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Abstrakt

Paenibacillus larvae je grampozitivni sporulujici bakterie, ktera je pivodcem moru
vceliho plodu. Jedna se o jednoho z nejvyznamnéjSich bakteridlnich patogent vcely
medonosné (Apis mellifera). Spory P. larvae jsou vysoce infekéni pro vcéeli larvu
a odolavaji fyzikalné-chemickym vliviim. P. larvae se subtypizuje za vyuziti repPCR
s ERIC primery (Enterobacterial Repetitive Integrance Consensus). Dosud bylo
popsano 5 genotypi ERIC I-V, které se 1isi morfologii kolonii, metabolismem a
predevsim virulenci. Rovnéz je mezi jednotlivymi izolaty P. larvae vyznamna geneticka

variabilita, ktera se mize podilet na rozdilech ve virulenci.

Izolaty P. larvae pouzité v této praci byly ziskany z klinickych piipadi moru vceliho
plodu z celé Ceské republiky ve spolupréaci s Vyzkumnym ustavem véelatskym, s.r.o.,
Dol. Jednalo se o bakterialni kultury ziskané kultivaci infikovanych larev a m¢li. Také
byly pouzity izolaty z méli ziskané ze vcelstev bez klinickych ptiznakii moru véeliho
plodu. Metodou SMRT (Single Molecule Real Time) na platformé Sequel (PacBio) byly
sekvenovany virulentni i pravdépodobné avirulentni izolaty. Pouzita metoda je vhodna
pro celogenomové sekvenovani bakteridlnich genomt, protoze umoziuje sekvenovani
dlouhych tsekli DNA s vysokou pfesnosti. Tim je eliminovan efekt velkého mnozstvi
repetitivnich sekvenci pii skladani jednotlivych contigii a tim usnadnéna kompletni
rekonstrukce genomu. Déle byla provedena sekvenace na platformé MiSeq (Illumina).
Byly ziskany sekvence ze 16 kment, které byly zafazeny do nékolika skupin (clustertt).
Dale byla provedena analyza genii s ohledem na rozdily mezi izolaty genotypii ERIC I
a ERIC II. Vyhledavany byly geny, které mohou mit potencidlni vliv na virulenci.

K porovnani byla vyuzity kmeny P. larvae DSM25430 (ERIC 11) a DSM7030 (ERIC I).

Zaroven byla nalezena inzeréni sekvence 1S256, kterd je specifickd pro P. larvae,
vyskytujici se v genomu s velkym poctem repetic. Tuto sekvenci bude mozné vyuzit
jako screeningovou metodu k vySetfeni moru vceliho plodu z méli. Byly navrZzeny dvé
sady oligonukleotidii, které jsou v této praci testovany na vzorcich z Cisté kultury

P. larvae ctyt ERIC genotypl.

Kli¢ova slova: Paenibacillus larvae, virulence, mor vceliho plodu, celogenomova

sekvenace



Abstract

Paenibacillus larvae is a Gram-positive sporulating bacterium that causes American
foulbrood (AFB). It is one of the most dangerous bacterial pathogens of the honeybee
(Apis mellifera). P. larvae spores are highly infectious to bee larvae and resist
physicochemical influences. P. larvae is subtyped using repPCR with ERIC primers
(Enterobacterial Repetitive Integrance Consensus) into five genotypes (ERIC I-V),
which possess different colony morphology, metabolism and especially virulence. There
is a significant genetic variability among isolates of P. larvae, which may contribute to

differences in virulence.

P. larvae isolates used in this work were obtained from clinical cases of American
foulbrood as well as from a debris collected from bee hives with no American foulbrood
symptoms from all over the Czech Republic in cooperation with the Beekeeping
Research Institute, s.r.0., Dol. The isolates were obtained from larvae and hive debris.
Both virulet and avirulet strains were sequenced using the SMRT (single molecule real
time) method on the Sequel platform (PacBio). This method is suitable for Whole
Genome Sequencing (WGS), because it allows sequencing of long reads with high
accuracy, eliminating the effect of a large number of repetitive sequences during the
genome assembly. Furthermore, sequencing was also performed on the MiSeq platform
(Illumina). Sequences were obtained from 16 strains, which were classified into several
groups (clusters). Gene analysis was performed with respect to the occurrence between
isolates of ERIC I and ERIC II genotypes. Genes that may have a potential effect on
virulence were searched. Strains of P. larvae DSM25430 (ERIC II) and DSM7030

(ERIC I) were used for comparison.

Consequently, an insertion sequence IS256 specific for P. larvae was also identified.
That element occurr in the genome with a large number of copies. Therefore,it can be
potentially used for a PCR screening to identify P. larvae from hive debris. Two set
of primers were designed and tested in this work on samples of culture of P. larvae

of four ERIC genotypes.

Key words: Paenibacillus larvae, virulence, American foulbrood, Whole Genom

Sequencing
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Vevr

mellifera). Jedna se o grampozitivni sporulujici bakterii z ttidy Bacilli, ktera zptisobuje
mor vceliho plodu. P. larvae se na zékladé repPCR s ERIC primery (enterobacterial
repetitive integrance consensus) ¢leni do 5 genotypt ERIC I-V. Tyto genotypy se lisi
morfologii kolonii, metabolismem a virulenci (Genersch et al., 2006, Beims et al.,

2020). V této praci se zaméiuji pfedev§im na rozdily ve virulenci.

Mor vceliho plodu je vysoce infekéni onemocnéni vceliho plodu. Pfenos probiha
sporami, které jsou jediné schopné nakazit vceli larvu. Na vceli larvu jsou pfeneseny
véelimi délnicemi, které larvu krmi. Spory se usazuji v hltanovych zlazach vcel-
mladusek, ve kterych se tvofi mateti kaSicka, jakozto vyziva pro larvu. Pravé skrze
vyzivu, kterd v sob¢ obsahuje spory, se larva nakazi (Lindstrom, 2007). Nasledné spory
germinuji ve stievé a bakterie pronika skrz peritrofickou matrix, epitel sttevni sliznice
do hemocelu. Tkanég vceli larvy se rozkladaji na kasovitou hmotu, kterd pozdéji zasycha
a tvofi tzv. ptiskvar, ve kterém se nachéazi velké mnozstvi infekénich spor (Poppinga,
Genersch, 2015). Vzhledem k infek¢nosti moru vceliho plodu je jediné feSeni

na zastaveni ndkazy utraceni nakazeného vcelstva a spaleni ulu (Titéra et al., 2009).

Déleni na ERIC genotypy bylo popsano v roce 2006 na zdklad¢é prace E. Genersch
a kolektivu. Toto dé€leni se pouziva dodnes. Genotyp ERIC I se vyskytuje na evropském
i americkém kontinentu. Oproti ostatnim genotyptim usmrcuje vceli larvu pomaleji, jeho
letalni ¢as pro usmrceni 100 % vcelich larev (LTi00) je 12 dni. Genotyp ERIC II se
vyskytuje predevsim v Evropé. U tohoto genotypu je LT100 7 dni, stejn€ jako u genotypti
ERIC IIT a IV. Genotypy ERIC III a IV nejsou Casto izolovany z klinickych ptipadu,
vyskytuji se v par historickych izolatech (Genersch et al., 2006). Genotyp ERIC V byl
popsan v roce 2020 a vykazuje podobné znaky jako genotypy ERIC III a IV (Beims et
al., 2020)

Jednotlivé ERIC genotypy se 1i$i 1 virulenci a jednotlivymi faktory virulence. Faktory
virulence byly dosud zkoumény ptfedev§im u genotypi ERIC I a II, které jsou
momentalné nejcastéjSimi  genotypy izolovanymi z klinickych piipadi. Kazdy
z genotypll ma jinou strategii pro proniknuti skrze epitel stfeva vceli larvy. Oba
z genotypil produkuji chitinazu P/CBP49, ktera rozklada peritrofickou matrix ve stievé.

Bez této chitinazy by P. larvae nebyl schopny proniknout skrz epitel stieva. Nasledné
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se ale strategie ERIC genotypti lisi. U genotypu ERIC I jsou pravdépodobné
na epitel stfeva a diky tomu mtize skrz néj P. larvae genotypu ERIC I proniknout. Oproti
tomu u genotypu ERIC II jsou hlavnim faktorem virulence proteiny S-vrstvy. Pomoci
téchto proteint se P. larvae genotypu ERIC II ptichyti na stfevni epitel a nasledné skrz
n¢j pronikd. Samoziejmé se na virulenci podili i dalsi faktory virulence jako jsou

protedzy nebo sekundarni metabolity (Poppinga & Genersch, 2015).

V ramci této diplomové prace byly pomoci celogenomové sekvenace analyzovany
izolaty P. larvae z izemi Ceské republiky, které byly rozdéleny do skupin (clustert)
podle pfibuznosti. Déle byly v genomu vyhleddny geny pro potencialni faktory
virulence a je porovnan jejich vyskyt mezi genotypy ERIC I a II. Byl porovnan jejich
vyskyt toxint, proteinli S-vrstvy, protedz, sekundarnich metabolitl a také vyskyt genti
rezistence k antibiotickym latkam. Dale je v této praci navrzena screeningova metoda
pro rychlou PCR diagnostiku moru v¢eliho plodu na zdklad¢ pro P. larvae specifické

inzeréni sekvence IS256.
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2 Souhrn literatury
2.1 Mor véeliho plodu

2.1.1 Klinické priznaky

Mor vceliho plodu Ize rozpoznat podle charakteristickych zmén véeliho plodu. Prvnim
pfiznakem je mezerovity plod, jehoz plochy jsou v normalnich piipadech ucelené.
V klasickém piipad¢ klade véeli matka vajicka pravidelné a sousedni buniky se lihnou
pfiblizné ve stejném casovém obdobi. Nepravidelnosti okolo 5 % jsou bézné. Pokud
jsou vsak mezery Castéjsi, mize to byt znamka patologického jevu. Neinfekénimi
priCinami muze byt piehtfati nebo naopak podchlazeni plodu, nebo Spatné kladouci
matka. Dalsi pficiny mohou byt infek¢ni, zptisobené viry, bakteriemi a parazity. Pokud
si vCelaf mezerovitosti v§imne, mél by hledat 1 dalsi klinické ptiznaky, které mohou
naznacovat ptitomnost P. larvae. Mezi tyto pfiznaky patfi i pfitomnost ztmavlych
propadlych vicek bunék, které mohou mit i otvory (Titéra et al., 2009). Dalsim
pfiznakem moru vceliho plodu jsou zbytky rozloZenych larev v bunikdch. Rozlozena
larva je hnéda a viskozni. MiiZe se také objevit zapach. Nasledn€ po vyschnuti hnédé
viskozni hmoty vzniklé rozlozenim larvy vznikd Cerny piisSkvar, ktery se da ze spodni
strany bunky Spatné¢ odstranit (Hansen & Bredsgaard, 1999). Driive se zbytky

rozlozenych larev dokazovaly tzv. zapalkovym testem. Principem tohoto testu je, Ze

po vlozeni sirky do buiiky a nasledném vytazeni se za sirkou tdhne nékolik centimetri

dlouh¢ vldkno (Titéra et al., 2009).

Obrazek 2: Prvni ptfiznak moru vceliho plodu — mezerovity plod. Autor: doc. Ing. Jaroslav Hrabak, PhD.
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Obrazek 3: Ztmavla, propadla vicka bunék s otvory obsahujici uhynulé larvy. Nékdy mize byt na vicku

ptitomna kapka z rozkladajici se larvy. Autor: doc. Ing. Jaroslav Hrabak, PhD.

Obrazek 4: Zapalkovy test s tdhnoucim se vlaknem uhynulého plodu. Autor: doc. Ing. Jaroslav Hrabak,

PhD.
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Obrazek 5: Rizna stadia rozkladu nakazené vceli larvy. Autor: doc. Ing. Jaroslav Hrabak, PhD.

2.1.2 Prenos

Mor véeliho plodu se nej€astéji do veelstva dostane infikovanou potravou, ptipadné ji
zanesou nakazené véely zalétnuté z jiného ulu (Titéra et al., 2009). Pfenos moru vceliho
plodu muze byt horizontalni i vertikalni. Horizontalni pfenos je Sifeni bakterie v rdmci
jedné generace mezi véelstvy. Oproti tomu vertikdlni pfenos je rozneseni bakterii mezi
vice generacemi nejcastéji v jednom vcelstvu (Lindstrom et al., 2008). Typ pfenosu je
dilezitym faktorem pro determinaci faktord virulence. Ve srovnani s patogeny
s horizontadlnim pfenosem maji patogeny pouze s vertikdlnim pfenosem sniZenou

virulenci (Lipsitch et al., 1996).

2.1.2.1 Horizontalni pienos

Horizontalni pienos je astéj$im zpisobem pienosu nez vertikalni. P. larvae se vétSinou
rozs§ifi do vSech casti ulu. K tomu dochézi predevsim pii péci o vceli larvu, jako je
krmeni a ¢isténi (Fries & Camazine, 2001). Pfi pozieni spor dospélou vcelou se tyto
spory shromazd’uji v hltanovych Zlazach, kde je tvofena mateti kasicka. Touto kaSi¢kou

jsou nasledné krmeny larvy, u kterych propukne onemocnéni (Wilson, 1972).
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Dalsi z moznosti $ifeni nemoci je v pfipad¢ thynu nakazeného vcelstva. Nasledné poté
vcely z okolnich vcelstev mohou zasoby z nakazeného a uhynulého vcelstva vyloupit

a pfenést do svého ulu a spolecné s nim 1 spory P. larvae (Lindstrom et al., 2008).

Nemoc mohou §ifit také vcelafi, ktefi krmi své veely nezndmymi krmivy ¢i pouzitim
vcelatfského vybaveni na kterém se mohou spory P. larvae nachazet (Fries & Camazine,
2001). Ptipadné také vcelati mohou zakoupit jiz nakazené vcelstvo a tim se nasledné

§ifi onemocnéni dal (Titéra et al., 2009).

2.1.2.2 Vertikalni pFenos

Klasicky vertikalni pienos P. larvae hraje méné dilezitou roli nez horizontalni. Tento
ptenos je teoreticky mozny pouze skrze véeli matku do bunky, do niz polozi vajicko
(Fries & Camazine, 2001). Podivame-li se vSak na vcelstvo jako superorganismus, pak
za vertikalni zptisob Sifeni 1ze povazovat rojeni. Pokud bylo ptivodni v¢elstvo nakazeno,

muze se mor véeliho plodu roznaSet rojenim i na dlouhé vzdalenosti (Fries et al., 2006).

2.1.3 Patogeneze

Spory P. larvae jsou na v€eli larvu pfeneseny vcelimi délnicemi. Pro dospélé jedince
vcely medonosné (Apis mellifera) jsou spory P. larvae neinfekéni a nezptsobi u nich
onemocnéni. Spory projdou skrze travici trakt veely, ale vétsi ¢ast z nich se nashromazdi
v hltanu a hltanovych zlazach, kde se vytvari mateti kasicka. Tou jsou krmeny vceli
larvy v prvnich tfech dnech zivota. Pokud jsou v mateti kaSi¢ce pfitomny spory

P. larvae, na né takto pfeneseny (Lindstrom, 2007).

Aby byla vceli larva infikovana musi pozfit spory P. larvae do 36 hodin od vylihnuti
(Hoage & Rothenbuhler, 1966). Cim diive je larva nakaZena, tim jednodusi je
proniknuti P. larvae skrz peritrofickou matrix (Garcia-Gonzalez & Genersch, 2013).
Po pozieni spory zaCnou uvnitt traviciho traktu nepravidelné klic¢it. Nasledné se
vegetativni stddia P. larvae masivné mnozi. V této fazi onemocnéni nejsou
pozorovatelné zZadné klinické ptiznaky, protoZe bakterie se v tomto obdobi chova jako
komenzal a Zivi se cukry z potravy obsazené ve stfevech (Djukic et al., 2014). V tomto
obdobi jsou také do stieva vylucovany sekundarni metabolity, které ni¢i pfirozeny

mikrobiom larvy a mohou také vykazovat cytotoxickou aktivitu (Miiller et al., 2015).

Peritroficka matrix (PM) je vrstva oddélujici buiiky stfevniho epitelu od stfevniho

obsahu. Chrani stfevni epitel pred mechanickym poSkozenim, toxickymi latkami a pied

vvvvvv
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druht hmyzu (Hegedus, et al., 2009). PM se vyviji v prvnich dnech Zivota larvy, proto
v tomto obdobi P. larvae skrze tuto matrix snadnéji pronika (Garcia-Gonzalez &
Genersch, 2013). Po vykliceni spor dochazi k tvorb¢ protedz vazajicich chitin, které nici
ke klicovym faktortim virulence P. larvae (Garcia-Gonzalez et al., 2014c¢). Vice se této

chitindze vénuje kapitola 2.2.4.2. Chitinaza P/CBP49.

V dob¢, kdy dochazi k zacatku metamorfézy vceli larvy, zacind P. larvae pronikat skrze
epitel a prestava zit jako komenzal. Pro P. larvae je vyhodné&jsi zacit invazivni fazi az
po zavickovani. Kdyz véeli larvu usmrti pfed zavickovanim, vceli délnice ji vynesou
z Ulu a zabrani se tim Sifeni, coz neni pro P. larvae ptilis vyhodnou strategii (Spivak &

Reuter, 2001).

Bakterie pronikd skrze mezibunécné spoje stievniho epitelu do hemocelu. Zpiisob
priniku se lisi u jednotlivych genotypt (Poppinga & Genersch, 2015). Genotyp ERIC I
pravdépodobné pronika skrz stfevni epitel pomoci toxint, nejcastéjsimi jsou toxiny Plx,
které jsou pro genotyp ERIC I specifické (Djukic et al., 2014). Genotyp ERIC II vyuziva
k priniku protein S-vrstvy SplA, diky kterému je schopen se ptichytit ke stfevnimu

epitelu (Poppinga & Genersch, 2015).
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Obrazek 6: Rozdilny prunik skrz stfevni epitel u genotyptt ERIC I a II (pfevzato z Poppinga & Genersch,
2015).

1. Sekundarni metabolity sekretované P. larvae ve stievé veeli larvy (Sestihrany)

2. P. larvae produkujici chitin-degradujici enzymy (P/CBP49) k naruSeni peritrofické matrix (Cervené
hvézdy)

3.1 ERIC I genotyp produkujici toxiny k praniku skrz stievni epitel (fialové ovaly)

3.2. ERIC II genotyp, ktery se vaze ke stievnimu epitelu pomoci proteinti S-vrstvy SplA (Zluty okraj)

Kdyz P. larvae pronikne skrz stievni epitel do hemocelu, dochazi k degradaci tkani
ausmrceni larvy. Larva se méni na tekutou, lepkavou, hnédou hmotu s typickym
zapachem (Poppinga & Genersch, 2015). Tato hmota nasledné vysycha s vznika z ni
tzv. ptiSkvar, ktery obsahuje velké mnozstvi spor. KdyZ se tento ptiskvar snazi vcely
odstranit, poziou spory P. larvae, které jsou jimi dale roznaSeny po ulu (Titéra et al.,

2009).

Ptitomnost jedné bakterie neznamend vznik onemocnéni u dané vceli larvy. S menSim
mnozstvim bakterii si je imunitni systém schopen poradit. Problém je az v pfitomnosti
vétSiho mnoZstvi bakterii. Odolnost vcel proti moru vEeliho plodu snizuje vyskyt jinych
onemocnéni jako je naptiklad varroaza, pii které jsou Casto pienaseny také viry, a ty

vycerpavaji imunitni systém vcely a ndsledné mize snadnéji propuknout mor vceliho
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plodu. Na odolnost vcelstva proti moru vceliho plodu ma vliv také kvalitni potrava
a snizeni stresovych faktora jako jsou necistoty, chemické latky a Casté presuny vcelstva

(Titéra et al., 2009).

2.1.4 Vyskyt

Mor véeliho plodu je onemocnénim, které napada vcelstva po celém svéte. Genotyp
ERIC I se vyskytuje celosvétoveé. Genotyp ERIC 11 byl dosud detekovéan pouze v Evropé
(Genersch et al., 2006). Genotypy ERIC III a IV nejsou ¢astymi ptivodci moru véeliho
plodu. Je mozné je nalézt ve sbirkdch malém mnozstvi historickych izolati. Genotyp
ERIC I je nejcastéji se vyskytujici. Nasledovan je genotypem ERIC II. V nékterych
oblastech miize byt ale vyskyt genotypi ERIC I a II podobny (Ebeling et al., 2016).

Ohniska moru v&eliho plodu se v soucasnosti v Ceské republice se nachazi predevsim
na Moravé a ve Slezsku. Meziro¢né nejvice piipadi zaznamenava Zlinsky, Olomoucky
a Moravskoslezsky kraj. AvSak pozitivnim znakem je, Ze se od roku 2016 sniZuje pocet
ohnisek. V roce 2016 jich bylo 242, oproti tomu v roce 2017 jiz pouze 152 a v roce 2018
pouze 113. Tato snizujici se tendence mufe byt zplisobena efektivnéjsi prevenci moru

vceliho plodu (www.svscr.cz).

2.1.5 Diagnostika

Vcasna diagnostika je vzhledem k zavaznosti a infek¢nosti onemocnéni velmi dilezita.
Pokud vcelat pozoruje u vcelstva vySe zminéné klinické piiznaky, je nutné odeslat
vzorky do laboratote (larva, mél, plasty) (Hansen & Bredsgaard, 1999). K laboratorni

diagnostice se vyuzivaji mikroskopické a kultivacni metody, PCR, sekvenace a dalsi

metody (de Graaf et al., 2006).

2.1.5.1 Mikroskopie

Mikroskopie je zakladnim mikrobiologickym vySetfenim, které se provadi 1 pfi
diagnostice moru vc¢eliho plodu (Titéra et al., 2009). Test je zaloZen na vyhledavani spor
P. larvae. Preparat se barvi karbol-fuchsinovym barvenim (de Graaf et al., 2006).
Nasledné je prohlizen pod optickym mikroskopem pfi zvétSeni 1 000 x. Pokud je
pfitomen P. larvae je mozné rozpoznat vegetativni stddia, sporangia a spory. Pokud
tomu tak neni, pokracuje se kultivaénim vySetfenim. Pozitivita vzorku musi byt

potvrzena kultivaci s ndslednou taxomickou identifikaci P. larvae (Titéra et al., 2009).
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2.1.5.2 Kultivace

Kultivace patii mezi dal$i zdkladni mikrobiologicka vySetfeni. Kultiva¢né je mozné
P. larvae prokazat z plodu, méli, medu, vosku a dalSich materialii (Titéra et al., 2009).
Pted naoCkovanim se vzorek zahtiva, aby se z n¢j odstranily ostatni mikroorganismy
apredeSlo se kontaminaci. P. larvae jakozto sporulujici bakterie zahtati prezije.
To nelze pouzit u méli, kde by se zahtatim slil vosk, z néhoz je mél ptfevazné slozena.
Proto se v tomto piipad¢ vyuziva chemickd dekontaminace. Ke kultivaci se rutinné
vyuziva MYPGP (Muller-Hinton broth, yeast extract, potassium phosphate, glucose and
pyruvate) agar (de Graaf et al., 2013). Avsak je mozné vyuzit také J-agar, krevni agar,
PLA agar (Paenibacillus larvae Agar) a dal$i (de Graaf et al., 2006). Nasledné jsou
vzorky kultivovany v termostatu pii 37 °C za zvysené tenze CO2 (5 %). Narust kolonii
je mozné pozorovat po 2—4 dnech. Taxonnomicka identifikace probihd na zékladé
morfologie kolonii a jejich charakteristické viin€. Oba znaky se 1i8i podle pouZitého
média. Pfedbéznou identifikaci je nutné ovéfit klasickymi metodami (biochemické
testy) piipadné pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Ionization-Time-Of-Flight) (OIE, 2018).

2.1.5.3 PCR a sekvenace

PCR identifikace byla dlouhou dobu zaloZena pouze na zéklad¢ sekvenace ¢asti genu
pro 16S rRNA (de Graaf et al., 2006). Metodu lze dale optimalizovat tak, aby umoznila
kvantifikaci spor P. larvae ve vzorku — qPCR (PCR v realném case) (Titéra et al., 2009).
Pfed vlastni PCR je nutné provést extrakci DNA. To je mozné provést pomoci
komer¢nich kiti ptipadn€ jednoduchym zahtatim vzorku na 95 °C po dobu 15 minut (de

Graaf et al., 2013).

cvwvr

sekvenovani nové generace. Tato metoda mlze byt vyuZita 1 na pfitomnost P. larvae
v délnicich v€ely medonosné — metagenomické analyzy. Vyhodou téchto metod je, Ze
béhem sekvenace je mozné zachytit 1 dalsi patogeny, které mohou zplsobovat jiné

infekce (Titéra et al., 2009).

2.1.5.4 Dalsi metody

Mezi dalsi diagnostické metody patii biochemické a imunologické testy. P. larvae ma
specificky biochemicky profil, diky kterému je jej mozné také diagnostikovat (OIE,
2018). Imunologické testy na P. larvae jsou zaloZeny na zaklad¢ detekce antigenu
pomoci specifickych protilatek. Zahrnuji imunodifuzni test, imunofluorescenci a ELISA
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(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Pii imunofluorescenci jsou vyuzivany
konjugované polyklonalni protilatky oznacené fluorochromy. Pii testu ELISA se

vyuzivaji k detekci bakterie monoklonalni protilatky (de Graaf et al., 2006).

2.1.6 Epizootologie

Epizootologické studie jsou zalozeny na subtypizaci izolovanych kment P. larvae.
Klasické metody k subtypizaci jako je metoda REFP (Restriction Endonuclease
Fragment Patterns) a RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) nemohou byt
v ptipadé P. larvae pouzity (Alippi et al., 2002). AvSak pro subtypizaci P. larvae mohou
byt pouzity metody rep-PCR s pouzitim REP elementi (Repetitive Extragenic
Palindromic), ERIC PCR nebo BOX elementii. ERIC sekvence jsou lokalizované
extragenni oblasti bakterialniho genomu obsahujici vysoce konzervované oblasti. BOX
elementy jsou lokalizovany intragenné a skladaji se z nékolika konzerovovanych
modult (boxA, boxB a boxC) (Genersch, 2009). Piipadné je také mozné P. larvae
typizovat pomoci MLST schématu do 21 klonti (Morrissey et al., 2015).

V soucasné dob¢ se pro epidemiologickou subtypizaci vyuzivaji predev§im ERIC
sekvence, podle kterych se P. larvae d€li na genotypy ERIC I-V (vice v kapitole 2.2.3
Genotypizace).

2.1.7 Prevence

Véela medonosna (4. mellifera) je velmi dileZitou soucasti ekosystému, diky své
schopnosti opylovani, a hraje dilezitou roli v zeméd¢€lstvi. Vzhledem k velkému
mnozstvi patogentl (bakterie, viry, paraziti), které véelu medonosnou napadaji, je nutné
onemocnénim piedchazet, vyjimkou neni ani prevence moru v¢eliho plodu (Morse &

Calderone, 2000; Morse & Flottum, 1997).

Zékladni prevenci moru vceliho plodu je vcelatskd praxe. VEelati by méli udrzovat
hygienu vcelstva, a to predevsim dezinfekci nastrojii a ulll. Zaroven je by mél kazdy
vcelat provadét kontrolu zdravotniho stavu vcelstev a chranit je pfed zdroji ndkazy.
Zaroven by také veelafi méli zamezovat ptistupu vel do neobsazenych ult (Vyhlaska
¢. 18/2018 Sb., § 3). Zaroven by m¢li pravidelné zasilat mél na vySetieni pfitomnosti
P. larvae, avSak pozitivita laboratorniho vySetfeni jeSté neznamena vypuknuti moru
véeliho plodu a vyhlaSeni ohniska. K tomu je jeSt¢ potfeba provést prohlidku

a ve vcelstvu se musi byt prokazatelné klinické ptiznaky (Titéra et al., 2009).
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V ptipadé propuknuti onemocnéni je provedeno klinické vySetieni véelstev a odebrani
vzorki k laboratornimu vysetteni (pléasty s klinickymi zménami plodu nebo ptiskvary,
m¢él, medné zasoby) (Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb., § 8). Vyskyt nadkazy je potvrzen, pokud
jsou zjistény klinické ptiznaky na plodu nebo jsou piitomny piiskvary a zaroven je
prokazan pozitivni vysledek laboratorniho vysetieni odebranych materiala (Vyhlaska €.
18/2018 Sb., § 10). Zaroven podezieni na mor vceliho plodu je vylouceno v ptipadé

negativnich vysledkt laboratorniho vysetfeni (Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb., § 9).

V piipadé potvrzeni vyskytu nakazy je vymezeno stanovisté vyskytu moru vceliho
plodu jako ohnisko a okolo né¢j se zfidi ochranné¢ pasmo v okruhu nejméné 3 km.
Chovateli v ohnisku nakazy s potvrzenym vyskytem moru véeliho plodu u vice jak 15 %
vcCelstev je nafizeno utraceni vSech vcelstev a likvidace ull a veSkerého spalitelného
vcelafského vybaveni. Chovateli s potvrzenym vyskytem moru v¢eliho plodu u méné
jak 15 % vcelstev, jehoz stanovisté je vedeno fadné€, jsou povinni utratit nakazena
véelstva a zlikvidovat tly a vcelaiské vybaveni. Po utraceni vcelstev je provedena
likvidace vcelstva spalenim. Med, vosk, propolis a mateti kasicka pochdzejici z ohniska

nakazy musi byt odstranény nebo oSetteny (Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb., § 11).

Chovateliim v ochranném pasmu je Krajskou veterinarni spravou natizeno zajistit odbér
vzorkd vcel oSetfujicich vceli plod nebo méli ze vSech uli k bakteriologickému
vySetfeni, pokud toto vySetfeni nebylo povedeno v poslednich 12 mésicich. Kazdy
vzorek je tvofen smisenim véel nebo méli z maximalné 10 Ul na stanovisti vCelstev.
Zaroven se chovatelim v ochranném pasmu zakazano premistovani vcel a vcelstev
z ochranného pasma. V ramci ochranného pasma je mozné premist'ovani vcel a vcelstev
se souhlasem krajské veterinarni spravy na zakladé Zadosti chovatele s doloZenym
negativnim vysledkem laboratorniho vySetfeni smésného vzorku méli ne star§im

12 mésicti (Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb., § 11).

Opatieni jsou ukoncena nejdiive 6 meésicii ode dne likvidace utracenych vcelstev
a likvidace vcelafského vybaveni v ohnisku, pokud odebrané vzorky prokazaly
negativni vysledek. Pokud nedoslo v ochranném pasmu ke splnéni ochrannych opatteni
(odbéry vzorkil s negativnim vysledkem), jsou opatieni ukoncena nejdiive 12 mésicii

ode dne likvidace utracenych véelstev a véelaiského vybaveni (Vyhlaska ¢. 18/2018 Sb.,
§11).
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2.1.8 Lécba

Diive se v n¢kterych evropskych statech k 1¢é¢bé moru veeliho plodu uzivala antibiotika
naptiklad tetracykliny nebo makrolidy. Na tato antibiotika vSak velmi rychle vznikla
rezistence (Evans, 2003). Dalsim problémem je, ze P. larvae patii mezi sporulujici
bakterie. Antibiotika jsou schopna pilisobit pouze na vegetativni staddia bakterii
a neplsobi na spory. Proto po vysazeni antibiotik dochazi znovu k propuknuti nakazy
(Titéra et al., 2009). Dalsim problémem pii uzivani antibiotik je, Ze mohou pronikat
do vcelich produktt, pfedevsim do medu a z néj nasledn¢ i do ekosystému, vcetné
lidského organismu (Bogdanov, 2005). Antibiotika maji také negativni vliv
na mikrobiom vcel. Vzhledem k vySe zminénym divodim je v Evropské unii

antibioticka Iécba moru vceliho plodu zakazana (Titéra et al., 2009).

Velmi zajimavou alternativou k 1écb¢ antibiotiky by v budoucnu mohla byt 1écba
pomoci bakteriofagli. Bakteriofagy napadaji pouze svou cilovou bakterii (v tomto
ptipadé€ P. larvae). Ostatni buniky napadeny nejsou. Tato 1écba by neméla mit negativni
vliv na v€elu samotnou, ale ani na jeji mikrobiom. Zaroven by také mohly bakteriofagy
pusobit v ramcei prevence, kdy pfi pfitomnosti fagi ve vcelstvu by mor vceliho plodu

nem¢l propuknout (Brady et al., 2017).
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2.2 Paenibacillus larvae

2.2.1 Obecna charakteristika

Paenibacillus larvae je grampozitivni sporulujici bakterie, kterd je patogenem vcely
medonosné (Apis mellifera). Zpisobuje mor vceliho plodu (angl. American foulbrood —
AFB) (Hansen & Breodsgaard, 1999). Jedna se o aerobni az mikroaerofilni bakterii.
V nepftiznivych podminkach tvoti endospory, které jsou vysoce infek¢ni pro véeli larvy.
Spory jsou rezistentni k chemickym i fyzikalnim vlivim a dokézou piezit mnoho let
(Genersch, 2009). Paenibacillus larvae je bakterie tyCinkovitého tvaru Siroka 0,5-
0,8 um a 1,5-6 um dlouha. Vyskytuje se jako samostatna buinika nebo ve vlaknech.
Vétsina kmen je pohybliva (Heyndrickx et al., 1996).

2.2.2 Taxonomie

RiSe: Bacteria
Kmen: Firmicutes
T¥ida: Bacilli
Rdd: Bacillales
Celed’: Paenibacillales

Paenibacillus larvae byl poprvé vykultivovan a popsan v roce 1906 G. F. Whitem, ktery
jej nazval Bacillus larvae. Jako dal§i byl popsan druh Bacillus pulvifaciens
H. Katznelsonem (1950), jakozto bakterie také spjata s onemocnénim vceliho plodu.
Na zédkladé rRNA analyzy byl ustanoven novy rod Paenibacillus do né¢hoz byly
ptefazeny Bacillus larvae a Bacillus pulvifaciens (Ash et al., 1993). V roce 1996 byla
provedena detailni biochemicko-geneticka studie, kde byl P. larvae a P. pulvifaciens
spojen do jednoho druhu a rozdélen do dvou poddruhti P. larvae subsp. larvae
a P. larvae subsp. pulvifaciens (Heyndrickx et al., 1996). Zatim posledni zména
v taxonomii byla provedena v roce 2006, kdy bylo zruseno ¢lenéni do poddruhti a zistal
jediny druh Paenibacillus larvae (Genersch et al., 2006). V této praci byla také pouzita
rep-PCR pomoci ERIC primert (enterobacterial repetitive integrance consensus), kde

byl P. larvae rozdélen do 4 genotypt ERIC I-IV.
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2.2.3 Genotypizace

Soucasna genotypizace vychazi z prace E. Genersch a kolektivu (2006). P. larvae
se pomoci rep-PCR (repetitive element PCR) s ERIC primery (Enterobacterial
Repetitive Integrance Consensus) déli na 5 genotypti ERIC I-V. Ty se 1i8i morfologii
kolonii, metabolismem a ptfedevs§im virulenci. VSechny genotypy jsou patogenni pro
v¢elu medonosnou (A4pis mellifera). ERIC 1 je izolovan z klinickych ptipadii v Evropé
1 na Americkém kontinentu, zatimco ERIC II je izolovén z klinickych pfipadii v Evropé.
ERIC III a IV v soucasné dobé nejsou izolovany z klinickych ptipadi. Nové objeveny
genotyp ERIC V byl prozatim popsan u jednoho izolatu (Genersch et al., 2006, Beims

et al., 2020). Genotypy se lisi i ve své patogenezi a prubéhu infekce.

Na zacéatku roku 2020 byl publikovén ¢lanek o objevu nového hypotetického ERIC
genotypu pojmenovaném ERIC V, jedna se o izolat ze Spandlska (DSM 106052). Tento
izolat vykazuje podobné vlastnosti jako genotypy ERIC III a IV, jako je hemolyza
na krevnim agaru, vras€ity povrch spor, kratky LTi00a podobné faktory virulence. Novy

genotyp ERIC V bude nutné potvrdit a ovéfit jeho vlastnosti (Beims et al., 2020).

M 1 2 3 4 5

1000 sm—

TS0 —

500 s—

Obrazek 1: Genotypizace P. larvae na ERIC I-V, M-marker, 1-ERIC I, 2-ERIC II, 3-ERIC III, 4-ERIC
IV a 5-ERIC V (prevzato z Beims et al., 2020)
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2.2.3.1 ERICI

Genotyp ERIC I netvofi na agaru barevné kolonie ani hemolyzu. Fermentac¢né
zpracovava salicin, nikoliv manitol. Povrch spory je hladky. LTioo v€elich larev je
piiblizn€ 12 dni (Genersch et al., 2006). Specifickymi faktory virulence pro ERIC I jsou
toxiny Plx1 a 2. Dale se zde vyskytuje enolaza v nejvyS$im mnozstvi ze vSech genotypt.
V genotypu ERIC I neni oproti ostatnim genotyplim exprimovana kolagnenéza ColA

a imunitni inhibitor InhA (Erban et al., 2019).

2.2.3.2 ERICI

Genotyp ERIC II roste na krevnim agaru s pigmentem bez hemolyzy. Fermentuje
manitol, nikoli v8ak salicin. Spora neni na povrchu hladkd. ERIC II ma letalni Cas
(LT100) ptiblizné 7 dni (Genersch et al., 2006). Specifickymi faktory virulence pro ERIC
II jsou protein S-vrstvy SplA a paenilarvin. Déle se zde vyskytuje chitin degradujici
enzym P/CBP49 exprimovany v nejvyssi koncentraci ze vSech genotypt (Erban et al.,

2019).

2233 ERICHIalV

Mezi genotypy ERIC III a IV patii kmeny ptivodné zatazené jako Paenibacillus larvae
subsp. pulvifaciens. Genotyp ERIC III tvofi na agaru barevné kolonie s hemolyzou.
Genotyp ERIC IV tvofi kolonie bez pigmentace a bez hemolyzy. Oba genotypy
fermentuji mannitol a nafermentuji salicin. Povrch spor je vréascity. Pro tyto genotypy

je LT pfiblizné 7 dni (Genersch et al., 2006).

Tabulka 1: Rozdily mezi genotypy Paenibacillus larvae (ptevzato z Genersch et al., 2006).

ERICI ERIC 11 ERIC IIT ERIC IV
Patogenicita + + + +
LTI100 12 dni 7 dni 7 dni 7 dni
Hemolyza na - - + -
krevnim agaru
Fermentace - + + +
mannitolu
Fermentace salicinu + - - -
Barevnost kolonii - + + -
Povrch spor hladky hruby vrascCity vrascity
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2.2.4 Faktory virulence
Stejn¢ jako u ostatnich patogenti, Paenibacillus larvae ma riizné faktory virulence
k Gspésnému napadeni vceli larvy. Jedna se o rizné toxiny, chitindzy, protedzy,

sekundarni metabolity a proteiny na membrané.

2.2.4.1 Toxiny

V genomu P. larvae se nachazi lokusy rtiznych potencialné funk¢nich toxint, které jsou
rozdilné u rtiznych genotypu. Toxiny umoziiuji napadeni stfevnich epitelidlnich bunék
vceli larvy bez nutnosti kontaktu s buitkou (Ebeling et al., 2016). Toxiny jsou u vSech
patogenu dilezitym faktorem virulence které vedou k usmrceni nebo modifikaci funkce

hostitelské bunky (Fiinthaus et al., 2013).

Nejcastéji vyskytujicimi se toxiny jsou AB toxiny. Jedna se o exotoxiny, které jsou
uvolnovany do extracelularniho prostiedi. Tyto toxiny se skladaji ze dvou podjednotek
A a B. Podjednotka A mé katalytickou funkci (Cherubin et al., 2016). Podjednotka B se
vaze na bunécny povrch a zprostiedkovava vazbu A podjednotky na membranu a jeji
transport do hostitelské buiniky. Podjednotka A poté enzymaticky inhibuje normalni
bunécné funkce (Djukic et al., 2014).

Toxiny Pix1 a PIx2
Toxin PIx1 vykazuje homologii s proteinem MTXI, ktery je produkovan b&éhem
vegetativniho rlstu bakterie Lysinibacillus sphaericus. Funkce PIx1 je ptedevSim
v pusobeni proti larvalnim staddiim hmyzu, touto funkci se podoba MTXI, avSak
sekvencné je podobny piersin-like toxinu, které jsou produkovany skupinou motyld
celedi Pieridae. Ptedpoklada se, Ze enzymatickou funkei Plx1 toxinu je ADP-ribosylace

(Fiinthaus et al., 2013).

PIx2 toxin je bindrnim AB toxinem se dvéma rozdilnymi ORFs kodujici A a B
podjednotku. Podjednotka A PIx2A se fadi mezi C3-like exoenzymy a je podobna Rho-
ADP-ribosyla¢nim toxinim (Ebeling et al., 2017). Podjednotka B zase odpovida C2
binarnimu toxinu Clostridium botulinum (Djukic et al., 2014). Tento toxin muize vést
v hostitelské bunice ke ztraté cytoskeletu, vedouci k poskozeni buriky, coZ je pozorovano

ve stievnim epitelu vCeli larvy infikované morem vceliho plodu (Fiinfhaus et al., 2013).
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Oba toxiny jsou produkovany genotypem ERIC I. Toxiny se navzajem neovliviuji, ale
mohou vzajemné kompenzovat svoje ztraty. Oba tyto toxiny jsou zapojeny do virulence
P. larvae, avsak nejednd se o klicové faktory virulence. Bylo prokazano, ze pti knock-

outu téchto toxint je stale P. larvae virulentni (Fiinthaus et al., 2013).

C3larvin toxin
C3larvin toxin je také AB toxin. Jedna se toxin s glykohydrolazovou a transferazovou
aktivitou. Tento toxin je prvnim toxinem P. larvae s prokazanou enzymatickou aktivitou
(Poppinga & Genersch, 2015). Podjednotka B C3larvinB vykazuje podobnost
s protektivnim antigenem (PA) Bacillus anthracis, ktery je podjednotkou antraxového
toxinu (Ebeling et al.,2019). Tento toxin je pravdépodobné exprimovany v genotypech
ERIC I all. Ukézalo se, Ze C3larvin je novym ¢lenem rodiny C3 toxinli s mART (mono-
ADP-ribosyltransferace) aktivitou (Krska et al., 2015). Z vysledku celogenomové
sekvenace (WGS) genotypti ERIC I a IT (Djukic et al., 2014) vyplyva, ze C3larvin gen
je soucasti lokusu homologniho toxinu Tx7 a TxIII (Ebeling et al.,2019). C3larvin
vykazuje vysokou toxicitu pii expresi do cytoplazmy kvasinek. Cilem C3larvinu je
RhoA, intraceluldrni GTPéza podilejici se na fidicich drahach klicovych bun&enych
funkei, jedna se o substrat pro transferazovou reakci (Krska et al., 2015). Ukazalo se, ze
oproti ostatnim C3 toxinim ma rozdilny mechanismus vniknuti do hostitelské buiky
(Lugo et al., 2016). Strukturni analyza odhalila v N-terminalni ¢asti nékolik chybéjicich
konzervovanych zbytkl, které mohou hrat roli v priniku do bunky (Krska et al., 2015).
C3larvinB piisobi jako faktor virulence v kmenech P. larvae, které maji jeho plnou

délku. Maji tedy funkéni lokus C3larvinAB (Ebeling et al.,2019).

Cytolysin TiyA
Cytolysiny, nekdy také hemolysiny, jsou bakterialni toxiny, zpusobujici lyzi buiky
degradaci bunécné membrany enzymaticky nebo tvorbou porti. Vyskytuji se u mnoha
patogennich bakterii (Javadi & Katzenmeier, 2016). TlyA patii mezi cytolysiny tvofici
pory. Cytolysin TlyA mulze hrat dillezitou roli v patogenezi P. larvae (Djukic et al.,
2014).

2.2.4.2 Chitinaza P/CBP49

Prvni bariérou pro vniknuti P. larvae do sttevniho epitelu je peritrofickd matrix, ktera

se sklada z chitinové a glykoproteinové vrstvy, chranici sttevni epitel vceli larvy (Djukic

et al., 2014). Degradace matrix peritrofické membrany je kliCovym krokem

v patogenezi P. larvae (Garcia-Gonzalez & Genersch, 2013), Nalezen byl chitin
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degradujici enzym P/CBP49, ktery byl izolovan z kultury P. larvae. Jedné se o ¢lena
skupiny AAI10 (Auxiliary activity) lytickych polysacharidovych monooxygenaz
(LPMOs). Funkce P/CBP49 v patogenezi moru vceliho plodu byla prokdzana. Kmeny
P. larvae s mutovanym genem pro P/CBP49 nebyly schopné degradovat peritrofickou
matrix, a tim se staly téméf avirulentnimi (Garcia-Gonzalez et al., 2014c¢). Proto je
P/CBP49 klicovym faktorem virulence P. larvae. NaruSeni integrity peritrofické matrix
aktivitou P/CBP49 muze byt predpokladem pro vliv dalSich faktorG virulence
na hostitelskou buniku (Ebeling et al., 2016).

2.2.4.3 Protein S-vrstvy SplA

Proteiny S-vrstvy SplA se exprimuji pouze u genotyptit ERIC II. Analyza genii splA
ukazala bodovou mutaci tohoto genu v analyzovanych kmenech ERIC I (Poppinga &
Genersch, 2015). Proteiny S-vrstvy jsou ve vodé nerozpustné, které maji schopnost se
skladat a pokryvat povrch bakterialnich bun¢k. Bylo prokézano, Ze se proteiny S-vrstvy
podileji na mechanismu kolonizace a adheze ke stfevnimu epitelu (Poppinga et al.,
2012). SplA je pravdépodobné klicovym faktorem virulence kmentt ERIC II. Jeho
relativni molekulova hmotnost je 100 000 (Fiinfhaus & Genersch, 2012). SplA se vaze
na membranu hostitelské buiiky, coz je mozné pouze po rozlozeni peritrofické matrix

pomoci P/CBP49 (Garcia-Gonzalez et al.,2014c).

2.2.4.4 Sekundarni metabolity

Paenibacillus larvae musi ve stfevech vceli larvy soutézit o misto se stfevnim
mikrobiomem, ktery musi uspe$né eliminovat (Ebeling et al., 2016). V tom hraji roli
sekundarni metabolity, které slouzi k obranég, ale také k uspéSné eliminaci ostatnich
bakterii (Djukic et al., 2014). V genomu P. larvae se vyskytuji clustery pro non-
ribosomalni peptidovou syntézu (NRPS) a hybridni NRPS/polyketid syntazu (PKS).
Tyto enzymové komplexy tvoii sekundarni metabolity, které maji antibakterialni,

antifungélni, nebo také cytotoxickou aktivitu (Poppinga & Genersch, 2015).
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Bacillibactin
Bacillibactin je siderofor, ktery umoznuje vychytavat zelezo v podminkach, kde je jeho
nizka koncentrace. Pro patogenni bakterie je Zelezo dulezité. Jedna se o omezujici
faktor, o ktery soutézi s hostitelem. Proto je pro patogenni bakterie dilezitd pfitomnost
sideroford, diky kterym je zelezo ziskavano (Miiller et al., 2015). Bacillibactin byl
poprvé popsan u Bacillus subtilis. Ukazalo se, ze bacillibactin Paenibacillus larvae je
homologni s dfive popsanym u Bacillus subtilis. Zaroven byly nalezeny homologie
1 s genovym clusterem pro paenibactin, ktery se nachazi v Paenibacillus elgii. Pomoci
hmotnostni spektrometrie bylo potvrzeno, ze P. larvae produkuje bacillibactin (gen
dhb), katecholovy typ sideroford (Poppinga & Genersch, 2015). Avsak bacillibactin
nejde povazovat za faktor virulence v pravém slova smyslu, protoze pfi inaktivacni
mutaci tohoto genu se neprojevila zddnd zména ve virulenci (mortalita, progrese

onemocnéni) v porovnani s wild-typem (Hertlein et al.,2014).

Paenilarviny
Paenilarviny jsou iturin-like lipopeptidy, které jsou podobné s ituriny A a mycosubtiliny
rodu Bacillus (Miiller et al., 2015). U P. larvae byly nalezeny tfi paenilarviny (A, B, C).
Obecné vykazuji ituriny silnou antifungalni a hemolytickou aktivitu. Antifungalni
aktivita byla potvrzena i u paenilarvinl (Sood et al., 2014). Paenilarviny stejn¢ jako
bacillibactin neni faktorem virulence v pravém slova smyslu. Nejedné se o esencialni
faktor virulence, ale svoji antifungalni aktivitou eliminuje konkurenty ve stievech vceli

larvy (Hertlein et al. 2016).

Dale bylo prokazéano, Ze paenilarviny jsou produkovany v genotypu ERIC II. U tohoto
genotypu byla prokézana také motilita oznacovana jako ,,swarming®, kterd u genotypu
ERIC I pozorovana nebyla. Swarming motilita je koordinovany pohyb bicikatych
bakterii, diky kterému je mozny rychly pohyb. U P. larvae je to rychld kolonizace
epitelu stfeva vceli larvy. Ditvodem pro vyskyt swarming motility pouze u genotypu
ERIC II miiZe byt produkce paenilarvind. Paenilarviny v tomto pfipadé mohou pisobit
jako biosurfaktanty. Paenilarviny nejsou pro swarming esencialni, pfi jejich sniZzené
expresi se swarming motilita snizila, avSak nebyla UpIné zastavena (Fiinthaus et al.

2018b).

Sevadicin
Sevadicin je prvni geneticky, molekularn€ a funkéné potvrzeny neribozomalni peptid
v genomu P. larvae (Garcia-Gonzalez et al., 2014a). Nachazi se na genovém clusteru
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sev s geny sevA a sevB. Ma slabou antibakterialni aktivitu (pfedevSim proti rodu
Bacillus) (Miiller et al., 2015). Jedna se o tripeptid vyskytujici se v genotypu ERIC II.
Predpoklada se, ze sevadicin by mohl mit i alternativni funkci a to, Ze by mohl mit vliv

na mezibuné¢cnou komunikaci a regulaci exprese (Garcia-Gonzalez et al., 2014a).

Paenilamicin
Paenilamicin je kodovan NRPS/PKS hybridnim clusterem pam, ktery se slozen z gent
pamA-H a pamN (Miller et al., 2014). Paenilamicin ma silnou antifungalni
a antibakteridlni aktivitu (proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim). Zaroven
se predpoklada i cytotoxickd funkce na hmyzi buniky. Byl ovéfen vliv na mortalitu
vcelich larev pti mutaci genu pam, kdy u mutované¢ho kmene, byl prodlouzen letalni cas
pro usmrceni v§ech larev (LT1¢0). U divokého typu to bylo ptiblizné 8 dni, u mutovaného
kmene pfiblizné 12 dni. AvSak funkce paenilamicinu jakoZto toxinu je$té nebyla tplné

ovéiena (Garcia-Gonzalez et al., 2014b).

Dalsi sekunddrni metabolity
V genomu P. larvae nalezen NRPS/PKS cluster podobny gramicidin S syntaze.
Gramicidin S je silné cyklopeptidové antibiotikum narusujici bunéénou membranu

mikroorganismu (Djukic et al., 2014).

Dale byly v genom P. larvae nalezeny ORF kodujici proteiny podobné lanthionine
syntaze, coz vede k predpokladu, ze nékteré kmeny P. larvae produkuji lantibiotika
(Djukic et al., 2014). Lantibiotika jsou malé peptidové antimikrobialni latky odvozené
od ribosomalné syntetizovanych proteinil. Patii mezi n¢ napiiklad mersacidin, mutacin,
subtilin a nisin. Jedna se o baktericidni antibiotika G€inkujici proti grampozitivnim
bakteriim. Neékterd z lantibiotik jsou uc¢innd na MRSA (methicillin rezistentni
Staphylococcus aureus), VRE (vancomycin rezistentni enterokoky) a nckteré dalsi

grampozitivni bakterie rezistentni k oxacilinu (Willey & van der Donk, 2007).

2.2.4.5 Enoliza

Enoléza je cytosolicky enzym, ktery je zapojen do glykolyzy. M4 toxicky a imunogenni
efekt na vceli larvu. Jeji produkce je detekovana ve vegetativnich bunikach P. larvae,
na povrchu spor a je také secernovdna do okolniho prostfedi (Antinez, Anido et al.,
2011). Enolaza byla detekovana ve vSech genotypech P. larvae. V genotypu ERIC I je
ji vSak nejvétsi mnozstvi. Tim se ukazalo, Ze enoldza neni esencidlnim faktorem

virulence, ale sviij podil na patogenité mé ve vSech genotypech. Vyznam vSak miiZze mit
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v genotypu ERIC I, kde je ji nejvyssi mnozstvi a zaroven v ERIC I chybi dualezité

faktory virulence nachazejici se v ostatnich genotypech (Erban et al., 2019).

2.2.4.6 Proteazy

Proteolytické enzymy hraji dilezitou roli ve virulenci a patogenezi mnoha patogennich
bakterii, virt i parazitt. Umoziuji napiiklad snadnéjsi vstup do buniky hostitele, traveni
proteinti, unik imunitnimu systému apod. U P. larvae byly prokdzany protedzy
s rozdilnou proteolytickou aktivitou. Nejvice se zde vyskytuji metalloproteazy

a nasledné pak serinové a cysteinové protedzy (Hrabak & Martinek, 2007).

Metalloproteazy

Metalloprotedzy jsou jednim znejvyznamnégjSich faktort virulence u mnoha
bakteridlnich patogent (Antinez et al., 2009). Pro Paenibacillus larvae jsou
metalloprotedzy nejvyznamnéjs$i a nejcastéjsi skupinou protedz. Nejvice zastoupené
jsou zinek dependentni metalloprotedzy (Hrabdk & Martinek, 2007). NejspiSe se
podileji na degradaci antimikrobidlnich peptidi a tkéni vceli larvy (Antlinez,

Arredondo, et al., 2011).

Jednou z metalloproteaz je kolagenaza ColA, ktera byla detekovéana v genotypech ERIC
II-IV (Erban et al., 2019). Bakteridlni kolagendzy piedstavuji vyznamny faktor

virulence, protoze degraduji povrchové bunééné struktury (Duarte et al, 2014).

Dalsi metalloprotedzou je imunitni inhibitor InhA, patfici do skupiny M6. Analyza jeho
struktury ukazala, Ze by mohl patfit do skupiny thuringilysind, které jsou produkovany
Bacillus thuringiensis a eliminuji antibakteridlni proteiny. InhA také hydrolyzuje
cecropiny v hemolymf€ hmyzu, ¢imZ inhibuje imunitni odpoveéd’ (Lévgren et al., 1990).
Piedpoklada se, Ze InhA napomahd uniknuti a pfeziti imunitni odpovédi vceli larvy

(Djukic et al., 2014).

Kolagenaza ColA 1 imunitni inhibitor InhA nejsou exprimovany v genotypu ERIC I.
Vzhledem k rozdilné expresi téchto proteinll v ramci genotypit mohou byt ColA a InhA
dilezitymi faktory virulence zptsobujici rozdily ve virulenci mezi jednotlivymi ERIC

genotypy (Erban et al., 2019).

Velmi zajimavym faktorem je bacillolysin, ktery se vyskytuje pouze u ERIC IV (Erban
et al., 2019). Bacillolysin je zinek dependentni metalloprotedza vyskytujici se u jinych

piislusnikt rodu Bacillus (Narasaki et al., 2005).
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Serinova protedaza HtrA
Serinova protedza HtrA je vyznamnym faktorem virulence patogenni bakterie
Streptococcus pneumoniae. HtrA (high-temperature requirement A) je dulezita pro
bakterialni odpovéd’ na stres. HtrA se jakozto posttranslacni regulator podili
na bakteriocinové aktivit¢ a déleni bun¢k (De Stoppelaar et al., 2013). Proteaza HtrA
byla detekovéna také v Paenibacillus larvae. Nachéazi se ve vSech genotypech, avsak
v ERIC T se ji nachdzi nejmensi koncentrace. HtrA muze byt dalSim vyznamnym

faktorem virulence v patogenicité¢ moru vceliho plodu (Erban et al., 2019).

Dalsi proteazy
P. larvae produkuje 1 dalsi proteazy, které mohou mit vliv na virulenci. Patfi mezi né
napfiklad enhancinu podobné protedza, ktera napomaha narusit peritrofickou matrix
ve stieve larvy (Djukic et al., 2014). Mezi dalsi protedzy patii endopeptiddza LytE,
endopeptidaza bunécné stény ze skupiny M23/M37, peptidaza M20, a dalsi (Erban et
al., 2019).
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Tabulka 2: Faktory virulence u jednotlivych ERIC genotypt P. larvae. Zdroj vlastni.

ERICI | ERICII | ERICII | ERICIV
Toxiny Pix1 a 2 + - - -
C3larvin toxin + + % %
Cytolysin TiyA + + % %
Chitindza P/CBP49 + + (nejvetsi + +

mnozstvi)

Protein SplA - + - -
Bacillibactin + + X X
Paenilarviny - + % %
Sevadicin - + % %
Paenilamicin + + + +
Enoldza + + + +

(nejvetsi

mnozstvi)
Kolagendaza ColA - + + +
Imunitni  inhibitor - + + +
InhA
Bacillolysin - - - +
Protedza HtrA + + + +

+ faktor virulence se v genotypu nachdzi

- faktor virulence se v genotypu nenachazi

x v literature neni psano, zda se faktor virulence v genotypu nachazi i nikoliv
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3 Cile prace

1) Na zékladé celogenomové sekvenace provést epizootologické srovnani sbirkovych

a historickych kment P. larvae.

2) Vyhledat geny, které by se potencialné mohly podilet na virulenci a porovnat jejich

vyskyt mezi genotypy P. larvae ERIC T a II.

3) Navrhnout rychlou screeningovou PCR metodu k diagnostice moru vceliho plodu.
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4 Material a metody
4.1 Material

4.1.1 Bakterialni kmeny pouzité k celogenomové sekvenaci

K celogenomové sekvenaci byly pouzity kmeny P. larvae genotypti ERIC I-III. Bylo
osekvenovano 16 kmena P. larvae. Z toho 5 kment patii mezi sbirkové referencni
kmeny. Zbylych 11 kment bylo ziskano z Vyzkumného tstavu vcelaiského, s.r.o, Dol.

Pivod téchto kmentl je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3: Seznam kment pouzitych k WGS.

Kmen Zdroj ERIC genotyp
DSM7030 DSMZ'! I
CCM4484 CCM? I
DSM25430 DSMZ! 1
LMG16252 bily LMG? 111
LMG16252 ¢erveny LMG? 111
1682 07 VUV¢ Dol*, Brno X
2567 15 VUV¢ Dol*, Kyje, P-9 X
2677 09 VUV¢ Dol*, Hradec Kralové | x
317 80 VUV¢ Dol*, Klacek X
2630 09 VUV¢ Dol*, Viden x
1569 07 VUV¢ Dol* Pisek %
1497 07 VUV¢ Dol*, Pisek %
P8 89 VUV Dol?, Prostéjov X
206 77 VUV Dol*, Spotilov X
596 83 VUV¢ Dol*, Bezd&&in X
757 82 VUVE Dol*, Oubénice x

'Sbirkové kmeny Leibnitz Institute — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Braunsweig, Némecko

2 Sbirkové kmeny Czech Collection of Microorganism, Piirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity,
Brno

3 Sbirkové kmeny Culture Collection of the Laboratorium voor Microbiologie, Univesitat Gent, Belgie

4 Historické kmeny z Vyzkumného ustavu véelaiského, Dol
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4.1.2 Bakteridlni kmeny pouZité k testovani nové vyvinuté PCR metody

K testovani screeningové PCR metody k detekci moru vceliho byly pouzity sbirkové
referencni kmeny genotyptit ERIC I-IV. Nasledn¢ byla jest¢ DNA z kmene DSM7030

(ERIC I) nafedéna v desitkovém fedéni a otestovana senzitivita metody.

Tabulka 4: Seznam pouzitych kment k testovani nové vyvinuté metody.

Cislo vzorku Puvod ERIC genotyp
DSM7030 DSMZ'! I

DSM25430 DSMZ'! II
LMG16252 LMG? III

DSM3615 DSMZ! v

'Sbirkové kmeny Leibnitz Institute — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Braunsweig, Némecko
2 Sbirkové kmeny Culture Collection of the Laboratorium voor Microbiologie, Univesitat Gent, Belgie

4.1.3 Kultivace a ovéreni bakterialniho druhu na MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrii
a) Material

e PVX agar (Cokoladovy agar) (Biomérieux)
e Matrice na MALDI TOF - kyselina alfa-cyano-4-hydroxyskoticova
o koncentraci 10 mg/ml (Bruker Daltonik) v 50% acetonitrilu (Sigma-
Aldrich) s ptidavkem kyseliny trifluoroctoveé (2,5 %, v/v, Sigma-Aldrich)
b) Vybaveni

e Jednorazové bakteriologické klicky

e Termostat se zvySenou tenzi CO2 (10 %)

e MALDI desticka (Bruker Daltonik)

e hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF MicroFlex LT (Bruker Daltonik)
e MBT Compass software

4.1.4 Izolac¢ni kity
4.1.4.1 Izolace DNA 7 kmenu k sekvenaci
a) Reagencie

e Izola¢ni kit NucleoSpin® Microbial DNA (Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG) obsahujici MG Lysis Buffer, BE Elution Buffer, BW Wash Buffer, B5
Wash Buffer, Liquid Proteinase K, NucleoSpin® Bead Tubes Type B,
NucleoSpin® Microbial DNA Columns, sbérné zkumavky
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b) Vybaveni
e Cenrifuga MiniSpin® (Eppendorf)
e Jednorazova bakteriologicka klicka
e Tiepacka
e Pipety a Spicky (Eppendorf)
e 1,5ml zkumavky (Eppendorf)

4.1.4.2 Izolace DNA 7 kmenu k validaci screeningové PCR metody

e dHO

e jednorazova bakteriologicka klicka
e centrifuga MiniSpin® (Eppendorf)
e 1,5ml zkumavky (Eppendorf)

4.1.5 Kontrola koncentrace a kvality DNA
4.1.5.1 OQubit

a) Reagencie
e Qubit® dsDNA HS Assay kit (Invitrogen™) obsahujici Qubit® dsDNA HS

Reagent, Qubit® dsDNA HS Buffer a standard 1 a 2
b) Vybaveni

e Qubit® Fluorometer (Invitrogen™)
e Vortex

e Pipety a $picky (Eppendorf)

e  Quibit® tubes (Invitrogen™)

4.1.5.2 Agilent

a) Reagencie
e High Sensitivity D5000 Sample Buffer (Agilent Technologies, Inc.)
e High Sensitivity D5000 Ladder (Agilent Technologies, Inc.)

e High Sensitivity D5000 ScreenTape (Agilent Technologies, Inc.)
b) Vybaveni

e 2200 TapeStation (Agilent Technologies, Inc.)

e 0,2 ml strip s vicky

e Pipety a Spic¢ky (Eppendorf)

e vortex

e centrifuga MiniSpin® (Eppendorf)

e 2200 TapeStation Controller Software (Agilent Technologies, Inc.)
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4.1.6 Gelova elektroforéza
a) Reagencie

e Certified™ Molecular Biology Agarose (Bio-Rad s. r. 0.)

e TBE pufr (500 ml dH>O, 0,89 M kyselina borita, 0,89 M TRIS, 20 mM
EDTA) — pied pouzitim se takto pfipraveny pufr 10x fedi s destilovanou
vodou

e Ethidium bromid roztok (Sigma-Aldrich, Inc., 10 mg/ml)

b) Vybaveni

e Owl EasyCast™ B1 (Thermo Scientific)
e Elektricky zdroj - Consort EV243

e Pipeta a Spicky (Eppendorf)

e Mikrovinna trouba

4.1.7 PCR reakce
4.1.7.1 End-Point PCR

a) Reagencie

e Red Taq 2X Master Mix (VWR International)
e Sada oligonukleotidi (sekvence dostupné ve vysledcich)
e dH>O

b) Vybaveni

Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems™)
Vortex

Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf)

Pipety a Spicky (Eppendorf)

4.1.7.2 Real-Time PCR
a) Reagencie

e TagMan® Multiplex Master Mix (Applied Biosystems™)
e Sada oligonukleotidi (sekvence dostupné ve vysledcich)
e dH>O

b) Vybaveni

e MIC gPCR cycler (Bio Molecular Systems)
e Vortex

e Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf)

e Pipety a Spi¢ky (Eppendorf)
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4.1.8 Cisténi produkti PCR
a) Reagencie
e  AMPure® XP magnetické kulicky (Beckman Coulter, Inc.)
e 70% etanol

e dH-O
b) Vybaveni

e DynaMag™-96 Side magnet (Invitrogen™)
e Pipety a Spicky (Eppendorf)
e Zkumavky (Eppendorf)

4.1.9 Sekvenace

4.1.9.1 Sangerova sekvenace
a) Reagencie

e BigDye® Terminator 5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems™)
e BigDye® Terminator Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems™)

e Sada oligonukleotida (sekvence dostupné ve vysledcich)
b) Vybaveni

e Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems™)
e Sekvenacni desticka - MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied
Biosystems™)

e 3500 Dx Series Genetic Analyzer CS2 (Applied Biosystems™)
4.1.9.2 Sekvenace kmenit Sequel (PacBio)
a) Reagencie
e SMRThbell Express Template Prep kit 2.0 (Pacific Biosciences) obsahujici
DNA Prep Buffer, NAD, Enzyme Dilution Buffer, Nuclease-free voda, DNA
Prep Additive, DNA Prep Enzyme, DNA Damage Repar Mix v2, End Prep
Mix, Overhang Adapter v3, Ligation Mix, Ligation Additive, Ligation
Enhancer, Sequencing primer v4, 10x Primer Buffer v2, 1x Elution Buffer
e Barcoded Overhang Adapter Kit (Pacific Biosciences)
o AMPure® PB Beads (Pacific Biosciences)
e Absolutni etanol molekularni ¢istoty
b) Vybaveni
e Pipety a Lo-Retention $picky (Eppendorf)
e Lo-bind zkumavky (Eppendorf)
e ¢-TUBE (Covaris Inc.)

e magneticky stojanek

41



Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf)
Vortex

Termoblok

Sekvenator Sequel (Pacific Biosciences)

4.1.9.3 Sekvenace kmenit Miseq (Illumina)

a) Reagencie

Nextera® XT DNA Library Preparation Kit (Illumina) obsahujici ATM
Amplicon Tagement Mix, TD Tagment DNA Buffer, NT Neutrralize
Tagment Buffer, NPM Nexter PCR Master mix, index primery i5 a i7,
AMPure XP kulicky, RSB Resuspension Buffer, HT1 Hybridization Buffer
MiSeq reagent cartridge (Illumina)

Absolutni etanol molekularni ¢istoty

IM NaOH

b) Vybaveni

Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf)
Hard-Shell® 96-Well PCR Plates (Bio-Rad)
Vortex

Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems™)
Pipety a Lo-Retention Spicky (Eppendorf)

Magneticky stojanek
Sekvenator MiSeq (Illumina)
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4.2 Metody

4.2.1 Kultivace kmenu

1)

2)

3)

Kmeny, které byly uchovany v glycerol-sérovém bujonu pii teploté -80 °C,
vyockujeme na PVX agar (¢okoladovy agar) (Biomerieux, CZ)

Kmeny byly kultivovany v termostatu se zvySenou tenzi CO» pii teploté 35 °C po
dobu 3 dnt.

Bakteridlni druh po nartstu byl zkontrolovan pomoci hmotnostniho spektrometru
MALDI-TOF MicroFlex LT (Bruker Daltonik) za pouziti softwaru MBT Compass.
Jako matrice byla pouzita kyselina alfa-cyano-4-hydroxyskoticova o koncentraci 10
mg/ml (Bruker Daltonik) v 50% acetonitrilu (Sigma-Aldrich) s pfidavkem kyseliny
trifluoroctové (2,5 %, v/v, Sigma-Aldrich)

4.2.2 Izolace DNA na sekvenaci
Izolace DNA byla provedena pomoci izola¢niho kitu NucleoSpin® Microbial DNA
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KQG).

1)

2)
a)

b)

Piiprava vzorku: Bakteridlni kultura byla resuspendovana jednoradzovou
bakteriologickou kli¢kou ve 100 pl roztoku BE.

Lyze vzorku:

Bakterialni suspenze byla pienesena do NucleoSpin® Bead Tube Type B. Nasledné
byl ptidan 40 pl MG pufru a 10 pl Proteinasy K.

Nasledné byly zkumavky tfepany na tfepacce na maximalni otacky pii pokojové
teploté po dobu 12 minut.

Zkumavky byly poté centrifugovany po dobu 30 s pti 11 000 x g.

Pievedeni DNA do pufru:

Do zkumavek bylo pfiddno 600 pl MG pufu a promichdno na vortexu po dobu
minimalné 3 s.

Nasledné byly zkumavky centrifugovany po dobu 30 s pii 11 000 x g.

Navazani DNA na membrdanu:

Supernatant byl pfenesen do NucleoSpin® Microbial DNA Column, které byly
vloZeny do 2 ml sbérné zkumavky

Zkumavky byly centrifugovany 30 s pii 11 000 x g.

Kolonky byly umistény do nové sbérné 2 ml zkumavky.
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5) Promyti membrany:

a) Pfi prvnim promyti bylo pfiddno 500 pl BW pufru a nasledné byly zkumavky
centrifugovany 30 s pti 11 000 x g.

b) Protekla tekutina byla vylita a kolonky byly nésledné vraceny zpét do prazdné
sbérné zkumavky.

¢) Pifi druhém promyti bylo pfiddno 500 pl B5 pufru a nasledné byly zkumavky
centrifugovany 30 s pti 11 000 x g.

d) Protekla tekutina byla vylita a kolonky byly nésledné vraceny zpét do prazdné
sbérné zkumavky.

6) SuSeni membrdany:

a) Kolonku byly ve sbérné zkumavce znovu centrifugovany po dobu 30 s pfi
11 000 x g.

7) Eluce DNA:

a) Kolonky byly umistény do 1,5 ml nuclease-free zkumavek.

b) Do kolonku bylo ptidano 100 pl BE pufru.

c) Nasledné byly kolonky inkubovany pti pokojové teploté po dobu 1 minuty.

d) Zkumavky s kolonkou byly centrifugovany po dobu 30 s pii 11 000 x g. V proteklé

tekutiné se nachazela DNA.

4.2.3 Kontrola koncentrace a kvality DNA
4.2.3.1 Qubit

K méfeni koncentrace DNA na Qubit® Fluorometer byly vyuzity reagencie Qubit®

dsDNA HS Assay kit (ThermoFisher Scientific, Inc.).

Nejdiive si byl smichan Qubit® dsDNA HS Reagent s Qubit® dsDNA HS Buffer v

pomeéru 1:200. Mzeme si pfipravit vét§si mnozstvi pracovniho roztoku pro vice vzorki.

1) Kalibrace pfiistroje

Kalibrace probih4a pomoci dvou komer¢nich standardii o riizné koncentraci DNA.

a) Do dvou tenkosténnych zkumavek vhodnych pro méfeni na Qubit® flurometru
bylo dano 190 ul pracovniho roztoku.

b) Do zkumavek bylo pfiddno 10 pl standardu 1 a 2, poté byly zvortexovany
minimalné 2 s. Dame pozor, aby se nevytvofily bubliny.

¢) Nasledné probéhla inkubace 2 minuty a poté byla zmétena koncentrace DNA na
piistroji.
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2) Megéieni vzorkt
a) Do 2 tenkosténnych zkumavek vhodnych pro méteni na Qubit® flurometru bylo
dano 198 ul pracovniho roztoku.
b) Nasledné bylo ptidano 2 ul vzorku a zvortexovano minimalné 2 s. Dame pozor,
aby se nevytvorily bubliny.
¢) Nasledn¢ probéhla inkubace 2 minuty a poté byla zmétena koncentrace DNA na
pfistroji.
4.2.3.2 Agilent
Ke kontrole kvality byl vyuzit ptistroj 2200 TapeStation (Agilent Technologies, Inc.) se
softwarem 2200 TapeStation Controller Software a reagencie TapeStation System HS

D5000 (Agilent Technologies, Inc.).

a) Reagencie byly temperovany pfti pokojové teploté po dobu 30 minut.

b) Reagencie byly zvortexovany.

¢) Byly pfipraveny 0,2 ml zkumavky (strip) ur€ené pro pfistroj Agilent.

d) Do prvni zkumavky byl pfipraven velikostni marker smichanim 2 upl High
Sensitivity D5000 Sample Buffer s 2 pl High Sensitivity D5000 Ladder.

e) Do zbylych pozic byly pfipraveny vzorky smichanim 2 pl High Sensitivity D5000
Sample Buffer s 2 pl vzorku.

f) Strip byl zvortexovan a nasledné kratce centrifugovan, aby tekutina nezistala na
vicku.

g) Do pristroje byl vlozen High Sensitivity D5000 ScreenTape, vzorky a potiebny
pocet Spicek.

h) Nasledné byla spusténa analyza.
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4.2.4 Sekvenace izolati Sequel (PacBio)

1)

2)

4)

b)

d)

Princip

U tohoto typu sekvenace je vyuzivana metoda SMRT (Single Molecule Real Time),
ktera patii mezi NGS (Next Generation Sequencing) metody. Tato metoda sleduje
syntézu DNA v redlném case. Nejdiive se z usekii dsDNA za piidani adaptéri
vytvoii cirkularni templat. Déle je pfidana polymeraza a primery. Sekvenace
probiha v jamkach, do kterych se vejde pouze jedna molekula DNA. Jakmile se
aktivuje polymeraza, za¢ne dosyntetizovavat druhé vlakno DNA. Nukleotidy jsou
fluorescen¢né znacené. Béhem syntézy se jednotlivé fluorescencni barvy uvoliiuji
a zafeni je emitovano. Toto zafeni je nasledné¢ zachycovano detektorem

a vyhodnoceno (www.pacb.com).

Méreni koncentrace vyizolované DNA na Qubitu

Postupovali jsme podle ndvodu v bodé 4.2.3.1. Qubit

Stiihani genomové DNA za pouZiti Covaris g-TUBE

Jednotlivé vzorky byly nafedény pomoci elu¢niho pufru na findlni koncetraci
10 ng/ul v objemu 100 pl (celkova koncentrace DNA = 1,0 ug)

Nafedénd gDNA byla prenesena do g-TUBE a centrifugovana 2 minuty pii
2029 x g pro dosaZeni cilové velikosti 10-15 kb.

Centrifugace byla opakovéana, dokud veskera gDNA neprosla skrz membranu
zkumavky. (2-3 centrifugace)

Poté byly g-TUBE obraceny a opét centrifugovany 2 minuty pii 2029 x g.
Centrifugaci byla opakovana, dokud veskera gDNA neprosla skrz membranu
zkumavky. (2-3 centrifugace)

Nasttihanou gDNA byla pfesunuta to Cisté 1,5 ml Lo-bind zkumavky.

Koncentrovani nastfihané gDNA za pouZiti AMPure PB Beads

Ke kazdému nastfihanému vzorku gDNA byl pfidan 0,45ndsobek objemu AMPure
PB

15-20x byl promichan pipetou se Spickou se Sirokym koncem.

Vzorek byl rychle centrifugovan po dobu 1 s k zachyceni kulicek na dn€ zkumavky.

Vzorky byly inkubovany 5 minut pii pokojové teploté.
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e)

g)

h)

k)

Poté byly zkumavky umistény do magnetického stojanku, aby doslo k zachyceni
kuli¢ek na sténu zkumavky a vycefeni roztoku.

Zkumavky byly nechény stile na magnetickém stojanku a byl odpipetovan
supernatant a ulozen do jiné zkumavky pro piipad kontroly. Nesmime poskodit
peletu a nasat kulicky.

Kulicky byly promyty Cerstve pfipravenym 80% etanolem.

Zkumavku byly nechany na magnetickém stojanku.

Bylo pfiddano dostate¢né mnozstvi 80% etanolu k promyti (cca 1ml). Etanol byl
pfidavan pomalu po opacné strané zkumavky, nez jsou kulicky, aby nedoslo
k poruseni pelety.

Po 30 s byl opatrné odsén etanol, bez poruseni pelety.

Tento krok byl 2x opakovan.

Nasledné byl odstranén zbytkovy etanol

Zkumavku byly vyndany z magnetické desticky a kratce centrifugovany (asi 1 s).
Kulicky i etanol byli na dn¢ zkumavky

Zkumavky byly umistény znovu do magnetické desticky a kulicky byly oddé€leny.
Zbytkovy etanol byl odpipetovan.

Bylo zkontrolovano, zda nezlstaly ve zkumavce kapky etanolu. Pokud ano
predchozi krok byl zopakovan.

Eluce ¢ist¢ DNA

Do zkumavky ke kuli¢kdm bylo ptidano 16 pl elu¢niho pufru.

Obsah zkumavky byl 15x pofaddné promichan pipetou se Spickou se Sirokym
koncem, aby byla smés homogenni.

Vzorek byl inkubovén 15 minut pii 37 °C

Zkumavku byly kratce centrifugovany a umistény znovu do magnetického
stojanku.

Kulic¢ky se oddélily a supernatant obsahujici ¢istou gDNA byl pienesen do nové
1,5 ml Lo-Bind zkumavky.

Nastiithanou DNA je mozné uchovavat maximalné 2 tydny pii4 °C nebo pii— 20 °C

delsi dobu.
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)

c)

Kvantifikace a kontrola kvality nastifihané gDNA

Bylo natedéno 1 pl purifikované gDNA s 9 ul eluéniho pufru. Jeden pl této
nafedéné gDNA byl pouzit ke zméfeni jeji koncentraci na Qubit® fluorometru za
pouziti Qubit® HS DNA reagencii. (viz kapitola 4.2.3.1. Qubit)

Nasledné zbylych 9 pul gDNA bylo pouzito jesté¢ pro kontrolu kvality a zjiSténi
velikosti fragment na ptistroji Agilent. (viz kapitola 4.2.3.2. Agilent)

Odstranéni jednovlaknovych previsi

Pomoci elu¢niho pufru byla upravena koncentraci nastiihané gDNA na hodnotu
33ng/ul a poté bylo 14,6 ul piepipetovano do nové zkumavky.

Byl natedén 1 ul DNA Prep Additive ve 4 ul Enzyme Dilution Buffer. Takto
nafedény DNA Prep Additive musi byt pouzit vzdy Cerstvy, neskladujeme jej.

Byl ptipraven DNA Prep Master Mix podle tabulky 5.

Tabulka 5: Piiprava DNA Prep Master Mixu.

Reagencie MnoZzstvi na N-plex ()
DNA Prep Buffer Nx2,33x1,25
NAD Nx0,33x1,25
Diluted DNA Prep Additive (viz krok b) Nx0,33x 1,25
DNA Prep Enzyme Nx0,33x 1,25

V mixu se pocita s 25 % navic, kvili chybam v pipetovani.

d)

Bylo smichéano 3,3 pl pfipraveného DNA Prep Master Mix s 14,6 pl nastépené
gDNA (nésledny celkovy objem je 17,9 pl).

Smés byla zamichdna jemnym poklepanim prstu na zkumavky a jemné
centrifugovana, aby byl obsah navracen na dno zkumavky.

Vzorek byl inkubovén 15 minut pti 37 °C a poté byl uloZen na led.
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7)
a)

Oprava poskozené DNA
Byl pfipraven DNA Damage Master Mix podle tabulky 6.

Tabulka 6: Pfiprava DNA Damage Master mixu

Reagencie MnoZstvi na N-plex (LL)
DNA Damage Repair Mix v2 Nx0,67x 1,25
Enzyme Dilution Buffer Nx0,33x1,25

V mixu se pocita s 25 % navic, kviili chybam v pipetovani.

b)

c)
d)
8)

a)

b)

b)

d)

Byl smichan 1 ul DNA Damage Master Mixu s 17.9 ul vzorku (nasledny celkovy
objem je 18,9 pul).

Smés byla zamichdna jemnym poklepanim prstu na zkumavky a jemné
centrifugovana, aby byl obsah navracen na dno zkumavky.

Vzorek byl inkubovan 30 minut pfi 37 °C a poté uloZen na led.
End-Repair/A-tailing

Byl smichan 1 pl End Prep Mixu s 18,9 ul vzorku (nasledny celkovy objem je
19,9 pl)

Smés byla zamichdna jemnym poklepanim prstu na zkumavky a jemné
centrifugovana, aby byl obsah navracen na dno zkumavky.

Vzorek byl inkubovan 10 minut pii 20 °C a poté 30 minut pii 65 °C. Poté byly
zkumavky umistény na led.

Ligace znacenych adaptéra (barcode)

Byly smichany 2 pl Barcoded overhang adapter s 19,9 ul A-tailed sample (pro
kazdy vzorek je nutné vybrat specificky adaptér; nasledny celkovy objem je
21,9 ul)

Smés byla zamichdna jemnym poklepanim prstu na zkumavky a jemné
centrifugovana, aby byl obsah navracen na dno zkumavky.

Vzorek byl uloZen na led.

Byl pfipraven Ligation Master Mix podle tabulky 7.
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Tabulka 7: Piiprava Ligation Master Mixu.

Reagencie MnoZstvi na N-plex (L)
Ligation Mix Nx10,0x1,10
Ligation Additive Nx0,33x1,10
Ligation Enhancer Nx0,33x1,10

V mixu se pocita s 10 % navic, kviili chybam v pipetovani.

e) Bylo smichano 10,7 pl Ligation Master mix s 21,9 ul vzorku z ptedchoziho kroku
(nésledny celkovy objem smési je 32,6 ul)

f) Smés byla zamichana jemnym poklepanim prstu na zkumavky a jemné
centrifugovana, aby byl obsah navracen na dno zkumavky.

g) Vzorek byl inkubovan 60 minut pii 20 °C.

h) Naésledné byl vzorek inkubovan 10 minut pii 65 °C

10) Poolovani vzorku

a) Byla zméfena koncentraci DNA na pfistroji Qubit® Fluorometer (viz kapitola
4.2.3.1. Qubit)

b) Pomoci programu Microbial Multiplexing Calculator bylo spo¢itdno mnoZzstvi
jednotlivych vzorkt do poolu a v tomto pomé&ru byly smichany na celkovy objem

100 pl.

11) Cisténi piipravené knihovny pomoci AMPure® PB Beads

a) Ke vzorku byl ptidan 0,45ndsobek objemu AMPure PB kuli¢ek.

b) Smés byla zamichana jemnym poklepanim prstu na zkumavky a jemné
centrifugovana, aby byl obsah navracen na dno zkumavky.

c) Vzorek byl inkubovan na stole 5 minut pfi pokojové teploté.

d) Nasledné byl vzorek kratce centrifugovan, aby se veskery objem zkumavky vratil
na dno.

e) Zkumavky byly umistény do magnetického stojanku.

f) Kdyz se supernatant vycefil, byl odsan a pfenesen do jiné zkumavky, pro ptipad
kontroly. Nesm¢ji byt naruSeny kulicky.

g) Vzorek byl promyt Cerstve ptipravenym 80% etanolem.
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e Zkumavky byly ponechany v magnetickém stojanku a naplnény zkumavku
do plna 80% etanolem. Dali jsme si pozor, abychom nenarusili kulicky.

e Po 30 s byl etanol opatrné odsan pipetou.

h) Ptedchozi krok byl opakovan.

1) Zbytkovy etanol byl odstranén.

e Zkumavky byly sundany z magnetického stojanku a kratce centrifugovan.

e Zkumavky byly vraceny na magneticky stojanek

e Zbytkovy etanol byl odsan.

7)  Pokud ve zkumavce zlstaly kapicky etanolu, predchozi krok byl opakovan.

k) Naésledné byl vzorek eluovan 20 pl elu¢niho pufru.

e Smés byla zamichéna jemnym poklepanim prstu na zkumavky a jemné
centrifugovana, aby byl obsah navracen na dno zkumavky.

¢ FEluovanou DNA byla inkubovéana 15 minut pti 37 °C

e Zkumavka byla kratce centrifugovana a umisténa zpét na magneticky stojanek,
kde se kuli¢ky separovaly, dokud se supernatant nevycetil.

e Supernatant obsahujici pripravenou DNA byl odséan do nové 1,5 ml DNA Lo-Bind
zkumavky.

e Zkumavky s kulickami byly vyhozeny.

12) Kvantifikace a kvalifikace finalni poolované SMRTbell knihovny

a) Byl smichan 1 pl finalni poolované SMRTbell knihovny s 9 ul eluéniho puftru.
Dva pl takto natedéného vzorku byly pouzity ke zméfeni koncentrace na Qubit®
fluorometru s pouzitim Qubit® HS DNA reagencii. (viz kapitola 4.2.3.1. Qubit)

b) DNA byla také zmétena na Agilent 2200 Tape Station s vyuZitim Agilent High
Sensitivity D5000 reagencii, ke zjisténi kvality DNA a velikosti vyslednych
fragmentt. (viz kapitola 4.2.3.2. Agilent)

13) Priprava knihoven na spousténi analyzy
Dale bylo pokracovano dle instrukci software SMRT Link (v7.0.1), ktery
individudlné na zdkladé¢ namétenych koncentraci a velikosti fragmentd upravuje

mnozstvi dalSich pfidavanych reagencii.

14) Poslednim krokem bylo spusténi analyzy na pristroji Sequel (Pacific

Biosciences, USA)
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4.2.5 Sekvenace izolati MiSeq (Illumina)

1)

2)

b)

Princip

U tohoto typu sekvenace je DNA rozstépena na mensi fragmenty, na které jsou
pfipojeny adaptéry. Diky témto adaptérim se DNA véaze kovalentni vazbou
na povrch sklicka, na némz jsou oligonukleotidy komplementarni s adaptéry.
Nasledn¢é probiha amplifikace a ohnuti DNA a vytvofeni tzv. mustkl, tvofenych
dsDNA. Poté dochazi k denaturaci a narovnani mustk. Takto probihd nékolik
cykld. Namnozené fragmenty se shlukuji a tvofi klastry. Po tomto kroku nasleduje
vlastni sekvenovani za pomoci primert a fluorescencné znacenych nukleotidi.
Postupné se do fetézce zaclenuji znacené nukleotidy, které emituji zafeni. Toto

zateni je detekovano (www.illumina.com).

Tagmentace vstupni genomické DNA (gDNA)

Béhem tohoto kroku pomoci Nextera XT transpozomu dochazelo zaroven
k fragmentaci vstupni DNA a pfidani adaptérové sekvence na jeji konce, coz
umozni PCR amplifikaci v dal$im kroku.

Priprava potfebnych reagencii

Reagencie ATM (Amplicon Tagment Mix), TD (Tagment DNA pufr) a vstupni
gDNA byly vyndany z mrazédku a rozmraZeny na ledu.

Vizuélné byl zkontrolovan NT pufr (Neutralize Tagment Buffer), zda neobsahuje
precipitaty. Pokud ano, byl vortexovan dokud se v§echny castice nerozpustily.

Po rozmraZeni byly reagencie zamichéany, tim Ze byly 3 - 5x jemné& obraceny a poté
rychle centrifugovany na mikrocentrifuze.

Postup

Nové 96jamkovou desticku byla oznacena. Do kazdé jamky (dle poctu vzorki) bylo
napipetovano 10 ul TD pufru.

Do kazdé jamky bylo pfidano 5 pl vstupni gDNA o koncentraci 0,2 ng/pl (celkova
vstupni koncentrace je 1 ng).

Pomoci multikanalové pipety byly vzorky promichéany. (10x nahoru a doli)

Poté bylo do kazdé¢ jamky ptidano 5 ul ATM pufru.

Pomoci multikanalové pipety byly vzorky promichéany. (10x nahoru a doli)

Desticka byla uzaviena pomoci adhezivni folie.
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Desticka byla centrifugovéana 1 minutu pii 280 % g, pti 20 °C.

Desticka byla umisténa do cycleru, kde byl pustén program na 55 °C po dobu
10 minut a nasledn¢ byl vzorek zchlazen na teplotu 10 °C.

Jakmile vzorky dosahly teploty 10 °C, bylo pokracovano okamzité v dal§im kroku,
dokud byl transpozom stale aktivni.

Desticka byla opatrné oteviena a do kazdé jamky bylo pfidano 5 pul NT pufru.
Pomoci multikanalové pipety byly vzorky promichéany. (10x nahoru a doli)
Desticka byla uzaviena adhezivni folii a centrifugovana 1 minutu pii 280 X g,
pti 20 °C.

Nasledné byl vzorek inkubovan pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

PCR amplifikace

V tomto kroku znacena a fragmentovand DNA je byla amplifikovana pomoci PCR.
Béhem PCR byl také piidan index 1(i7) a index 2 (i5) a sekvence potiebné pro
vytvoreni clusterd. Bylo dulezité pouzit plné mnozstvi vstupni DNA, které je
doporucené a neptiddvat navic PCR cykly, aby byla zajisténa vysokéd kvalita
sekvenacnich vysledkd.

Priprava potiebnych reagencii

Byly vyndany NPM mix (Nextera PCR Master mix) a index primery (i5 a i7)
z mrazaku a nechany rozmrazit pii pokojové teploté.

Po rozmraZeni byly reagencie promichany, tim Ze byly 3 - 5x jemné obraceny a poté
rychle centrifugovany na mikrocentrifuze

Postup

Do kazdé jamky bylo pfidano 15 pl NPM mixu (Nextera PCR Master mix).
Pomoci multikanalové pipety byly vzorky promichany (10x nahoru a doli).

Do kazdé jamky byla pfidana origindlni kombinaci indexi 15 a 17, vzdy po 5 pl
od kazdého.

Pomoci multikanalové pipety byly vzorky promichany (10x nahoru a doli).
Desticka byla piekryta adhezivni folii a centrifugovana 1 minutu pii 280 x g

pii 20 °C.

53



4)

Nasledné¢ byla spusténa PCR reakce s témito parametry:
72 °C po dobu 3 minut
95 °C po dobu 30 sekund
12 cykli: 95 °C po dobu 10 sekund
55 °C po dobu 30 sekund
72 °C po dobu 30 sekund
72 °C po dobu 5 minut
Chlazeni na 4 °C

Cisténi knihoven po PCR reakci

V tomto kroku byly pouzity AMPure XP kulicky k vyciSténi DNA knihoven, coz
umoznuje vybér tseklt DNA podle velikosti, ¢imz se odstrani kratké fragmenty
DNA.

Priprava potfebnych reagencii

AMPure XP kuli¢ky byla vytemperovéana na pokojovou teplotu.

Byl pfipraven 80% etanol nafedénim z absolutniho etanolu molekularni Cistoty.
Etanol musi byt vZdy pfipraven Cerstvé.

Resuspenzni pufr RSB byl rozmrazen.

Postup

Desticka byla centrifugovana 1 minutu pii 280 x g pii teploté 20 °C

Nova destic¢ka byla oznacena a pomoci multikanalové pipety do ni bylo pfeneseno
50 pl od kazdého PCR produkty.

AMPure XP kulicky byly vortexovany 30 s, aby se roztok stal homogennim.

Ke kazdému vzorku pomoci multikanalové pipety bylo ptidano 30 ul AMPure XP
kulicek.

Nasledné byly vzorky jemné promichany 10x pipetou.

Desticka byla inkubovéna pti pokojové teploté po dobu 5 minut bez tfepani.
Desticka byla umisténa na magneticky stojanek na 2 minuty, dokud se supernatant
nevyceftil.

Pomoci multikanalové pipety byl odsan supernatant, ktery byl schovan pro ptipad
kontroly. Desticka ziistala stale na magnetickém stojanku.

Desticka na magnetickém stojanku byla promyta cerstvé pfipravenym 80%

etanolem. Pomoci multikanalové pipety bylo do kazdé jamky piidano 200 pl 80%
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etanolu. Nasledn¢ byly vzorky inkubovany pti pokojové teploté po dobu 30 s a poté
opatrné odsan supernatant. Tento krok byl zopakovan.

Zbytkovy etanol byl odstranén pomoci Spic¢ek s malym objemem (10 pl).

Desticka ziistala stdle na magnetickém stojanku. Kulicky se suSily po dobu 15
minut.

Desticka byla sundana z magnetického stojanku a do kazdé jamky bylo piidano
52,5 ul RSB pufru.

Vzorky byly 10x jemné€ promichany pomoci pipety.

Desticka byla inkubovana pti pokojové teploté po dobu 2 minut

Desticku byla umisténa do magnetického stojanku po dobu 2 minut, dokud se
supernatant nevycefil.

Pomoci multikanalové pipety bylo opatrné presunuto 50 pl supernatantu z ptivodni

desticky do nové oznacené desticky.

Kontrola kvality knihovny

Bylo mozné zkontrolovat velikost fragmenti DNA pomoci Agilent Technology
2100 Bioanalyzer s High Sensitivity chipem (viz kapitola 4.2.3.2 Agilent).
Mnozstvi malych fragmentd pod 100bp by mélo byt maximaln¢ 10 %. Pokud bylo
toto mnozstvi vétsi, bylo mozné DNA znovu piecistit pomoci AMPure XP kulicek.
Nasledné byla zméfena koncentraci DNA pomoci Qubit® fluorometru (viz kapitola

4.2.3.1 Qubit)

Smichani knihoven

Piiprava potiebnych reagencii

Z mrazéku byla vyndana MiSeq reagent cartridge a nechana rozmrznout ve studené
vodé.

HS D5000 SceenTape a Qubit DNA kit byl vytemperovan na pokojovou teplotu.
Postup

Jednotlivé vzorky byly nafedény na potiebnou koncentraci 5 ng/ul
o vysledném objemu 10 pl.

Vysledna koncentrace byla zkontrolovana pomoci Qubit® fluorometru (viz
kapitola 4.2.3.1 Qubit). Nasledn¢ byla také u vSech vzorki zkontrolovédna velikost
fragmentli pomoci pfistroje Agilent (viz kapitola 4.2.3.2 Agilent).
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Do jedné zkumavky byly vSechny vzorky smichany po 5 pul od kazdého. Nasledné
byly jemn¢ promichany, aby nedoslo k polamani gDNA a kratce centrifugovany.
Opét byla zmétena koncentrace a velikost fragmentii metodou Qubit (viz kapitola
4.2.3.1 Qubit) a Agilent (viz kapitola 4.2.3.2 Agilent).

Na zaklad¢ vysledné koncentrace mixu a prumérné velikosti fragmentii byla
vypocitana aktudlni molarni koncentraci smési dle vzorce:

koncentrace [ng/ul]

.10°
660 Da . X délka fragmentti

c[nM] =

Po vypoctu molarni koncentrace byla smés nafedéna na 4 nM.

Denaturace a diluce DNA

Priprava potfebnych reagencii

Nejdtive si byl pfipraven cerstvy 1M NaOH (2 g NaOH v 50 ml destilované vody)
Nésledné byl pfipraven 1 ml 0,2 M NaOH natedénim 200 pul 1M NaOH do 800 pl
destilované vody.

Byl rozmrazen HT1 pufr (Hybridization Buffer)

Denaturace DNA

Bylo smichano 5 pl 4nM vzorku DNA a 5 pl €erstvé ptipravené¢ho 0,2M NaOH
Vzorky byly lehce vortexovany a centrifugovany 1 minutu pii 280 x g.

Vzorky byly inkubovany 5 minut pfi pokojové teploté, aby doSlo k denaturaci
dsDNA na jednovlaknovou

Bylo smichano 10 pl denaturované DNA s 990 ul nachlazeného HT1. Vysledkem
byl 20 pM denaturovana knihovna v 1mM NaOH

Denaturovand DNA byla umisténa na led, dokud nebyla provedena finalni diluce.
Diluce denaturovné DNA

Denaturovand DNA byla ziedéna smichanim 240 pl 20 pM denaturované DNA
s 360 pul pfedchlazeného HT1. Vysledna koncentrace byla 8pM.

Zkumavka byla nékolikrat obracen, aby se obsah promichal a kratce
centrifugovana.

Denaturovana a zfedéna DNA byla umisténa na led, dokud nebyl vzorek vloZen
do cartridge pro pfistroj MiSeq

Spusténi sekvenacni analyzy na pristroji MiSeq (Illumina, USA)

56



4.2.6 Bioinformatické zpracovani vysledki

Zakladni vysledky zcelogenomové sekvenace byly zpracovany Mgr. Matejem
Medveckym, Ph.D., jejichz vysledkem bylo klastrovani jednotlivych kmenti dle
piibuznosti a seznam gent v genomu kmentt DSM7030 (ERIC I) a DSM25430 (ERIC

I1) a porovnani jejich kopii v jednotlivych genomech.

Nasledn¢ byly veskeré geny vyhodnocovany, zda se jednad o geny, které by se mohly

potencialné podilet na virulenci pomoci databaze UniProt (https://www.uniprot.org/).

4.2.7 Testovani IS256 sekvence

Ve vysledcich celogenomové sekvenace byla zjisSténa sekvence IS256 ve velkém
mnozstvi repetic. Tato sekvence ma velkou ¢ast useku specifickou pro P. larvae, jak
bylo ovéieno z databaze BLAST, a proto by mohla byt vyuzita k rychlé diagnostice

moru vceliho plodu z méli.

4.2.7.1 Vyhledani usekii IS256 vhodnych k vytvoieni oligonukleotidii

Nejdiive byly pomoci programu BLAST vyhledany tseky IS256, které jsou specifické
pro P. larvae a u jinych bakterii se tato Cast inzeréni sekvence nevyskytuje.
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSea
rch&LINK LOC=blasthome)

4.2.7.2 NavrZeni oligonukleotidi
Nésledné byly z téchto usekll inzeréni sekvence IS256 navZeny oligonukleotidy pomoci
programu PrimerBLAST. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome)

4.2.7.3 Kultivace kmenii

Kultivace kmenti byla provedena stejné¢ jako v kapitole 4.2.1. Kultivace kmenti

4.2.7.4 Izolace DNA
1) Izolace DNA z cistych kultur
Izolace DNA z Cistych kultur P. larvae byla provedena centrifugaci.
a) Ve 100 pl sterilni vody byla resuspendovéna jedna plna klicku bakterialni
kultury.
b) Zkumavka byla centrifugovdna po dobu 5 minut pti 11 000 X g.
¢) Do nové sterilni 1,5 ml zkumavky bylo pfepipetovano 60 ul supernatantu,

ve kterém se nachazela DNA.
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4.2.7.5 End-point PCR

1) Michani reakce

Smés pro PCR byla namichédna podle tabulky 8.

Tabulka 8: Master mix pro End-Point PCR reakci.

Reagencie MnoZstvi na 1 reakei (ul)
VWR Red Taq 2X Master Mix 12,5
Primer FW 0,5
Primer RV 0,5
dH»0 10,5
DNA 1
2) Program

PCR reakce probihala na cycleru Veriti™ 96-Well Thermal Cycler podle programu

v tabulce 9.

Tabulka 9: Program pro End-point PCR reakci.

Faze Teplota (°C) Cas (minuty) Opakovani
Denaturace 95,0 3 -
Denaturace 95,0 0,5

Annealing 60,0 0,5 35x
Elongace 72,0 1

Finalni elongace 72,0 10 -

3) Gelova elektroforéza
Elektroforéza probiha 45 minut v 1,4% agaroze, pii elektrickém napéti
100 V a elektrickém proudu 65 mA. Agardza je ptipravena smichanim 1,3 g Bio-
Rad Certified™ Molecular Biology Agarose s 90 ml TBE pufru a naslednym
rozvafenim 2 minuty v mikrovinné troubg. Poté gel zchladime a pfidame 20 pl

ethidium bromidu (10 mg/ml). Do gelu bylo pouzito 5 ul produktu.
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4.2.7.6 Sangerova sekvenace produktic PCR

1)

2)

Princip

Sangerova sekvenace patii mezi klasické sekvena¢ni metody fungujici na zakladé

inkorporace znaCenych dideoxynukleotidii pomoci DNA polymerazy bcéhem

replikace. Probiha po PCR reakci, ve které si naamplifikujeme ur¢enou sekvenci.

K této sekvenci se nasledné ptidaji ANTP a ddNTP. Pokud se do mista navdze

komplementarni dNTP syntéza vlakna pokracuje dal. Pokud se ale navaze

komplementazni ddN'TP, syntéza se ukonci. Po ukonceni sekvenacni reakce ziskame

mix rizn¢ dlouhych usekti DNA ukoncenych ddNTP (Sanger et al., 1977). Nasledné

probihé sekvenacni analyza pomoci gelové ¢i kapilarni elektroforézy. U kapilarni

elektroforézy je kazdy z ddNTP znaceny jinou fluorescencni barvou, na zakladé¢

toho mizeme od sebe jednotlivé dANTP odlisit (www.thermofisher.com).

Cisténi PCR produkti pomoci kuli¢ek

Pfred namichanim sekvenacni reakce byla potteba vycistit PCR produkty

od komponent PCR smési. K ¢isténi byly pouzity AMPure® XP kulicky.

a) Produkty PCR (20 pl) byly smichany s36 pl AMPure® XP kulicek
a promichany 10x pipetou.

b) Vzorky byly inkubovany 5 minut pii pokojové teploté.

¢) Zkumavky byly umistény na magnet DynaMag™-96 Side a nechaly se stat
2 minuty nebo dokud je supernatant nevycefil.

d) Supernatant byl odsan.

e) Nasledné byly kulicky vycistény pridanim 200 pl pfedem namraZeného 70%
etanolu. Vzorky byly inkubovany 30 s.

f) Etanol byl odsan pomoci pipety.

g) Kroky e-f byly zopakovany.

h) Zkumavky byly nechany oteviené a kulicky byly suSeny pii pokojové teploté
po dobu 5 minut.

1) Bylo pfidano 40 pl sterilni vody a smés byla 10x promichédna pipetou.

j) Vzorky byly inkubovany pfi pokojové teploté 5 minut.

k) Zkumavky byly umistény na magnet DynaMag™-96 Side a nechaly se stat
2 minuty nebo dokud je supernatant nevycefi.

1) Supernatant byl pfepipetovan do nové zkumavky.
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3) Michani reakce
Sekvenacni reakce probihd pro kazdy z primert zvlast (FW nebo RV). Smés

pro sekvenacni reakci byla namichana podle tabulky 10.

Tabulka 10: Piiprava Master mixu pro sekvenacni reakci.

Reagencie MnoZstvi na 1 reakei (ul)

BigDye® Terminator 5X Sequencing Buffer 1

BigDye® Terminator Cycle Sequencing RR- | 2

100

Primer (FW nebo RV) 1

Produkty PCR 6
4) Program

Sekvenacni reakce probihala v cycleru Veriti™ 96-Well Thermal Cycler podle

programu v tabulce 11.

Tabulka 11: Program sekvenacni reakce.

Faze Teplota (°C) Cas Opakovani
Denaturace 96,0 60 s -
Denaturace 96,0 10s

Annealing 50,0 5s 50x
Elongace 60,0 4 minuty

5) Cisténi sekvenaénich produkti kuli¢kami

Po probéhnuti sekvenacni reakce je potieba ptfed vloZzenim do sekvenatoru vycistit

produkty kuli¢kami. K ¢iSténi byly pouzity AMPure® XP kulicky.

a) Produkty PCR (10 pl) byly smichdny s 18 pl AMPure® XP kulicek
a promichany 10x pipetou.

b) Vzorky byly inkubovany 5 minut pii pokojové teploté.

¢) Zkumavky byly umistény na magnet DynaMag™-96 Side a nechaly se stat
2 minuty nebo dokud je supernatant nevycefil.

d) Supernatant byl odsan.

e) Nasledné byly kulicky vyciStény piidanim 200 pl pfedem namraZeného 70%
etanolu. Vzorky byly inkubovény 30 s.

f) Etanol byl odsan pomoci pipety.
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g) Kroky e-f byly zopakovany.

h) Zkumavky byly nechany oteviené a kulicky byly suSeny pfi pokojové teploté
po dobu 5 minut.

1) Bylo ptidéno 40 pl sterilni vody a smés byla 10x promichéana pipetou.

J)  Vzorky byly inkubovany pii pokojové teploté 5 minut.

k) Zkumavky byly umistény na magnet DynaMag™-96 Side a nechaly se stat
2 minuty nebo dokud je supernatant nevycefi.

1) Supernatant byl pfepipetovan do nové zkumavky.

6) Pousténi do pristroje

Sekvenace probihala na sekvenétoru 3500 Dx Series Genetic Analyzer CS2 (Applied

Biosystems™).

4.2.7.7 Real-time PCR
1) Michani reakce

Smés pro Real-time PCR byla namichana podle tabulky 12.

Tabulka 12: Pfiprava mixu pro Real-time PCR reakci.

Reagencie Mnozstvi na 1 reakei (pl)
TagMan® Multiplex Master Mix 10

Primer FW 0,5

Primer RV 0,5

Proba (3x fedéna) 0,5

dH,O 6,5

DNA 2

2) Program

PCR reakce byla spusténa na piistroji MIC qPCR cycler (Bio Molecular Systems)
podle tabulky 13 pro oligonukleotidy FR1 a podle tabulky 14 pro oligonukleotidy
FR2.
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a) Program pro oligonukleotidy FR1

Tabulka 13: Program pro Real-time PCR reakci oligonukleotidii FR1.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Opakovani
Aktivace 95,0 20 -
Denaturace 95,0 3 35x
Annealing 60,0 90

Béhem annealingu detekujeme signal v oblasti zeleného svétla (520-565 nm).

b) Program pro oligonukleotidy FR2

Tabulka 14: Program pro Real-time PCR reakci promerit FR2.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Opakovani
Aktivace 95,0 20 -
Denaturace 95,0 3 35x
Annealing 60,0 50

Béhem annealingu detekuje signal v oblasti zeleného svétla (520-565 nm).
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5 Vysledky

V prvni ¢asti této kapitoly jsou uvedeny vysledky ze sekvenace na platformach Sequel
(PacBio) a MiSeq (Illumina). V této Casti jsou uvedeny vysledky z epizootologického
srovnani historickych izolatt z Ceské republiky se sbirkovymi kmeny genotypti ERIC
I-1II. Dale jsou zde porovnany geny souvisejici s virulenci mezi genotypy ERIC I a II.
Také jsou zde vyhledany geny rezistence k antibiotickym latkam, které jsou porovnany

také mezi genotypy ERIC I a II.

V druhé c¢asti jsou uvedeny vysledky navrzené rychlé screeningové metody
k diagnostice moru vceliho plodu pomoci qPCR na zadklad¢ inzeréni sekvence IS256.
Tato sekvence byla objevena v ramci sekvenace kmenta P. /arvae a byla vyhodnocena
jako vhodna k mozné screeningové diagnostice moru vceliho plodu, vzhledem
k velkému mnozstvi jejich kopii v genomu a specifité pro P. larvae. Byly navrzeny
oligonukleotidy pro sekvenci IS256 a nésledné€ jsou zde uvedeny vysledky z testovani

téchto oligonukleotidli na vzorcich DNA z ¢isté kultury P. larvae sbirkovych kmend.
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5.1 Vysledky celogenomové sekvenace

V této Casti prace jsou porovnany geny faktorii virulence a rezistence k antibiotikiim
mezi kmeny P. larvae DSM7030 (ERIC I) a DSM25430 (ERIC II). Také jsou zde

uvedeny vysledky epizootologického srovnani jednotlivych kment P. larvae.

5.1.1 Epizootologické srovnani kmeni P. larvae

Na obrazku 7 jsou ilustrovany vysledky epizootologické studie historickych izolath
z Ceské republiky. Je vidét, 7e ke genotypu ERIC III zastoupenym sbirkovymi kmeny
LMG16252 neklastruje zadny z izolati. Tedy v nasem vzorku se nenachazi zadny
izolat, ktery by vykazoval ptibuznost s genotypem ERIC III. Jako sbirkovy kmen
genotypu ERIC II byl pouzit kmen DSM25430. K tomuto kmeni vykazuji ptibuznost
3 historické izolaty a to 1682 07, 2567 15 a 2677 09. Jako sbirkové kmeny genotypu
ERIC I byly pouzity kmeny DSM7030 a CCM4484. K témto kmenlim klastruje nejvice
historickych izolath a to 8. Je zde tedy patrné, Ze v ramci historickych izolati vykazuje

ptibuznost 73 % z nich ke genotypu ERIC I a 27 % z nich ke genotypu ERIC II.

Obrazek 7: Klastrovani jednotlivych historickych izolati ke sbirkovym kmenim

a jednotlivym ERIC genotyptm.

LMG1652bily
LMG16252Cer

DSM25430
100 1682 07
|2567 15
2677 09

100 317 80

™. 2630 09
1569 07
100l1497 07
P8 89
206 77
596 83
757 82
DSM7030
CEM4484

Tree scale: 0.1 —
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5.1.2 Faktory virulence P. larvae
V tabulce 15 jsou shrnuty rozdily ve virulen¢nich genech mezi kmeny DSM7030
(ERIC I) a DSM25430 (ERIC II). Je zde patrné, ze se faktory virulence mezi kmeny lisi.
Naptiklad geny pro proteiny S-vrstvy, slouzici k nasednuti na epitel stieva vceli larvy,
se vyskytuji ve vétsim mnozstvi u kmene DSM25430, ktery patii do genotypu ERIC II.
Proteiny S-vrstvy jsou majoritnim faktorem virulence P. larvae genotypu ERIC II. Déle
je zde vidét, Ze ve vétSim mnozstvi se v genomu kmene DSM7030 vyskytuji toxiny Plx.
Zato toxin C3larvin se v genomech obou kmenil vyskytuje ve stejném mnozstvi kopii.
Geny pro proteazy narusujici sténu stfeva vceli larvy, jako je chitindza P/CBP49,
kolagenaza ColA, imunitni inhibitor A ¢i hemolysin TlyA, se také v obou kmenech
vyskytuji ve stejném mnozstvi. Je zde tedy patrné, Ze rozdily ve faktorech virulence
téchto kmenil jsou pifedevsim v proteinech S vrstvy, které se vyskytuji u genotypu ERIC

II, a v mnozstvi toxint, kde se toxin Plx vyskytuje u genotypu ERIC 1.

Tabulka 15: Porovnani genii pro faktory virulence kmeni DSM7030 (ERIC I) a DSM
25430 (ERIC 1II).

Gen DSM7030 DSM25430 | Vyznam

S-layer protein SplA 1 | protein S vstvy

S-layer protein sap 1 0 protein S vstvy

Cell surface glycoprotein 2 0 | protein S vstvy

C3larvin, chain A 1 1 souc¢ast C3larvin  toxinu (A
podjednotka)

C3larvin, chain B 1 1 souc¢ast C3larvin  toxinu (B
podjednotka)

Chitin-binding protein 49 1 1 chitindza P/CBP49

GlcNAc-binding protein A 1 1 Chitin-binding protein

Immune inhibitor A (EC 3.4.24.-) 1 1 metalloproteaza

Hemolysin TlyA 1 1 cytolysin tvofici pory

Putative serine protease HtrA 2 1 protedza

Microbial collagenase ColA 1 1 metalloproteaza

Enolase 1 1 enolaza

Toxin Plx1 2 1 toxin PIx1

Toxin PIx2, chain A 3 2 toxin PIx2, podjednotka A

Toxin PIx2, chain B 2 0 toxin PIx2, podjednotka B

Putative peptidoglycan 1 1 Cysteinova peptidaza

endopeptidase LytE
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5.1.3 Sekundarni metabolity

V tabulce 16 jsou sumarizovany rozdily v sekunddrnich metabolitech mezi kmeny
DSM7030 (ERIC I) a DSM25430 (ERIC II). Velka ¢ast z nich se vyskytuje u obou
genotypi, avsak par z nich je rozdilnych. Nejvyznamnéj$imi sekundarnimi metabolity
P. larvae jsou paenilarviny, bacillibactin a sevadicin, které se podili na jeho virulenci.
Vsechny tyto sekundarni metabolity byly nalezeny v genomu obou kmentt DSM7030
a DSM25430. Dale je v genomech pfitomen i bacillolysin, ktery méa metalloproteazovou
aktivitu a vyskytuje se u zastupcu tiidy Bacilli. Bacillithiol patii také k vyznamnym
sekundarnim metabolitiim, protoze hraje vyznamnou roli v rezistenci k fosfomycinu.
Vyskytuje se také u zastupcu tfidy Bacilli. Bacillaene je polyenové antibiotikum,
pusobici proti Sirokému spektru bakterii. Dale v genomech byla objevena lantibiotika.
Jedna se o peptidova antibiotika fadici se mezi bakteriociny. V genomu se také nachazi
1 dalsi sekundarni metabolity, jedna se hlavné o latky s antibiotickym uc¢inkem

¢i siderofory.

Tabulka 16: Porovnani gent pro sekundarni metabolity kmeni DSM7030 (ERIC I)
a DSM 25430 (ERIC 1I).

Gen DSM7030 | DSM25430 | Vyznam

2-deoxystreptamine N-acetyl-D- 1 1 Syntéza neomycinu

glucosaminyltransferase

2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate 1 1 Syntéza enterobactinu

dehydrogenase

Enterobactin exporter EntS 1 0 Export enterobactinu

Ferric enterobactin transport ATP-binding 2 1 Import enterobactinu s navazanym

protein FepC y
Zelezem

Iron-uptake system permease protein 1 1 import bacillibactinu nebo

FeuB enterobactinu ABC transporstni
systém

Iron-uptake system permease protein 1 1 import bacillibactinu nebo

FeuC enterobactinu

Iron-uptake system-binding protein FeuA 1 1 import bacillibactinu nebo
enterobactinu

2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase 1 1 Syntéza bacillibactinu

Dimodular nonribosomal peptide 1 1 syntéza bacillibactinu

synthase

Bacillibactin exporter 1 1 sekrece bacillibactinu

Ferri-bacillibactin esterase BesA 1 1 tvorba monomert bacillibactinu

Bacillithiol ~ biosynthesis  deacetylase 1 1 syntéza bacillithiolu

BshBl1

Bacillithiol biosynthesis cysteine-adding 1 1 syntéza bacillithiolu

enzyme BshC

N-acetyl-alpha-D-glucosaminyl L-malate 1 1 syntéza bacillithiolu

synthase BshA
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putative N-acetyl-alpha-D-glucosaminyl 1 syntéza bacillithiolu
L-malate deacetylase 2

Nisin biosynthesis protein NisB 1 syntéza lantibiotika nisin
Nisin biosynthesis protein NisC 0 export nisinu
Alanine--anticapsin ligase 1 syntéza bacilysinu
Dihydroanticapsin 7-dehydrogenase 1 syntéza bacilysinu
Transaminase BacF 1 syntéza bacilysinu

SevA 2 Sevadicin, podjednotka A
SevB 5 Sevadicin, podjednotka B
Bacteriocin uberolysin 1 uberolysin

Polyketide biosynthesis cytochrome P450 1 tvorba ATB bacillaene
PksS

Polyketide biosynthesis malonyl CoA- 1 tvorba ATB bacillaene
acyl carrier protein transacylase BaeC

Polyketide synthase PksJ 1 tvorba ATB bacillaene
Bacillolysin 3 bacillolysin
Phospholipase YtpA 0 syntéza bacillolysinu
Malonyl CoA-acyl carrier protein 1 Syntéza paenilarvint
transacylase

Putative non-ribosomal peptide ligase/ 1 Syntéza paenilarvint
polyketide synthase hybrid

nonribosomal peptide ligase subunit 0 Syntéza paenilarvint
Gramicidin S synthase like protein 3 Syntéza gramicidinu

67




5.1.4 Antibioticka rezistence

V tabulce 17 jsou shrnuty rozdily v rezistencich mezi kmeny DSM7030 a DSM25430.
V genomu P. larvae se nachdzi mnoho gent podilejicich se na rezistenci vaci
antibiotikiim a antimikrobidlnim peptidam. Jejich vyskyt se u ndmi sledovanych kment
DSM7030 (ERIC I) a DSM25430 (ERIC II) nijak vyznamné nelisi. Ukazuje se ale, ze
lé¢ba antibiotiky u onemocnéni moru véeliho plodu opravdu neni na misté, vzhledem
k velkému mnozstvi rezistenci. Oba kmeny v genomu vykazuji rezistenni geny
vuci tetracyklinim, jedna se o effluxni pumpy. Tetracykliny se vyuzivaji v nékterych
zemich k 1é¢bé moru veeliho plodu. Genom kmene DSM7030 navic ale obsahuje piimo
rezistencni gen ke chloramfenikolu, kmen DSM25430 nikoli. Makrolidy jsou také
vyuzivany v jinych statech k 1é€bé moru vceliho plodu. Vysledky sekvenace kment
DSM7030 a DSM25430 ukazuji, Ze v genomu obou kmeni se vyskytuj gen pro export
makrolidi z buniky, ¢imz mulze byt zapfi¢inéna rezistence P. larvae k témto
antibiotikim. Déle se v genomech obou kmenti vyskytuji rezistencni geny
k antimikrobidlnim  peptidim,  glykopeptidovym  antibiotikim,  bacitracinu,

daunorubicinu, doxorubicinu a dalSim.

Tabulka 17: Porovnani genti antibiotické rezistence a rezistence vi¢i antimikrobialnim

peptidim mezi kmeny DSM7030 (ERIC I) a DSM 25430 (ERIC 1II).

Gen DSM7030 | DSM25430 | Vyznam
23S rRNA (uridine(2479)-2'-0O)- 1 1 Rezistence k avilamycinu
methyltransferase
ABC transporter ATP- 1 1 Rezistence k microcinu J25
binding/permease protein Yojl
Bicyclomycin resistance protein 1 1 Rezistence k bicyclomycinu
Bacitracin ~ export  ATP-binding 1 1 Rezistence k bacitracinu
protein BceA
Bacitracin export permease protein 3 2 Rezistence k bacitracinu
BceB
Putative undecaprenyl- 1 1 rezistence k bacitracinu
diphosphatase YbjG
Undecaprenyl-diphosphatase 1 1 rezistence k bacitracinu
Undecaprenyl-diphosphatase BerC 1 1 rezistence k bacitracinu
Daunorubicin/doxorubicin 1 1 Rezistence k daunorubicinu a
resistence ABC transporter ..

: doxorubicinu
permease protein DrrB
Daunorubicin/doxorubicin 3 3 Rezistence k daunorubicinu a
resistance ATP-binding protein . .

doxorubicinu

DrrA
DNA-directed RNA polymerase 1 1 Rezistence k rifampicinu a dalS§im
subunit beta
Doxorubicin  resistance ATP- 1 1 Rezistence k doxorubicinu
binding protein DrrA
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Fluoroquinolones  export ATP-
binding protein

Rezistence k fluorochinolonim

Fosmidomycin resistance protein

Rezistence k fosmidomycinu

Chloramphenicol acetyltransferase

rezistence k chloramfenikolu

Macrolide export ATP-
binding/permease protein MacB

Rezistence k makrolidim

MATE family efflux transporter

Multidrug rezistence

Multidrug resistance protein 3

Rezistence k norfloxacinu,
puromycinu a tosufloxacinu

Multidrug resistance protein EbrA

rezistence k ethidium bomidu,
acriflavinu, pyroninu Y a safraninu
(0]

Multidrug resistance protein EbrB

rezistence k ethidium bromidu,

acriflavinu, pyroninu Y a safraninu
(0]

Multidrug resistance protein MdtG

rezistence k fosfomycinu a
deoxycholatu

Multidrug resistance protein MdtH

rezistence k norfloxacinu a
enoxacinu

Multidrug resistance protein NorM

rezistence k norfloxacinu,
ciprofloxacinu, kanamycinu a
streptomycinu

Regulatory protein MsrR

Rezistence k oxacillinu a
teicoplaninu,  exprese  faktorQ
virulence

Sensor histidine kinase GraS

rezistence k antimikrobidlnim
peptidim

Response regulator protein GraR

rezistence k antimikrobialnim
peptidim

Phosphatidylglycerol rezistenéni  mechanismu  proti

lysyltransferase cationic antimicrobial
peptides(CAMP),

Ribosomal RNA large subunit rezistence k ATB (phenicoly,

methyltransferase Cfr lincosamidy, oxazolidinony,

pleuromutiliny a streptogramin A

Tetracycline resistance MFS efflux
pump

rezistence k tetracyklinim

Vancomycin  B-type  resistance
protein VanW

rezistence k vankomycinu

D-alanine--(R)-lactate ligase VanF

rezistence ke glykopeptidovym
ATB

Multidrug resistance protein YkkD

Multidrug rezistence

Sensor histidine kinase LiaS

odpovéd na CAMP a ATB
(bacitracin, nisin, ramoplanin a
vankomycin)

Transcriptional regulatory protein
LiaR

patii k LisA, dvoukomponentovy
systém, odpovéd na CAMP a ATB
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5.1.5 Dalsi

V tabulce 18 jsou demonstrovany rozdily mez kmeny DSM7030 a DSM25430 v dalSich

genech, které by mohly mit potencidlni vliv na virulenci. V genomu P. larvae kment

DSM7030 a DSM25430 byly nalezeny geny zodpovidajici za adhezy a tvorbu biofilmu.

V genomu kmene DSM7030 byly také nalezeny geny pro endonukledzy CRISP/Cas

systému, které u kmene DSM25430 nalezeny nebyly. Dale se také oproti kmeni

DSM25430 v genomu kmene DSM7030 vyskytuji geny pro proteiny spojené s quorum

sensing bakterii.

Tabulka 18: Porovnani dalSich gend, které by mohly mit vliv na virulenci u kmenti

DSM7030 (ERIC I) a DSM 25430 (ERIC II).

QuiP

Gen DSM7030 DSM25430 | Vyznam
Conserved virulence factor B 1 | exprese faktort virulence,
hemolysiny, DNazy, proteazy a
protein A
Poly-beta-1,6-N-acetyl-D- 3 3 adheze, tvorba biofilmu
glucosamine N-deacetylase like
protein
Phosphate-binding protein PstS 1 1 1 adheze, fagocytoza
like protein
Autotransporter adhesin EhaG like 1 1 adheze k epitelu
protein
Response regulator ArlR like 1 1 adheze, virulence a rezistence,
protein dvoukomponentovy systém
Signal  transduction  histidine- 2 2 adheze, virulence a rezistence,
protein kinase ArlS like protein dvoukomponentovy systém
CRISPR-associated endonuclease 1 0 Prokaryotickd imunita, ochrana
Casl pred fagy, plazmidy, ...
CRISPR-associated 1 0 Prokaryotickd imunita, ochrana
endoribonuclease Cas2 e .
pred fagy, plazmidy, ...
Acyl-homoserine lactone acylase 1 0 Quorum sensing
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5.2 Validace metody pro screeningovou metodu PCR diagnostiky moru
véeliho plodu z méli

5.2.1 Navrzené oligonukleotidy
Oligonukleotidy pro screeningovou metodu PCR diagnostiky moru v¢eliho plodu z méli
na zéklad inzeréni sekvence 1S256 byly navrzeny pomoci programu PrimerBLAST.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?’LINK LOC=BlastHome).

Navrzené primery (FV, RW) byly navrzeny tak, aby annealing pii PCR odpovidal
60 °C. Déle byly navrzeny hydrolyzac¢ni préby, kde byla na 5° konec navazéana
fluorescen¢ni barva FAM a na 3" konec BHQ (Black Hole Quencher) ukoncujici

replikaci.

5.2.1.1 Oligonuleotidy FRI
Oligonukleotidy FR1 pro tsek na sekvenci IS256 jsou navrzeny v délce 417bp.

Tabulka 19: Navrzené oligonukleotidy pro FR1 usek sekvence 1S256.

Nazev oligonukleotidi Sekvence

P larvae 1S256 F 5"-TCCACGTCCTTTTAGAGAGCTG-3

P larvae 1S256 RI 5'- GACGGGAAGTTCACGACAG-3’
P_larvae_IS256_probel [FAM]-CGGAAAGAGGCTGTCTGCCAGG- [BHQ]

5.2.1.2 Oligonukleotidy FR2
Oligonukleotidy FR2 pro tGsek na sekvenci IS256 jsou navrzeny v délce 215bp.

Tabulka 20: Navrzené oligonukleotidy pro FR2 tsek sekvence 1S256.

Nazev oligonukleotidi Sekvence

P larvae 1S256 F 5"-TCCACGTCCTTTTAGAGAGCTG-3

P larvae 1S256 R2 5'- ATAATCGAAGCCTGGCAGACA-3’
P_larvae_IS256_probe2 [FAM]-CCCAGCATCAGGCCAAGGACTTC-[BHQ]
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5.2.2 Vysledky End-point PCR a Sangerovy sekvenace
End-point PCR a Sangerova sekvenace se provadéla u DNA izolované z ¢istych kultur

pro kontrolu specifity oligonukleotidil.

5.2.2.1 Vysledky End-point PCR oligonukleotidii FR1 a FR2

Na obrazku 8 je vidét vysledek End-point PCR ¢&asti useku 1S256 ohrani¢ené
oligonukleotidy FR1 (1-5) a FR2 (6-10) po elektroforéze na agar6zovém gelu. Oba
useky FR1 1 FR2 se vyskytuji v genomu u vSech vybranych zastupcii genotypt ERIC I-
IV.

Obrazek 8: Vysledky End-point PCR oligonukleotidii FR1 a FR2 na agarézovém gelu.
Oligonukleotidy FR1: 1-DSM7030 ERIC I, 2-DSM25430 ERIC I1, 3-LMG16252 ERIC I1I, 4-DSM 3615 ERIC IV,

5-negativni kontrola

Oligonukleotidy FR2: 6-DSM7030 ERIC I, 7-DSM25430 ERIC II, 8-LMG16252 ERIC III, 9-DSM 3615 ERIC IV,

10-negativni kontrola
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5.2.2.2 Vysledky Sangerovy sekvenace oligonukleotidy FRI

Na zakladé¢ Sangerovy sekvenace casti tUseku sekvence IS256 ohranicené
oligonukleotidy FR1 je patrné, ze tato Cast sekvence se vyskytuje pouze u P. larvae
a Paenibacillus bakteriofagh (obrazek 9). Je zde také vidét, ze na zaklad¢ 1S256
sekvence nejsme schopni od sebe rozlisit jednotlivé ERIC genotypy. Tato sekvence je

u zastupct vSech genotypt shodna.

Obrazek 9: Vysledky Sangerovy sekvenace useki IS256 ohrani¢enych oligonukletidy
FRI.

Max Total Query E Per.

Description Score | Score | Cover value Ident Acesssion
Paenibacillus larvae subsp. larvae DSM 25430 chromosome, complete genome 676 1533e+05 98% 0.0 9894% CPO186521
Paenibacilus larvae subsp. larvae DSM 25430, complete genome 676 1.479e+05 93% 0.0 98.94% CPO03355.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae DSM 25430 plasmid unnamed1,_complete Sequence &71 3357 8% 0.0 938.94% CP0159653.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric_[V plasmid unnamed?, complete sequence 871 671 97% 0.0 98.94% CP019661.1
Paenibacillus larvae subsp. larvae strain Eric [V plasmid unnamed1, complete sequence 671 671 7% 0.0 93.94% CPO19660.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric_l plasmid unnamed3, complete sequence 871 671 7% 0.0 598.94% CP019658.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric_lll plasmid unnamed?, complete sequence &71 671 7% 0.0 93.94% CPO19657.1

671 4678 88% 0.0 98.04% CPO20SST1
671 671 57% 0.0 98.94% CPO203281
671 671 7% 0.0 53.94%

671 671 7% 0.0 93.94%

Paenibacilus phage Diane, complete genome 871 671 7% 0.0 598.04%

Paenibacilus phage Vadim, complete genome 871 671 97% 0.0 93.94% KI361656.1
Paenibacillus phage Vegas, complete genome 871 671 7% 0.0 98.94% KI361654.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric V' chromosome, complete genome 671 53M 8% 0.0 98.68% CPO15717.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric [V chromosome, complete genome 871 16109 983% 0.0 92.68% CPO1 Al

[<E< N N << H<E<N N B H<HH< NN <N NN

Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric_|l chromosome, complete genome 671 15437 88% 0.0 98.68% CPO186551
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain ERIC_| chromoseme, complete genome E71 14784 8% 0.0 9B8.68% CP019551.1
Paenibacilus phagg BN1Z,_complete genome 671 671 8% 0.0 98.68% NGT27695.1
Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens strain CCM 38 plasmid pPLPZ.1, complete sequence 671 1342 98% 0.0 9868% LCPO20329.1
Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens strain CCM 38, complete genome 671 16108 58% 0.0 98368% CPO20327.1
Paenibacilus larvae subsp. pulvifaciens strain ATCC 13537, complete genome 871 17452 93% 0.0 9868% CP015794.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain ATCC 9545 chr _complete genome 871 14762 98% 0.0 98.68% CP0159627.1
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5.2.2.3 Vysledky Sangerovy sekvenace oligonukletidy FR2

Na obrazku 10 je mozné vidét vysledek sekvenace useku IS256 ohrani¢ené
oligonukleotidy FR2. Je zde patrné, ze stejné jako u oligonukleotidi FRI1 se tato
sekvence nachdzi pouze u P. larvae a Paenibacillus fagh. Zarovenn stejné jako
u oligonukleotidit FR1 ani na zaklad¢ této sekvence nejsme od sebe schopni rozlisit

jednotlivé ERIC genotypy.

Obrazek 10: Vysledky Sangerovy sekvenace usekil IS256 ohrani¢enych oligonukletidy
FRI.

. Max Total Query E Per. .
Description Accession
Score Score Cover wvalue Ident

Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric_ chromosome, complete genome 318 2549 100% Se-B3 98.88% CPO19717.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae DSM 25430 plasmid unnamed1, complete sequence 318 1583 100% 5e-83 98.35% CPO196531
Paenibacilus larvae subsp. larvae DSM 25430 chremoseme, complete genome 318 72068 100% 5e-B3 98.35% CPO18652.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric_[V plasmid unnamed?, complete sequence 318 318  100% Ge-B3 98.35% CPO19851.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric [ plasmid unnamed1, complete sequence 318 318  100% 5e-83 98.35% CP019550.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric_ [V chromogome,_complete genome 318 7649 100% 5e-B3 98.88% CPO19659.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric_lI plasmid unnamed3, complete sequence 38 318 100% 5e-83 9B8.35% CP019658.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric_ll plasmid unnamed2, complete sequence 318 312 100% ©5e83 98.35% CPO19657.1
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain Eric_|l chromozome, complete genome 318 7331 100% Se-83 98.88% CPO19655.
Paenibacilus larvae subsp. larvae strain ERIC_| chromosome, complete genome 318 7012 100% 5Se-B3 95.88% CPO1%651.1

Paenibacilus phage BN12,_complete genome 318 318 98% GSeB83 08.38% MGT27695.1
318 2231 100% 5e-83 98.35% CPO20557.1
318 637 100% 5e-B3 95.88% CPO20329.1
318 318 100% 5e-83 98.35% CPO20323.1
318 784% 100% 5e-83 93.83% CPO20327.1
318 318 100% 5e-B3 98.35%

318 318 100% Se-83 98.35%

318 8287 100% Se-B83 08.88% CPO19794.1

000 EN0NO0ER@EERQEQRE@@E

Paenibacilus larvae subsp. larvae strain ATCC 9545 chromosome, complete genome 318 7012 100% 5Se-B3 98.88% CPO1968T.1
Paenibacilus phage Diane, complete genome 38 38 100% Se-B83 98.35%
Paenibacilus phage Vadim,_complete genome 318 318 100% G5e-B3 98.35%
Paenibacilus phage Vegas,_ complete genome 318 318 100% Se-83 98.35%
Paenibacilus larvae subsp. larvae DSM 25430, complete genome 318 70324 100% Se-83 98.35% CPOO3355.
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5.2.3 Vysledky Real-time PCR z €istych kultur

Screeningova metoda byla otestovana na vzorcich z Cisté kultury P. larvae. Byly

vybrany sbirkové kmeny P. larvae vsech ERIC genotypt. Dle vysledki nize 1ze soudit,

ze by tato metoda mohla byt vhodna pro screening moru vceliho plodu.

5.2.3.1 Oligonukleotidy FRI
Nize jsou pfilozeny vysledky z Real-time PCR testovani oligonukleotidi FR1
na ptistroji MIC qPCR cycler (Bio Molecular Systems). Na obrazku a v tabulce je vidét,

ze vybrani zastupci vS§ech ERIC genotypt P. larvae obsahuji tento usek sekvence [S256.

Obrazek 11: Vysledky Real-time PCR testovani oligonukleotidiit FR1.

Target

PELA FR1 — New Target

Normalisation

Dynamic

Exclusion

Extensive with fluorescence cutoff of 5%

Threshold

1,337 (Automatic) starting at cycle 1

Mormalised Fluorescence
1

Cycle

Well | Colour | Sample Name Cq Efficiency | Efficiency R* | Result
1| I |DSMT030ERICI 11,71 | 0.83 0,99822
2| [ |DSM 25430 ERIC Il 11,16 | 0,88 0,99758
3| M |LMG 16252 ERIC I 13,19 |0.78 0,99890
4| [ |DSM3615ERICIV 12,05 |0.88 0,99749
5| W |nK - - - Excluded

75




5.2.3.2 Oligonukleotidy FR2

Nize jsou pftilozeny vysledky z Real-time PCR testovani oligonukleotidi FR2
na pfistroji MIC qPCR cycler (Bio Molecular Systems). Stejn¢ jako u predchozi dvojice

oligonukleotidli je na obrazku a v tabulce vidét, Zze vybrani zastupci vSech ERIC

genotypil P. larvae obsahuji tento Usek sekvence 1S256.

Obrazek 12: Vysledky Real-time PCR testovani oligonukleotidi FR2.

Target

PELA — PELA IS256

Normalisation

Dynamic

Exclusion Extensive with fluorescence cutoff of 5%
Threshold 0,839 (Automatic) starting at cycle 1
o 14 p
8
@ 12
S .
i’ U
o
a 8
g ’
=
Cycle
Well | Colour | Sample Name Cq Efficiency | Efficiency R* | Result
1| M |DSM7030ERICI 12,04 |0,82 0,99712
2| I |DSM25430 ERIC I 11,25 |0.87 0,99827
3| M |[LMG 16252 ERIC I 13,29 |0,84 0,99827
4/ M |DSM3B15ERICIV 1243 (091 0,99764
5/ M |NK - - - Excluded
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5.2.4 Vysledky Real-time PCR z redici Fady DNA

Po otestovani metody na Cistych bylo provedeno desitkové tfedéni DNA kmene
DSM7030 (ERIC I). Vstupni koncentrace DNA byla 5,73 ng/ul, ktera byla nasledn¢
ziedéna az 1 000 000x. To znamena, Ze vzhledem k pouzitému mnozstvi DNA do PCR
smési 2 pl bylo u nefedéného vzorku celkové mnozstvi DNA ve smési 11,46 ng.
U nejvice ziedéného vzorku byla vstupni koncentrace DNA 11,46 fg. Nasledné byla
provedena Real-time PCR na piistroji MIC qPCR cycler (Bio Molecular Systems).

5.2.4.1 Oligonukleotidy FR1

Nize jsou pftilozeny vysledky z Real-time PCR testovani oligonukleotidi FRI
na desitkové fedici fadé¢ DNA kmene DSM7030 (ERIC I) na ptistroji MIC qPCR cycler
(Bio Molecular Systems). Je zde patrné, Ze metoda je schopna zachytit pfitomnost P.

larvae jiz pti velmi nizké koncentraci DNA.

Obriazek 13: Vysledky z Real-time PCR testovani oligonukleotidii FR1 na desitkové
tedici fadé DNA kmene DSM7030 (ERIC I).

Target PELA FR1 — New Target
Normalisation Dynamic
Exclusion Extensive with fluorescence cutoff of 8%
Threshold 1,080 (Automatic) starting at cycle 1,1
=
5
b=
Cycle
Well | Colour | Sample Name Cq Efficiency | Efficiency R* | Result
1| M [|ERICI1x 11,27 (1,03 0,99704
2] W |10x 1533 (1,00 0,99765
3] W | 100x 1908 (0,93 0,99795
4| W | 1000x 2257 |096 0,99832
5| Il |10000x 26,12 | 0,87 0,99859
6 100000x 29,80 |0,89 0,99856
7 1000000x 3288 (084 0,99908
s| M |NK - - - Excluded

77



5.2.4.2 Oligonukleotidy FR2

Nize jsou pfilozeny vysledky z Real-time PCR testovani oligonukleotidii FR2
na desitkové fedici fadé DNA kmene DSM7030 (ERIC I) na pfistroji MIC qPCR cycler
(Bio Molecular Systems). Je zde patrné, ze 1 u téchto oligonukleotidi je mozné zachytit

pritomnost P. larvae jiz pti velmi nizké koncentraci DNA.

Obrazek 14: Vysledky z Real-time PCR testovani oligonukleotidd FR2 na desitkové
fedici fad¢ DNA kmene DSM7030 (ERIC I).

Target PELA — PELA 15256

Normalisation Dynamic

Exclusion Extensive with fluorescence cutoff of 5%

Threshold 0,765 (Automatic) starting at cycle 1

= A

§ 4

"% £

= 10

o

® B

2

Cycle

Well | Colour | Sample Mame Cq Efficiency | Efficiency R* | Result
1| M |ERICI1x 11,96 |0.98 0,99685
2] M |10x 15,51 | 0,89 0,99871
3 M |100x 19,06 |0.81 0,99917
4| W |1000x 2256 |087 0,99910
5 M |10000x 26,16 |0.83 0,99903
6 100000x 2949 (087 0,99932
7 1000000x 3260 |0.76 0,99687
s| M |nk - - - Excluded
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6 Diskuze

V ramci této diplomové prace byla provedena epizootologickd analyza ptibuznosti
16 kmenti P. larvae pomoci celogenomové sekvenace. U dvou ztéchto kment
DSM7030 a DSM25430 byly analyzovany a vyhleddvany geny, které se potencidlné
mohou podilet na virulenci a jejich rozdilech mezi genotypy. Déle byla v genomu
P. larvae nalezena inzer¢ni sekvence IS256 vyskytujici se v genomu ve velkém
mnozstvi kopii a kterd je, dle analyzy BLAST, pro P. larvae specificka. Proto byla tato
sekvence vyhodnocena jako vhodna pro screeningovou PCR diagnostiku moru véeliho
plodu. Byly navrzeny oligonukleotidy, u kterych bylo provedeno testovani na Cistych

kulturach sbirkovych kment P. larvae vsech ERIC genotypt.

Prvni ¢asti diplomové prace byla epizootologickd analyza piibuznosti 16 kment
P. larvae. Porovnany byly historické kmeny ziskané¢ z Vyzkumného tstavu
vcelaiského, Dol se sbirkovymi kmeny genotypti ERIC I (DSM7030, CEM4484), 11
(DSM25430) a IIT (LMG16252 bily a cerveny fenotyp). ERIC III patii mezi jiz
historické genotypy, které nejsou v soucasné dob¢ izolovany z klinickych ptipada
(Ebeling et al., 2016). Mezi 11 historickymi kmeny z Ceské republiky nevykazoval ani
jeden z nich piibuznost ke kmeni LMG16252. Genotyp ERIC I patii k nejcastéji se
vyskytujicim genotypiim z klinickych pfipadi. Je izolovan z klinickych pfipada jak
v Evropé, tak na americkém kontinent¢ (Ebeling et al., 2016). Dle vysledkl
ze sekvenace vykazuje ptibuznost ke kmenim DSM7030 a CEM4484 8 historickych
izolatd (73 %). Genotyp ERIC II se vyskytuje pfedev$im na evropském kontinenté,
avSak v menSim mnozstvi ptipadl nez genotyp ERIC 1. AvSak jsou oblasti, kde je pomér
mezi genotypy ERIC I a II totozny (Morrissey et al., 2015). Vysledky celogenomové
sekvenace ukazaly, Ze ptibuznost ke kmeni DSM25430 vykazuji 3 historické izolaty
(27 %). Tento vybrany vzorek historickych kmenti ukazuje, ze v Ceské republice se
vyskytuji kmeny genotypu ERIC 11 genotypu ERIC II, av8ak vyskyt kmenl genotypu

ERIC I je na naSem izemi Cast&jsi.

Jednotlivé ERIC genotypy P. larvae se li§i svou virulenci (Genersch et al., 2006). V této
préci byly porovnavany geny, které se mohou podilet na virulenci, u genotypti ERIC I
a II. Jako kli¢ovy faktor virulence u obou genotypi je povazovana chitinaza P/CBP49,
ktera rozklad4 chitinovd vlakna v peritrofické matrix stfeva vceli larvy (Garcia-
Gonzalez et al., 2014c). V ramci naSich vysledkii se tato chitindza vyskytuje u obou

kmenli ve stejném mnozstvi kopii v genomu. Dle proteomické studie T. Erbana
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a kolektivu (2019) je ale tato chitinaza nejvice exprimovana u genotypu ERIC II.
V genomu obou kmenu DSM7030 a DSM25430 byl nalezen také GlcNAc-binding
protein A, ktery patii také v proteinim vazajicim chitin. Tento protein miize mit také
potencionalni vliv na virulenci, diky tomu, ze je schopen $tépit chitin. Tento protein byl
také potvrzen v proteomické studii, byl exprimovan u vSech ERIC genotypi kromé

genotypu ERIC II (Erban et al., 2019).

Dals§im vyznamnym faktorem virulence je toxin C3larvin, jedna se o AB toxin (Ebeling
et al., 2019). Dle naSich vysledkl se podjednotka C3larvin A i C3larvin B vyskytuje
v genomech obou kmenti ve stejném mnozstvi kopii. Avsak dle proteomické studie, neni
tento toxin v genotypech ERIC I a II exprimovan do vnéjsiho prostfedi (Erban et al.,
2019). Ptesto, Ze je tento toxin povazovan za jeden ze zakladnich faktort virulence
P. larvae a vyskytuje se v genomu vSech ERIC genotypl, je exprimovan pouze
v genotypu ERIC IV. Z toho vypliva, ze tento faktor virulence pravdépodobné neni

esencialni, a 1 bez néj je P. larvae schopen proniknout skrz epitel stiev vceli larvy.

Jako zakladni faktor virulence pro genotyp ERIC I jsou povazovany Plx toxiny. Jedna
se o 2 toxiny PIx1 a PIx2. Toxin Plx1 patii jednofetézcové AB toxiny. Toxin PIx2 patii
také mezi AB toxiny. Podjednotka A vykazuje podobnost s ADP-ribosyltransferazou
Bacillus cereus. Podjednotka B je podobna C2 binarnimu toxinu Clostridium botulinum
(Fiinthaus et al., 2013). Pravé tento toxin napomahd zdstupcim genotypu ERIC I
proniknout skrz epitel sttev (Poppinga, Genersch, 2015). V genomu DSM7030 se
vyskytuje gen pro toxin Plx1 ve dvou kopiich, pro toxin PIx2A ve tfech kopiich a pro
toxin P1x2B ve dvou kopiich. I pfesto, Ze je tento toxin typicky pro genotyp ERIC I,
vyskytuje se gen pro tyto toxiny i v genomu ERIC II. Toxin PIx1 se v genomu kmene
DSM25430 vyskytuje v jedné kopii a toxin PIx2A ve dvou kopiich. Toxin PIx2B se
v genomu DSM25430 nevyskytuje. Ptekvapivym zjiSténim je, Ze toxiny Plx, které jsou
u tohoto genotypu exprimovany. Tyto toxiny nejsou exprimovany ani u genotypu
ERIC II, avSak u toho by se tyto vysledky daly o¢ekdvat (Erban et al., 2019). Je patrné,
ze toxiny Plx se vyskytuji v genomu obou genotypi ERIC I i1 II, avSak nejsou
exprimovany do vngj$iho prostfedi. ZjiSténi, Ze Plx toxiny nejsou exprimovany

u genotypu ERIC I v§ak méni pohled na patogenezi tohoto genotypu.
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Pro genotyp ERIC II je zakladnim faktorem virulence protein S-vrstvy SplA, ktery
napomaha adhezi na epitel stiev vceli larvy (Poppinga et al., 2012). Dle vysledkl
sekvenace se protein SplA vyskytuje v genomu kmene DSM25430 (ERIC II)
1 DSM7030 (ERIC I). Avsak u genotypu ERIC I byla jiz diive identifikovana bodova
mutace zpusobujici pfedCasny vznik stop kodonu (Poppinga et al., 2012). Coz se
shoduje 1 s nejnovéjsi proteomickou studii, kdy protein SplA byl exprimovéan pouze
u genotypu ERIC II (Erban et al., 2019). V genomu obou osekvenovanych kmeni byly
nalezeny i dalsi proteiny S-vrstvy, které by také mohly mit vliv na adhezi k epitelu stfeva

vceli larvy a k agregaci a tim mohly mit také vliv na patogenezi a virulenci.

Cytolysin TlyA patii mezi toxiny zpusobujici degradaci bunééné membrany tvorbou
port (Jevadi et al.,, 2016). Tento cytolysin mlze hrat dilezitou roli v patogenezi
P. larvae, diky tomu, Ze mize hrat roli v rozkladu membrany bun¢k véeli larvy. Gen

pro cytolysin TlyA se nachazi v genomu obou kmentt DSM7030 i DSM25430.

Dulezitou roli pifi patogenezi hraji protedzy. NejCastéji se u P. larvae vyskytuji
metalloprotedzy (Hrabak & Martinek, 2007). Jednou z metalloprotedz je imunitni
inhibitor A (InhA), ktery se vyskytuje také u Bacillus thuringiensis. InhA inhibuje
hydrolyzuje cecropiny v hemolymf¢ hmyzu a tim inhibuje imunitni odpovéd’ (Lovgren
etal., 1990). Je pravdépodobné, Ze InhA napomah4 pieziti imunitni odpovédi veeli larvy
(Djukic et al., 2014). Gen pro metalloprotedzu InhA se vyskytuje v genomu obou kmenii
DSM7030 a DSM25430 v jedné¢ kopii. V proteomickeé studii bylo dokdzano, ze InhA je
exprimovan u v§ech genotypii kromé genotypu ERIC I (Erban et al., 2019). V genu pro
InhA u genotypu ERIC I je moZné, Ze tento gen obsahuje n&jakou mutaci, a proto
metalloprotedza InhA nemiiZze byt exprimovana. Dalsi metalloproteazou, pro niZ byl
nalezen gen v genomu DSM7030 1 DSM25430 je mikrobialni kolagenaza ColA.
Kolagenazy obecné degraduji povrchové bunécné struktury a tim mohou hrat roli ve
virulenci (Duarte et al., 2014). Kolagendza ColA je dle proteomické studie exprimovana
ve vSech ERIC genotypech kromé& genotypu ERIC I (Erban et al., 2019). Stejné jako
u InhA je mozZné, ze u genotypu ERIC I, neni exprimovana z divodu mutace genu pro
ColA. Dilezitou roli ve virulenci mize mit 1 serinova proteaza HtrA, ktera je
vyznamnym faktorem virulence u Streptococcus pneumoniae (De Stoppelaar et al.,
2013). Gen pro tuto protedzu se vyskytuje u kmene DSM7030 ve dvou kopiich a
u kmene DSM25430 v jedné kopii. Dle proteomické studie je HtrA exprimovéna

cw v

ve vSech genotypech, avSak v genotypu ERIC I v nejnizsim
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mnozstvi (Erban et al., 2019). Je zajimavé, Ze gen pro tuto proteazu je v genomu
mnozstvi. I zde je pravdépodobné, ze se v genu pro HtrA muize vyskytovat mutace. Vliv
na virulenci mize mit 1 endopeptidaza LytE. Ta se vyskytuje v genomu DSM7030 i
DSM25430 v jedné kopii. V proteomické studii bylo zjisténo, ze LytE je exprimovana
u vSech ERIC genotypt kromé genotypu ERIC II (Erban et al., 2019). Je mozné, Ze u

genu pro LytE v genotypu ERIC II je mutace znemoziujici jeji expresi.

Enolaza byla dfive studovana jako faktor virulence P. larvae, vzhledem ke svému
toxickému a imunogennimu efektu na vceli larvu (Antinez, Anido et al., 2011). Gen
pro enoldzu se nachdzi v genomu DSM7030 i DSM25430 v jedné Kkopii.
Dle proteomické studie je enoldza exprimovana u vSech ERIC genotypli. U genotypu
ERIC I to v8ak bylo v nejvétsim mnozstvi (Erban et al., 2019). Enoldza mize byt pro
genotyp ERIC I vyznamnym faktorem virulence, vzhledem k absenci nékterych jinych

faktori virulence vyskytujicich se u ostatnich ERIC genotypu.

Vliv na virulenci maji také sekundarni metabolity. Jedna se ptedev§im o siderofory
a antifungalni a antimikrobialni latky, Jednim znich je bacillibactin. Jedna se
o siderofor umozitujici vychytéavat Zelezo. Zelezo je omezujicim faktorem pro patogenni
bakterie, o ktery soutézi s hostitelem (Miiller et al., 2015). Geny pro syntéza, import
a export bacillibactinu se vyskytuji u kmene DSM7030 i u kmene DSM25430. Dal$im
sideroforem je enterobactin. Jednd se o siderofor, ktery je strukturné 1 funk¢éné podobny
bacillibactinu (Dertz et al., 2006). Geny pro syntéza, export a import jsou stejné jako
u bacillibactinu pfitomné u obou kmen DSM7030 a DSM25430. Dal$im
z vyznamnych sekundarnich metaboliti jsou paenilarviny, jednd se o iturin-like
lipopeptidy (Miiller et al., 2015). Ituriny maji silnou antifungélni a hemolytickou
aktivitu. (Sood et al., 2014) Paenilarviny mohou mit vliv v kompeti¢nim boji ve stieve
véeli larvy, kdy diky antifungélni aktivité paenilarvinll jsou eliminovani konkurenti.
Paenilarviny maji také potencialni vliv na motilitu oznaovanou jako ,,swarming*, kde
mohou hrat roli biosurfaktantl (Fiinthaus et al. 2018). Geny pro syntézu paenilarvinti se
vyskytuji v genomech kmene DSM7030 1 DSM25430. Sevadicin je prvni geneticky,
molekularné a funkéné potvrzeny nonribozomalni peptid v genomu P. larvae. Tento
peptid ma slabou antibakteridlni aktivitu a pfedpokladdd se, Ze by mohl mit vliv
na mezibunécnou komunikaci (Garcia-Gonzales et al., 2014a). Obé& podjednotky

sevadicinu sevA 1 sevB se vyskytuji v genomu obou z kmentt DSM7030 a DSM25430.
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Déle byly v genomu P. larvae objeveny geny pro syntézu antibakterialnich latek.
Jednou z nich je i drdha syntézy neomycinu. Jedné se o aminoglykosidové antibitokum
s i¢inkem na gramnegativni i grampozitivni bakterie (Sasseville, 2010). V genomu
obou kmentt DSM7030 i DSM25430 se vyskytuje gen pro syntézu neomycinu. Dal§im
z antibiotickych latek je gramicidin S, ktery patii mezi cyklopeptidovéd antibiotika
s uc¢inkem na grampozitivni 1 gramnegativni bakterie, zaroven ma i slabou antifungalni
aktivitu (Conti et al., 1997). V genomu obou kmenti DSM7030 a DSM25430 se nachazi
gen podobny gramicidin S syntdze. Cluster podobny gramicidin S syntaze byl v genomu
P. larvae nalezen jiz dfive. Gramicidin S narusuje bunénou membranu
mikroorganismii (Djukic et al., 2014). Dale se v genomu obou kmenit DSM7030
a DSM25430 nachazi geny pro syntézu antibiotik vyskytujicich se u kmene Bacillus
jako jsou bacillithiol, bacilysin, bacillaene a bacillolysin. V genomu P. larvae obou
kmenti DSM7030 a DSM25430 byly také nalezeny geny pro syntézu lantibiotik. Jedna
se o peptidové antimikrobidlni latky ucinkujici na grampozitivni bakterie (Djukic et al.,
2014). Uberolysin je cyklycky bakteriocin vyskytujici se u Streptococcus uberis
s antimikrobidlnim U¢inkem (Wirawan et al., 2007). V genomu kmentit DSM7030
1 DSM25430 byl nalezen gen pro uberolysin. Antimikrobidlni latky poskytuji bakteriim
vyhodu v prostiedi v kompeti¢nim boji proti ostatnim bakteriim. U P. larvae ta vyhoda
spociva ve zlikvidovani konkurence ve stievech vceli larvy a snazSim nasednuti na

stfevni epitel.

Proti piisobeni antimikrobidlnich latek se bakterie chrani mechanismy rezistence. Jinak
tomu neni ani u P. larvae. V genomu kmenit DSM7030 a DSM25430 byly nalezeny
mechanismy rezistence vici antibiotikim, vyuzivanym k 1é¢b¢, ale také vuaci
antimikrobidlnim peptidiim produkovanym jinymi druhy bakterii. Z klinického pohledu
jsou nejvyznamnéjsi rezistence k antibiotiktim, ktera se stale vyuzivaji v nékterych
zemich k 1é¢b& moru véeliho plodu (napf. Ukrajina, Cina). Tetracykliny byly k 1é¢bé
moru vceliho plodu pouzivany né€kolik desitek let. Poté si vSak P. larvae vytvofil
mechanismy rezistence k témto antibiotikim (Evans, 2003). I kmeny DSM7030 a
DSM25430 ve svém genomu nesou geny pro rezistenci k tetracykliniim. DalSimi
antibiotiky dfive pouzivanymi k 1é¢bé jsou makrolidy. I pro tato antibiotika nesou
v genomu kmeny DSM7030 a DSM25430 rezistenci. V genomu kmenit DSM7030 a
DSM25430 se také nachazi rezistence pro antibiotika béZné€ pouZivanad v humanni a

veterinarni medicing, jako jsou fluorochinolony, rifampin, chloramfenikol, avilamycin
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adalsi. Zaroven se v genomech obou kmenit DSM7030 a DSM25430 nachazi rezistence
k daunorubicinu a doxorubicinu. Jedna se o latky, které¢ se v humanni mediciné
vyuzivaji jako chemoterapeutika k 1é¢bé nadorovych onemocnéni (www.drugs.com).
Jak bylo zminéno vyse, antibioticka 1écba moru vceliho plodu neni doporucovana a
Evropskou unii 1 zakdzana. Antibiotika plisobi pouze na vegetativni stadia bakterie,
nikoli vSak na spory, ¢imz je podporovan vznik rezistenci. Zarovenn maji antibiotika
negativni vliv na mikrobiom vcel a mohou se dostavat do vcelich produktd (Titéra et

al., 2009).

Jako dalSi geny s potencidlnim vlivem na virulenci se v genomech DSM7030
a DSM25430 vyskytuji geny pro adhezi a tvorbu biofilmu a gen pro expresi faktort
virulence. Dale v genomu DSM7030 nachazi gen pro CRISPR/Casl a CRISP/Cas2
endonukleédzy a gen pro acyl-homoserin lakton acylaza, podilejici se na quorum sensing
bakterii. Adheze hraje roli v patogenezi, diky dobré adhezi na epitel stfeva vceli larvy
muze P. larvae snadnéji skrz n¢j proniknout. Pfikladem je i dulezity faktor virulence
genotypu ERIC II protein SplA, o kterém jsem se jiz zminovala dfive. Quorum sensing
je proces mezibunééné komunikace mezi bakteriemi na zdklad€ produkci, detekci
areakci na extraceluldrni signalizacni molekuly zvané autoinduktory. Ty se hromadi
v prostfedi a na zdkladé jejich koncentrace bakterie vyhodnocuji hustotu bakterii
stejného druhu v okoli na jejimz zdkladé mohou bakterie zménit genovou expresi. Jde
ozménu genoveé exprese pii sporulaci, bioluminiscenci, tvorbé antibiotik, tvorbé
biofilmu, ale také tvorb& faktorti virulence (Rutherford, Bassler, 2012). U kmene
DSM7030 byl nalezen gen pro acyl-homoserin lakton acylazu. Jedna se o latku
podilejici se na quorum sensing. Je mozné, ze se buniky P. larvae mezi sebou touto
cestou komunikuji, ale vSe je potieba jeste¢ nasledné ovéfit. Déle byly také v genomu
kmene DSM7030 objeveny geny pro CRISPR-associated endonuclease Casl
a CRISPR-associated endoribonuclease Cas2. Tyto systémy tvoii ,,imunitu‘
prokaryotické buniky na bazi nukleovych kyselin, zajiStujici rezistenci bakterii vici

cizim genetickym elementim (fagy, plazmidy) (Wiedenheft et al., 2009).
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Rychla diagnostika onemocnéni je zakladnim faktorem pro boj s morem vceliho plodu.
Proto je diilezity i vyvoj rychlych screeningovych metod vhodnych k detekci tohoto
onemocnéni. Dosavadni PCR diagnostika moru vceliho plodu byla zaloZena na zakladé
genu pro 16S rRNA (de Graaf et al., 2006). V této praci byla navrzena nova
screeningova PCR metoda na zakladé genu pro inzer¢ni sekvenci IS256. Na principu
detekce inzer¢ni sekvence probiha i PCR diagnostika Mycobacterium tuberculosis.
Jedna se o inzer¢ni sekvenci IS/081. Tato metoda je vysoce senzitivni. Avsak je vzdy
je nutné vysledek porovnat s klinickym stavem pacienta (Niyaz Ahmed et al., 1998).
IS256 sekvence se v genomu P.larvae vyskytuje ve velkém poctu kopii (u kmene
DSM7030 84 kopii a u kmene DSM25430 229 kopii), diky tomu je tato metoda vysoce
senzitivni. Zaroven sekvence navrzenych oligonukleotidi se vyskytuje pouze
u P. larvae, diky ¢emuz je metoda specifickd. V budoucnu vSak nelze vyloucit mozny
horizontélni pfenos tohoto mobilniho elementu mezi jednotlivymi druhy. Proto je tfeba
korelovat vysledek vysetieni s klinickymi projevy ve vcelstvu. To je vSak nutné
i v pripad¢ kultivacniho vySetfeni, nebot’ jak bylo vySe popsano, existuje velka
vnitrodruhové variabilita uvniti P. larvae. Nelze tedy vyloucit vyskyt nepatogennich
kment. V pribéhu letoSniho roku je v planu provedeni klinické validace na vzorcich
m¢éli (smésny odpad na dné ulu). Pokud bude tato validace Gspés$nd, bude navrzena jako
screeningové vysetieni. Oproti kultivaénimu vySetteni, které trvd minimaln¢ 3 dny, by
byly vysledky dostupné béhem nékolika hodin. Diky v€asnému zjisténi plvodce

nakazy, by se dalo zamezit $ifeni onemocnéni z ohniska.
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7 Souhrn

e 'V ramci epizootologického srovnani historickych izolatd P. larvae z Ceské republiky
se sbirkovymi kmeny genotyptit ERIC I-III bylo zjisténo, Ze 73 % historickych izolati
vykazuje piibuznost s genotypem ERIC 1 a 27 % historickych izolatd vykazuje
piibuznost s genotypem ERIC 1II. Zadny zizolatdh nevykazuje piibuznost
s genotypem ERIC I1I.

e Bylo potvrzeno, ze mezi genotypy ERIC I a I je vyznamna genetickd variabilita, co
se tyce faktorti virulence. V genomu genotypu ERIC I se vyskytovali geny pro toxin
PIx2B, CRISP/cas systém ¢i acyl-homoserin lakton acylazu, které se u genotypu
ERIC II nevyskytovali. Zaroven ale u genotypu ERIC II jsou zastoupeny geny pro
protein SplA a nékteré sekundarni metabolity, které¢ nejsou u genotypu ERIC I
Zaroven vyskyt genti pro klicové faktory virulence (P/CBP49, C3larvin toxin atd.)
se vyskytovali u obou kmentit DSM7030 1 DSM25430. Vyznam nalezenych gent je

tieba dale ovéfit.

e Zaroven byly vgenomu genotypt ERIC I a II nalezeny geny rezistence
k tetracyklinovym a makrolidovym antibiotikiim., které se v nékterych statech
vyuzivaji k1é€bé moru vceliho plodu. Také byly objeveny rezistence

k antimikrobidlnim peptidiim, coz dava P. larvae vyhodu v ramci kompeti¢niho boje.

e V této praci byla také nalezena sekvence IS256, kterd se specifickd pro P. larvae,
aproto by mohla byt vhodna ke screeningovému vySetfeni moru vceliho plodu
zméli. Byly navrZeny oligonukleotidy urcené k této diagnostice a ndsledné bylo
provedeno jejich testovani na sbirkovych kmenech P. larvae vSech ERIC genotypi,
které¢ dopadlo uspésné. Nasledovat bude klinickd validace na pozitivnich

1 negativnich vzorcich méli na mor véeliho plodu.
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