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2. Nazev a anotace Cesky

Nazev: Metodika pro identifikaci virulentnich faktord Paenibacillus larvae proteomickym

pristupem

Anotace:

Mor véeliho plodu je velmi nebezpeéna nakaza véel v Cesku i jinde ve svété o ¢emz svédéi zatazeni
na seznamu nakaz Svétové organizace pro zdravi zvifat (WOAH). Diilezitym poznatkem pfi feSeni
nakaz zvifat a lidi je znalost virulence pivodce onemocnéni. Na tuto otazku se zaméfuje tato
metodika, ktera nové piinasi hodnoceni virulence patogenu Paenibacillus larvae proteomickym
ptistupem. Metodika umoziuje v ramci jednoho vzorku ovéteni pfitomnosti P. larvae a naslednou
identifikaci virulentnich faktord P. larvae a dokonce i interagujicich proteint z hostitele A.
mellifera. Metodika pfesahuje svymi moznostmi tradiéni rozd€lni virulentnich kmenti na tzv. ERIC
genotypy. Unikéatnost metodiky spociva také v zaméfeni na analyzu larev ve stadiu pied
zavickovanim (piedkukly), coz umoziiuje porovnani vzorkl ve stejném stadiu v ramci jedné
analyzy. Aplikace metodiky na ohniska moru véeliho plodu umozni sbér komplexnich dat, ktera

budou vyuzitelna v hodnoceni rizik onemocnéni a nastaveni opatfeni.

Kli¢ova slova: mor vceliho plodu; Paenibacillus larvae, virulentni faktory, neutralni

metaloprotedza
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3. Nazev a anotace anglicky

Title: Methodology for identification of virulence factors of Paenibacillus larvae employing
proteomics

Abstract:

American foulbrood (AFB) is a very dangerous infection of bees in Czechia and around the world.
Its importance is highlighted by the fact that the disease is listed in the Animal Health Code of the
World Organization for Animal Health (WOAH). The important required information in dealing
with animal and human infections is the virulence of the causative agent of the disease. This
methodology focuses on this question, which brings a new evaluation of the virulence of the
pathogen Paenibacillus larvae using a proteomic approach. The methodology enables the
verification of the presence of P. larvae within one sample and the subsequent identification of
virulence factors of P. larvae and even interacting proteins from the host A. mellifera. The
methodology goes beyond the traditional determination of virulent strains into ERIC genotypes.
The uniqueness of the methodology also lies in the focus on the analysis of larvae in the stage
before capping (prepupae), which enables the comparison of samples at the same stage within one
analysis. The application of the methodology to outbreaks of American foulbrood will enable the

collection of complex data useful in the assessment of disease risks and the setting of measures.

Keywords: American foulbrood; Paenibacillus larvae; virulence factors, neutral metalloprotease
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4. Uvod
4.1. Mor vceliho plodu je globilné vyznamné onemocnéni véel

Mor v¢eliho plodu (MVP, Histolysis infectiosa perniciosa larvae apium, Pestis americana
larvae apium; anglicky American foulbrood, zkratka AFB) je velmi nebezpe¢na nakaza vcel.
Globalni vyznam této nemoci vcel potrhuje fakt, Zze je zarazena na seznamu ndkaz Svétové
organizace pro zdravi zvifat (WOAH, diive OIE) [1]. Ne ve vSech zemich se vSak k MVP
piistupuje stejnym zpusobem. Mimo Evropskou unii (EU) jsou v né€kterych zemich, jako napf.
v Kanadg¢, ve Spojenych statech (USA) nebo v Ukrajing, k potlatovani MVP povolena antibiotika.
Antibiotika vsak problém moru nefesi, protoze v podstaté pouze maskuji prubéh nemoci. Pouzivani
antibiotik je navic spojeno s nezadoucimi kontaminacemi vcelich produktt, hlavné medu, a
podporuje vznik rezistentnich bakterii [2-5]. V EU je mor v¢eliho plodu podle provadéciho
nafizeni ¢. 2018/1882, o uplatiiovani n€kterych pravidel pro prevenci a tlumeni ndkaz na kategorie
nakaz uvedenych na seznamu a o stanoveni seznamu druhti a skupin druht, které predstavuji
zna¢né riziko Sifeni zminénych nékaz uvedenych na seznamu, nakaza, v souvislosti s niz je tfeba
pfijmout opatfeni s cilem zabranit jejimu Sifeni Vv disledku jejiho zavleceni do Unie nebo
premistovani zvifat mezi ¢lenskymi staty. Navic se jedna o nakazu, v souvislosti s niz je zapotiebi
dozoru v ramci Unie [6]. Nejefektivngjsim a legislativné jedinym moznym feSenim nakazové
situace v EU je spaleni véelich uld. V Cesku je MVP zafazen mezi nebezpeéné nakazy véel
vyjmenované v ptiloze ¢.2 zakona ¢. 166/1999 Sh., o veterinarni pé¢i a o zméné nékterych
souvisejicich zédkond (veterinarniho zakona). MVP je zakadzano 1éCit a v pifipadé podezieni
z vyskytu nebezpecné ndkazy ma chovatel povinnost ozndmit mistné ptislusné krajské veterinarni

spravé podezieni z vyskytu nakazy na svém stanovisti [7].
4.2. Pivodce moru véeliho plodu

Velmi dualezité je uvédomit si, ze MVP je, stejné jako jina infekéni onemocnéni, zpisoben
uritym pavodcem nemoci. Tim je Vv pfipadé MVP grampozitivni bakterie, ktera byla poprvé
uspésné kultivovana G. F. Whitem v roce 1904 [8]. Puvodni nazev Bacillus larvae stanoveny jeho
objevitelem nevydrzel. Se ziskdvanim novych informaci, a i diky postupnym aplikacim novych a
nov¢jSich metodickych postupli zalozenych na molekuldrni biologii, nésledovalo nékolik
reklasifikaci. Zatazeni do samostatného rodu jako Paenibacillus larvae navrhli Ash a kol. [9].

Jistou dobu byly rozeznavany dva druhy piavodce Bacillus/Paenibacillus larvae a

-4-
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Bacillus/Paenibacillus pulvifaciens. Ty mizeme po reklasifikaci v ramci druhu [10] dnes nalézt ve
sbirkach a databazich jako poddruhy P. larvae larvae a P. larvae pulvifaciens. Je na misté uvést,
ze druhy vzacny poddruh ptivodce popsany H. Katznelsonem [11] mél byt asociovan
s onemocnénim nazvanym rozpad v¢eliho plodu, a to diky netypickym pfiznakim projevujicim se
uhynem plodu jesté pred zavickovanim a jeho rozpadem na prasek. Bézna forma onemocnéni MVP
je charakterizovana rozkladem vceli larvy na typickou kasovitou hmotu s hnilobnym zapachem

ptipominajicim klih, ktera se méni v pevny piiskvar Ipici na spodni sténé bunky [1, 12].

4.2. Charakteristika pivodce a problematika nakazy

Penibacillus larvae je sporulujici, pohybliva, grampozitivni ty¢inka, velikosti 0,5-1 x 2,5—
5 um. V tekutych kultivacnich médiich obvykle tvoii fetizky [13]. Spory jsou velké 0,6x1,3 um.
Jejich extrémni odolnost vuéi fyzikalné-chemickym vlivim je zasadni pfic¢inou tak vysoké
nebezpecnosti MVP. Spory totiz piedstavuji jedinou infekéni jednotku piivodce. Jsou vSak
virulentni pouze pro larvalni stadium véely medonosné. Jako ptenasec¢ spor P. larvae na plod se
uplatiuji v¢eli délnice. Ty prenaseji spory, a tedy i nakazu nejen ve veelstvu, ale také mezi véelstvy.
Na véelnicich se v tomto smyslu uplatiiuje zejména zalétavani, kdy nemocné vcelstvo kontaminuje
sousedni zdravé veelstvo. Velmi rizikové jsou vSak také loupeze véelstev s rozvinutou infekei. Jako
prenase¢ se vSak uplatiuje také samotny vcelaf, ktery pfemisti kontaminované matrice [14—18].
Vcely nejsou schopny efektivné odstranit spory ze vcelstva. Spory totiz pretrvavaji ve vcelich
matricich. Navic jsou velmi odolné a schopné ptezit fadove delsi dobu, nez je nejdelsi mozny Zivot
kralovny. Nepomahaji dokonce ani evolué¢ni vyhody véel, kterymi jsou socialni chovani a Cistici

pud [3, 19-21].

Nachylna k onemocnéni je véeli larva. Avsak neni tomu tak po celé larvalni stadium. Larva
onemocni zpravidla pouze do 36 hodin po vylihnuti z vajicka. V tomto obdobi larvy sta¢i pro
rozvinuti ndkazy méné nez 10 spor. U starSich larev k ndkaze prakticky nedochazi, protoze by bylo
zapotiebi pfili§ mnoha spor [22, 23]. Mezi veelstvy existuji nékdy az velmi velké individualni
rozdily Kk propuknuti MVP. Tyto az fadové vétsi tolerance vici koncentraci patogenu ve vcelstvu
spocivaji zejména V rezistenci vuci patogenu [24]. Piestoze existuji snahy o §lechténi veelstev na
odolnost proti MVP [19], je nutno upozornit, ze fadové zvysSena koncentrace spor ve véelstvech

bez klinickych ptiznakl nebo se subklinickym rozvojem nemoci mtZe byt pro okolni mén¢ odolna
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véelstva osudna. Vcelstva, ktera odolavaji az fadové vyssim nalozim spor P. larvae, nez bézna a

v tomto ohledu primérna vcelstva, mohou v kone¢ném disledku slouzit jako zdroj infekce.

4.3. Rozeznani klinickych priznakua

Klinicka diagnostika MVP je zaloZena na rozeznani piitomnosti klinickych ptiznakl a
nasledné identifikaci pavodce [1]. Klicovym krokem je v€asné rozpoznani klinickych piiznakt na
plodu. Priznaky jsou sice typické, ale mohou byt do jisté miry proménlivé a ovlivnéné genotypem
puvodce P. larvae. Ptiznaky MVP jsou ovlivnény také aktualni silou véelstva a jeho pfirozenou
odolnosti vuéi nakaze [25]. Zakladnim indikatorem toho, Ze vcelstvo neni v pofadku, je
mezerovitost plodu, ktera i kdyz je typickym pfiznakem MVP, mize mit vice pfi¢in. Asi
nejtypictéjsim klinickym ptiznakem jsou rozkladajici se larvy gelovitého ¢i karamelovitého
vzhledu, jejichz vyskyt je doprovazen neptijemnym klihovitym zapachem. Pokud jsou larvy
zavickovany, tak se mize vyskytovat dalsi typicky znak. Bunky s nakazenou larvou mohou byt

tmavsi barvy nez okolni, vicko byva propadlé a néktera vicka mohou byt prodéravéla [1].

4.4. Detekce puvodce a hodnoceni nakazy

Nejstarsi a tradicni metodou pouzivanou pii identifikaci P. larvae je kultivace. Spory P.
larvae jsou velmi odolné vici vysokym teplotam. A pravé této vlastnosti se Usp&$né vyuziva,
protoze ostatni bakterie vysoké teploty nepfeziji a na kultivaénim mediu nevyrostou [26].
Kultivaénimu postupu piedchazi zahtati suspenze spor na 80 °C po dobu 10 min a 95-96 °C po
dobu 3-5 min [26]. Zahtati neni nutné Vv piipadé izolace P. larvae z pfiskvaru, protoze priSkvar
obsahuje prakticky cistou kulturu spor P. larvae. Kmeny P. larvae jsou nejen rtuzné odolné
k tepelnému oSetieni a odliSuji se i kli¢ivosti, a proto je vhodné tento faktor brat také v potaz [26].
Dosud bylo popsano né€kolik postupt kultivace P. larvae. Uznavanou metodou detekce z méli a
vosku je metoda vyuZzivajici Tween 80 [27]. NejCastéji pouzivanym agarem pro Kultivaci je
MYPGP [28]. Pro zvyseni selektivity a inhibici dalSich bakterii jako Paenibacillus alvei se
doporucuje pridani nalidixové kyseliny do kultivaéniho média [29]. Jesté vé&sti selektivity lze
dosahnout obsahem oxidu uhli¢itého pod 5 % zvlasté¢ v MYPGP a J agarech, coz je pro rist P.
larvae vyhodné [30].

Dulezitym krokem v identifikaci puvodce je vSak také exaktni prokazani pomoci

v

sofistikovangjsich pfistupt, nez je kultivace. Nejrozsifenéjsi je polymerazova retézova reakce

-6-
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(PCR) s vyuzitim specifickych primert [31, 32]. Pokrocilejsi metodou je pak kvantitativni PCR
oznacovana jako real-time PCR nebo qPCR. Ta umoziuje molekularni detekci i kvantifikaci
puvodce [33, 34]. Taxonomicky specifickou identifikaci umoznuje také MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie. Tato metoda je velmi pfesna a srovnatelna s metodou sekvenovani genu pro 16S
rRNA [35]. Jednou z moznych metod identifikace je také pouziti protilatek [36]. Klicovym
dokumentem na mezinarodni urovni pro hodnoceni ndkazy a vyuzivani testovacich metod pro
MVP je kapitola 3.2.2. ve zdravotnich standardech WOAH (diive OIE). Metody dostupné pro
diagnostiku MVP a jejich tcel pfehledné znazornuje tabulka 1 v ptislusném dokumentu ([1]). Jeji
pieklad uvadime nize a je oznacena jako tabulka 1. Je vSak vhodné uvést, ze existuji také dalsi
metody, které dokazi uréit pivodce MVP a zaroven identifikovat i jeho genotyp/kmen ¢i virulenci
(viz dalsi kapitolu). Jejich vyuziti pro prosté potvrzeni patogenu vSak neni bézné nebo 1épe feceno
neni vhodné.

Tabulka 1. Metody dostupné pro diagnostiku MVP a jejich tcel (dle dokumentu WOAH [1]).

Ucel
Vylouceni Prevalence Imunitni stav
Vylouéeni nakazy Prispeni Potvrzeni . v jedincich
Metoda P . . L, infekce —
nakazy v vcelstva pred k eradiakci klinickych dozor nad nebo
opulaci Fesunutim na &ni Fipadu . . f
pop pr ' onemocnéni prip onemocnénim  Populacich po
jinou lokalitu vakeinaci
Identifikace plivodce

Izolace bakterii +++ +++ +4++ +++ 4+ -
Mikroskopie ++ ++ ++ +++ +++ -
Antigenni detekce ++ ++ ++ ++ ++ _
Konven¢ni PCR +++ +++ +4++ +++ 4+ -
Kvantitativni PCR +++ +++ +++ +++ 4+ -
Hmotnostni
spektrometrie - - - ++ _ _
KIic: +++ = "doporucené pro tento Ucel; ++ doporucené s omezenimi; + = pouZitelné za (velmi) omezenych okolnosti; - = neni vhodné pro

tento Ucel. PCR = polymerazova retézova reakce

45. Identifikace rizné virulentnich kmena Paenibacillus larvae

Modifikaci PCR je repetitive element PCR (rep-PCR), ktera je zaloZena na shlukové
analyze PCR produkti ziskanych s primery komplementirnimi k rozptylenym repetitivnim
sekvencim. Jedna se o pfistup, ktery byl vyuzit ke genotypovani izolati P. larvae v Némecku,
pti¢emz pii pouziti specifickych primert k lokusim BOX A1R, MBO REP1 a ERIC [37] vznikaly
rozdilné fingerprinty studovanych izolatd. Vysledkem byla historicky velmi duilezita identifikace

4 podtypu P. larvae [38]. Biochemicka charakterizace ukazala, Ze rizné genotypy P. larvae jsou

-7-
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odlisné i biochemicky [39]. Rluzna virulence genotypt byla také hodnocena tmrtnosti [25]. Asi
zasadni analyzou je pro rozdéleni P. larvae do ¢tyf podtypi pomoci ERIC-PCR (enterobacterial
repetitive intergenic consensus) [10]. Dlouhou dobu rozliSované Ctyfi standartni podtypy se
Vv soucasné dob¢ oznacuji jako genotypy ERIC I-1V [10]. Metoda ERIC-PCR se stala celosvétoveé
uznavanym postupem pro nomenklaturu genotypu pivodce MVP. Navic podle Klasifikace
Genersch [3] koresponduji genotypy ERIC I a II s ptivodnim ozna¢enim podruhu P. larvae subsp.
larvae. Genotypy ERIC III a IV koresponduji S pivodnim oznacenim poddruhu P. larvae subsp.
pulvifaciens [3]. Vratime-li se trochu vice do minulosti, tak reklasifikace na poddruhy P. larvae
subsp. larvae a P. larvae subsp. pulvifaciens byla ptivodné provedena na zaklad¢ fenotypickych a
genotypickych rozdill a také vzhledem k rozdilné patologii [40]. Jesté diive byly na molekularni
urovni dokonce klasifikovany druhy P. larvae a P. pulvifaciens dle analyzy 16S rRNA [9]. Toto
rozdéleni na dva druhy vSak nemélo dostate¢né opodstatnéni, a proto byly klasifikovany vyse
zminéné poddruhy [40, 41]. V roce 2020 byla publikovana prace, ve které autoti oznacili dle vzité
klasifikace novy genotyp ERIC V [42]. Je mozné, Zze by mohly byt podle ERIC-PCR identifikovany
i dalsi genotypy. Klicové je, Ze dokazeme rozlisit kmeny P. larvae, které maji odliSnou morfologii
spor, metabolismus zdroje uhliku a zejména virulenci. Jako zéasadni se jevi informace, Ze
nejrozsifenéjsi genotyp ERIC I usmrti vSechny larvy piiblizné 12. den po infekci, zatimco ostatni
genotypy ERIC 11-V se vyznacuji schopnosti usmrtit vSechny nakazené larvy dfive, tj. jiz kolem
7. dne od infekce [3, 10, 25, 42].

4.6. Znalost genomu P. larvae kli¢ova pro identifikaci virulentnich faktori

To, Ze jsou genotypy patogenu v ramci druhu rizné virulentni, ma svoje diivody zakotvené
v jejich genomu. V zasadé mohou byt umistény na chromozomech nebo na plazmidech.
Genotypové rozdily se pak mohou projevovat fenotypovymi rozdily patogenu, coz ovliviiuje také
nasledny prabeh infekce. Dilezitou roli hraji kvalitativni i kvantitativni rozdily mezi virulentnimi
faktory. Dulezity je také fyziologicky stav hostitele [43]. U P. larvae byla popsana cela tada
virulentnich faktord, které hraji mensi ¢i vétsi roli v pritbéhu onemocnéni MVP a také jeho Sifeni.
Protoze muze byt viruletnich faktora cela fada, tak zasadnim krokem pro jejich identifikaci nebo
vytipovani je popsani genomu ptivodce. Hruby genom P. larvae byl poprvé ziskan v roce 2006
[44] a dalsi byl ziskan v roce 2011 [45]. Nasledné byly ziskavany dal§i genomové sekvence

patogenu P. larvae. Dulezitym milnikem bylo, kdyz v roce 2014 byly ziskany a porovnany genomy
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dvou klicovych genotypi ERIC I a 1l [46]. Toto porovnani genomi dvou nejvice se vyskytujicich
genotypu P. larvae indikovalo fadu virulentnich faktorti [46]. Pozdé&ji ptibyly genomy dalsich
izolatd a genotypu P. larvae [42, 47]. Diky ziskanym genomim bylo mozné nasledné studovat
vytipované kandidatni virulentni faktory. Studium probihalo na urovni jednotlivych virulentnich
faktort [48-51], ale genomy umoznily také funkéni identifikaci vice virulentnich faktori mezi
genotypy najednou. Unikatni roli pro funkéni identifikaci fady virulentnich faktort ma
vysokokapacitni proteomika, kterd vyuziva pro vyhodnoceni dat sekvenci z genomu, a umoznila
identifikaci virulentnich faktori v exoproteinové frakci rtznych genotypu P. larvae in vitro.
Pozd¢ji byly identifikované proteomickym piistupem virulentni faktory in vivo na larvach v obdobi

blizkém zavi¢kovani [52, 53].

5. Cil metodiky

Cilem této metodiky je poskytnout novy postup vyuZitelny pii identifikaci funk¢nich
virulentnich faktor ptivodce MVP P. larvae. Cilem je také pomoci aplikace metodiky na vzorcich
larev urcit stav jedinct infikovanych P. larvae. Metodika tak umozni ziskani vysledku, které
poskytnou jednak informace o virulenci pivodce MVP, ale navic i informace 0 imunitnim stavu

véelich larev.

6. Vlastni popis metodiky

Metodika je zaloZena na inovativnim pfistupu, jehoz aplikaci je mozné ziskat pomérné
v kratkém ¢ase mnoho informaci o virulentnich faktorech pivodce MVP a také interakcich se vceli
larvou. Metodika je zalozena ptredev§im na moznostech aplikaci vysokokapacitni proteomiky
vyuzivajici state-of-the-art metody, které umoziuji ziskavani abundantnich dat s velkou
efektivitou. Metodika vyuziva také vizudlniho pozorovéani a béznych instrumentalné méné
naro¢nych metod, které jsou dilezité pro identifikaci nakazy a potvrzeni pfitomnosti pivodce MVP
ve vzorku individualnich v¢el. Jednodussi a finanéné méné narocné metody tedy umoznuji selekci

vzorkl pted aplikaci klicové vysokokapacitni analyzy, kterd poskytne nejdileZitéjsi informace.

6.1. Volba biologického vzorku

Biologicky vzorek pro ucel metodiky tvofi larvalni stadium vceli délnice. Dulezitym

prvkem pii vybéru vzorkt pro srovnavaci analyzy je, aby byly ve stejném vyvojovém stadiu. Pro
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ucel této metodiky bylo uréeno jako nejvhodnéjsi vyvojové stadium larvy v obdobi, kdy dochazi
k zavickovani (obr. 1). Nékdy je toto stadium nazyvano také piedkukla. Tento biologicky vzorek

ma hned nékolik vyhod a vyznamii.

Obrazek 1. Stadium larvy pted zavickovanim neboli ve stadiu predkukly.

e a) Stadium je relativné dobie rozeznatelné diky typickému vzhledu. Charakterizuje jej navic

prakticky exaktné snaha vcel o zavickovani bunky.

e b) Zavickovani larvy je velmi dulezité zpohledu patogeneze MVP. Dojde-li totiz
k zavickovani larvy infikované P. larvae, je velké riziko, Zze dojde k namnoZzeni spor na nejvetsi

néloz. Ta miize 11 dni po vylihnuti larvy z vaji¢ka tvofit praimérné 2,5 x 10° spor na larvu [54-56].

Pozn. V¢elstva s dobrym cisticim pudem mohou mit lepsi tendenci k odstranéni infikovanych
larev jesté pted zavickovanim. Larvy odstranéné vcelami pted zavickovanim maji bunky P.
larvae spise ve vegetativnim stadiu. Odstranénim larev pied zavickovanim véely v podstaté
délaji prevenci pied vznikem velké naloze extrémné odolnych spor patogenu [19]. Faktorem,
ktery ma vliv na odstranovani larev z plodového plastu, je jejich uhynuti. Pokud larvy uhynou
Vv brzkém stadiu, pak pokud je dospé€lé veely odstrani, tak v plodovém plastu ziistavaji pouze
prazdné bunky [57]. Na dob& usmrceni larev se vyznamnou mérou podili virulence ptivodce,
kterou dobfe charakterizuje rychlost, s jakou usmrti hostitele. Virulentngjsi genotypy P. larvae

maji schopnost usmrtit v§echny larvy dokonce do 7. dne od infekce, zatimco malo virulentni
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kmen dokaze totéz az 12. den [3, 10, 25]. V tomto kontextu muze byt paradoxné¢ hodné
virulentni kmen P. larvae méné rizikovy z hlediska Sifeni nakazy, protoze kvuli brzkému
uhynu larev nemusi dochazet k zavickovani infikovaného plodu a vzniku spor, které jsou pro
poddruhem P. |. pulvifaciens (diive Bacillus pulvifaciens) m¢ly zptasobovat onemocnéni
nazyvané rozpad vceliho plodu. Jedna se o virulentngj$i kmen, pro jehoz nakazu byl
charakteristicky thyn plodu jesté pted zavickovanim, a tak nedochazelo k tvorbé ptiskvart
plnych spor [58, 59].

6.2.  Odbér biologického vzorku

Pro analyzy dle této metodiky jsou z plodového plastu vybirany pouze larvy ve stadiu, kdy
dochazi k zavickovani. Larvy jsou odebirany do vzorkovnic, které jsou ulozeny na suchy led a poté

transportovany na misto uloZeni v hlubokomrazicim boxu do provedeni analyz.
e a) Pied odbérem se provede prohlédnuti plodového ramku. Larvy jsou vizualné kontrolovany.

e b) Pro odbér jsou vybirany larvy s riznym stupném infekce dle vizualniho vzhledu. V§imame
si riizného zabarveni larvy. Odeberou se také vzorky, u nichz dle vizualni kontroly pfedpokladame,
7e by mohly byt kontrolnimi vzorky bez infekce P. larvae. Kontrolni vzorky maji typicky bilou

barvu bez jinych zabarveni nebo jiného naruseni, jako je polehnuti (polehla larva).

e c) Vzhled jednotlivych odebranych larev je zaznamenan pro pozdéjsi porovnani s vysledky

nasledujicich molekularnich analyz.

6.3. Zpracovani vzorku pro molekularni detekci a naslednou proteomickou analyzu

Ackoliv jsou k dispozici vzorky larev, které pochazeji z ohniska nakazy, neni jistota, ze

4

jsou skute¢né infikované P. larvae. Pred proteomickou analyzou, kterd je nejnaroc¢né&j$im i

vvvvvv

Vzorek je potieba zpracovat tak, aby mohla byt v ramci stejného biologického vzorku provedena

PCR analyza a nésledné proteomické analyza.

e a) Vzorek larvy je pfemistén do homogenizéru (sklenény s teflonovym pistem nebo jina
alternativa). Ke vzorku larvy je pfidano 1,25 ml sterilni ddH2O a je homogenizovan za chlazeni na

ledu.
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e b) Ze vzniklého prehomogenatu se odebere 100 ul pro PCR analyzu. Prehomogenat se smicha
s extrakénim roztokem a izoluje se DNA nasledujicim nebo alternativnim zptisobem dle

zavedenych postupt v laboratofi.

Piiklad provedeni: Preferentné se dle metodiky smichd 100 pl prehomogenatu s 400 pl
extrakéniho roztoku (0,5 M Tris-HCI, 0,1 M EDTA, 0,05 M NaCl, 5% SDS). Sm¢s se fadné
promichd na vortexu. Lyzit se smicha se stejnym objemem chloroformu pteklopenim
mikrozkumavky a centrifuguje se 5 min pfi 10 000 x g. Supernatant se piemisti do cCisté
mikrozkumavky a smicha se se stejnym objemem isopropanolu, vortexuje se a inkubuje 20 min pii
—20 °C. Nasleduje centrifugace pii 20 000 x g po dobu 15 min. Pfida se 300 pL 70% ethanolu
k peleté a mikrozkumavka se vortexuje a pak centrifuguje 3 min pii 20000 x g. Peleta vysuSena na

vzduchu se resuspenduje v 50 uL vody prosté nukleaz.

e C) Ke zbylému objemu 1,15 ml prehomogenatu se piida stejny objem (tedy 1,15 ml) roztoku
pro zpracovani na proteomickou analyzu. Ptida se dvojnasobné koncentrovany roztok, ktery
konkrétni laboratof preferencné pouziva pro proteomické shot-gun analyzy, protoze ptvodni
vzorek je vodny prehomogenat. Vzorky se dohomogenizuji a ulozi do hlubokomraziciho boxu pro

pozdé&jsi pouziti. Vhodné je rozdéleni homogenatu do nékolika aliquotl (napt. 3 az 4 po 500 pl).

Priklad provedeni. Preferentné se dle metodiky pro proteomiku voli roztok o sloZeni: 200 mM
trietylamonium bikarbonatovy pufr (TEAB) a 4% deoxycholat sodny (SDC). Vysledny roztok je
de facto 100 mM TEAB a 4% SDC.

6.4. Molekularni detekce P. larvae ve vzorku — PCR

4

Nejvhodnégjsi je ovéfeni molekularnim piistupem PCR metodou pomoci specifickych
primert. Krom¢ ovéfeni pfitomnosti patogenu P. larvae ve vzorku je v8ak vhodné ovéfit kvalitu
izolované DNA a mit tak ovétenou informaci o uspésném izolovani genomické/bakterialni DNA.
Dulezitost tohoto kroku oproti specifickym primeraim je zv1asté pro negativni vzorky na specifické

AFB primery.

e a) DNA extrahovana ze 100 ul prehomogenatu ziskaného z larvy se pouzije na celkem 3 PCR
reakce. DNA se pouzije na (i) amplifikaci a ovéteni genomické DNA (18S); (ii) amplifikaci pomoci

univerzalnich eubakterialnich primerd pro potvrzeni pfitomnosti bakterialni DNA (EUB); a (iii)
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potvrzeni ptitomnosti P. larvae pomoci specifickych primera (MVP). Prvni dvé PCR analyzy jsou
ovétovaci genomické/bakteridlni DNA a tfeti krok identifikuje nebo vylouci ptivodce MVP ve

vzorku.

e b) Podle provedeni v této metodice se pouzije Red Taq DNA Polymerase Master Mix (VWR,
Randor, PA, USA). Reakéni objem je 25 pl a koncentrace R+F primert je 0,4 uM a koncentrace
gDNA na reakci je 50 ng. PCR reakce se provedou v termocycleru C1000 Touch (Bio—Rad,
Hercules, CA, USA). Primery a podminky pro cycler jsou uvedeny v nasledujicich bodech. PCR
produkty jsou separovany na 1% agarosovém gelu a obarveny pro vizualizaci v dokumenta¢nim
systému pomoci DNA Stain Clear G (SERVA, Heidelberg, Némecko).

e c) (i) Amplifikace 18S rRNA genu pro verifikaci genomické DNA (18S)

Primery:

FF390/FR1 (5'-CGA TAA CGA ACG AGA CCT-3'/5'- A/lIC CAT TCA ATC GGT A/lIT-3")
[60].

Program pro cycler:

pocatecni denaturace: 95 °C (8 min); 28 cykli: 95 °C —30's, 50 °C — 45 s, 68 °C — 120 s; finélni

extenze: 72 °C — 10 min.

Velikost vysledného amplikonu: 350 bp

e d) (ii) Amplifikace pomoci universalnich eubakterialnich primert pro ovéfeni bakterialni
DNA (EUB)

Primery:

27F/1492R (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'/5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3) [61].
Program pro cycler:

pocate¢ni denaturace: 95 °C (3 min); 34 cykla: 95 °C —30s, 55 °C — 30 s, 72 °C — 60 s; finalni

extenze: 72 °C — 5 min.

Velikost vysledného amplikonu: 1465 bp

e e) (iii) Amplifikace pro specifické potvrzeni, nebo vyvraceni piitomnosti P. larvae

Pouzité primery:

AFB-F/AFB-R (5'-CTTGTGTTTCTTTCGGGAGACGCCA-3'/5'- TCTTAGAGTGCCCACCTCTGCG-3')
[32].
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Program pro cycler:
pocatecni denaturace: 95 °C (3 min); 34 cykli: 95 °C - 30s, 55 °C - 30 s, 72 °C — 60 s; finalni

extenze: 72 °C — 5 min.

Velikost vysledného amplikonu: 1106 bp

6.5. Proteomicka analyza pro identifikaci viruletnich faktori

Protoze proteomicka analyza pfedstavuje instrumentalné a také finan¢né€ nejnarocnéjsi ¢ast
metodiky, je vhodné vybrat pro analyzu pouze vybrané vzorky. Proteomicka analyza dokaze
poskytnout informaci o pfitomnosti proteint z puvodce MVP ve vzorcich veelich larev, ale zaroven
dokaze identifikovat proteiny larvy, a tak ukazat rozdily vyvolané stupném infekce. Pro takové
porovnani je vsak potieba analyzovat vzorky larev zarucené infikované P. larvae, a také kontrolni

vzorky bez infekce.

e a) Spolehlivé rozdéleni vzorkd na pozitivni a negativni umozni vysledky PCR analyzy a

indikatorem stupné€ vyvoje infekce je také zdznam o vizualnim vzhledu vzorku.

e b) Pro srovnavaci vysokokapacitni analyzu se tedy zvoli kontrolni vzorky bez infekce a
zaruCen¢ pozitivni vzorky. Pocet vzorkli se voli dle finan¢nich anebo kapacitnich moznosti.
Celkové by se mély vybrat alespont 3 pozitivni a 3 negativni vzorky. Pozitivnich vzork je vSak

vhodné vybrat vice a S riznym zdravotnim stavem larev (zabarvena, nazloutla, polehla apod.).

e C) Vzorky homogenizované pro proteomiku a ulozené v hlubokomrazicim boxu (viz kapitolu
6.3. C) se dale zpracuji pro proteomickou analyzu na nano-LC-MS/MS. Dalsi zpracovani vzorku je
dle protokolu pouZzivaného v dané analytické laboratofi, které se typicky lisi, ale je principialné

zalozen na analyze tryptickych §tépd na nano-LC-MS/MS instrumentaci.

e d) Vyhodnoti se celkovy pocet hmotnostnich spekter (3 MS1+MS2). Tato data se vyexportuji
z vyhodnocovaciho softwaru, kterym je v piipadé spole¢nosti Thermo Xcalibur QualBrowser.
Porovnani Y MS1+MS2 mezi vzorky s riznym stupném infekce a bez infekce poskytne informaci,
zda existuje jista disproporce mezi proteinovym obsahem ve vzorcich a naméfenymi spektry.
Vzorky larev vyrazné ovlivnéné lyzi mizou mit signifikantné niz§i ) MS1+MS2 nez patogenem

méné ovlivnéné a zdravé larvy.
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e ¢) Hruba proteomicka data se vyhodnoti v ptislusném softwaru, z nichz n¢které jsou dostupné
komer¢né a nékteré jsou k dispozici zdarma. Kritickym krokem pfi vyhodnoceni je volba vhodné
databaze. Ve vzorcich se vyskytuji proteiny hostitele a také patogenu, resp. ptivodce MVP. Mor
véeliho plodu neni nachylny ke koinfekcim [62, 63]. Proto je pro prohledani proteomickych dat
vhodné pouzit sekvence puvodce (Paenibacillus larvae) a hostitele (Apis mellifera). Databaze
proteinovych  sekvenci  se  ziska  z UniProt  (https://www.uniprot.org/), NCBI
(https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/) nebo ptipadné z jiného alternativniho zdroje. Vhodné je pouzit set
sekvenci, které jsou zafazeny do databaze referenénich sekvenci (RefSeq) [64]. V piipadé ptivodce
P. larvae jsou k dispozici sekvence z nékolika genotypu. Pravé ruzné genotypy je vhodné do
databaze zaradit, protoze nasledné identifikace mohou indikovat dany genotyp. V ptipad¢ hostitele
A. mellifera, by bylo teoreticky mozné také volit mezi genotypem, protoze véela medonosnd ma

rizné poddruhy — soucasné databdze vSak takovou moZznost prozatim neumoziuji.

e ¢) Provede se inspekce identifikovanych proteint v histogramech, které zahrnuji intenzitu a
pocet spekter identifikovanych proteini z hostitele (A. mellifera) a také z ptuvodce MVP (P.
larvae). Vizualizace poskytne informaci o mite infekce vzorkll ptivodcem na proteinové trovni.
Profil histogrami by mél byt zvlasté odlisny u kontrolnich neinfikovanych larev a téch, které jsou

Vv pokroc¢ilém stadiu infekce.

e f) Provede se analyza hlavnich komponent (principal component analysis, PCA), ktera
indikuje rozdily v proteomu analyzovanych larev v jiné podob¢ nez histogramy (viz 6.5c). Kromé
PCA analyzy se provede také hodnoceni PCA zatéze, kterd umozni identifikaci proteind, které
mély nejveétsi vliv na posun v PCA. Kombinace analyz umozni identifikaci klicovych virulentnich

faktorti ptivodce ve vzorku.

vvvvvv

e 2) Vyhledaji se klicové virulentni faktory, které byly ureny v dfivéjSich studiich zaméfenych
na virulentni faktory. Zejména se zohledni vysokokapacitni proteomické studie [52, 53]. Kromé
virulentnich faktorti P. larvae se hodnoti také intenzita vybranych referen¢nich markert hostitele
A. mellifera. Jedna se pfedevs§im o virulentni faktory a referen¢ni markery, které zobrazuje tabulka

5.
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6.6. Schématické znazornéni metodiky

Schématické znazornéni metodiky (obr. 2) ilustruje obecné kroky, které 1ze aplikovat
v ruznych modifikacich. Dodrzenim krokt v postupu s modifikaci pozitych technologii by se

mélo dojit v principu ke stejnému vysledku.

Obrazek 2. Schématické znazornéni metodiky.

Sbér vzork larev Zaznamenani Individualni larvy ve
pFed zavickovanim <:> stupné infekce <Z> vzorkovmcuch vV zmrazeny
larev dle vzhledu na suchém ledu

véelstva s priznaky MVP

s

Prehomogenat : :

Ovéreni P. larvae
100 pL pro PCR analyzu
1,25 ml ddH,0/larvu 18S @ 16S EUB @ MVP

! Vybér vzorkd
| Proteomicka analyza I I pro proteomiku:
I

-

@  MVP pozitivni x negativni
Prehomogenat (1,15 ml) Homogenizace a
smichan s 2x roztokem pro <Z> rozdéleni do aliquotd,
proteomickou extrakci uskladnéni pti-80 °C
Zpracovani vzorku na Vzorky se srovnatelnym
tryptické stépy pro <::> obsahem proteint
nano-LC-MS/MS nano-LC-MS/MS
Vyhodnoceni dat * hostitel/pGvodce proteiny
Bty * tryptické stépy
A. mellifera * 5 MS1+MS2 spekter
iy * PCAanalyza
B lnrvae * identifikace markera

- PCA zatéz
- porovnani vybranych markeru
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6.7. Vysledky prikladu provedeni

V piikladu provedeni metodiky jsou uvedeny analyzy na vzorcich, které pochazeji
z ohnisek MVP na Zlinsku v roce 2020.
6.7.1. Vysledky PCR analyzy a vizualni popis

Analyza vzorkti kombinaci tfi riznych primerd pro potvrzeni a vyvraceni piitomnosti

puvodce MVP v odebranych vzorcich (tabulka 1).

Tabulka 1. Vysledky PCR analyzy vybranych vzorki.

Pouzité primery

Vzorek 185 AFB EUB

N1
N2
N3
N4
N5
N6
N7
N8
N9
N10
N11
N12
T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17 + +
T18 + + +
Legenda: N — Nevsova; T — Tetéice; + — pozitivni PCR vysledek; — — negativni PCR vysledek

+|+[+]+]+
++[+]+]+

E I R (S R R (R S IS [T O IR P I [ R IR S RS I R IR IS R R [ o I
+
+

Interpretace: Pozitivni vysledek na puvodce MVP je v piipadé pozitivity na vSechny 3
primery/PCR reakce.
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6.7.2. Vzorky vybrané pro dalsi analyzu na zakladé PCR analyzy s vizualnim popisem

Vybrané vzorky pro proteomickou analyzu s popisem vizualniho hodnoceni shrnuje tabulka
2. Hruba data k t¢émto vzorkiim byla ziskana naméfenim pomoci nano-LC-MS/MS technologie,
pficemz dataset s potitebnymi detaily je pfistupny v databazi MassIVE (MSV000089235) anebo
Pride (PXD033155). Data byla vyhodnocena pomoci softwaru MaxQuant v1.6.17.0 [65] a Perseus
v1.6.15.0 [66]. Databaze pro vyhodnoceni byla konstruovana z 23 504 sekvenci A. mellifera a

28 585 sekvenci P. larvae.

Tabulka 2. Vysledky PCR analyzy vzorki vybranych na proteomiku a popis vzhledu.

Potvrzeni pritomnosti Vizualni hodnoceni
Vzorek P. larvae larvy na MVP
NO1 - zdrava
NO2 + zplostéla
NO3 - zdrava
NO4 + zplostéla
NO6 + zplostéla
NO7 + vyfoukla, nazloutla
NO8 + vyfoukla, lyzovana, nazloutla
NO9 + vyfoukla, lyzovana, nazloutla
T05 - zdrava
T12 + matna
T13 + zplostéla, nazloutla
T14 + lyzovana
T15 + lyzovana
T16 - zdrava
T17 + zplostela
T18 + zplostela

Legenda: N — NevsSova; T — Tetcice; + — pozitivni PCR vysledek; — — negativni PCR vysledek

Interpretace: Pro srovnavaci proteomickou analyzu byly z kapacitnich diivodl vybrany 4 negativni

— srovnavaci vzorky a dalsi 12 vzorkl bylo v rizném stupni infekce.

Nasledujici proteomické analyzy umoziuji identifikaci virulentnich faktort pivodce MVP
P. larvae ve vzorcich, ale také proteinti hostitele A. melifera interagujicich s patogenem a

ovlivnénych infekci.

-18-



Tomds Erban a kol. — Mor véeliho plodu — virulence

6.7.3. Y MS1+MS2 spekter

Rozdily v Y MS1+MS2 spektrech ziskané pomoci nastroje Thermo Xcalibur QualBrowser
(tabulka 3) neindikuji zavratné velké rozdily mezi jednotlivymi vzorky, ale tfi az ¢tyfi vzorky se
podle vyhodnoceni jevi jako vcelku odlisné od ostatnich. Jedna se o vzorky T14, T15, T17 a T18.
Statistické vyhodnoceni vSak indikuje, Ze signifikantné (p<0,05) snizeny pocet spekter byl ziskan
pro vzorky T15 a T14.

Tabulka 3. Vyhodnoceni rozdilu sumy spekter MS1+MS2.

Oznaceni Z-Score p-hodnota
vzorku > MS1+MS2 spekter
NO1 128 885 0,456 0,324
NO02 130 087 0,762 0,223
NO3 129 797 0,688 0,245
NO4 127 010 —0,020 0,492
NO06 132 245 1,311 0,094
NO7 127 564 0,120 0,452
NO8 127 268 0,045 0,482
NO09 126 483 —0,155 0,438
T05 129 631 0,646 0,259
T12 132 276 1,318 0,094
T13 128 066 0,248 0,402
T14 119 227 —2,000 0,022
T15 119 078 —2,038 0,020
T16 128 168 0,274 0,392
T17 122 702 -1,117 0,131
T18 124 978 —0,537 0,295

Interpretace: Vzorky v pokrocilém stadiu infekce P. larvae mohou byt ovlivnéné lyzi, a proto bylo
V kone¢ném diisledku ziskano méné spekter. Nejvice patrné je to pro statisticky odlisné vzorky
T14 a T15, které byly zaroven popsany vizualné jako lyzované a podle proteomické identifikace

obsahovaly nejvice proteint P. larvae, coz nazorné ukazuji histogramy (viz kapitolu 6.7.4, obr. 3).
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6.7.4. Vizualizace proteint P. larvae a A. mellifera histogramy

Dulezitym krokem ve vyhodnoceni je identifikace tryptickych $tépt proteind P. larvae a A.
mellifera ve vzorku. Jejich pfitomnost a proporci zobrazuji nazorn¢ histogramy (obr. 3) ukazujici
pocet proteinovych identifikaci a jejich intenzitu. Dulezité je vSimat si také profilti histogramu,

jelikoz indikuji na rozdilnost proteomu vzorkd.

Obrazek 3. Histogramy zobrazujici identifikace A. mellifera a P. larvae.
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Interpretace: Nejvétsi rozdily v histogramech jsou mezi kontrolnimi vzorky a lyzovanymi larvami
(T14 a T15). Kontrolni a PCR pozitivni vzorky mtizou mit z divodu malé infekce podobny profil
(viz T16 a N06). Vysledek prezentuje podobnosti a rozdily v proteomu jinak nez PCA (obr. 4).
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6.7.5. Analyza hlavnich komponent a zatiZeni

PCA analyza (obr. 4) je velmi dilezitym vyhodnocenim, které nazorné ukazuje rozdily
V proteomu analyzovanych vzorkd. Proteiny pivodce MVP i hostitele zodpovédné za nejdilezité;si

posuny v PCA pak identifikujeme pomoci zatizeni (obr. 5).

Obrazek 4. PCA analyza zobrazujici rozdily v proteomu vzork.
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Obrazek 5. Zatizeni zobrazujici ptispévek proteinu P. larvae a A. mellifera k posuntim v PCA.

Pocet Oznaceni

MS/MS markeru Néazev markeru P. larvae

Am12 . Plo4
AmO7 | ¢ 2 5 754 PI01 Neutral metalloproteinase:
o Amog | IR 85 PI02  Preprotein translocase subunit YajC-like protein
Am08 | | ®hodd RN % 221 PI03  ABC P ine-binding protein GinH
- * *
AR P R :;'” g': s 5 AmOS 75 PI04 Unch ized protein
\ by €% Bel = |
. P 4%% o amos L 191 Pi0S Poly ide deacety
}.*¥ " /. + 4ot e, ¥
& \L} ¥ I Yo Ipiot 159 PI06 Succinate dehyd flavoprotein subunit SdhA
! { 4 . % ¥ o
) ] ® wh* AR [ — - e .
S \ Ll % ¢ + o+ iy %34 PI02 Nazev vlivného markeru A. mellifera
~ i + "‘:,'w +, Pios 18 AmO1 MFS-type transporter SLC18B1
- + A
oe \ o1 e ,a%t’ fl4  [Pio3 62 Amo2 trehalase
\ “ "5 \ \ 58 AmO03 major royal jelly protein 7
Ami1 v 'mv: _— 110 Am04 glucosylceramidase-like
Am10 \ ¥ \ N 127 Am05 major royal jelly protein 2
A 120 Am06 major royal jelly protein 3
Nazev markeru A, mellifera — nejvétsi abundance
0 - o Am02 21980 AmO7 hexamerin 70b
: ! 19982  Am08 hexamerin 110
T L L T T T T L
3 D E | 0 1 2 3 4 17526 Am09 larval-specific very high density lipoprotein
PC1 (1 e_2) 15488 Am10 apolipophorins
p 15169 Am11 hexamerin 70c
i LEGENDA: proteiny A. mellifera (Am) < proteiny P. larvae (PI) i 7974 Ami2 hexamerin 70a

Interpretace: PCA analyza ukdzala velké rozdily mezi kontrolnimi a siln€ infikovanymi vzorky.
Malo infikované vzorky vSak maji podobnou pozici v PCA jako vzorky kontrolni. V tomto sméru
se Vpodstate jedna o obdobny vysledek jako v pripadé vizualizace histogramy. Zatizeni
identifikuje klicové virulentni faktory P. larvae a také vlivné markery A. mellifera. Zajimavym

vysledkem je, Ze nejabundantné;si proteiny A. mellifera nem¢ly zasadni vliv na posuny v PCA.
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6.7.6. Vybér klicovych viruletnich faktori

Dulezitym krokem Ve vyhodnoceni proteomickych dat je porovnani pfitomnosti a intenzity
dilezitych virulentnich faktort. Pfi tomto kroku je vhodné zohlednit aktudlni poznatky o
virulentnich faktorech P. larvae. Zasadni jsou v podstaté vysledky vysokokapacitnich analyz [52,
53]. Do porovnani se mizou uvést také markery identifikované v PCA zatézi. Vybrané virulentni
faktory odpovidajici PCA analyze a zatézi zobrazuje tabulka 4. Pro relativni srovnani intenzity
virulentnich faktord P. larvae je dilezité uvést také vysoce abundantni proteiny A. mellifera.
Zasadnim markerem budou v kazdém ptipadé isoformy neutralnich metaloprotedz, které prevladaji
v poslednim stadiu infekce P. larvae. Jejich pfitomnost a intenzita koresponduji s postupem

v infekci [53, 67] a jsou také relevantni k prukazu MVP Holstovym mléénym testem [53, 68].

Tabulka 4. Vybrané virulentni markery P. larvae, zasadni markery larev A. mellifera z PCA zatéze
a srovnavaci vysoko abundantni proteiny z A. mellifera. Markery maji stejné oznaceni jako v obr.
5.

Oznaéeni vzorku Pocet Identifikator Vyznamné proteinové markery - PCA zatéz
NO1 NO2 NO3 NO4 NO6 NO7 NO8 N09 TO5 T12 T13 T14 T15 Ti16 T17 T18 MS/MS UniProt Obr. 5 Pivodce: Paenibacillus larvae
06 [ 212 2 - 1 754 VOWBS2 PlO1 Neutral metalloproteinase
85 VOWeC7 PlO2 Preprotein translocase subunit YajC-like protein
221 W2E6R2 PlO3 ABC transporter glutamine-binding protein GInH
75 VOW6GS PlO4 Uncharacterized protein
191 W2E3I0 PIOS Polysaccharide deacetylase
159 VOWEQ0 PIO6  Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit SdhA
Hostitel: Apis mellifera
18 XP_396217 AmO1 MFS-type transporter SLC18B1
62 XP_006560260 Am02 trehalase
58 NP_001014429  Am03 major royal jelly protein 7
110 XP_006570612 Am04 glucosylceramidase-like
127 NP_001011580 Amo05 major royal jelly protein 2
120 NP_00101160 Am06 major royal jelly protein 3
Vysoko abundantni markery
GenBank Hostitel: Apis mellifera
NP_001011600.1 AmQ7 hexamerin 70b
XP_016770154.2 AmO08 hexamerin 110
NP_001318046.1 AmO09 larval-specific very high density lipoprotein
XP_026298285.1 Aml0 apolipophorins
NP_001092187.1 Am1ll hexamerin 70¢
NP_001104234.1 Am12 hexamerin 70a

Pfitomnost a relativni intenzitu marker znazornuje intenzita teplotni mapy v ptislusnych polich, kterd odpovida log2 LFQ intenzité
(¢islo v bunce). Bilé pole znamena, ze marker nebyl ve vzorku detekovan.

Interpretace: Zastoupeni a intenzita markera P. larvae, které byly vybrany na zakladé PCA zatéze
(obr. 5), prokazuje jejich vyznam Vinfekci. Nejvyznamngj$im markerem je neutralni
metaloprotedza (PI01), ktera je vysoce zastoupena V jiz pokro¢ilém stadiu infekce. (Pozn. V tabulce
5 jsou uvedeny dalsi tfi isoformy neutralni metaloproteazy.) Vyznamnou roli vSak hraji i dalsi

markery. Zaroven jsou vyobrazeny klicové markery hostitele A. mellifera, pro nékteré z nich je
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velmi zajimava informace, Ze jejich pfitomnost je pouze u kontrolnich vzorki. U nejvice
ovlivnénych vzorka (T14 a T15) je zjevny ubytek ,,vysoko abundantnich* markert hostitele, coz
koresponduje s pokrocilou infekci.

Tabulka 5. Virulentni markery P. larvae vybrané na zaklad¢ ptedchozich studii. Navic jsou
uvedeny ve spodni Casti 2 isoformy neutralni metaloproteazy, a to pro dutlezitost téchto

proteint/proteaz v pozdnim stadiu infekce MVP.

Oznaéeni vzorku Potet Identifikétor Vyznamné publikované virulentni faktory
NO01 N02 NO3 NO4 NO6 NO7 NO8 NO9 TO5 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 MS/MS UniProt Pavodce: Paenibacillus larvae
25 263 267 - 10 17 462 Vow2vi1 S-layer protein (SplA)
20 W2E966 = Peptidase M20
105 W2E439 % Oligoendopeptidase, pepF/M3 family
11 AOA2L1TZ44 é Chitin-binding protein
34 AOA2LITWY7 _S Putative endopeptidase LytE
266 W2EB(C5 Z Neutral metalloproteinase
10 W2EFP2 ; Thermophilic serine proteinase
56 W2ECP1 = Toxin-like protein
26 VOWIF6 E Polysaccharide deacetylase
905 AOA2L1U843 E S-layer protein
S
191 W2E3I0 s Polysaccharide deacetylase
165 AOAZL1UIN7 -g Microbial collagenase ColA
24 VIWAH1 -é S-layer domain-containing protein
29 AOA2L1UCMS 5 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
27 W2EASS .n>, Penicillin-binding protein 2B
144 W2EAN2 -‘g Putative bacteriocin
147 ADA2L1UFG4 z Chitin-binding protein 49 (PICBP49)
48 W2EC40 § Cell wall endopeptidase, family M23/M37
-
23 20 ] haperone protein Dna
232 W2E7KS é Chap protein DnaK
251 247 - . 220 AOAIUOYUTT7 Endo-beta-N-acetylglucosaminidase
s us [ = 312 W2EEN7 Enolase
Dal3i 2 isoformy neutralnich metaloproteaz
112 ADAGCOQQDY9 Neutral metalloproteinase
5 AOA2A5K257 Neutral metalloproteinase

Pfitomnost a relativni intenzitu marker znazorfiuje intenzita teplotni mapy v ptislusnych polich, ktera odpovida log2
LFQ intenzité (¢islo v bufice). Bilé pole znamena, ze marker nebyl ve vzorku detekovan.

Interpretace: Vysledky prezentované v tabulce 5 ukazuji vyznam virulentnich faktort P. larvae
identifikovanych dfive in vitro pro rizné genotypy P. larvae [52, 53]. Panuje tedy vcelku dobra
shoda s vyznamnosti virulentnich faktord identifikovanych in vitro a in vivo ve stadiu larvy pied
zavickovanim (ptfedkukly), na které je zaméfena tato metodika. Vyznam ve virulenci P. larvae
v tomto stadiu l1ze podtrhnout pro marker bacteriocin, pro ktery je zjevna role v larvach v rizném
stadiu infekce. Bakteriocin bude jeden z klicovych proteind, ktery je zodpovédny za dominanci P.
larvae vlarvé a nenachylnost ke koinfekcim. Dulezité je také, ze nebyl ve vzorcich vibec
identifikovan virulentni faktor immune inhibitor A (InhA), ktery tvoti klicovy rozdil mezi ERIC
genotypy, jelikoz neni pfitomen u ERIC I. Velkou dulezitost ptedstavuje také piitomnost
virulentniho faktoru microbial collagenase ColA, ktery ma tendenci k vymizeni ze vzorkt nejvice

infikovanych. Tento virulentni faktor je patrné€ dilezit&jsi v meéné infikovanych larvach, protoze u
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nejvice infikovanych larev vymizel. V tabulce jsou vyobrazeny celkem tii isoformy neutralnich

metaloprotedz, které doplnuji zasadni isoformu (VOWB82) v tabulce 4 [52, 53].

7. Srovnani novosti metodiky

Metodika nové piinasi hodnoceni virulence patogenu P. larvae proteomickym piistupem,
a to na vzorcich odebranych pfimo z nemocnych vcelstev piipadi MVP. Metodika umoznuje
v ramci jednoho vzorku ovéfeni ptitomnosti P. larvae a naslednou identifikaci virulentnich faktora
P. larvae a dokonce i interagujicich proteinti z hostitele A. mellifera. Unikatnost metodiky spociva
také v tom, Ze je zaméfena na analyzu larev ve stadiu pied zavickovanim neboli predkukly, coz
umoznuje porovnani vzorkll ve stejném stadiu v ramci jedné analyzy. Volba tohoto stadia je
zasadni tim, ze umozni dals§i porovnani virulentnich faktorti z jinych klinickych ptipadd MVP.
Celkové metodika vyznamnym zplsobem rozsifuje moznosti analyzy a hodnoceni klinickych
ptipadi MVP. Dokonce mezinarodné¢ dle WOAH je zatim uvedeno vyuziti hmotnostni
spektrometrie v metodach dostupnych pro diagnostiku MVP pouze okrajové (viz tabulku 1
v metodice), coz metodika v podstat¢ méni. Vyuziti proteomického pristupu zaloZzeného na
hmotnostni spektrometrii dokaze nejen identifikaci patogenu, ale i stanoveni imunitniho stavu
hostitele (vCely). Metodika svymi moznostmi piekonava také identifikace na ERIC genotypy,

protoze identifikuje aktivni virulentni faktory a interakci v hostiteli.

8. Uplatnéni metodiky

Metodika se uplatni pii hodnoceni virulence P. larvae a hodnoceni nakaz MVP. Metodika
predstavuje velkou extenzi k dosud pouzivanym postupiim pii hodnoceni MVP, které jsou
zaméfeny na identifikaci pivodce P. larvae. Metodika umoziuje nejen exaktni prokédzani
ptitomnosti P. larvae ve vzorku, ale zaroven hodnoceni stupné infekce, a dokonce i interakci
s hostitelem, tj. larvou véel. Uplatnéni metodiky je tedy pfi hodnoceni vyvoje klinického MVP,
coz bude moZné vyuzit pro nastaveni prevence a feSeni MVP. Ziskané informace o pribéhu MVP
a charakterizaci dle metodiky na rtiznych lokalitich ma potencial vyuziti v hodnoceni rizik

nakazovych situaci.
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9. Ekonomické piinosy metodiky

MVP zplisobuje kazdoro¢né znacné ztraty na vcelstvech. V piipadé rozeznani MVP jsou
veterinarni spravou vyhlaSovana mimofradna veterinarni opatieni k prevenci a tltumeni nebezpecné
nakazy — MVP a vydavana natizeni o vyhlaseni ochrannych pasem. V fadé ptipada jsou vcelstva,
a dokonce celé vcelnice likvidovany. Chovatelé véel mohou byt podle § 67 zakona ¢. 166/1999
Sb., o veterinarni pé¢i, odskodnéni ke kompenzaci nakladi a ztrat, které jim vznikly v disledku
provadéni mimoradnych veterinarnich opatfeni. Ani ndhrady nemohou dostatecné nahradit ztratu
vcelstev. Na druhou stranu vénuje veterinarni sprava velké usili pii feSeni nakaz MVP a eliminaci
Sifeni. Tato metodika muize svym rozsahem a moznostmi ziskani velkého obsahu informaci 0
konkrétnich pfipadech s MVP poskytnout data vyuzitelna k nastaveni efektivnich opatieni.
Aplikaci metodiky v praxi a sbirani dat o virulenci ptuvodce by mélo mit dlouhodoby piinos
Vv nastaveni efektivni prevence MVP. Pti zohlednéni ro¢nich nahrad, ztrat na véelstvech a vcelich
produktech, zejména medu, opylovaci aktivité, a také vynucenym aktivitdm statni spravy
v souvislosti s MVP, mutize byt ro¢ni ekonomicky pifinos metodiky kvantifikovan az na desitky
miliont korun Geskych jen v Cesku. Metodika ma viak vyuZiti globalng.

Naéklady na komplexni analyzu jednoho vzorku se pohybuji v hodnoté cca 10 tis. K¢.

10. Publikace kolektivu, které piedchazely metodice

Publikace (IF)

Erban T., Ledvinka O., Kamler M., Nesvorna M., Hortova B., Tyl J., Titera D., Markovic M.,
Hubert J. (2017). Honeybee (Apis mellifera)-associated bacterial community affected by
American foulbrood: detection of Paenibacillus larvae via microbiome analysis. Sci. Rep. 7:
5084. DOI: 10.1038/s41598-017-05076-8. (IF2017= 4,122; Q2)

*Erban T., Sopko B., Bodrinova M., Talacko P., Chalupnikova J., Markovic M., Kamler M.
(2023). Proteomic insight into the interaction of Paenibacillus larvae with honey bee larvae
before capping collected from an American foulbrood outbreak: pathogen proteins within the
host, lysis signatures and interaction markers. Proteomics 23 (1): 2200146. DOI:
10.1002/pmic.202200146. (IF2021= 5,393; Q1)

*Erban T., Zitek J., Bodrinova M., Talacko P., Bartos M., Hrabak J. (2019). Comprehensive
proteomic analysis of exoproteins expressed by ERIC I, 11, 11l and IV Paenibacillus larvae
genotypes reveals a wide range of virulence factors. Virulence 10 (1): 363-375. DOI:
10.1080/21505594.2019.1603133. (IF2019= 5,542; Q2)
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Certifikované metodiky

Hubert J., Hortova B., Nesvorna M., Haltufova K., Kamler M., Titéra D., Erban T. (2016). Vyuziti
nové generace sekvenovani pro diagnostiku ptivodce moru véeliho plodu Paenibacillus larvae.
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha, 45 s. ISBN: 978-80-7427-205-9.

Kamler M., Erban T., Hubert J. (2018). Postupy pro diagnostiku, tlumeni, dezinfekci a obnovu
vCelaiskych provozi pii vyskytu bakterialnich chorob vcel — manudl pro chovatele vcel:

Certifikovand metodika. Vyzkumny tstav vcelaisky, Dol a Vyzkumny ustav rostlinné vyroby,
Praha, 22 s. ISBN: 978-80-87196-40-3.

Odborné knihy

Titéra D., Kamler M., Erban T., Hubert J. (2018). Mor v¢eliho plodu: diagnostika, prevence a
tlumeni. Vyzkumny Ustav veelatsky, Dol, 106 s. ISBN 978-80-87196-36-6.

Recenzované Casopisy bez IF

*Erban T., Barto§ M., Markovi¢ M., Kamler M., Kovafova J., Hrabak J. (2018). Pro¢ studovat
virulenci bakterie Paenibacillus larvae, obavaného ptivodce moru véeliho plodu? Veterinatstvi
68 (1): 38-44.

Erban T., Markovi¢ M., Sopko B. (2020). Vyznam interakce patogenli a mikrobiomu vcel s
pesticidy. Veterinaistvi 70 (6): 365-372.

Abstrakty a konference

*Haltufova K., Kamler M., Tyl J., Nesvorna M., Hubert J. (2018). Is shook swarm method
effective to control American foulbrood? In: Bryja J., Solsky M. (eds.) Zoologické dny Praha

2018. Sbornik abstraktii z konference 8.-9. inora 2018. Ustav biologie obratlovctt AV CR,
Brno, s. 78-79.

Hortova B., Nesvorna M., Haltufova K., Kamler M., Titéra D., Erban T., Hubert J. (2016). Vyuziti
metod nové generace sekvenovani pro diagnostiku ptivodce moru vceliho plodu Paenibacillus
larvae. In: Bryja J., Sedlaéek F., Fuchs R. (eds.) Zoologické dny Ceské Budgjovice 2016.
Sbornik abstrakti z konference 11.—12. (inora 2016. Ustav biologie obratlovett AV CR, Brno, s.
83-84.

Popularizaé¢ni publikace

*Erban T. (2022). Mor v¢eliho plodu pod mikroskopem za vyuziti proteomiky. Mod. vcelai 19
(11): 24-25.

*Erban T. (2022). Proc¢ je dulezité znat agresivitu kmenu Paenibacillus larvae. Mod. vcelar 19 (1):
16-17.

*Sopko B., Erban T. (2022). Role mikrobiomu véel. Mod. v¢elar 19 (2): 24-25.
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Prezentace, seminare: popularizace pro verejnost a transfer vysledkii a znalosti

*Erban T. (2021). Inovativni detekce puvodce moru véeliho plodu Paenibacillus larvae. In:
Konference ,,Problematika kontaminace zivotniho prostfedi pesticidy ve vztahu ke vcelam, ale
i dal§im necilovym organismtim*“. Aula VURYV, Praha 6-Ruzyné, 27. 11. 2021.

*Erban T., Simonovsky M. (2021). Pfednaska a prakticky workshop ,,Mor véeliho plodu: Vyznam
rozliSeni kmenti Paenibacillus larvae pro klinickou a preklinickou diagnostitiku®. Aula
Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby a spolkova vcelnice Véelaiského spolku pro Prahu 6 a 7
v arealu VURYV, Praha 6-Ruzyng, 26. 9. 2021.
https://www.youtube.com/watch?v=kxYL9sVxckY

* Publikac¢ni vysledky s dedikaci projektu NAZV QK1710228.
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