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1. Uvod a soudasny stav poznatki

Vv

bakterialni onemocnéni vcely medonosné (Apis mellifera) —
mor vceliho plodu. Jedna se o sporulujici, pohyblivou, gram-
pozitivni ty€inku, velikosti 0,5 — 1 x 2,5 — 5 pum, obvykle
tvoftici fetizky (Hansen a Brodsgaard, 2001). Spory jsou velké
0,6 x 1,3 um (Hansen a Brodsgaard 2001) a diky své extrémni
odolnosti vici fyzikalné — chemickym vlivim jsou pfic¢inou
vysoké nebezpecnosti moru véeliho plodu. Proto lze tento
mikroorganizmus pouzit jako modelovy pro studium
fyziologickych vlastnosti sporulujicich mikrobd.

Molekularni mechanizmy patogeneze moru véeliho plodu
vSak nejsou dosud znamy. E.W.Davidson (1973) na zakladé
elektron-mikroskopické studie patogeneze tohoto onemocnéni
vyslovila hypotézu, Ze by vyznamnym faktorem praniku
bakterie do hemolymfy mohl byt pohyb tyCinky a tedy
mechanické rozruseni tkan€. Pohyb sice miize byt vyznamnym
faktorem patogenity pii pronikani nékterych bakterii
(Helicobacter sp., Vibrio cholereae, atd.) mukoznimi vrstvami
(Salyers a Whitt, 2002), avsak zda se nepravdépodobné, Ze by
pouhy pohyb umoziioval tyCince prunik pies vrstvu epitelu.

Zminéna hypotéza nebyla dosud potvrzena zadnou



biomechanickou studii. S nejvétsi pravdépodobnosti se bude
jednat o souhru nékolika rGznych faktort.

V souvislosti s destrukei tkani larvy se casto uvadi vyznam
proteaz, které mohou hrat jak nutri¢ni, tak penetracni tlohu
(Dancer a Chantawannakul, 1997; Glinski a Jarosz, 1998;
Hansen a Brodsgaard, 2001). Jejich pfesna uloha v patogenezi
moru v¢eliho plodu dosud zji$téna nebyla.

Na produkci protedz bakterii P. [arvae bylo mozné
usuzovat podle ztekucovani zelatiny pfi ristu na umélych
zivnych médiich. (Maasen, 1908; Sturtevant, 1924; Lochhead,
1928; Stoilowa, 1938)

Na zaklad¢ tohoto znaku byla pfedpokladana vyznamna
produkce protedz bakterii P. larvae.

Za pilotni praci zabyvajici se proteazami P. larvae lze
povazovat praci E.C. Holsta a A.P. Stuertevanta publikovanou
vroce 1940. Tito autoii zjistili, Ze extrakt z pfiSkvard
vyvolava peptonizaci a srazeni mléka.

N.G. Patel a T.A. Gochnauer (1972) provedli detailni
biochemickou studii intracelularnich proteaz P. larvae a
protedz sekretovanych do média béhem sporulace. Ve studii
pouzili metody papirové chromatografie a elektroforézu.
Ztekucovani zelatiny detekovali zménou viskozity a rovnéz
pomoci chloridu rtutnatého. Podle vysledkii chromatografie a

elektroforézy autoii usoudili na pfitomnost dvou proteaz



ve vysporulované kultuie a jedné intracelularni proteazy u
vegetativnich forem P. larvae.

B.N. Dancer a P. Chantawannakul (1997) studovali
proteazy pritomné v rozkladajicich se tkanich a v ptiskvarech
veelich larev napadenych P. larvae. K detekci proteolytické
aktivity pouzili kasein, azokasein, elastazu, kolagenazu a
zymografii s kaseinovym substratem. Byla zjisténa velka
variabilita mezi aktivitou testovanych vzorkd. Spole¢nym
znakem u vSech vzorkl byly proteazy s pH optimem okolo
6,8, inhibované 1,10-phenantrolinem. Teplotni optimum téchto
enzymu lezelo mezi 60 — 65 °C, pfi¢emz pti zahiati na 70 — 80
°C dochazelo kprudkému poklesu aktivity. Provedenim
denaturujici  elektroforézy = (SDS-PAGE) s naslednym
prevrstvenim  gelu agarem  skaseinem  (modifikace
zymografie) identifikovali nékolik proteolytickych pruhd
voblasti 21 — 23 kDa. Pfi pouziti nativni elektroforézy
snaslednym  prevrstvenim gelu agarem s piidavkem
odstfedéného mléka byly detekovany celkem C&tyfi pruhy
znacici proteolytickou aktivitu. Tyto protedzy se v priskvarech
a rozkladajicich se larvach vyskytovaly v riznych
kombinacich.

Autor této prace se ve své diplomové praci zabyval
studiem protedz sekretovanych do MYPGP média béhem riistu

kultury P. larvae (Hrabak, 2004a; Hrabak a Martinek, 2006).



Béhem primarni detekce proteolytickych enzymu se podatilo
zymograficky identifikovat aktivitu v oblasti 87, 74 a 42 kDa
u dvoudenni kultury bakterie P. larvae. V pétidenni kultuie
bylo mozné identifikovat zmény v proteolyze slabnutim
aktivity 74 kDa a naopak zesileni proteolytické aktivity
v oblasti 42 kDa a zcela novou aktivitu v oblasti 40 kDa. U
pétidenni kultury vSak dochazi k Iyze casti tyCinek, proto nelze
aktivnim protedzam v této kultufe jednoznacné prisoudit
extracelularni charakter. Dle charakterizace proteaz provedené
pomoci zymografie autor predpoklada charakter metaloproteaz
¢i protedz se zavislosti na kovovych iontech, nebot byly
inhibovany chelatory kovovych iontti. Aktivita byla nejvyssi
pii neutralnim pH (lze uvazZovat o vylouceni aspartatovych
protedz) a ke své aktivit¢ nevyzadovaly redukéni cinidlo
(vylouceni cysteinovych proteaz). Byly §tépeny substraty, jenz
jsou obvykle specifické pro aspartatové protedzy a
metaloproteazy a neStépeny substraty pouzivané pro nékteré
serinové a cysteinové protedzy (Bz-Arg-pNA, Bz-Phe-Val-
Arg-pNA).

2. Cile prace

Prace byla rozdélena do dvou dil¢ich celkii — doplnéni

informaci o  biochemickych  vlastnostech  proteaz



sekretovanych vegetativnimi formami P. larvae a na studium
biochemickych vlastnosti proteaz vazanych ve vnéjsich
vrstvach spory a jejich vyznamu v patogenezi moru vceliho
plodu. V piipadé¢ proteaz sekretovanych vegetativnimi
formami P. larvae byl cil vyty€en knavrzeni vhodného
purifika¢niho postupu, zdokonaleni detekénich technik proteaz
a srovnani proteolytické aktivity deponovanych izolata.

V ptipadé€ studia proteaz vazanych ve vnéjsich strukturach
spory bylo cilem navrzeni vhodného extrakéniho postupu,
lokalizace protedz ve struktufe spory, vliv inhibitorti proteaz
na germinaci spor (moznost nového pfistupu k desinfekci) a
ovéfeni vyznamu protedz v patogenezi moru vcéeliho plodu.

K dosazeni  vytyCenych  cild  vpfipad¢  proteaz
sekretovanych vegetativnimi formami P. [larvae bylo
zapotiebi:

- optimalizovat kultivaci bakterie P. larvae vzhledem

k mnozstvi balastnich proteinti ve vzorku,

- navrhnout vhodny purifikacni postup,

- analyzovat aktivitu proteaz.

K dosazeni cilt v pfipadé¢ studia proteaz vazanych ve
struktufe spory bylo zapotiebi:

- navrhnout a ovéfit vhodné sporulacni médium,

- vybrat vhodny kmen P. [arvae ke studiu,

- navrhnout optimalni extrakéni postup protedz,



- lokalizovat proteazy ve struktufe spory,

- nalézt vhodné inhibitory proteaz,

- otestovat vliv inhibitori na germinaci spor,

- overit virulenci spor zbavenych proteaz ve srovnani se

sporami nativnimi.

3. Metodika

Izolaty P. larvae

Izolaty bakterie P. larvae byly ziskany z Vyzkumného
ustavu vcelafského, s.r.o., kde byla provedena jejich
identifikace. Jednalo se o izolaty ze vcCelstev s diagnézou moru
véeliho plodu z CR a Rakouska.

Kultivace

Jako pevné médium byl zvolen MYPGP agar (Dingman a
Stahly, 1983), ktery slouzil k izolaci jednotlivych bakterialnich
kolonii.

Jako sporulacni médium byl navrzen a pouzit HCBB agar.
Kultivace na tomto agaru probihala 14 dni pii teploté 35°C.
Statistickd analyza

Data ziskana pii srovnani poctu CFU na rtiznych médiich
byla srovnavana t-testem na hladiné vyznamnosti p < 0,05

(Reif, 2000).



Analyza proteinii

Proteiny byly déleny pomoci denaturujici a nedenaturujici
elektroforézy (Bollag a Edelstein, 1991).
Analyza proteolytické aktivity zymografii

Zymografie byla pouzita pro detekci proteolytické
aktivity, stanoveni molekulové hmotnosti a zakladnich
vlastnosti studovanych proteaz. Nami pouzitd metodika byla
modifikovana podle M.J. Northa (1997), G.W. Olivera a kol.
(1999) a Ch. Paecha a kol. (1993).
Lytickd aktivita vzorki

Metoda byla pouzita ke sledovani lytické aktivity
produktii metabolizmu P. larvae na zastupce gram-negativnich
a gram-pozitivnich bakterii a testovany tentyz kmen P. larvae.
Elektronova mikroskopie

Elektron-mikroskopické vySetfeni vzorkti pro prikaz
bakteriofaga v lyzujici kultufe probihalo v Laboratofi
elektronové mikroskopie Mikrobiologického tustavu AV CR
podle metodiky pospané J. Smardou a H. Slovackovou (2004)
a O. Benadou a V. Pokornym (1990).
Purifikace proteadz

Gelova filtrace byla provadéna predevsim podle navodi
firmy Pharmacia Fine Chemicals (Pharmacia Fine Chemicals,
1975, 1976a, 1976b, 1976¢, 1979), jejiz produkty byly pouzity
— znackové kolony, SEPHADEX.



Iontové vyménna chromatografie probihala podle metodik
popsanych D.M. Bollagem a S.J. Edelsteinem (1991), N.M.
Hopperem (1999) a navoda firmy Pharmacia Fine Chemicals
(1980).

Rovnéz byla pouzita metoda afinitni chromatografie
s navazanym chelatorem kovi. Kolona byla pfipravena v nasi
laboratofi dle J. Poratha a kol. (1975).

Stépeni BSA / kaseinu

Analyza vlastnosti purifikovanych proteaz byla testovana
Stépenim bovinniho sérového albuminu a kaseinu.

Zjisténi inhibicniho profilu protedz

Test inhibice byl provadén inkubaci zymografického gelu
v pfitomnosti pfislusného inhibitoru (North, 1997; Wolz,
1999). Stejné byl provadén i test vlivu riznych kovovych
iontll na aktivitu a inhibici proteaz.

Elektroeluce proteinii 7 povrchu spor

K extrakei povrchovych proteini plasté spory bylo pouzito
elektroforetické zatizeni zkonstruované pro tyto ucely autorem
dizertacni prace.

Extrakce proteinového pldsté spory chemickou cestou
Pro ucely této studie byla pouzita technika popsana C.S.

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

Vyznam protedz vazanych v povrchovych strukturdch
spory v patogenezi byl ovéfen infekénim pokusem in vitro a in
vivo. K tomu byla pouzita metodika podle Y.S.C. Penga a kol.
(1992) modifikovana E. Genersch a kol. (2006).

Infekeni pokus in vivo byl navrzen v laboratornim tlku a
to jak krmenim testovaného materidlu, tak pipetovanim

malého mnozstvi tohoto materialu piimo k larvicce.

4. Dosazené vysledky

V prvnim kroku bylo potifeba optimalizovat kultivaci P.
larvae. V MYPGP médiu byla zjisténa lyza kultury po 40ti
hodinnach od naockovani, doprovazena poklesem pH pod
hodnotu 6,4. Jako pfi¢ina lyzy byla prokdzana indukce
temperovaného bakteriofaga BLA.

Ke sporulaci P. larvae byl navrZzen novy agar s oznacenim
HCBB. Pti srovnani schopnosti sporulace 31 sbirkovych
kmenti na MYPGP agaru a na agaru HCBB byl HCBB agar
vyhodnocen jako vhodné sporula¢ni médium s medianem
sporulace 4,2 x 10° spor/cm” v aerobni atmosféie a 5,65 x 10°

spor/crn2 v aerobni atmosféie s 10 % CO,.

11



Pro purifikaci sekretovanych proteaz byla pouzita
jednodenni  kultura P. larvae, inkubovana 24 hodin pfi
pokojové teploté. Po aplikaci takto pfipravené¢ho vzorku na
kolonu s DEAE-celulézou doslo k optimalni purifikaci 87/74
kDa a 42/40 kDa proteaz. Nasledné byla provedena analyza
Stépeni  bovinniho  sérového albuminu a  kaseinu
purifikovanymi protedzami, avSak ani jeden z téchto substrati
nebyl §tépen. Sekretované proteazy se ukazaly byt stabilni po
dobu minimalné 14 dni pti 4 °C, 3 dny pii pokojové teploté a
pouze 24 hodin pii 35 °C. Aktivita zlstala zachovana i pii
zahtati na 60 °C po dobu 10 minut. Se zvySovanim teploty
dochazelo k poklesu aktivity.

Pti srovnani profili sekretovanych protedz u sbirkovych
kment se vSechny rGzné varianty nachdzely u vzorkd
signifikantné patogennich, tj. nebyl prokazan vliv konkrétni
protedzy na virulenci P. larvae.

Pro extrakci protedz vazanych ve vnéjSich strukturach
spory se podarilo sestrojit specialni elektroforetické zafizeni,
umoziujici extrakci protein az z 10° spor. Extrahované
protedzy se nejspiSe nalézaji ve vné&jSim proteinovém plasti
spory. Jedna se pravdépodobné o metaloprotedzy inhibované
1,10-phenantrolinem spH optimem lezicim v oblasti
neutralntho pH. Srovnanim profilu proteaz vazanych

v proteinovém plasti spory u sbirkovych kment byly zjistény 3

12



rizné kombinace detekovanych proteaz. Vzhledem k tomu, ze
se vSechny varianty vyskytovaly u izolatd izolovanych
z klinického materialu, tj. u signifikantné patogennich kmend,
neni zadna zkombinaci sama o sobé nutnym faktorem
patogenity. Infekénim pokusem in vitro a in vivo byla
testovana virulence spor zbavenych proteinového plasté. Bylo
prokazano, Ze spory zbavené proteinového plasté jsou stejné
virulentni jako spory nativni. Proto je pravdépodobné, ze
protedzy vazané v proteinovém plasti spory nemaji ve

virulenci P. larvae vyznamnou ulohu.

5. Zavér

Béhem prace se podafilo:

optimalizovat kultivaci P. larvae s ohledem na

naslednou purifikaci sekretovanych protedz,

- zjistit stabilitu sekretovanych proteaz,

- nalézt vhodny postup pro purifikaci 87/74 a 42/40
kDa protedz,

- srovnat profily sekretovanych protedaz u 31

sbirkovych kment,

- navrhnout nové sporulac¢ni médium pro P. larvae,
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- nalézt vhodny extrakéni postup pro proteazy
vazané v proteinovém plasti spory,

- provést zakladni biochemickou charakterizaci
proteaz vazanych v proteinovém plasti spory,

- prokazat, ze proteazy vazané v proteinovém plasti
spory nejsou esencialnim faktorem virulence P.
larvae.

Zadané cile tak byly beze zbytku splnény.

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

14



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 x 10° spores per cm” in aerobic
conditions and 5.65 x 10° spores per cm” in aerobic conditions
with 10 % CO,. 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

15



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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