvae nevyskytoval, bylo by potfeba osekvenovat vice vzorkil a nejlépe kazdy vzorek
zvlast, nikoli ve smésnych vzorcich. Tato varianta vSak nebyla uskute¢néna z finan¢nich

duvodu.
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Ptestoze bylo osekvenovano pouze malé¢ mnozstvi vzorkl, kdyz porovname i vysledky
vizualizace gelové elektroforézy s qPCR vysledky (viz obr. 16., str. 40), pokryjeme vétsi Cast
vzork. Z lokality Uhonice byly osekvenovany vzorky 1U9 a 2U9 a vysledkem jsou
nespecifické produkty (viz podkapitola 3.1.3.). VSechny ostatni vzorky (s vyjimkou 1U5) jsou
soucasti gelu (viz obr. 16., str. 40) a ukazuji signal okolo 200 bp, coz neodpovida P. larvae,
tedy vysledkem budou také nespecifické produkty. V tom piipadé¢ by nemélo vyznam data
statisticky zpracovavat (a hlubsi vyznam nepiindsi ani vysledek provedeného parového t-
testu). Zavérem by tedy mohlo byt, ze v téchto vzorcich se nevyskytoval P. larvae, ptipadné
ho tam bylo nepatrné mnozstvi. Tyto vCely v soucasné dob¢ stale existuji a kazdoro¢né maji
nulové zachyty P. larvae v zimni méli. Z lokality Lide¢ko byly osekvenovany vzorky L7, L8,
L12, L13, L14 a L15 ve smésném vzorku, kde predpokladam, ze 4 sekvence odpovidajici
100% P. larvae pochdzi primarné¢ (pokud ne vyhradné) ze vzorku L15, ostatnich 6
nespecifickych sekvenci bude pochdzet ze zbyvajicich vzorkd. Vzorky L4 a L21 byly
vizualizovany na gelu (viz obr. 16., str. 40) a ukazuji také signal okolo 200 bp, tedy
vysledkem budou také nespecifické produkty. Vzorky L10, L15 a L22 pravdépodobné
vSechny obsahuji P. larvae (zachyt pfi kultivaénim vySetfeni, pozitivni vyskyt pii PCR za
pouziti specifickych primert AFBF a AFBR, pfi qPCR Tm okolo 87 °C a vyS$§i obsah
produktu). Vyskyt u zbylych vzorka L1, L3, LS, L6, L9, L17, L18 a L20 mizeme pouze
odhadovat jako dalSi nespecifické amplifikace, jelikoZ jejich Tm je nizka a kultivacni
vysetieni byla 10! CFU aZ nulova (s vyjimkou vzorku L18 — ale jeho Tm byla pouze 84,7 °C
a mnoZzstvi produktu malé). Zavérem by tedy mohlo byt, ze v téchto vzorcich se vyskytoval P.
larvae, jeho zachyt byl potvrzen ve vzorcich ze 3 vcelstev a je pravdépodobné, Ze to byla ta
vcéelstva, u kterych byly na stanoviSti nalezeny klinické pfiznaky a musela byt spalena.
V ostatnich vzorcich se pravdépodobné vyskytoval v nizkém mnozstvi. Plivodni pfedpoklad
byl, Ze tato v€elstva budou plnit roli ,,sttedné** nakazenych vcelstev. Bylo sice potvrzeno, ze
P. larvae se ve vzorcich oproti lokalité Uhonice vyskytoval, nicméné pouze vzorek L15 mél
tomu odpovidajici vypocteny pocet spor. V soucasné dob¢ jiz v€ely neexistuji, mor vceliho
plodu u nich propukl znovu vroce 2016 a vSechna vcelstva byla spalena. Z lokality
Ut&enovice byl osekvenovan vzorek UTS, ktery mél representovat nejméné nakaZena
vcelstva na stanovisti. I pfes nulové kultivacni zachyty a nejvyssi naméfenou Tm 86,45 °C
byla ziskdna sekvence P. larvae (u dalSich 6 sekvenci jiZ shoda nebyla). Pfi pohledu na
vizualizaci vysledki gPCR na gelu (viz obr. 16., str. 40), mizeme u vzorku UT8 vidét velmi

slaby prouzek nachézejici se okolo 380 bp, tedy je o stejné velikosti jako P. larvae. Vzorek
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UTI15 zde ma jako jediny jeden Cisty prouzek odpovidajici P. larvae, vzorek UT4 ma
prekvapivé k jasnému prouzku odpovidajicimu P. larvae jesté slabsi prouzek o velikosti cca
200 bp. Vzorek UT11 zde neni. Tyto vzorky jsou pomérné jasné ¢itelné, jelikoz jde o zamérné
vybrané extrémy jedné lokality. To stejné plati i pro lokalitu Zdeslavice. Osekvenovan zde
byl vzorek Z1 s jasnym vysledkem vSech sekvenci se 100% shodou s P. larvae a to navzdory
tomu, ze na vizualizaci vysledki qPCR na gelu (viz obr. 16., str. 40), vidime 2 prouzky (P.
larvae a nespecifickou amplifikaci, Tm 86,7 °C) a v opakovani dokonce pouze nespecifickou
amplifikaci (Tm 86,44 °C). Tato dv¢ opakovani nebyla vybrana do smésného vzorku, ktery
byl osekvenovan. K tomu bylo vybrano vzorki s Tm 87 °C. U tohoto vcelstva a vSech
opakovani/vzorki teploty tdni pomérné dobfe odpovidaji ziskanym vysledkiim. Vzorky Z2 a
74 mizeme vidét na gelu (viz obr. 16., str. 40). Vysledné dopocitané nejvyssi hodnoty poctu
spor P. larvae na jednu v€elu u v€elstev s klinickymi ptfiznaky, tedy vzorky UT4 a Z1, jsem
konzultovala s odborniky ve VUV¢ a bylo mi potvrzeno, Ze hodnoty 5,6 resp. 6,3 milionu
spor na véelu ve vcelstvu s klinickymi pfiznaky odpovidaji.

Stanovit detekéni limit za souCasnych podminek nebylo mozné, naptiklad kvali
nespecifickym amplifikacim, a nebylo by ho vhodné urCovat ani v ptipadé, pokud by ve
vétSiné vzorkll byl naamplifikovany P. larvae. Pocet vzorkli neni dostatecny, resp. bylo by
potifeba mit vzorky ukazujici postupné vysledky dalSich stadii riizné nakazenych vcel morem
vceliho plodu. Bylo by vhodné mit data ze vSech stanoviSt' s normalnim rozdélenim (tedy
pokryt nejlépe vSechny trovné nékazy), coz tato data nespliuji.

Navzdory pomérné malému vzorku siln€ nakaZenych vcel by vSak mohla byt obecné hranice
urcitelna, tedy ze pokud je vcelstvo nakaZeno a vyskytuji se u n¢ho klinické ptiznaky, qPCR
jako detek¢ni metoda v této podobé plni svou roli, coz bylo potvrzeno vysokym zachytem P.
larvae u vzorkt L22, UT4, Z1 a Z2 a potvrzeno sekvenaci vzorku Z1. Nicmén¢ z praktického
hlediska to pftili$ uzitku neptinasi, jelikoz v ptipad¢ potvrzeni klinickych ptiznaki ve véelstvu
je jiz mnozstvi P. larvae ve vzorku nedilezité, vCelstvo bude spaleno. Metoda by tedy
potiebovala dalsi optimalizace, aby dokazala detekovat i spory P. larvae ve vzorcich s nizSim
poc¢tem bakterie v pivodnim vzorku. Na tyto optimalizace nejsou finan¢ni ani materialni
prostiedky.

Tvirci primert PL2-Fw a PL2-Rev (Martinez et al., 2010) pisi, ze detekcni limit je 10 spor

ml!

ve vzorku s vykultivovanym P. larvae &i 2 spory g v cilené kontaminovaném medu.
Detekci neprovadéli na vcelach, ani na vzorcich z terénu. Také pouZzivali SYBR Green.

Odlisna jim ale vysla Tm (89,7 °C). Pii ovéfeni specificnosti primerit PL2-Fw a PL2-Rev
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vlozenim konkrétnich oligonukleotidii do NCBI databdze BLAST a vyhledanim v programu
megablast, ziskame nalezené vysledky pouze pro P. larvae se 100% shodou.

Forsgren a Laugen (2013) provedly vyzkum s cilem porovnat, jak odpovida detekce metodou
kultivace a qPCR ze vzorkl dospé€lych vcel a zimni méli symptomim AFB ve véelstvu. Viely
byly také odebrany v terénu z plodovych plastii, pro gPCR byly pouzity stejné primery PL2-
FW a PL2-Rev, jako reagens SYBR Green (resp. EvaGreen). Extrakce DNA vcel byla
provedena za pouziti extrakénich kitd. Tm produktu ani pfipadny pocet nespecifickych
amplifikaci pro porovnani nejsou uvedeny. Z 58 vcelstev byly pii prohlidce nalezeny klinické
piiznaky u 11 vcelstev. Pomoci qPCR bylo z téchto 11 vcelstev identifikovano 8 vcelstev jako
pozitivnich na pfitomnost P. larvae. Z celkovych 58 bylo 22 vcelstev identifikovano jako
pozitivnich (pravdépodobné 22, toto jediné Cislo neni v praci zminéno a bylo nutné je vycist
kultivace ze vzorkl vcel zachytila 33 pozitivnich vcelstev, qQPCR ze zimni méli pak 40
pozitivnich vcelstev) a qPCR ze vzorku vcel je zde tedy nejméné efektivni metodou. Autorky
zminuji, ze divodem mohou byt napiiklad PCR-inhibitory ve vzorcich dospélych vcel,
nepiesnosti pfi extrakci DNA a rozdilné vysledky na zdkladé rozdilnych zpisobi extrakce
DNA a s tim souvisejici mozné potize pii extrakci DNA z velmi odolnych spor. Zminuji takeé,
ze dospé€lé veely obsahuji pouze spory, se kterymi se aktualné setkaly, coz je vétSinou mensi
pocet v porovnani se zimni méli, kterd se na dné€ ulu kumuluje celou zimu. Na druhou stranu
diky tomu odrazi vzorky vcel 1épe aktualni zdravotni stav vcelstva.

Amplifikace nespecifickych produkti mize byt obecné zpisobena z riznych divodi. Ruiz-
Villalba et al. (2017) zkoumali pfesné toto a dospé€li k ndzoru, Ze k nim dochazi pomérné
Casto, nezavisi na Cq nebo ucinnosti reakce, ale jsou rozpoznatelné podle rozdilné teploty
tani. Ovliviiuje je napiiklad i1 to, jak dlouho pipetujeme vzorky do desticky. Zjistili, Ze
nespecifické amplifikace jsou ovlivnény mnoZstvim netemplatové DNA ve vzorcich, ¢im vice
ji bylo, tim vice se amplifikovalo artefakti. DNA mych vzorkl byla extrahovéana z celych
vcel a vzorky tedy obsahuji zaroven kromé DNA P. larvae 1 tu vCeli a genetickou informaci
vceli stfevni mikrofléry. Navic ve vzorcich se P. larvae piilis nevyskytoval.

VyuZivat jako detek¢ni material dospélé vcely je jist€é mozné a v urcitych ptipadech vyhodné,
domnivam se vSak, Zze ziskdni srovnatelnych vysledkd bude pracnéjsi nez u jinych matric,
které je mozné vyuzit pro detekci P. larvae. Naopak pokud by se zaméfili na optimalizaci
metody nasledné vysledky kvantifikace by byly davéryhodné, bylo by mozné z dospélych

veel ¢i veelich larev urcit v preklinické fazi konkrétni véelstva s nejvysSimi nalezy P. larvae a
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vcCelafi naptiklad doporucit, aby tato vcelstva pfemetl. Vyhodou je samoziejmé rychlost, se
kterou je mozné dat véelati védét — i s odbérem vzorkt klidng jiz ptisti den. Cim delsi doba
uplyne mezi odbérem vzorkli a ziskanim vysledktl, tim vice se za tu dobu mohla zménit

nakazova situace a provedenda opatieni nemusi byt dostatecné €inna.

5.Zavér
Cilem této prace bylo detekovat a kvantifikovat bakterii Paenibacillus larvae ve vcelich
délnicich metodou kvantitativni polymerazové ftetézové reakce v redlném case (qPCR).
Detekovat a kvantifikovat P. larvae se podafilo ve vzorcich pochézejicich z lokalit a ze
vcelstev, ve kterych byly nalezeny klinické ptiznaky moru véeliho plodu, tedy vcelstva byla

silné nakaZena (z lokalit Lidecko, Ut&$enovice a Zdeslavice).

Vysledky porovnavanych sad vzork odebranych v lokalit® Uhonice ze véelstev pied
provedenim metody pfemeteni na mezistény a po jejim provedeni nebyly prukazné, jelikoz
byla odhalena amplifikace nespecifickych produktii. Neni vylouceno, ze ziskané vzorky vcel
neobsahovaly bakterii P. larvae, a tedy nebylo mozné docilit spésné amplifikace. Nizky ¢i
nulovy vyskyt P. larvae ve vzorcich a vysoky obsah ostatni netemplatové DNA mohl
zpusobit nedostatecnou specifitu primeri. Pro jasné vysledky by bylo potieba provést metodu

znovu s optimalizacemi nebo na novych sadach vzorkt jinych vcel.

Porovnani pfitomnosti spor P. larvae ve vzorcich ze siln€ nakaZenych vcelstev a ze vcelstev
s minimdlnimi ndlezy spor P. larvae pochazejicich ze stejného stanovisté (lokality
UtéSenovice a Zdeslavice) prokazalo jasné rozdily mezi takto odlisnymi véelstvy.
Amplifikace ve vzorcich siln€ nakazenych vcel probihala v potfadku, resp. vysledné sekvence

produktu vzorku Z1 byly ur€eny jako P. larvae, coz potvrzuje funkénost metody qPCR.

Urc¢eni limiti ¢i hranic detekce P. larvae, resp. hodnot prokazujici ¢i vyvracejici ndkazu nebo
pravdépodobnou ptitomnost klinickych ptfiznakl ve veelstvu nebylo mozno zjistit. Pro tento
ucel nebyl dostatek vhodnych dat. Bylo by potieba ziskat vzorky vcel, které vyplni aktudlni
nepiitomnost vzorkl v€el s mirou ndkazy leZici mezi nasimi vzorky téméf nenakazenych vcel

a vzorky silné€ nakazenych vcel.

Budouci prace v oblasti detekce a kvantifikace P. larvae ve vcelich délnicich by mohla
pomoci napiiklad pfi rozhodovani, ktera vcelstva na zaklad¢ aktualniho zdravotniho stavu

vcel, resp. mnozstvi P. larvae ve vCelstvu pfemést apod.
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Seznam zKkratek
AFB = z anglického ,,American foulbrood*

bp = z anglického ,,base pair*

BLAST = z anglického ,,Basic Local Alignment Search Tool*

CCD = z anglického ,,colony collaps disorder (syndrom zhrouceni vcelstev)
CFU = z anglického ,,colony-forming units*

Cp = z anglického ,,crossing point*“ u qPCR

Cq = z anglického ,,quantification cycle* u qPCR

Ct = z anglického ,.treshold cycle® u qPCR

CIA = &esky institut pro akreditaci

DMSO = dimethyl sulfoxide

dNTPs = deoxynucleotide triphosphates

DreamTaq DNA polymeraza = Thermus aquaticus DNA Polymerase

dsDNA = z anglického ,,double-stranded deoxyribonucleic acid*

ERIC = z anglického ,,enterobacterial repetitive intergenic consensus
ERIC-PCR = metoda rep-PCR s pouzitim ERIC primert

KVS = krajska veterinarni sprava

LT = z anglického ,,lethal time*

MVP = mor vceliho plodu

NCBI = z anglického ,,The National Center for Biotechnology Information*
NK = negativni kontrola

OIE = z francouzského ,,Office International des Epizooties*

PCR = z anglického ,,polymerazova fetézova reakce v realném Case*

PK = pozitivni kontrola

PM = peritrofickd matrix (membrana)

PBST = z anglického ,,phosphate puffered saline with Tween 20* (fosfatovy roztok)
qPCR = z anglického ,.kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném Case*
rep-PCR = z anglického ,.repetitive element polymerase chain reaction fingerprinting*
S-vrstva = z anglického ,,surface layer* (povrchova vrstva ¢i vrstva na povrchu)
SVS = statni veterinarni sprava

SVU = statni veterinarni tistav

TOP = z anglického ,,take-off point* u qPCR

VUVE = vyzkumny ustav véelaisky
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Definice pouzitych vyrazi

Cistici pud véel = instinkt délnic pro udrzovani pofadku v tlu, napt. uklid dna a bun¢k,

odstranéni nemocného plodu, opousténi hnizda nemocnymi vcelami, vyprazdinovani
mimo hnizdo a dalsi (Prymas et al., 2017)

hemocoel = télni dutina c¢lenovch nékdy dalSich skupin bezobratlych vyplnéna
hemolymfou (Volf & Hordk, 2007)

hospodaiska zvitata = zvifata vyuzivana prevazné¢ k chovu, vykrmu, praci a jinym

hospodarskym uceliim, zejména skot, prasata, ovce, kozy, kon¢, osli a jejich kiizenci,
driibez, bézci, kralici, kozeSinova zvitata, zvét ve farmovém chovu, ryby a jini vodni
zivocichové, vcely a véelstva (Zakon ¢. 166/1999 Sb., § 3)

krmna (matefi a dé€lnici) kaSicka = potrava, kterou vyrabi dé€lnice - kojicky pomoci

hltanovych zl4z (obsahuje mnoho proteinl) a kusadlovych zldz (obsahuje mnoho
tukovych latek); larvy budoucich matek jsou krmeny vyhradné matefi kaSickou,
ostatni larvy prvni tfi dny matefi a poté jiz d€lni¢i kasickou, medem a pylem (Prymas
etal., 2017)

mezisténa = vyrobena voskova tabule slouzici vcelam jako ptedloha pro stavbu
véeliho dila (Prymas et al., 2017)

mél = materidl spadany na dno ulu, nejvice stavebni vosk (Titéra, 2009)

ochranné padsmo = ochranné pasmo v okruhu nejméné 3 km kolem ohniska ndkazy s

pfihlédnutim  k epizootologickym, zemé&pisnym, biologickym a  ekologickym
podminkam (Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb., § 11)
ohnisko ndkazy = stanovi$t¢ vcelstev, na némz byl potvrzen krajskou veterindrni

spravou mor vceliho plodu (Vyhlaska €. 18/2018 Sb., § 11)

patogen = (micro)organismus, ktery je schopen vyvolat u piislusSného hostitele
onemocnéni (Volf & Horak, 2007)

preklinickd fdze moru vceliho plodu = obdobi, kdy se ve vCelstvu daji detekovat spory

P. larvae, ale nejsou jeste viditelné klinické ptiznaky na plodu

ptenos horizontalni = mezi jedinci v ramci jedné generace (Fries & Camazine, 2001)

pienos vertikdlni = mezi jedinci mezi jednou generaci a dalsi nadchazejici (Fries &

Camazine, 2001), pfenos onemocnéni z rodict na potomky (Velky lékatsky slovnik

[online])
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