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1. Úvod a současný stav poznatků 
 

Bakterie Paenibacillus larvae způsobuje nejzávažnější 

bakteriální onemocnění včely medonosné (Apis mellifera) – 

mor včelího plodu. Jedná se o sporulující, pohyblivou, gram-

pozitivní tyčinku, velikosti 0,5 – 1  2,5 – 5 m, obvykle 

tvořící řetízky (Hansen a Brodsgaard, 2001). Spory jsou velké 

0,6  1,3 m  (Hansen a Brodsgaard 2001) a díky své extrémní 

odolnosti vůči fyzikálně – chemickým vlivům jsou příčinou 

vysoké nebezpečnosti moru včelího plodu. Proto lze tento 

mikroorganizmus použít jako modelový pro studium 

fyziologických vlastností sporulujících mikrobů. 

Molekulární mechanizmy patogeneze moru včelího plodu 

však nejsou dosud známy. E.W.Davidson (1973) na základě 

elektron-mikroskopické studie patogeneze tohoto onemocnění 

vyslovila hypotézu, že by významným faktorem průniku 

bakterie do hemolymfy mohl být pohyb tyčinky a tedy 

mechanické rozrušení tkáně. Pohyb sice může být významným 

faktorem patogenity při pronikání některých bakterií 

(Helicobacter sp., Vibrio cholereae, atd.) mukózními vrstvami 

(Salyers a Whitt, 2002), avšak zdá se nepravděpodobné, že by 

pouhý pohyb umožňoval tyčince průnik přes vrstvu epitelu. 

Zmíněná hypotéza nebyla dosud potvrzena žádnou 
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biomechanickou studií. S největší pravděpodobností se bude 

jednat o souhru několika různých faktorů. 

V souvislosti s destrukcí tkání larvy se často uvádí význam 

proteáz, které mohou hrát jak nutriční, tak penetrační úlohu 

(Dancer a Chantawannakul, 1997; Glinski a Jarosz, 1998; 

Hansen a Brodsgaard, 2001). Jejich přesná úloha v patogenezi 

moru včelího plodu dosud zjištěna nebyla. 

Na produkci proteáz bakterií P. larvae bylo možné 

usuzovat podle ztekucování želatiny při růstu na umělých 

živných médiích. (Maasen, 1908; Sturtevant, 1924; Lochhead, 

1928; Stoilowa, 1938)  

Na základě tohoto znaku byla předpokládána významná 

produkce proteáz bakterií P. larvae. 

Za pilotní práci zabývající se proteázami P. larvae lze 

považovat práci E.C. Holsta a A.P. Stuertevanta publikovanou 

v roce 1940. Tito autoři zjistili, že extrakt z příškvarů 

vyvolává peptonizaci a srážení mléka.  

N.G. Patel a T.A. Gochnauer (1972) provedli detailní 

biochemickou studii intracelulárních proteáz P. larvae a 

proteáz sekretovaných do média během sporulace. Ve studii 

použili metody papírové chromatografie a elektroforézu. 

Ztekucování želatiny detekovali změnou viskozity a rovněž 

pomocí chloridu rtuťnatého. Podle výsledků chromatografie a 

elektroforézy autoři usoudili na přítomnost dvou proteáz 
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ve vysporulované kultuře a jedné intracelulární proteázy u 

vegetativních forem P. larvae.  

B.N. Dancer a P. Chantawannakul (1997) studovali 

proteázy přítomné v rozkládajících se tkáních a v příškvarech 

včelích larev napadených P. larvae. K detekci proteolytické 

aktivity použili kasein, azokasein, elastázu, kolagenázu a 

zymografii s kaseinovým substrátem. Byla zjištěna velká 

variabilita mezi aktivitou testovaných vzorků. Společným 

znakem u všech vzorků byly proteázy s pH optimem okolo 

6,8, inhibované 1,10-phenantrolinem. Teplotní optimum těchto 

enzymů leželo mezi 60 – 65 °C, přičemž při zahřátí na 70 – 80 

°C docházelo k prudkému poklesu aktivity. Provedením 

denaturující elektroforézy (SDS-PAGE) s následným 

převrstvením gelu agarem s kaseinem (modifikace 

zymografie) identifikovali několik proteolytických pruhů 

v oblasti 21 – 23 kDa. Při použití nativní elektroforézy 

s následným převrstvením gelu agarem s přídavkem 

odstředěného mléka byly detekovány celkem čtyři pruhy 

značící proteolytickou aktivitu. Tyto proteázy se v příškvarech 

a rozkládajících se larvách vyskytovaly v různých 

kombinacích.  

Autor této práce se ve své diplomové práci zabýval 

studiem proteáz sekretovaných do MYPGP média během růstu 

kultury P. larvae (Hrabák, 2004a; Hrabák a Martínek, 2006). 
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Během primární detekce proteolytických enzymů se podařilo 

zymograficky identifikovat aktivitu v oblasti  87, 74 a 42 kDa 

u dvoudenní kultury bakterie P. larvae. V pětidenní kultuře 

bylo možné identifikovat změny v proteolýze slábnutím 

aktivity 74 kDa a naopak zesílení proteolytické aktivity 

v oblasti 42 kDa a zcela novou aktivitu v oblasti 40 kDa. U 

pětidenní kultury však dochází k lýze části tyčinek, proto nelze 

aktivním proteázám v této kultuře jednoznačně přisoudit 

extracelulární charakter. Dle charakterizace proteáz provedené 

pomocí zymografie autor předpokládá charakter metaloproteáz 

či proteáz se závislostí na kovových iontech, neboť byly 

inhibovány chelátory kovových iontů. Aktivita byla nejvyšší 

při neutrálním pH (lze uvažovat o vyloučení aspartátových 

proteáz) a ke své aktivitě nevyžadovaly redukční činidlo 

(vyloučení cysteinových proteáz). Byly štěpeny substráty, jenž 

jsou obvykle specifické pro aspartátové proteázy a 

metaloproteázy a neštěpeny substráty používané pro některé 

serinové a cysteinové proteázy (Bz-Arg-pNA, Bz-Phe-Val-

Arg-pNA). 

 
 
2. Cíle práce 

 

Práce byla rozdělena do dvou dílčích celků – doplnění 

informací o biochemických vlastnostech proteáz 
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sekretovaných vegetativními formami P. larvae a na studium 

biochemických vlastností proteáz vázaných ve vnějších 

vrstvách spory a jejich významu v patogenezi moru včelího 

plodu. V případě proteáz sekretovaných vegetativními 

formami P. larvae byl cíl vytyčen k navržení vhodného 

purifikačního postupu, zdokonalení detekčních technik proteáz 

a srovnání proteolytické aktivity deponovaných izolátů.  

V případě studia proteáz vázaných ve vnějších strukturách 

spory bylo cílem navržení vhodného extrakčního postupu, 

lokalizace proteáz ve struktuře spory, vliv inhibitorů proteáz 

na germinaci spor (možnost nového přístupu k desinfekci) a 

ověření významu proteáz v patogenezi moru včelího plodu. 

K dosažení vytyčených cílů v případě proteáz 

sekretovaných vegetativními formami P. larvae bylo 

zapotřebí: 

- optimalizovat kultivaci bakterie P. larvae vzhledem 

k množství balastních proteinů ve vzorku, 

- navrhnout vhodný purifikační postup, 

- analyzovat aktivitu proteáz.  

K dosažení cílů v případě studia proteáz vázaných ve 

struktuře spory bylo zapotřebí: 

- navrhnout a ověřit vhodné sporulační médium, 

- vybrat vhodný kmen P. larvae ke studiu, 

- navrhnout optimální extrakční postup proteáz, 
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- lokalizovat proteázy ve struktuře spory, 

- nalézt vhodné inhibitory proteáz, 

- otestovat vliv inhibitorů na germinaci spor, 

- ověřit virulenci spor zbavených proteáz ve srovnání se 

sporami nativními. 

 

 

3. Metodika 

 

Izoláty P. larvae 

Izoláty bakterie P. larvae byly získány z Výzkumného 

ústavu včelařského, s.r.o., kde byla provedena jejich 

identifikace. Jednalo se o izoláty ze včelstev s diagnózou moru 

včelího plodu z ČR a Rakouska.  

Kultivace 

Jako pevné médium byl zvolen MYPGP agar (Dingman a 

Stahly, 1983), který sloužil k izolaci jednotlivých bakteriálních 

kolonií.  

Jako sporulační médium byl navržen a použit HCBB agar. 

Kultivace na tomto agaru probíhala 14 dní při teplotě 35°C. 

Statistická analýza 

Data získaná při srovnání počtu CFU na různých médiích 

byla srovnávána t-testem na hladině významnosti p < 0,05 

(Reif, 2000). 
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Analýza proteinů 

Proteiny byly děleny pomocí denaturující a nedenaturující 

elektroforézy (Bollag a Edelstein, 1991). 

Analýza proteolytické aktivity zymografií 

Zymografie byla použita pro detekci proteolytické 

aktivity, stanovení molekulové hmotnosti a základních 

vlastností studovaných proteáz. Námi použitá metodika byla 

modifikována podle M.J. Northa (1997), G.W. Olivera a kol. 

(1999) a Ch. Paecha a kol. (1993).  

Lytická aktivita vzorků 

Metoda byla použita ke sledování lytické aktivity 

produktů metabolizmu P. larvae na zástupce gram-negativních 

a gram-pozitivních bakterií a testovaný tentýž kmen P. larvae. 

Elektronová mikroskopie 

Elektron-mikroskopické vyšetření vzorků pro průkaz 

bakteriofága v lyzující kultuře probíhalo v Laboratoři 

elektronové mikroskopie Mikrobiologického ústavu AV ČR 

podle metodiky pospané J. Šmardou a H. Slováčkovou (2004) 

a O. Benadou a V. Pokorným (1990).  

Purifikace proteáz 

Gelová filtrace byla prováděna především podle návodů 

firmy Pharmacia Fine Chemicals (Pharmacia Fine Chemicals, 

1975, 1976a, 1976b, 1976c, 1979), jejíž produkty byly použity 

– značkové kolony, SEPHADEX.  
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Iontově výměnná chromatografie probíhala podle metodik 

popsaných D.M. Bollagem a S.J. Edelsteinem (1991), N.M. 

Hopperem (1999) a návodů firmy Pharmacia Fine Chemicals 

(1980). 

Rovněž byla použita metoda afinitní chromatografie 

s navázaným chelátorem kovů. Kolona byla připravena v naší 

laboratoři dle J. Poratha a kol. (1975).  

Štěpení BSA / kaseinu 

Analýza vlastností purifikovaných proteáz byla testována 

štěpením bovinního sérového albuminu a kaseinu. 

Zjištění inhibičního profilu proteáz 

Test inhibice byl prováděn inkubací zymografického gelu 

v přítomnosti příslušného inhibitoru (North, 1997; Wolz, 

1999). Stejně byl prováděn i test vlivu různých kovových 

iontů na aktivitu a inhibici proteáz. 

Elektroeluce proteinů z povrchu spor 

K extrakci povrchových proteinů pláště spory bylo použito 

elektroforetické zařízení zkonstruované pro tyto účely autorem 

dizertační práce.  

Extrakce proteinového pláště spory chemickou cestou 

Pro účely této studie byla použita technika popsaná C.S. 

Hayesem a P. Setlowem (1997). 
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Infekční pokusy in vitro a in vivo  

Význam proteáz vázaných v povrchových strukturách 

spory v patogenezi byl ověřen infekčním pokusem in vitro a in 

vivo. K tomu byla použita metodika podle Y.S.C. Penga a kol. 

(1992) modifikovaná E. Genersch a kol. (2006). 

Infekční pokus in vivo byl navržen v laboratorním úlku a 

to jak krmením testovaného materiálu, tak pipetováním 

malého množství tohoto materiálu přímo k larvičce.  

 

 

4. Dosažené výsledky 

 

V prvním kroku bylo potřeba optimalizovat kultivaci P. 

larvae. V MYPGP médiu byla zjištěna lýza kultury po 40ti 

hodinnách od naočkování, doprovázená poklesem pH pod 

hodnotu 6,4. Jako příčina lýzy byla prokázána indukce 

temperovaného bakteriofága BLA.  

Ke sporulaci P. larvae byl navržen nový agar s označením 

HCBB. Při srovnání schopností sporulace 31 sbírkových 

kmenů na MYPGP agaru a na agaru HCBB byl HCBB agar 

vyhodnocen jako vhodné sporulační médium s mediánem 

sporulace 4,2  106 spor/cm2 v aerobní atmosféře a 5,65  106 

spor/cm2 v aerobní atmosféře s 10 % CO2.  
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Pro purifikaci sekretovaných proteáz byla použita 

jednodenní  kultura P. larvae, inkubovaná 24 hodin při 

pokojové teplotě. Po aplikaci takto připraveného vzorku na 

kolonu s DEAE-celulózou došlo k optimální purifikaci 87/74 

kDa a 42/40 kDa proteáz. Následně byla provedena analýza 

štěpení bovinního sérového albuminu a kaseinu 

purifikovanými proteázami, avšak ani jeden z těchto substrátů 

nebyl štěpen. Sekretované proteázy se ukázaly být stabilní po 

dobu minimálně 14 dní při 4 °C, 3 dny při pokojové teplotě a 

pouze 24 hodin při 35 °C. Aktivita zůstala zachována i při 

zahřátí na 60 °C po dobu 10 minut. Se zvyšováním teploty 

docházelo k poklesu aktivity.  

Při srovnání profilů sekretovaných proteáz u sbírkových 

kmenů se všechny různé varianty nacházely u vzorků 

signifikantně patogenních, tj. nebyl prokázán vliv konkrétní 

proteázy na virulenci P. larvae.  

Pro extrakci proteáz vázaných ve vnějších strukturách 

spory se podařilo sestrojit speciální elektroforetické zařízení, 

umožňující extrakci proteinů až z 108 spor. Extrahované 

proteázy se nejspíše nalézají ve vnějším proteinovém plášti 

spory. Jedná se pravděpodobně o metaloproteázy inhibované 

1,10-phenantrolinem s pH optimem ležícím v oblasti 

neutrálního pH. Srovnáním profilu proteáz vázaných 

v proteinovém plášti spory u sbírkových kmenů byly zjištěny 3 
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různé kombinace detekovaných proteáz. Vzhledem k tomu, že 

se všechny varianty vyskytovaly u izolátů izolovaných 

z klinického materiálu, tj. u signifikantně patogenních kmenů, 

není žádná  z kombinací sama o sobě nutným faktorem 

patogenity. Infekčním pokusem in vitro a in vivo byla 

testována virulence spor zbavených proteinového pláště. Bylo 

prokázáno, že spory zbavené proteinového pláště jsou stejně 

virulentní jako spory nativní. Proto je pravděpodobné, že 

proteázy vázané v proteinovém plášti spory nemají ve 

virulenci P. larvae významnou úlohu.  

 

 

5. Závěr 

 

Během práce se podařilo: 

- optimalizovat kultivaci P. larvae s ohledem na 

následnou purifikaci sekretovaných proteáz, 

- zjistit stabilitu sekretovaných proteáz, 

- nalézt vhodný postup pro purifikaci 87/74 a 42/40 

kDa proteáz, 

- srovnat profily sekretovaných proteáz u 31 

sbírkových kmenů, 

- navrhnout nové sporulační médium pro P. larvae, 
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- nalézt vhodný extrakční postup pro proteázy 

vázané v proteinovém plášti spory, 

- provést základní biochemickou charakterizaci 

proteáz vázaných v proteinovém plášti spory, 

- prokázat, že proteázy vázané v proteinovém plášti 

spory nejsou esenciálním faktorem virulence P. 

larvae. 

Zadané cíle tak byly beze zbytku splněny.  

 

 

6. 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 a completing 

information about secreted proteases of this bacterium and on 

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 
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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 sporulation 4.2  106 spores per cm2 in aerobic 

conditions and 5.65  106 spores per cm2 in aerobic conditions 

with 10 % CO2. 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 108 spores. The extracted 
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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 that 

the proteases bound in the spore coat do not have an essential 

function in the virulence of P. larvae. 
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