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Anotace:

Prokazani hniloby véeliho plodu (piivodce Melissococcus plutonius) je ve srovnani s morem
véeliho plodu (ptivodce Paenibacillus larvae) béznymi kultivaénimi metodami znacné obtizngjsi.
V soucasné dobé nejsou kultivaéni postupy této anaerobni grampozitivni bakterie dostatecné
selektivni. Tento problém fesi pfedloZzena metodika, ktera zahrnuje kromé kultivacnich postupt
také metody molekularni biologie: polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a vysokokapacitni
technologie sekvenovani nové generace. Molekularné genetické metody umoznuji spolehlivou
detekci patogena v ruznych vyvojovych stadiich v¢el, a to jak v plodu, tak v dospélych v¢elach.
Takovou analyzou dospélych vcel je mozno predikovat pienos infekce mezi véelstvy, ktery hrozi
zejména ze zalétdvani jednotlivych véel do jinych nez domovskych uli. Vyhodou pouziti
vysokokapacitni sekvenacni technologie je také moznost ur¢eni vlivu infekce M. plutonius na
symbiotické bakterie véely medonosné jako faktoru imunity vcelstva. Text zahrnuje podrobné
popsané postupy laboratorniho zpracovani vzorkil a bioinformatickd zpracovani a interpretaci
dat. Metodika je vyuzitelnd pro potieby laboratofi zabyvajici se diagnostikou onemocnéni vcel,

je vhodna i pro potieby vyzkumné ¢i didaktické.
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Title:

Utilization of laboratory methods combination for early diagnostics of European foulbrood

(causative agent Melissococcus plutonius)
Annotation:

Compared to the American foulbrood (AFB; causative agent Paenibacillus larvae), the
determination of European foulbrood (EFB; causative agent Melissococcus plutonius) is
substantially difficult. The selectivity of current cultivation methods of this anaerobic Gram-
positive bacterium is low. Apart from cultivation methods, the present methodology consists of
polymerase chain reaction (PCR) techniques and the high-throughput technology of next-
generation sequencing. The molecular genetics methods enable reliable detection of the pathogen
in different developmental stages of honeybees, including brood and adult bees, too. The analysis
of adult bees also predicts the possibility of infection transmission to other colonies and apiaries;
the drifting behavior of bees poses a substantial risk of disease transmission. High-throughput
technology advantage is the opportunity to determine the M. plutonius infection impact on
symbionts that represent the substantial part of honeybee colony immunity. The methodology
includes laboratory sample processing of bees described in detail, bioinformatics processing and
data interpretations. This methodology is useful in laboratories for honeybee diseases analyzes,

and moreover it is suitable for research and didactic purposes, too.
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1. Cil metodiky

Hniloba v¢eliho plodu (HVP; anglicky European foulbrood), jejimz puvodcem je patogenni
patogen, ktery ohroZzuje vcelstva na celém svété, je v souCasné dobé obtizné detekovatelny
kultivacnimi metodami. Dle Manuélu diagnostickych test a vakcin pro terestrialni zvitata, ktery
spravuje Svétova organizace pro zdravi zvitat (OIE), je detekce hniloby vceliho plodu v polnich
podminkach nespolehliva a vyhovujici diagnostické testy nejsou dostupné. Dle manualu OIE je
identifikace mozna mikroskopickymi, kultivaénimi, imunologickymi a PCR technikami. Cilem
této metodiky je predlozit uzivatelim metody pro spolehlivou detekci M. plutonius v méli, medu,
véelim plodu, ale také v dospé€lych véelach. Kromé tradiéniho kultiva¢niho ptistupu jsou v
metodice uvedeny také metody molekularné biologické, jako PCR a moderni sekvenovani nové
generace. Dal§im z cili je ptedlozit uzivatelim rovnéz postup determinace a vyhodnoceni
spektra ostatni bakterialni komunity asociované s vySetfovanym vzorkem, coz umoziuje urceni

ptipadné doprovodné infekce a také vlivu na symbionty tvofici vyznamnou slozku imunity vcel.
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2. Uvod

HVP je nebezpetna bakterialni nadkaza véely medonosné (Apis mellifera L.), postihujici
zejména otevieny plod. Tato nemoc vcel je uvedena na seznamu nebezpecnych nadkaz Svétové
organizace pro zdravi zvitat (OIE; anglicky The World Organisation for Animal Health) (OIE
2016). Avsak na rozdil od moru véeliho plodu (MVP; anglicky American foulbrood) toto
onemocnéni nepodléhd povinnosti hlaSeni ve vsSech zemich vcetné téch v Evropské unii
(Forsgren et al. 2013), ale v Cesku tato povinnost existuje dle piilohy ¢&. 2 veterinarniho zédkona
&. 166/1999 (CR 1999). Legislativa Evropské unie neupravuje oznamovaci povinnost pro HVP,
ale zahrnuje narodni programy pro konkrétni choroby véetné HVP (Defra 2013). Piestoze se
HVP vyskytuje v podstaté celosvétové a muze piispivat signifikantné ke kolapsu vcelstev,
v mnoha oblastech je vyskyt HVP endemicky s piilezitostnou sezonni epidemiologii, ktera se lisi
Vv jednotlivych zemich (Forsgren et al. 2013). V poslednich letech se HPV v n¢kolika zemich
v Evropé objevilo ve vétsim méfitku. Konkrétné ve Svycarsku doslo k vyznamnému zvyseni
vyskytu HVP od roku 1990 (Roetschi et al. 2008; Grangier 2011), HVP se stala nejrozsifend;si
chorobou plodu vcel ve Velké Britanii (Wilkins et al. 2007; Budge et al. 2011) a v Norsku byl
evidovan regionalni vyskyt vroce 2010 po 30 letech (Dahle et al. 2011). HVP ziskala na
dilezitosti recentné i v Cesku a to diky prokdzanému vyskytu v roce 2015 v Krkonosském
narodnim parku (KVSH 2015; Kamler et al. 2016). Nakaza HVP byla v této oblasti prokazana i
v roce 2016, kdy doslo k rozsiteni i na dalsi katastralni izemi (KVSH 2015, 2016). Metody pro
vCasnou a spolehlivou detekci HVP jsou tedy velmi aktualni a potiebné.

Jiz v 18. (Schirach 1771) a 19. (Cheshire & Cheyne 1885) stoleti byly popsany
symptomy onemocnéni véeliho plodu, které byly charakterizovany typickym zapachem, ale az
v roce 1912 bylo zjisténo, Ze se jedna o dvé rizna onemocnéni (White 1912): MVP (Genersch et
al. 2006) a HVP (Bailey 1956, 1957, 1983) vc¢eliho plodu. Pivodce HVP je nesporulujici
anaerobni bakterie Melissococcus plutonius. Je tfeba poznamenat, ze tato bakterie je znama v
literatuie také pod jinymi dfive pouzivanymi ndzvy napt. Streptococcus pluton a Melisococcus
pluton (Bailey 1957). Uvadi se, Ze spolecné s M. plutonius se mohou druhotné vyskytovat ve
zvySené abundanci také dalsi bakterie napt. Achromobacter euridice, Brevibacillus laterosporus,

Enterococcus faecalis ¢i Paenibacillus alvei (Forsgren 2010).
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2.1. Vznik, projevy a Sifeni infekce hniloby véeliho plodu

Za prvni krok infekce HVP je povaZzovana asymptomaticka kolonizace stieva larev po
infekci nakazenou potravou vcelami kojickami. Bakterie, které mohou zpusobit infekci (jiz pii
velmi malém inokulu < 100 CFU) se pomérné rychle pomnozuji ve stfeve larev (Bailey 1960).
Ackoliv mohou byt larvy infikovany v jakémkoliv stadiu, citlivéjsi k ndkaze jsou mladé larvy.
Pokud najdeme v literatufe nejednotnost v ¢ase tahynu larev délnic, tak takovéto rozdily mizeme
vysvétlit riznou virulenci patogena M. plutonius (Arai et al. 2012; Budge et al. 2014). Larvy
obvykle umiraji 1 az 2 dny pfed zavickovanim, nékdy vSak i pozdéji (OIE Terrestrial Manual
2016). Forsgren (2010) uvadi, ze larvy obvykle uhynou ve stafi 4 az 5 dni, coz odpovida 2 az 3
dnim pied zavickovanim. Nekteré larvy mohou uhynout az po zavi¢kovani (Forsgren 2010). Je
popsano, ze nékteré infikované larvy mohou dokonce piezit az do dospélce a tito jedinci pak
svymi vykaly mohou pfispivat k $ifeni infekce (Bailey 1960). Uhynulé larvy méni svou barvu z
perletové bilé na zlutou az tmavohnédou a pokud nejsou odstranény véelami Cistickami, vytvari
se na dné bunky tzv. pfiSkvary. V takovém ptiSkvaru zistava M. plutonius Zivotaschopny
nejméné po dobu tii let (Bailey 1961; Forsgren 2010). Dal§im zdrojem néakazy jsou vykaly, které
zustavaji v buitkach po uhynulych larvach, pti jejich ¢isténi ulpivaji na Gstnim ustroji vcel
jednotlivé bakterie a socialnim kontaktem jsou roznaseny po celém vcelstvu (Bailey 1959). Mezi
véelstvy dochazi k Sifeni ndkazy nejCastéji loupezemi, kdy silné vcelstvo vyloupi zasoby
slabsiho vcelstva oslabeného v disledku probihajici ndkazy HVP. Déle dochdzi k nakazam pfi
vyméné plasth mezi Uly, pfevozem vcelstev nebo pii osazovani Uld roji neznamého plvodu
(Kamler et al. 2016). Proto jsou v€asné rozpoznani piiznakti nakazy a naslednd opatieni

zabranujici jejimu Sifeni velmi dualezité.
2.2. Rozpoznani a moznosti diagnostiky hniloby véeliho plodu

Prvnim viditelnym pfiznakem HVP byva slabnuti vcelstva spojené se zvySenou
mezerovitosti plodu, které je patrné piedev§im v jarnich mésicich. Nejlepsi vzorek pro
diagnostiku predstavuji Cerstvé uhynulé¢ larvy (OIE Terrestrial Manual 2016). Zakladni
diagnostickou metodou pii podezieni na vyskyt HVP je mikroskopické vysetfeni uhynulych
larev za pouziti karbolfuchsinu nebo 5% vodného roztoku nigrozinu (Forsgren et al. 2013) a lze
pouzit i standardniho Gramova barveni. Melissococcus plutonius vytvati ovalné nebo kopinaté

koky, které se vyskytuji jednotlive, ptipadné se spojuji do fetizkli rizné délky. Na kultivacnim
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médiu vytvari bakterie kruhovité zrnité kolonie o velikosti 1 az 1,5 mm, které jsou bélavé lesklé
barvy (Bailey 1956, 1957; OIE Terrestrial Manual 2016). Pro potvrzeni puvodce nakazy je
nezbytné také kultivacni stanoveni patogena, které probiha na selektivni kultivaéni pudé (slozeni
viz OIE Terrestrial Manual) za teploty 35 °C, v anaerobni atmosféie s obsahem 5-10 % CO> po
dobu 4 dni (OIE Terrestrial Manual 2016). Kultivacni metody se vSak jevi jako nedostate¢né,
detekujici méné nez 0,2 % bakterialnich bun¢k (Djordjevic et al. 1998; Hornitzky & Smith
1999). K diagnostice je také mozné pouzit imunochemické metody jako je ELISA (z angl.
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) nebo LFIA (z angl. Lateral Flow Immunoassay)
(Pinnock & Featherstone 1984; Tomkies et al. 2009). Dalsi moznosti detekce M. plutonius jsou
molekularné genetické metody zaloZzené na PCR (Govan et al. 1998), ptipadné na jejich
modifikacich jako je hemi-nested PCR (Djordjevic et al. 1998) nebo real-time PCR (Roetschi et
al. 2008; Budge et al. 2010). Nejnovéjsi a nejpokrocilejsi zpusob pro detekci M. plutonius
predstavuje vysokokapacitni sekvenacni technologie — metoda sekvenace nové generace (Erban

etal. 2017).

2.3. Vyznam analyzy dospélych véel a dulezitost mikrobiomu

Analyza dospélych vcel ze véelstev s projevy HVP pomoci real-time PCR ukazala, Ze
délnice z plodovych plasti obsahovaly piiblizné¢ 20krat vice bakterii M. plutonius, nez délnice
odchycené na Cesné (Roetschi et al. 2008). Nicméné tento vysledek provedeny z kazdého vzoru
na 100 jedincich, nebyl opétovné prokazan jinymi skupinami (Forsgren et al. 2013).
Variabilita poctu bakterii M. plutonius se v dospélych vcelach vyznamné 1isi. Avsak vcelstva bez
ptiznakd HVP na stanovisti, kde se jiz vyskytla véelstva s klinickymi piiznaky HVP, vykazovala
vysSi riziko pro rozvoj onemocnéni (Budge et al. 2010). Studie za vyuziti sekvenace nové
generace ukazala stokrat vy$si obsah M. plutonius v dé€lnicich ze vc€elstev s klinickymi
symptomy ve srovnani s asymptomatickymi véelstvy na stejném stanovisti (Erban et al. 2017).

Velky vliv na rozvoj jakéhokoliv onemocnéni mé stav imunity vcelstva. Pomérné nove se
Vv jednotlivych véelach. Studie ukazuji, ze sttevni symbiotické bakterie mohou hrat kli¢ovou roli
V obran¢ proti patogenim (Koch & Schmid-Hempel 2011, 2012; Engel et al. 2016). Stfevni
mikrobiom zahrnuje symbiotické, komenzalni i patogenni bakterie, jejichz slozeni, mnozstvi a

vzajemna interakce mezi sebou, mize vyrazné ovliviiovat zdravotni stav vcelstev (Engel et al.
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2016). Moran (2015) v review shrnula roli prospé$nych symbiotickych bakterii pro vcelu
medonosnou. Nasleduje vy¢et dominantnich a symbiotickych bakterialnich druhd, které osidluji
travici trakt délnic. Podle jejich aktualni taxonomie je jim také pfifazeno oznaceni skupiny za

pomlckou

Gilliamella apicola - Gammal

Frischella perrara - Gamma2

Snodgrassella alvi - Beta

Lactobacillus mellis, L. mellifer - Firm4

Lactobacillus helsingborgensis, L. melliventris, L. kimbaldii - Firm5
Bifidobacterium asteroides, B. actinocoloniiforme, B. bohemicum - Bifido
Bartonellaceae (Rhizobiales) - Alphal

Parasaccharibacter apium (Acetobacteraceae) - Alpha2

Zastoupeni symbiotickych bakterii Vv jednotlivych ¢astech traviciho traktu délnic je znazornéno
na obrazku ¢. 1. SloZeni a vyvaZenost stfevnich mikrobli véel miZe byt naruSena vlivem
antropogenni ¢innosti, mj. jednodruhovou (malo pestrou) vyZzivou, intenzivnim pouzivanim
pesticidl, ale také tfeba i pouzivanim antibiotik pii 1é¢eni bakteridlnich onemocnéni vcel
(pfedevsim pouzivanim oxytetracyklinu, ktery se vyuziva v zahranici pro potlaceni M. plutonius
i Paenibacillus larvae, ptivodce MVP; v Cesku je pfitom pouzivani antibiotik k tlumeni véelich
nemoci zakazano) (Budge et al. 2010; Tian et al. 2012; Di Prisco et al. 2013; Engel et al. 2016).
Metodami sekvenace nové generace bylo prokazano, ze kromé vyznamného vlivu na mikrobiom
larev a kukel ma HVP vliv také na mikrobiom dospélych v¢el. Metody sekvenace nové generace
Ize tedy vyuzit nejen pro detekci patogent, ale i k uréeni jejich vyznamu a vlivu na mikrobiom

jako slozku imunitniho sytému (Erban et al. 2017).
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Tenké stirevo
pritomno velké mnozstvi bakterialnich
druhii, dominujici jsou zejména S. alvi,
G. apicola, F. perrara a n¢kolik druht
Lactobacillus

Medny vacek
ptitomno pouze nékolik
druhti bakterii napft. L.
kunkei a P. apium

Vykalovy vak
ptritomno velké
mnozstvi bakterii,

dominujici jsou druhy
pritomno nékolik malo LeElbeE] e a
bakterii, slozenim podobné

B. asteroides /
zadni ¢asti stieva \/

Zaludek

Prostiedi ulu a larvy
ptitomny environmentalni
druhy bakterii, véetné
druha Lactobacillus a
Acetobacteraceae

Obrazek €. 1. Zastoupeni dominantnich symbiotickych bakterii Vv ¢astech traviciho traktu
dospélce délnice véely medonosné a v larvach, ale také environmentalni bakterie ve vcelstvu
(ptevzato z Moran (2015)).
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3. Vlastni popis metodiky
3.1. Diagnostika v terénu a odbér vzorku

Soucasti spravné chovatelské praxe jsou pravidelné prohlidky vcelstev s rozebranim dila.
V¢elat pfi tom kontroluje mimo jiné mnozstvi zasob, piitomnost matky a vceliho plodu. Tvar a
vzhled tzv. plodového télesa by mél odpovidat ro¢ni dobé. Patologické zmény na plodu se
hodnoti metodou porovnani s objekty evidentné zdravymi.

Néapadnym piiznakem, Ze ve vcelstvu neni néco v potradku, je tzv. mezerovitost plodu
(obrazek ¢. 2). Zdravy plod ve véelstvu se vyviji z vajicek, které matka kontinualné klade v
elipsach od stfedu k okrajim, pticemz rozdil stafi sousednich bunék je v fadu minut (ve sméru
kladeni) az hodin (sousedni fady). Jako mezerovity oznacujeme plod, kde vidime v plodové
plose vice nez 10 % bunck prazdnych, nebo staii sousednich jedinct (vajic¢ek, larev nebo kukel)
se li§i v fadu dnd. Pfirozend mezerovitost v dobé dostatku potravy je kolem 5 % a stoupa v
chladnych jarnich tydnech (Tautz 2010). Vysoka mezerovitost plodu (az 50 %) se mize objevit u
inbrednich matek. Mezerovitost vznika tim, Ze vCely v souvislé plose plodu rozpoznaji chybn¢ se
vyvijejiciho jedince, at’ uz v dusledku infekce ¢i vrozené genetické vady. Takovou larvu ¢i kuklu
véely odstrani, meékké €asti pozfou, zbytek spadne do méli na dno a nakonec burnku vy¢isti. U
matek starych, zpravidla 3 a vice let, je mezerovitost zptisobena jiz malym poétem nepravidelné
kladenych vajicek.

Pti nalezu mezerovitého plodu se pozornost prohlizejiciho musi zaméfit na ty nenormalni
bunky, které veely jesté nestacily zcela vyprazdnit a vycistit. Vedle zbytkil plodu starych nékolik
hodin je tfeba hledat 1 zbytky vyschlé, tzv. ptiSkvary.

Plasty s nalezem patologickych zmén (obrazek ¢. 3) odebirame jako vzorky pro
laboratorni vySetfeni. Plasty se odebiraji celé, ometené od vcel, zabalené¢ do savého materialu
(papiru). Pokud neni transport do laboratofe bezprostfedni, je tfeba se vyvarovat pouZiti
plastovych folii, ve kterych v diisledku neprodysnosti hrozi zplesnivéni.

Z podezielych vcelstev dale odebirame vzorky méli (spad ze dna ulll) do papirovych
vzorkovnic. Vzorky dospélych vcel se odebiraji do krabi¢ek nebo sackii v po¢tu nejméné tticeti

jedinct. Usmrcuji se zmraZenim.
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Speele:

-vi"’b.ma

Obrazek ¢. 2. Mezerovity plod je projevem problému ve véelstvu. (Foto: Martin Kamler)

Obrazek ¢. 3. Patologické zmény na larvach zptuisobené Melisococcus plutonius. (Foto: Dalibor

Titéra)
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3.2. Mikrobiologické metody
Mikrobiologické metody detekce HVP vychazeji z doporucenych diagnostickych technik
OIE (OIE 2016) a jsou zahrnuty ve standardnim opera¢nim postupu VUVE Dol (Tyl 2016).
Jejich vyuziti je pii stanoveni M. plutonius v medu ¢i méli. Pti vySetfeni je nezbytné provést
taxonomickou identifikaci narostlé bakteridlni kultury, napt. PCR metodou nebo pomoci

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie:

3.2.1. Kultiva¢ni stanoveni M. plutonius z medu a méli

Potiebné pfistrojové a materialové vybaveni:

autoklav

- systém pro anaerobni kultivaci (anaerobni box nebo anaerobni nadoby, napt. McIntosh &
Fildes (1916))

- termostat (je mozné pouzit CO> termostat, ktery mize zaroven udrzovat hladinu CO>)

- bakteriologicka klicka

- digestof

- kahan

- predvazky

- Petriho misky 90-100 mm

- pipeta(1al10ml)

- polyetylenova sterilni nadoba cca 40 ml

- sterilni nadoby cca 40 ml

- sterilni ty¢inky na nabirdni medu

- plastové 1zi€ky na nabirani méli

- paratka pro jedno pouziti

- trepacka

Potfebné chemikalie a roztoky:
- sterilni destilovana voda

- sterilni fyziologicky roztok
- Melissococcus plutonius agar:
- kvasni¢ny autolyzat, 10 g

- glukoza, 10 g
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rozpustny Skrob, 10 g

- cystein,2g

- 1M KH2POg4, pH 6,6, 100 ml
- agar,20g

- destilovana voda, 900 ml

- vysledné pH 6,6, sterilizace 20 minut pii 116 °C

Postup kultivace a vvhodnoceni kolonii:

1.

a) Do polyetylenové sterilni nadoby se pfipravi navazka 10 g medu, ktera se rozpusti
v 10 ml sterilniho fyziologického roztoku.

b) Do polyetylenové sterilni nadoby se pfipravi navdzka 1 g méli a ptidd se 10 ml
sterilniho fyziologického roztoku.

Suspenze se protiepava po dobu 5 minut, nechd se usadit a poté se v objemu 0,2 ml
vyoc¢kuje na 3 Petriho misky s kultivacnim médiem pro M. plutonius.

Petriho misky se poté inkubuji po dobu 4 dni v anaerobnim prostiedi (5-10 % CO>) za
pouziti anaerobniho boxu nebo anaerobni nadoby (Mclntosh & Fildes 1916). Pouziti
anaerobnich nadob ma vliv na cenu vysetieni, protoze po otevieni nadob je nutné vkladat
systém pro vytvoreni anaerobni atmosféry. Stala teplota je udrZzovana termostatem pii
teploté 35 °C.

Soubézné se vzorkem se pro kontrolu provadi také kultivace laboratorniho standardu M.
plutonius.

Makroskopickym vyhodnocenim se hodnoti rist kolonii na agaru. Kolonie M. plutonius

jsou bilé, matné, vypouklé o primérné velikosti 1-1,5 mm.

3.2.2. Mikroskopické stanoveni M. plutonius z narostlych kolonii

Potfebné pfistrojové a materidlové vybaveni:

mikroskop (zvétSeni minimalné 1 000 x)
podlozni skla

bakteriologick klicka

kahan

Potfebné chemikalie a roztoky:

fyziologicky roztok
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- roztoky pro Gramovo barveni: krystalicka violet, Lugoluv roztok, etanol, safranin

Postup a hodnoceni mikroskopického vySetieni:

1. Znarostlych kolonii se pfipravi mikroskopicky preparat: na podlozni sklo se kapne
fyziologicky roztok, ve kterém se bakteriologickou klickou rozmicha c¢ast kolonie,
preparat se poté neché vyschnout a fixuje se plamenem

2. Poté se preparat barvi podle nasledujiciho postupu:

- Kkrystalviolet’ 1 min oplach vodou
- Lugoluv roztok 1 min oplach vodou
- 95% etanol 30s  vysuSeni preparatu
- safranin 10s  oplach vodou, vysuseni preparatu
3. Preparat se poté hodnoti mikroskopicky pii 1000x zvétSeni. M. plutonius vytvaii

zaspicatélé Gram pozitivni koky o velikosti 0,5 x 1 pum.
3.2.3. Ovéreni narostlych kolonii M. plutonius pomoci PCR

Pro ovéfeni identity M. plutonius se pouzivaji specifické detekéni primery (EFB-F — 5’
GAAGAGGAGTTAAAAGGCGC 3" a EFB-R — 5" TTATCTCTAAGGCGTTCAAAGG 3,
které jsou navrzeny na zakladé znamé sekvence genu pro 16S rRNA podle prace Govan et al.
(1998).

Potfebné pfistrojové a materidlové vybaveni:

- centrifuga s otackami minimaln¢ 10 000 g/min
- dokumentacni systém s UV transiluminatorem
- zkumavky typu Eppendorf (1,5 ml)

- PCR zkumavky (0,2 ml)

- pipety (2,5, 10, 100, 1 000 pul)

- termocykler

- zafizeni pro horizontalni elektroforézu

Potfebné chemikalie:

- agar0za
- DNA ladder (hmotnostni marker)
- dNTP (smés deoxyribonukleotidl)
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fluorescen¢ni barvivo SYBR
chelex (extrak¢ni ¢inidlo)

Taq polymeraza, 10x pufr MgCl
Tris Acetate-EDTA pufr (TAE)
vkladaci pufr

sterilni destilovana voda

sterilni paratka

Postup izolace DNA:

1. DNA je vyizolovana pomoci chelexu z narostlych kultur M. plutonius: sterilnim paratkem
se pienese Cast kolonie M. plutonius do 1,5ml-zkumavek typu Eppendorf s 5% roztokem
chelexu.

2. Zkumavky se poté zahtivaji na termobloku pfi teploté 65 °C po dobu 10 minut.

3. Po uplynuti této doby se zkumavky centrifuguji pii otackach 5 635 g/1 min.

4. DNA uvolnéna v supernatantu je pfipravena pro dalsi analyzu.

Postup PCR:

1. amplifika¢ni reakce probihaji v objemu 12,5 pl a master mix obsahuje nasledujici
komponenty (2 mM MgCla, 200 uM dNTPs, forvard a revers primer 100 nM, 0,5 U Taq
polymerazy a 1 ul DNA).

2. Amplifikace probiha v termocykleru za nésledujicich teplotnich podminek:

Pocate¢ni denaturace: 95°C 1min

30 cyklu: 93°C 1min
55°C 30s
72°C 1min

Finalni elongace: 72 °C 5 min

3. PCR produkty se rozdéluji na 1% agarozovém gelu a poté jsou vizualizovany
fluorescen¢nim barvivem SYBR na UV transiluminétoru.

4. Pro ovéteni spravnosti PCR reakce je pouzita pozitivni (referen¢ni kmen M. plutonius) a

negativni kontrola.
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3.3. PFima detekce M. plutonius ve vzorcich véel molekularnimi metodami

Molekularni metody pro mikrobiologické vysSetieni vzorkli napomahaji k rychlé
diagnostice M. plutonius a vychazeji z doporuc¢enych diagnostickych postupu OIE (OIE 2016).
Tyto metody jsou zalozeny na polymerazové fetézové reakci pripadné na jejich modifikacich.
Metoda sekvenovani nové generace jako dalsi varianta molekularni detekce, ktera je popsana
v kap. 3.3.4, nebyla kromé autorského tymu (viz citaci Erban et al. 2017) dosud pro diagnostiku

M. plutonius ve vzorcich v¢el vyuzita.

3.3.1. Odbér vzorku véel

Pomucky potiebné pro odbér vzorku:
- polyetylenové sacky

- ptenosny chladici box pro usmrceni a zamrazeni vzorkt vcel, ideéln€ se suchym ledem
- vySetfovaci rukavice

- sterilni pinzety

Postup odbéru vzorku

1. Pro identifikaci patogenni bakterie M. plutonius se odebiraji vzorky véelich délnic
Vv poctu 10 ks a ve tiech opakovanich.
2. Vc¢eli délnice se vzorkuji z okrajovych plasti a ukladaji se do chladiciho boxu.

3. Poté jsou vzorky pfevezeny do laboratofe k dal§imu zpracovani.
3.3.2. Extrakce DNA ze vzorkii véel

Pro extrakci DNA ze vzorkli vcelich délnic se pouZziva protokol chloroform-fenolové
izolace, jehoz vyhodou je zpracovani vétsiho objemu vzorku. Pro izolaci DNA lze alternativné
pouzit 1 nékteré komeréné dodavané kity naptiklad od firmy Promega nebo GeneAll, ovSem
jejich vyuziti je omezeno velikosti vzorku a rovnéz cena za zpracovani jednoho vzorku je

vyrazné€ vyssi.

Potfebné pfistrojové a materidlové vybaveni:

- centrifuga s otackami minimaln¢ 20 000 g/min
- centrifugaéni zkumavky s objemem 50 ml

- zkumavky typu Eppendorf (1,5 ml)
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homogenizér
pipety (1 a 10 ml)
polypropylenové homogenizac¢ni flakony

SpeedVac (koncentrator vzorki) — vysuseni vzorka

Potiebné chemikalie pro chloroform-fenolovou izolaci DNA:

3M octan sodny

etanol

fenol

chloroform

isopropanol

isoamylalkohol

GeneClean® kit (na purifikaci DNA)

KH2PO4 (dihydrogenfosfore¢nan draselny)

KCI (chlorid draselny)

Na2HPO4 (hydrogenfosforecnan disodny)

Tween® 20

rozbijeci sklenéné kulicky a granatové ostré Castecky (gar) o velikosti 0,1-1 mm
(BioSpec 11079101, 11079103gar, 11079105, and 11079110gar; 1/1/1/1 wiw/wi/w)

Pred vlastni izolaci DNA je nutné pfipravit:

PBST pufr (3,2 mM Na2HPOg4; 0,5 mM KH2POys; 1,3 mM KCI; 135 mM NaCl s 0,05%
w/w detergent Tween® 20)

smé&s chloroform/isoamylalkohol (24:1)

smés fenol/chloroform/isoamylalkohol (25:24:1)

sterilni homogenizacni flakony s rozbijecimi kulickami a granatovymi casteckami

(1:1:1:1)

Popis izolace DNA:

1.

Vzorky vcelich dé€lnic se nejdiive povrchové sterilizuji nasledujicim zplisobem: oplach
vV 96% etanolu, nasledné oplach v PBST pufru.
Do homogeniza¢nich flakonli s rozbijecimi kulickami se vlozi 10 ks vysterilizovanych

véelich délnic.
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3. Ke v¢elam se piida 2 ml PBST pufru a 4 ml fenol/chloroform/isoamylalkoholu a smés je
poté 4 minuty homogenizovana.

4. Homogenat se premisti do 15ml-sterilnich centrifugacnich flakon a centrifuguje se
(4 508 g/5 minut).

5. Supernatant se premisti do novych 15 ml sterilnich centrifugac¢nich flakont.

6. K supernatantu se piida 6 ml fenol/chloroform/isoamylalkoholu, flakony jsou jemné
protiepany a opét centrifugovany pii 4 508 g/5 minut. Tento krok je opakovan.

7. Horni vodna faze se poté v objemu 1 ml pienese do sterilnich zkumavek typu Eppendorf
a ptida se 0,7 ml 3M octanu sodného a 0,5 ml isopropanolu.

8. Zkumavky typu Eppendorf se ulozi do mraziciho boxu (-20 °C) na dobu 20 minut, aby
doslo k vysrazeni DNA.

9. Poté se zkumavky centrifuguji (13 845 g/15 minut) a supernatant se odstrani.

10. Vysrazend DNA se poté preCisti podchlazenym 70% etanolem a smés se opét
centrifuguje (13 845 g/15 minut).

11. Etanol se odstrani a vysrazend DNA se vysusi pomoci SpeedVac.

12. Peleta DNA se rozpusti ve 200 pl sterilni destilované H>O a precisti pomoci kitu
GeneClean® Turbo, podle protokolu vyrobce.

13. Vzorky DNA jsou skladovéany pfi -40 °C do dalsi analyzy.

3.3.3. Detekce M. plutonius ve vzorcich véel pomoci metody PCR

Pro identifikaci M. plutonius ve v¢elach se pouzivaji specifické detekéni primery (EFB-F
— 5" GAAGAGGAGTTAAAAGGCGC 3" a EFB-R — 5" TTATCTCTAAGGCGTTCAAAGG
3") podle prace Govan et al. (1998). V ptipadé pozitivni detekce je vysledkem fragment DNA o
velikosti 831 pb, viz obrazek ¢. 4. Pokud je ve vzorcich pfitomno pouze malé mnozstvi
templatové DNA, lze alternativné vyuzit i hemi-nested PCR, zaloZzenou na reamplifikaci
pivodniho PCR produktu podle protokolu Djordjevic et al. (1998), ptipadné I1ze vyuZit protokoly
pro real-time PCR podle publikaci Roetschi et al. (2008) nebo Budge et al. (2010). K ovéieni
pritomnosti bakteridlni DNA (a tedy i1 spravnosti izolace DNA) ve vzorcich se pouziji
univerzalni eubakterialni primery, napt. 27F (5" AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 37), 1492R
(5" CGGTTACCTTGTTACGACTT 3’) podle studie Weisburg et al. (1991), ty davaji
Vv pozitivnim vysledku produkty velikosti 1 450 pb, viz obrazek ¢. 5.
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Vzorky, u kterych je zaznamenana bakteridlni DNA, se pouziji pro analyzu pomoci
metody sekvenovani nové generace, viz kapitola 3.3.4. V nasledujicim textu je uveden protokol
pro PCR a specifické detek¢ni (EFB-F, EFB-R) a univerzalni eubakterialni primery (27F,
1492R).

Potfebné pfistrojové a materidlové vybaveni:

- centrifuga (minimaln¢ 7 500 otacek)

- dokumentacni systém s UV transiluminatorem
- zkumavky typu Eppendorf (1,5 ml)

- PCR zkumavky (0,2 ml)

- pipety (2,5, 10, 100 a 1 000 ul)

- termocykler

- zafizeni pro horizontalni elektroforézu

Potfebné chemikadlie:

- agar0za

- DNA ladder (hmotnostni marker)
- dNTP (smés deoxyribonukleotidi)
- fluorescenc¢ni barvivo SYBR

- chelex

- Taq polymeraza, 10x pufr MgClz

- Tris Acetate-EDTA pufr (TAE)

- vkladaci pufr

- sterilni destilovana voda

- sterilni paratka

Postup PCR:

1. Pro amplifikaci jsou pouzity vzorky DNA ziskané fenol-chloroformovou extrakei.
Amplifika¢ni reakce probihaji v objemu 12,5 pl a master mix obsahuje nasledujici
komponenty (2 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, forvard a revers primer 100 nM, 0,5 U Taq
polymerédzy a 1 ul DNA).

2. Amplifikace probiha v termocykleru za nasledujicich teplotnich podminek:

Pocgateéni denaturace: 95 °C 1 min
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30 cykl: 93°C 1 min
55°C 0,5 min
72°C 1min

Finalni elongace: 72 °C 5 min

3. PCR produkty se rozdé€luji na 1% agarozovém gelu a poté jsou vizualizovany
fluorescenénim barvivem SYBR na UV transiluminatoru, viz obrazky ¢. 4 a ¢. 5.
Pro ovéfeni spravnosti PCR reakce je pouzita pozitivni (referenéni kmen M. plutonius) a

negativni kontrola.

SlozZeni master mixu pro amplifikacni reakci i teplotni rezim PCR byl shodny pro obé sady

pouzitych primert (EFB-F, EFB-R a 27F, 1492R).

Obrazek ¢. 4. Identifikace M. plutonius pomoci PCR a specifickych primerta (EFB-F, EFB-R).
Ziskany PCR produkt o velikosti 831 pb indikuje, ze z 15 testovanych vzorki je 1 vzorek (. 2)
pozitivni na M. plutonius, 2 vzorky (¢. 3 a 4) jsou na infekci M. plutonius podezielé a PCR
reakce by méla byt pro tyto vzorky opakovana. Pfi analyze se pouziva pozitivni a negativni

kontroly, které na tomto obrazku nejsou znazornény.

Obrazek ¢. 5. Ovéfeni pfitomnosti bakteridlni DNA pomoci PCR a eubakteridlnich primert
(27F, 1492R). Ziskany PCR produkt velikosti 1 450 pb potvrzuje, ze z 15 testovanych vzorka je
vSech 15 pozitivnich na bakterialni DNA, navic intenzita ziskanych produktt je u vSech vzorki

obdobna.
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3.3.4. Detekce M. plutonius ve véelach pomoci metody sekvenovani nové generace

Metody sekvenovani nové generace umoziuji sekvenaci az nékolika milionti sekvenci
soucasné a poskytuji tak komplexni molekularni charakteristiku analyzovaného vzorku.
V soucasnosti dominuji ¢tyfi platformy metod sekvenovani nové generace — lllumina, Solid, lon
Torrent a 454 Life Technologies, které se od sebe 1isi pouzitou chemii a ptistupem sekvenovani.

V uvedeném postupu je pouzita instrumentace Illumina MiSeq.

Potiebné pfistrojové vybaveni:

- sekvenator nové generace — lllumina MiSeq
- termocykler

- zafizeni pro horizontalni elektroforézu

Potfebné chemikalie:

- agar0za

- HotStar Taq Plus Master Mix - komeréni mix pro PCR

- Magnetické kulicky Ampure XP beat — ptrecisténi PCR produktt

- MiSeq Reagent Kit v3 - komeréni kit pro sekvenaci vzorki

- TruSeq Nano DNA LT Library Prep Kit — komeréni kit pro tvorbu DNA knihovny

Postup sekvenace na pfistroji Illumina MiSeq (Chiodini et al. 2015):

1. Pro analyzu jsou pouzity pouze vzorky, které jsou pozitivné testované na bakteridlni
DNA M. plutonius, viz kapitolu 3.3.3, obrazek ¢. 5.

2. Vprvnim kroku je provedena PCR reakce pomoci primerd 27Fmod (5’
AGRGTTTGATCMTGGCTCAG 3°) a ill519Rmod (5" GTNTTACNGCGGCKGCTG
3"), kdy barcody jsou ptipevnény na forvard primer.

3. Amplifika¢ni reakce probihaji pomoci komeréniho HotStar Taq Plus Master Mixu.

4. Amplifikace probiha v termocykleru za néasledujicich teplotnich podminek:

Pocatecni denaturace: 94 °C 3 min

28 cyklu: 94°C 30s
53°C 40s
72°C 1min

Finalni elongace: 72 °C 5 min



::,“';'
Tomas Erban a kol. — Metody diagnostiky hniloby véeliho plodu ©0 @

Kvalita PCR produktt je poté ovéfena na 2% agarozovém gelu.

Poté jsou ruzné vzorky (napt. 100 vzorki) s navazanymi barcody smichany na zakladné
jejich molekuldrni hmotnosti a koncentrace DNA a pfecistény pomoci magnetickych
kulicek Ampure XP beat.

Z precisténych PCR produkti se vytvoii DNA knihovna pomoci komer¢niho kitu TruSeq
Nano DNA LT Library Prep Kit, s finalni koncentraci aplikonti 100 ng.

Vlastni sekvenace probihd na sekvendtoru MiSeq pomoci komer¢niho kitu MiSeq

Reagent Kit v3, kdy délka amplifikovaného fragmentu genu 16S rRNA je cca 300 pb.

3.3.5. Bioinformaticka a statisticka analyza ziskanych sekvenci metodou nové generace

sekvenovani

Pro hodnoceni bioinformatickych dat popisujici bakterialni komunitu véely medonosné se

pouzije program MOTHUR (Schloss et al. 2009), UPARSE (Edgar 2013), ptipadné jejich

kombinace. Podrobny navod k pouZiti programu MOTHUR je uveden na webovych strankach:

http://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP a v praci Kozich et al. (2013). Postup zpracovani

sekvenci pomoci programu UPARSE je popsan v publikaci Edgar (2013) a postup je uveden na

webovych strankach http://drive5.com/usearch/manual/upp_ill_pe.html. Pted vlastni analyzou je

nutné ziskat aktudlni referen¢ni list z databaze SILVA (Quast et al. 2013), ktery je dostupny na
webovych strankdch programu MOTHUR a aktualni databazi RDP (Cole et al. 2014), jez je
dostupna na webovych strankach UPARSE.

Potiebné programy:

Codon Code Aligner — editace sekvenci, Blast
(http://www.codoncode.com/)

Bioedit — editace sekvenci, Blast
(http://lwww.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html)
KRONA — grafické zobrazeni identifikovanych OTU
(http://mrdnafreesoftware.com/krona.html)
MOTHUR - bioinformaticka a statisticka analyza dat
(http://lwww.mothur.org/wiki/Download_mothur)
UPARSE - bioinformaticka analyza dat
(http://drive5.com/uparse/)


http://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP
http://drive5.com/usearch/manual/upp_ill_pe.html
http://www.codoncode.com/
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html
http://mrdnafreesoftware.com/krona.html
http://www.mothur.org/wiki/Download_mothur
http://drive5.com/uparse/
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PAST - statisticka analyza dat (Hammer et al. 2001)

(http://folk.uio.no/ohammer/past/)

UCHIME - soucast programu MOTHUR, editace sekvenci (odstranéni chimér) (Edgar et
al. 2011)

Postup zpracovani sekvenci pomoci programi MOTHUR a UPARSE:

Pro bioinformatické hodnoceni se pouzivaji data analyzovand metodou sekvenace nové

generace, napt. data obsahujici sekvence spojené do kontigi.

1.

© o N o

12.
13.
14.
15.
16.

17.

V programu MOTHUR je nejdiive zadan piikaz trim.seqs, kterym jsou z analyzovanych
sekvenci odstranény primery a barcody.

V piipadé hodnoceni vice sad sekvenci je mozné zadat piikaz merge. files, kterym jsou
jednotlivé sady sekvenci slouCeny a vytvoii se soubory nutné pro dalsi analyzu (qual,
fasta a groups).

Piikazem make.fastq jsou vytvoteny fastq soubory nutné pro dalsi analyzu dat.

Pomoci piikazu rename.seqs jsou k jednotlivym sekvencim pfipojeny nazvy skupin.
Dalsi zpracovani sekvenci probihda v programu UPARSE, kde jsou sekvence pomoci
piikazu fastq_filter zbaveny PCR artefaktti a chyb sekvenovani.

Piikazem derep_fulllength jsou ze souboru odstranény unikatni sekvence.

Poté jsou sekvence pomoci piikazu sortbysize settidény podle abundance.

Nasledné jsou prikazem cluster_otus vytvofeny opera¢né taxonomické jednotky (OTU).

Vytvotené OTU jsou identifikovany pfikazem utax podle aktudlni databaze RDP

. Poté je pomoci piikazu usearch_global vytvofen alignment.
11.

Dalsi zpracovani sekvenci se provadi opét v programu MOTHUR, kdy jsou sekvence
sjednoceny s databazi SILVA, pomoci piikazu align.segs.

Ptikazem summary.seqs je ovéfena kvalita sjednocenych sekvenci.

Poté jsou pomoci ptikazu screen.seqs odstranény sekvence Spatné kvality a velikosti.
Opét nasleduje ptikaz summary.segs ke znazornéni zmén v hodnocenych sekvencich.
Kvalita sekvenci je poté upravena piikazem filter.segs.

Piikazem chimera.uchime jsou znazornény potencialni chimérické sekvence ve
sledovaném souboru.

Naslednym piikazem remove.seqgs jsou chimérické sekvence odstranény.


http://folk.uio.no/ohammer/past/

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,
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Sekvence identifikovanych OTU je mozné otevtit v programu CodonCode nebo Bioedit a
poté jsou sekvence jednotlivych OTU porovnavany pomoci Blast s databazi Genbank
(Altschul et al. 1997).

Identifikované OTU v jednotlivych vzorcich jsou nasledné vizualizovany pomoci

KRONA zobrazeni, viz obrazek ¢. 6.

Statistickd analyza dat probiha v programu MOTHUR, kdy jsou pomoci piikazu
count.groups uréeny pocty sekvenci ve vzorcich a ptikazem sub.sample je zajisténa
vyvazenost datového souboru pro statistické analyzy.

Poté jsou pomoci piikazu summary.single vypocitany zakladni parametry a-diverzity
(napf. inverzni Simpsontv index, pocet sekvenci, pocet druhil). Vyhodnoceni vysledku
parametrt a-diverzity je znazornéno na obrazku ¢. 7.

Pomoci ptikazu dist.shared je vytvofen soubor pro vypocet parametrui B-diverzity, které
jsou zalozeny na porovnani podobnosti jednotlivych vzorkii. Pro porovnani podobnosti se
vyuziva fada ekologickych indexii (napt. Bray—Curtistiv index, Jaccardiv index).

Pomoci piikazu amova Ize porovnat vliv zadaného faktoru na bakteridlni slozeni vzorkd,
dalsi test ktery je mozné pouzit je homova, kterym se vypocita homogenita molekularni
variance.

Déle je provedena analyza dat na Grovni populace, ktera umoziuje vyhodnotit, zda je
bakterialni spoleCenstvo v analyzovanych vzorcich ovlivnéno zvolenym faktorem.

Analyza je vypocitana zadanim piikazu metastat.
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Obrazek ¢&. 6. Zobrazeni identifikovanych opera¢né taxonomickych jednotek (OTU) pomoci programu KRONA.

Legenda vizualizovanych typu vzorki: A) Vzorky véelich délnic z kontrolnich zdravych véelstev; B) Vzorky vcelich délnic v ochranném
pasmu HVP, avsak bez klinickych ptiznakit HVP; C) Vzorky v¢elich d€lnic ze véelstva s klinickymi ptiznaky HVP.

6% Lacto ) bacillus
] yl_'l'?llis

Popis situace na grafu: Grafy zobrazuji sloZeni bakteridlniho spoleCenstva vzorkl a znazoriiuji zastoupeni jak symbiotickych tak i
patogennich piipadné potencionalné patogennich bakterii, které se vyskytuji v analyzovanych vzorcich vcelich délnic.
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Obrazek ¢. 7. Vyhodnoceni parametru a-diverzity.

10000 -

100

SKEC
SK‘.erGLA _?_ s

Pocet sekvenci

HVFPO HVFP1 HVP2

Legenda: HVP 0 — vzorky véelich dé€lnic z kontrolnich zdravych véelstev; HVP 1 — vzorky
véelich délnic ze véelstev bez klinickych ptiznakd HVP, ale ze stanovisté, kde byla véelstva

klinicky pozitivni s HVP; HVP 2 — vzorky vcelich délnic ze vcelstev s klinickymi piiznaky
HVP.

Popis situace na grafu: Nejvyssi pocet sekvenci M. plutonius vykazuji vzorky véelich délnic
s klinickymi ptiznaky onemocnéni — HVP2. U zdravych kontrolnich véelstev (HVPO) mimo
ochranné pasmo HVP byl M. plutonius prokazan u téi z mnozstvi testovanych vzorkl, a
zastoupeni sekvenci M. plutonius v téchto pozitivnich kontrolnich vzorcich je podobné jako
v piipadé vSech vcelstev, ktera sice nevykazovala symptomy HVP, ale byla na stanovistich se
véelstvy s klinickymi piiznaky HVP. Poznamka: Ptitomnost M. plutonius ve v¢elstvech v malém
poctu potvrzuji 1 naSe dal$i vysledky sekvenaci (nepublikované vysledky), coz potvrzuje
enzooticky vyskyt M. plutonius. Vzorky pochazejici ze véelstev bez klinickych ptiznaki, ale ze
stanovi$t, kde byl prokdzan klinicky vyskyt HVP, vykazuji vysokou frekvenci vyskytu M.
plutonius, ale s nizkymi koncentracemi.

Zajimavosti je, ze M. plutonius byl detekovan i ve vcelach na stanovistich, ktera dlouhodobé
nemaji problémy se zdravotnim stavem vcelstev a ani historicky neni znam ptipad onemocnéni
HVP. Z kvantifikace sekvenci detekované DNA M. plutonius se vSak jedna o velmi malé
mnozstvi bakterii. Dale pak vzorky vcel ze vcelstev klinicky bez ptiznakid HVP, ale umisténa na
plutonius. To je diikazem, Zze patogenni bakteric M. plutonius jiz koluje ve v¢elstvu a muze se
mnozit a ¢asem muize véelstvo klinicky onemocnét.
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4. Srovnani novosti postupi

V predkladané metodice jsou zahrnuty optimalizované pracovni postupy pro piesnou
identifikaci M. plutonius pomoci kultiva¢nich a molekularnich metod nebo jejich kombinaci.
Inovativnim prvkem, ktery nebyl dosud kromé autorského tymu pouzivan a ma velké prednosti,
je vpredkladané metodice vyuziti metody sekvenovani nové generace, kterd patfi mezi
nejmodernéjsi metody molekularni genetiky. Vyhodou této metody je nejen moznost identifikace
a kvantifikace patogena, ale i determinace dalsi bakterialni komunity asociované s vysSetfovanym
vzorkem. Mohou tak byt identifikovany doprovodné bakterie, které mohou pusobit synergicky

piipadné antagonisticky vuéi M. plutonius.

5. Popis uplatnéni metodiky

V Cesku se nachazi sit’ diagnostickych laboratoii Statni veterinarni spravy a nové se také
objevuji odborné tymy pedagogicko-védeckych instituci, které se zacinaji vénovat tématu zdravi
a nemoci vcel. Doposud vSak nikdo nepracuje skomplexnim piistupem kombinaci
diagnostickych technik HVP, vcetné nejnovéjSich metod sekvenovani nové generace. Tato
certifikovana metodika tak najde uplatnéni jak Vv jiz zavedenych a vybavenych laboratofich, tak 1
Vv nov¢ etablovanych pracovistich. Metodika piedklada vSechny dostupné a validované metody
diagnostiky HVP, ktera byla znovu prokazana v Cesku po 40 letech. Laboratofe by proto mély

mit v rukou ndvrhy a postupy pro spravnou diagnostiku tohoto nebezpe¢ného onemocnéni veel.

6. Ekonomické zhodnoceni metodiky

Hlavnim pfinosem spolehlivé diagnostiky je omezeni Sifeni ndkazy a souvisejicich Skod.
HVP je dle Veterinarniho zakona zafazena mezi nebezpeéné nakazy zvirat, a proto jsou
Vv piipadé¢ eliminace a eradikace ohniska vyplaceny chovatelim finan¢ni nahrady. V roce 2014
bylo chovatelim véel v Cesku v souvislosti s eradikacemi vyplaceno 8 807 798 K¢, 21 373 297
K¢ vroce 2015 a 10 368 306 K¢ v roce 2016 (tato castka neni v dobé vydani této publikace
kompletni a stale jsou feSeny pozadavky za rok 2016). Na téchto ndhradach maze mit v ptipade
vypuknuti ndkazy vyznamny podil také HVP. V tomto dasledku mohou i celkové ndklady pfi
eradikaci jednoho ohniska byt v faddech desitek az stovek tisic korun. VcCasnd a spravna

diagnostika HVP jejimz dasledkem je odhaleni potenciadlnich zdroji infekce a jejich vcasna
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eliminace, tak muze naklady vyznamn¢ snizit, protoze cena popsanych laboratornich metod je

vzhledem k zavaznosti problematiky pln¢ akceptovatelna.

Cenové naroky na vzorek:

- extrakce DNA — 100 K¢

- PCR s pouzitim detekénich primerti pro M. plutonius a eubakteridlnich primert — 40 K¢

- sekvenovani pomoci metody sekvenovani nové generace — lze vyuzit sekvenace V4
oblasti genu 16S rRNA za 600 K¢ nebo sekvenace V1 az V3 oblasti genu 16S rRNA za
2200 K¢

- celkové naklady na vzorek pfi pouziti metody sekvenace nové generace se mohou v
soucasnosti pohybovat dle zvolené metody a zapocteni prace od cca 1 000 K¢ do 2 600
K¢ bez DPH.

- celkové naklady na pfimou PCR analyzu jednoho vzorku se mohou pohybovat po

zapocteni prace v cen¢ 500 az 1 000 K¢

stanoveni M. plutonius pomoci mikrobiologickych metod je cca 500 K¢

Laboratorni metody, které dokazou spolehlivé diagnostikovat bakterialni nemoci v¢eliho
plodu (absence patogena), pfindseni veliké uspory Casu. Soucasnd metodika ukldda vyty€eni
ochrannych pésem kolem ohnisek a prohlidku (n¢kdy dvé) vSech véelstev v ochranném pasmu
kvalifikovanou osobou. Tyto prohlidky ptedstavuji nemalé nédklady a cestovni nahrady. V
pfipadé ptredfazeni spolehlivych laboratornich rozbor neni nutné vcelstva na stanovistich bez

nalezu patogena prohliZet.
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7. Publikace, které predchazely metodice
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Hubert J. (2017) Bacterial community associated with honeybees (Apis mellifera) affected by

European foulbrood. PeerJ (in press).
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véeliho plodu - znovuobjevena infekce véelstev v Ceské republice. Veterinatstvi 66 (6): 435—

438.

Kamler M., Tyl J., Titéra D., Hubert J., Nesvorna M., Vani¢kova A., Merta J. (2015) Hniloba
vceliho plodu po mnoha letech opét aktualni. Veelatstvi 68 (10): 352-353.

Tyl J. (2016) VUV¢ Dol — Standardni opera¢ni postup MI_04 MP: stanoveni Melissococcus
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8. Seznam zkratek

AFB — anglicka zkratka pro mor vceliho plodu (American foulbrood)

CR — Ceska republika

ELISA — z anglického ,, Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay “, imunologicka metoda

EFB — anglicka zkratka pro hnilobu vceliho plodu (European foulbrood); pouzito u PCR primert
HVP — hniloba vceliho plodu

KVS — krajska veterinarni sprava

LFIA — z anglického ,,Lateral Flow ImmunoAssay “, imunologicka metoda

MVO — mimotadna veterinarni opatieni

MVP — mor v¢eliho plodu

MZe — Ministerstvo zemédelstvi

OIE — The World Organisation for Animal Health — Svétova organizace pro zdravi zvifat
(zkratka zustala z diivéjsiho francouzského nazvu organizace , Office International des
Epizooties®)

pb — part bazi

PCR -z anglického ,, Polymerase Chain Reaction “, polymerazova fetézova reakce
SVS — Statni veterindrni sprava

VURYV — Vyzkumny tstav rostlinné vyroby

VUVE — Vyzkumny tstav véelaisky
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