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Predmluva

Predkladanad dizertacni prace se zabyva vlastnostmi velmi zajimavého mikroba —
bakterie Paenibacillus larvae se zvlastnim dlirazem na proteolytické enzymy. Tato bakterie
je zekonomického hlediska vyznamnym veterindrnim patogenem — zplsobuje nemoc
oznacovanou jako mor vceliho plodu, na n¢jz dosud existuje pouze jedina u¢inna terapie -
spaleni veskerého kontaminované¢ho materialu véetné samotnych vcel. Patogeneze tohoto
onemocnéni a dulezité¢ faktory patogenity vSak zlstdvaji zdhadou. V posledni dobé lze
v literatue zaznamenat nartst ¢lanki tykajicich se molekularni epidemiologie P. larvae, ale
ani jejich vysledky zatim nekonverguji k poznani patogenetickych vlastnosti tohoto
mikroba. Pfistup ke zjisténi faktorti patogenity muize byt dvoji — hledani jejich gent pfimo
v genomu mikroorganismu nebo studium jiz vytvorenych metaboliti. Prvni pfistup by byl
nakladngjsi. I pfesto jsem si pro feSeni vybral pristup druhy, jednak z diivodii toho, ze nase
laboratoi nedisponuje piislusnymi technologiemi pro praci s DNA na takové trovni, ale také
1 proto, Ze je tento piistup klasickou a hezkou biochemii.

Na tomto misté bych chtél podékovat vSem, ktefi se na vysledcich této prace
jakkoliv podileli. Jednd se predevsim o mého Solitele RNDr. Karla Martinka, Ph.D., o
RNDr. Olgu Hruskovou-Heidingsfeldovou, CSc. z Ustavu organické chemie a biochemie
AV CR, které dékuji za cenné rady a spolupraci na nékterych pokusech, o RNDr. Oldficha
Benadu, CSc. z Mikrobiologického ustavu AV CR, bez néhoz by nebyla mozna prace na
elektron-mikroskopickém prikazu temperovaného bakteriofaga v lyzujicich kulturach P.
larvae. Nesmim rovnéz zapomenout podékovat Ing. Daliboru Titérovi, CSc. a pani Marcele
Haklové z Vyzkumného tstavu vcelatrského, s.r.o., kde se pti dlouhych diskuzich o moru
véeliho plodu zrodila celd tfada podnétnych néapadi. Dale mij dik patii studentce
vseobecného 1¢ékaistvi Eveé Chudackové, ktera se podilela na mnoha experimentech
tykajicich se spor P. larvae. Vd&ény jsem i viem dal§im pracovnikiim Ustavu mikrobiologie
Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice v Plzni za poskytnuti pratelského prostiedi na
pracovisti. V neposledni fad€ patii mllj dik rodin¢ a ptéatelim za pomoc ne sice odbornou,

ale neméné dualezitou.

Jaroslav Hrabak
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Souhrn

wevr

bakteridlnim patogenem vcel. Pro své vlastnosti a vzhledem k omezené patogenité pouze
pro vcely miize byt pouzita jako modelovy organizmus ke studiu gram-pozitivnich
sporulujicich aerobnich tyCinek. V této praci jsme se zaméfili na doplnéni informaci o
sekretovanych proteazach a na studium protedz vazanych ve struktuie spory. Ke kultivaci P.
larvae bylo pouzito MYPGP médium. V tomto médiu byla zjisténa lyza kultury po 40ti
hodinnach od naockovani, doprovdzend poklesem pH pod hodnotu 6,4. Jako pficina lyzy
byla prokazéna indukce temperovaného bakteriofaga BLA. Ke sporulaci P. larvae byl
navrzen novy agar s oznacenim HCBB. Pfi srovnéani schopnosti sporulace 31 sbirkovych
kmenii na MYPGP agaru a na agaru HCBB byl HCBB agar vyhodnocen jako vhodné
sporulaéni médium s medianem sporulace 4,2 x 10° spor/cm” v aerobni atmosféie a 5,65 x
10® spor/cm® v aerobni atmosféte s 10 % CO,. Pro purifikaci sekretovanych proteaz byla
pouzita jednodenni kultura P. larvae, inkubovana 24 hodin pii pokojové teploté. Po
aplikaci takto pfipraven¢ho vzorku na kolonu s DEAE-celuléozou doSlo k optimalni
purifikaci 87/74 kDa a 42/40 kDa proteaz. Nasledn¢ byla provedena analyza Stépeni
bovinniho sérového albuminu a kaseinu purifikovanymi protedzami, avSak ani jeden z
téchto substrati nebyl Stépen. Sekretované proteazy se ukéazaly byt stabilni po dobu
minimalné 14 dni pfi 4 °C, 3 dny pii pokojové teploté a pouze 24 hodin pfi 35 °C. Aktivita
zustala zachovana 1 pifi zahtati na 60 °C po dobu 10 minut. Se zvySovanim teploty
dochazelo k poklesu aktivity protedz. Pii srovnani profili sekretovanych protedz u
sbirkovych kmenti se vSechny rtizné varianty nachazely u vzorku signifikantn€ patogennich,
tj. nebyl prokdzan vliv konkrétni protedzy ve virulenci P. larvae. Pro extrakci proteaz
vazanych ve vnéjSich strukturach spory se podatilo sestrojit specidlni elektroforetické
zafizeni, umoziiujici extrakci proteinii az z 10® spor. Extrahované protedzy se nejspise
nalézaji ve vnéjSim proteinovém plasti spory. Jedna se pravdépodobné o metaloproteazy
inhibované 1,10-phenantrolinem s pH optimem lezicim v oblasti neutralniho pH. Srovnanim
profilu protedz vazanych v proteinovém plasti spory u sbirkovych kment byly zjistény 3
rizné kombinace detekovanych protedz. Vzhledem ktomu, Ze se vSechny varianty
vyskytovaly u izolatl izolovanych z klinického materidlu, tj. u signifikantné patogennich
kmenti, neni zddnd =z kombinaci sama o sobé nutnym faktorem patogenity. Infekénim
pokusem in vitro a in vivo byla testovana virulence spor zbavenych proteinového plaste.

Bylo prokdzano, Ze spory zbavené proteinového plasté jsou stejné virulentni jako spory
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nativni. Proto je pravdépodobné, Zze proteazy vazané v proteinovém plasti spory nemaji ve

virulenci P. larvae vyznamnou tlohu.
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Summary

Due to the high resistance of the spores, the bacterium Paenibacillus larvae is the
most dangerous bacterial pathogen of the honey bee (Apis mellifera). Thanks to its
biological properties and restricted pathogenicity, this bacterium can be used as a model
organism to study gram positive sporulating aerobic rods. This work is focused on
completing information about secreted proteases of this bacterium and in a study of
proteases bound in a spore structure. MYPGP medium was used for the cultivation of P.
larvae. In this medium, lysis of the culture was shown after 40 hours of cultivation. The pH
of the medium decreased below 6.4 by lysis. The induction of temperate bacteriophage BLA
was detected as a causative agent of this lysis. A new sporulation medium called HCBB
agar was proposed for the sporulation of P. larvae. In comparison with HCBB agar with
MYPGP agar by 31 strains of P. larvae stored in our collection, HCBB agar was evaluated
as an appropriate sporulation medium with a median of sporulatin 4.2 x 10° spores per cm’
in aerobic conditions and 5.65 x 10° spores per cm” in aerobic conditions with 10 % COs.
For purification of the secreted proteases, a one-day culture incubated at room temperature
was used. Optimal purification of 87/74 kDa and 42/40 kDa proteases was observed after
application of this sample on a DEAE-cellulose column. In the next step, analysis of the
activity of purified proteases against bovine serum albumine was done. The secreted
proteases have been stable for 14 days at 4 °C, for 3 days at room temperature and only 24
hrs at 35 °C. Proteolytic activity remained stable after heating at 60 °C for 10 minutes. With
the increasing temperature, the proteolytic activity decreased. In comparing proteolytic
patterns by the different 31 strains, all variants were presented in significantly pathogenic
strains, so that there is no protease responsible for the virulence of P. larvae. For the
extraction of proteases from the external structures of the spores, special electrophoretical
equipment was constructed. This apparatus performs the easy extraction of proteases from
10® spores. The extracted proteases are probably located in the spore coat. These proteases
were identified as metalloproteases inhibited by 1,10-phenantroline with an optimum of pH
in the neutral value. Three combinations of the detected proteases were observed in the 31
strains of P. larvae. All these variants were shown in isolates collected from clinical
material, so that no one protease is an essential virulence factor. The virulence of the
decoated spores was tested in vitro and in vivo. These experiments proved the same

virulence of the decoated and native spores. According to this result, we can hypothesize
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that the proteases bound in the spore coat do not have an essential function in the virulence

of P. larvae.
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