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Urd¢eni pro vyuZiti v praxi

Metodika je ur¢ena laboratofim, které se zabyvaji diagnostikou ndkaz v¢el. Detekce pavodcit moru véeliho
plodu (Paenibacillus larvae) a hniloby véeliho plodu (Melissococcus plutonius) je nezbytna pro prevenci
§ifeni téchto nebezpeénych onemocnéni véely medonosné (Apis mellifera). Jedna se pfedev$im o vySetfeni
véelstev v ochrannych pasmech onemocnéni, do nichZ mohlo dojit k zavlec¢eni ptivodci z ohniska nékazy
zalétavanim vcel nebo loupezi. Druhou moznosti vyuZiti je konfirmace ndakazy na zakladé detekovanych
klinickych pfiznakti ve véelstvu. Hlavnim cilovym uZivatelem v Ceské republice jsou laboratoie vysetiujici
ndkazy zvifat pro Stdtni veterindrni spravu (SVS) (akreditované laboratofe) v pfipadé podezieni na
onemocnéni a vy$etfovani v ochrannych pasmech. Dal$imi cilovymi uZivateli jsou laboratofe vySetiujici
vcelstva z diivodit preventivni surveillance na zakladé pozadavku véelait. Metoda PCR umoziiuje rychlou
a spolehlivou detekci P. larvae a M. plutonius z raznych vzork® odebranych ze véelstva. Oproti klasickym
mikrobiologickym technikdm umoznuje poskytnout vysledek béhem nékolika hodin od pfijeti vzorku do
laboratote. Tim lze zajistit, pfedev§im v obdobi intenzivni letové aktivity véel, v€asnou intervenci u
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véelstev s podezienim na vyskyt zminénych nakaz a zamezit rozsifeni onemocnéni na blizka stanovisté
véelstev.
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Metodice bylo udéleno osvédéeni Statni veterinarni spravy CR ¢. SVS/2023/071973-G.
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Anotace

Mezi nejvyznamnéjsi bakteridlni infekce véely medonosné (Apis mellifera) patii mor véeliho plodu (MVP)
a hniloba véeliho plodu (HVP). Obé infekce postihuji plod véel a béhem nékolika mésicti az let, s ohledem
na velikost infek¢ni davky nebo odolnosti vcelstva, vedou ke kolapsu véelstva. Pivodcem moru véeliho
plodu je grampozitivni fakultativné anaerobni sporulujici bakterie Paenibacillus larvae. Spory tohoto
mikroba jsou vysoce infek¢ni pro nejmladsi véeli larvy. Diky své struktute odolavaji fyzikalné-chemickym
vliviim, jakymi mohou byt vysuseni, var, pisobeni béznych dezinfekénich prostiedka. Melissococcus
plutonius, ptivodce hniloby v¢eliho plodu, je grampozitivni nesporulujici kokus, vyzadujici pro kultivaci
mikroaerofilni aZ anaerobni podminky. Surveillance pro efektivni kontrolu téchto onemocnéni vyzaduje
nastaveni vhodnych diagnostickych postuptt poskytujicich rychlé a presné vysledky. Oproti kultiva¢nim
technikam, které jsou bézné pouzivany pro detekci P. larvae a M. plutonius, piedstavuji molekularné-
genetické testy zaloZené na polymerdzové fetézové reakci (PCR) alternativu poskytujici vysokou
sensitivitu a specificitu. Cilem této metodiky je poskytnout postup pro souc¢asnou detekci obou patogentt
pomoci PCR v redlném case. Na zakladé znalosti sekvenci celého genomu P. larvae a M. plutonius byly
navrzeny cilové sekvence. Pro efektivni detekci P. larvae byla navrzena inser¢ni sekvence 1S256, kterd se
v genomu vyskytuje ve velkém mnozstvi kopii. Pro detekci M. plutonius byla navrzena sekvence specificka
pro plazmid pMP1 a ndsledné ovéteni virulence sekvence genu toxinu ETX/Mtx2, ktery je u hostitelské
burniky zodpovédny za tvorbu pord membrdny. Jako interni kontrola byla zvolena sekvence genu
kédujiciho protein matefi kasicky (Major Royall Jelly Protein 1) specificky pro hostitele A. mellifera.
Navrzena metodika poskytuje vysokou sensitivitu i specificitu pro oba patogeny. Zaroven umoziuje
detekovat sekvenci DNA specifickou pro véelu medonosnou. Tato interni kontrola poskytuje moznost
ovéfit, zda dany vzorek skute¢né pochazi z ulového prostiedi (napt. u vzork méli), zda doslo k efektivni
izolaci DNA a zda efektivné probéhla vlastni PCR. Pfedkladana metodika je tak vhodna pro rychlou a
specifickou detekci vyznamnych patogenti véeliho plodu, P. larvae a M. plutonius, ptvodc moru véeliho
plodu, resp. hniloby v¢eliho plodu.

Kli¢cova slova: mor vceliho plodu, hniloba véeliho plodu, real-time PCR, Paenibacillus larvae,
Melissococcus plutonius
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Annotation

A method for detection of Paenibacillus larvae and Melissococcus plutonius by real-time PCR.
American foulbrood (AFB) and European foulbrood (EFB) of a honey bee (Apis mellifera) represent the
most important bacterial infections. Both infections affect the bee brood leading to the collapse of the
colony within a few months to years, depending on the size of the infectious dose or colony resistance.
The causative agent of American foulbrood is the Gram-positive facultatively anaerobic sporulating rod
Paenibacillus larvae. The spores of this microbe are highly infectious to the youngest larvae but not to
adult bees that can, however, serve as a vector. Due to their structure, they resist to several environmental
conditions, such as drying, boiling, and to common disinfectants. Melissococcus plutonius, the causative
agent of European fouldbrood, is a Gram-positive non-sporulating coccus that requires microaerophilic
to anaerobic conditions for cultivation. Surveillance for effective control of those diseases requires setting
up appropriate diagnostic procedures providing fast and accurate results. Compared to the cultivation
that are commonly used for the detection of P. larvae and M. plutonius, molecular genetic tests based on
the polymerase chain reaction (PCR) represent a method with high sensitivity and specificity. The aim of
this methodology is to provide a technique for the simultaneous detection of both pathogens using real-
time PCR. Target sequences were designed based on the knowledge of whole genome sequences of P.
larvae and M. plutonius. For sensitive detection of P. larvae, a multicopy insertion sequence 1S256 was
selected. For the detection of M. plutonius, a sequence specific for the plasmid pMP1 was proposed. For
subsequent verification of the virulence, the ETX/Mtx2 toxin gene sequence responsible for the formation
of membrane pores in the host cell was selected. The sequence of the gene encoding the Major Royall Jelly
Protein 1 (MRJP1) specific to the host A. mellifera was chosen as an internal control. The proposed
methodology provides highly sensitive and specific method for the detection of both pathogens.
Simultaneously, detection of a DNA sequence specific to the honeybee provides efficient internal control
for possible verification of the specimen origin (whether the given sample really comes from the beehive
environment), DNA isolation and amplification. This methodology is therefore suitable for quick and
specific detection of important bee brood pathogens, P. larvae and M. plutonius, the causative agents of
American and European foulbrood respectively.

Key words: American foulbrood, European foulbrood, real-time PCR, Paenibacillus larvae, Melissococcus
plutonius
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1. Cil

Cilem metodiky je poskytnout metodu pro simultdnni prikaz Paenibacillus larvae a Melissococcus plutonius
zaloZené na principu amplifikace specifickych usekit DNA pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR). Tato
metoda je pouZitelnd pro rychly a spolehlivy priikaz obou vyznamnych patogenti véely medonosné (Apis
mellifera), pro konfirmaci onemocnéni moru respektive hniloby vceliho plodu, pfipadné pro potieby
surveillance. Amplifikace usekt DNA, které se vyskytuji v genomu P. larvae a M. plutonius ve vysokém poctu
kopii, umoziiuje zvysit sensitivitu metody bez ztraty jeji specificity. Cilem proto bylo navrhnout takové
usporadani, které umozni identifikovat vcelstva s potencidlnim vyskytem obou patogenti. Pokud je metoda
pouzita pro konfirmaci onemocnéni ve vcelstvech s typickymi klinickymi pfiznaky, lze, ve srovndni
s kultiva¢nimi technikami, vyznamné zkratit dobu pro zahdjeni intervence a tim i minimalizovat riziko $ifeni
obou patogent v obdobi vysoké letové aktivity vcel. Je-li metoda aplikovdna pro ucely surveillance, na ptiklad
v ochrannych pasmech moru nebo hniloby v¢eliho plodu, je mozné identifikovat véelstva, u nichZ je nutné
provést klinické prohlidky s cilem identifikace zminénych onemocnéni. Rovnéz je mozné metodiku aplikovat
v oblastech bez prokazaného vyskytu onemocnéni s cilem ¢asného odhaleni ohnisek. Je vSak nutné poznamenat,
ze laboratorni prikaz ptvodce nelze bez potvrzeni klinickych ptiznakd povazovat sam o sobé za priikaz
onemocnéni.

2. Uvod do problematiky bakterialnich onemocnéni véeliho plodu

Bakterialni nakazy vceliho plodu pfedstavuji vyznamné riziko pro udrZitelny chov vcel. Podle manudlu Svétové
organizace pro zdravi zvifat (WOAH - World Organization for Animal Health, diive OIE) jsou nejzavaznéjsi
z téchto infekci mor véeliho plodu zptsobeny bakterii Paenibacillus larvae a hniloba véeliho plodu zptisobena
bakterii Melissococcus plutonius. V ¢asovém horizontu nékolika mésict az let v obou pripadech obvykle dochazi
k thynu celého vcelstva a tim i vyznamnym ekonomickym ztratam, pfedevsim v pripadech, kdy jsou postizeny
komer¢ni véelafské provozy. Oba patogeny se mohou zaroven $ifit do prostfedi zalétdvanim vcel a loupezemi
nemoci oslabenych nebo uhynulych véelstev.

Zakon ¢islo 166/1999 Sb. v aktudlnim znéni (Zdkon o veterindrni péci a o zméné nékterych souvisejicich zakont)
zafazuje mor a hnilobu véeliho plodu do kategorie nebezpe¢nych ndkaz. V obou ptipadech zakazuje jejich lé¢bu.
Konkrétnimi postupy v pfipadé vyskytu téchto nebezpeénych onemocnéni se vénuje vyhlaska ¢. 18/2018 Sb.
(Vyhlaska o veterinarnich pozadavcich na chov vcel a véelstev a o opatfenich pro pfedchazeni a zdolavani
nékterych ndkaz vcel a 0 zméné nékterych souvisejicich vyhlasek), kterd mimo jiné definuje i nutnost sou¢asného
laboratorniho vyS$etfeni vzork odebranych ze véelstva s pfiznaky onemocnéni pro potvrzeni vyskytu ndkazy.

3. Mor v¢eliho plodu

Mor v¢eliho plodu je vysoce infekéni onemocnéni véeliho plodu. P¥enos probihd sporami bakterie P. larvae, které
jsou jediné schopné nakazit véeli larvu. Larvy jsou nakazeny vcelami, které je krmi - koji¢ckami. Spory mohou
pietrvavat v hltanovych zlazach kojicek, v nichz se tvoii matefi kasicka, ktera pak piedstavuje vyznamné infekéni
vehikulum (Lindstrém, 2008). Po pozteni spor larvou dochdzi kjejich germinaci ve stfevé a praniku pies
peritrofickou matrix a epitel stfevni sliznice do hemocelu. Tkané v¢eli larvy se ndsledné rozkladaji na kasovitou

Vv

hmotu, kterd pozdéji zasychd v tzv. piskvar, ve kterém se nachdzi velké mnozstvi infekénich spor (aZ 2 miliony)
(Poppinga & Genersch, 2015). Jak se véely snazi pfigkvar odstranit, pozfou spory P. larvae, které jsou jimi dale
roznaseny v ulovém prostiedi (Titéra et al., 2018). Nasledné mohou byt spory P. larvae pieneseny do okolnich
véelstev zalétavanim nebo loupezi (Lindstrém et al., 2008). Spory P. larvae mohou byt $ifeny i véelafi,
zkrmovdnim nezndmych krmiv s obsahem kontaminovaného medu ¢i pouzitim vcelarského vybaveni
kontaminovaného sporami P. larvae (Fries & Camazine, 2001). Vzhledem k vysoké odolnosti spor a jejich
mnozstvi v nakazeném vcelstvu je jedinou relevantni cestou utraceni nakazeného vcelstva a spaleni alu pfipadné

dal8ich v¢elaiskych potieb a ndstrojii (Titéra et al., 2018).
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Pivodce onemocnéni, P. larvae, je mozné na zakladé repPCR s pouzitim specifickych primerd ERIC
(Enterobacterial Repetitive Integrance Consensus) rozdélit do 5 genotyptt ERIC I-V. Tyto genotypy se lisi
morfologii kolonii, metabolismem a virulenci (Genersch et al., 2006; Beims et al., 2020).

Poprvé byly jednotlivé genotypy popsany E. Genersch v roce 2006. I pfes zjevné nedostatky a robustnost ERIC-
repPCR, je tato genotypizace pouzivana dodnes. Genotyp ERIC I se vyskytuje na evropském i americkém
kontinentu. Oproti ostatnim genotypim usmrcuje vceli larvu pomaleji, ¢as nutny pro usmrceni vSech
infikovanych larev (LTioo) je 12 dni. Genotyp ERIC II se vyskytuje ptedev$im v Evropé. U tohoto genotypu je LToo
7 dni, stejné jako u genotyptt ERIC III a IV. Oproti ptivodnim pfedpokladéim tak mohou byt usmrceny larvy jesté
pied zavickovanim. Tyto genotypy jsou izolovany raritné a vyskytuji se pfedevsim ve sbirkach mikroorganismi
(Genersch et al., 2006). Nedavno popsany genotyp ERIC V (2020) vykazuje podobné znaky jako genotypy ERIC
III a IV (Beims et al., 2020). Zminéné genotypy byly diive pravdépodobné popisovény jako samostatny druh P.
pulvifaciens zptisobujici rozpad vceliho plodu. Na zakladé skute¢nosti, Ze priskvary téchto genotypt neulpivaji

svvr

v zavi¢kovanych burikdch, lze usuzovat i na nizsi epizootologicky potencial téchto genotypt.

Kromé zminéného c¢asu LT, se jednotlivé ERIC genotypy lisi i faktory virulence. Kazdy z genotyplt ma
pravdépodobné jinou strategii praniku pies stievni epitel vceli larvy. Oba genotypy ERIC I a II produkuji
chitindzu PICBP49, ktera rozklada peritrofickou matrix stieva, esencialni pro invazi bakterie do organismu larvy.
Nésledné se ale strategie ERIC genotypti lisi. U genotypu ERIC I jsou pravdépodobné nejdtlezitéjsimi faktory
virulence toxiny (Plxi, Plx2, C3larvin). Tyto toxiny ptsobi na epitel stteva. 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 néj pronika. V celém procesu patogeneze se uplatriuji i dalsi faktory virulence, jako
jsou na piiklad protedzy nebo sekundarni metabolity (Poppinga & Genersch, 2015). P¥i masivnim mnoZeni
vegetativnich stadii P. larvae nejsou na larvach patrné zadné klinické ptiznaky, protoze bakterie se v tomto
obdobi chova jako komenzal a Zivi se cukry z potravy obsaZené ve sttevech (Djukic et al., 2014). Pfi invazi P.
larvae do dalsich tkani véely dochdzi k jejich degradaci a usmrcent larvy.

4. Hniloba véeliho plodu

Oproti moru véeliho plodu dochdzi v pripadé hniloby v¢eliho plodu k usmrceni larev ve stafi 4 az 5 dni. BEhem
infekce dochazi k pohybu larvy, ktera nasledné hyne v nepiirozené pozici. Jeji barva se méni na hnédou az hnédo
¢ernou. V nékterych piipadech muze dojit k thynu larvy az po zavickovani s obdobnymi symptomy jako
v pfipadé moru v¢eliho plodu (Forsgren, 2010).

Ve srovndni s P. larvae nebyly faktory virulence M. plutonius intenzivné studovany. Vzhledem k tomu, Ze
z infikovanych larev byly izolovany i jiné mikroby (napf. Achromobacter euridice, Enterococcus spp.,
Paenibacillus alvei), predpokladalo se, Ze polymikrobidlni infekce je zodpovédnd za rtznou virulenci. S rozvojem
molekuldrné-genetickych metod vS$ak doslo k prikazu nékterych specifickych faktort virulence M. plutonius.
Vyznamnou roli ve virulenci pravdépodobné hraje toxin - melissotoxin A, ktery byl nalezen u nékterych
genotyptt M. plutonius. Gen pro tento toxin je kodovan na plazmidu oznadovaném jako pMPig. Kromé
zminéného toxinu jsou na plazmidu kédovany i geny pro extraceluldrni vazebnou matrix. V pfipadé nékterych
klonalnich komplexi (genotypi) je tento plazmid pravdépodobné nestabilni. Tyto varianty se v8ak vyznacuji
sniZzenou virulenci, tj. sniZenou schopnosti vyvolat onemocnéni - pfi umélém odstranéni tohoto plazmidu
z bakteridlni buiiky doslo ke ztraté schopnosti usmrtit larvu (pouze 5 % exponovanych larev uhynulo). Zminény
melissotoxin A patfi do skupiny toxint nalézanych u nékterych klostridii. Je zodpovédny za tvorbu pori
v cytoplazmatické membrané (Pérez-Ordonez et al., 2021).

sV

Piestoze M. plutonius neni sporulujicim mikrobem a jeho pieziti v prostiedi je oproti P. larvae nizsi, i v tomto
piipadé dochazi ke kolapsu infikovaného vcelstva a rozsifeni na dalsi vcelstva v okoli obdobné, jako je tomu
v ptipadé moru véeliho plodu.
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5. Vlastni popis metodiky
5.1. Princip metodiky a vybér sekvenci

Specifické primery a sondy pro PCR v redlném case a ptislusné sondy byly navrzeny pomoci Primer-BLAST
(dostupné na http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Na zdkladé znalosti celého genomu P. larvae, genotyptt ERIC I a
ERIC II byla za cilovou sekvenci vybrana inser¢ni sekvence 1S256 (GenBank: WP_024095274.1). Ta, diky své
mnohondsobné pfitomnosti v genomu P. larvae (napt. DSM7030 obsahuje 84 kopii, DSM25430 obsahuje 229
kopii), umoziiuje zvysit sensitivitu metody. Specificita byla ovéfena pomoci databdze GenBank, ndstrojem
NucleotideBlast (rovnéZ dostupné na http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Po amplifikaci byly ziskané produkty
ovéreny Sangerovym sekvenovanim s naslednou analyzou nastrojem NucleotideBlast Analysis. Sensitivita reakce
byla stanovena fedénim kultury P. larvae genotypu ERIC I DSM 7030.

Pro detekci M. plutonius byly navrzeny primery a sonda pro amplifikaci specifické sekvence plazmidu pMP1 (¢.
NC_o15517). Pro ovéfeni virulence v ptipadé pozitivity byly navrZeny primery a sonda cilici na melissotoxin A z
rodiny ETX/MTX2 (GenBank: NZ_CMo03360.1) zodpovédny za tvorbu pord, ktery je povaZovan za hlavni faktor
virulence.

Interni kontrola PCR reakce byla zvolena tak, aby ovéfila i ptivod vzorku ze velstva, tj. detekovala néktery z gentt
typickych pro véelu medonosnou. Byl proto zvolen gen pro protein matefi kasicky, tzv. Major Royal Jelly Protein
1 (mrjp1). Interni kontrola zarover slouZi pro kontrolu procesu izolace DNA a nésledné amplifikace.

Pro pfipravu pozitivnich kontrol byly vSechny produkty PCR cilovych sekvenci klonovany do vektoru pTrcHis
TOPO™ TA Expression Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) dle doporuceni vyrobce.

5.2. Provedeni

DNA je extrahovdna z klinického materidlu (mrtvé véely, mél, pyl, glycidové zdsoby) a bakteridlnich kultur
pomoci kitu Nucleospin Tissue (vyrobce Macherey Nagel, Diiren, Némecko) podle instrukei vyrobce.

Multiplexni PCR amplifikace je provadéna za pouziti diagnostické soupravy TagMan Multiplex Master Mix
(vyrobce ThermoFisher Scientific) rovnéz dle doporuceni vyrobce (viz tabulky 1 a 2). Pro simplex PCR reakci
slouzici k ovéfeni virulence M. plutonius je reakce upravena tak, Ze misto sady primerd jsou ptidany primery
MP_ETX. Reakce je nasledné doplnéna 2 pl vody PCR kvality. Detekce virulence M. plutonius je provadéna
v pripadé, Ze byl vzorek pozitivni pti multiplex PCR. V tomto pfipadé neni nutné piidavat do vzorku interni
kontrolu.

K amplifikaci mtze byt pouzit kterykoliv termocykler pro PCR reakci v redlném ¢ase umoziujici zpracovani
vzorku ve zkumavkach/desti¢kdch s objemem 100-200 pl detekujici fluorescen¢ni signal v kanalech FAM, JOE,
a ROX. Verifikace termocykleru musi byt provedena za pouziti pozitivnich kontrol.
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Tabulka 1. Priprava PCR mixu pro soucasnou detekci P. larvae, M. plutonius a interni kontrolu. Vysledné koncentrace

primert a sond jsou uvedeny v tabulce 2.

Slozka Vyrobce

Mnozstvi

TagMan"™ Multiplex Master Mix ~ Applied Biosystems/ Thermo Fischer Scientific, kat. ¢. 4461882 10 pl

Smés P. larvae primeri:
P_larvae_IS256_F
P_larvae_IS256_R
P_larvae_IS256_P

1ul

Smés M. plutonius primert:
M_plutonius_pMP1_F
M_plutonius_pMP1_R
M_plutonius_pMP1_P

MRJPL_F
MRJP1_R
MRJP1_P

1ul

Izolovand DNA

12 ul

Podminky pro PCR reakci

Inicidlni denaturace: 95 °C, 20 s. Opakovani 40 cyklt nasledujiciho programu: 95 °C, 3's, 60 °C, 30 s, nasledna akvizice fluorescence v zeleném,

Zlutém a oranzovém kandlu (barviva FAM, JOE , ROX).

Tabulka 2. Sekvence primert a sond a jejich vysledna koncentrace v PCR reakci.

Cilovy Velikost Koncentrace
organismus / Nazev primeru Sekvence 5'— 3’ lil Cilovy gen v PCR reakci
sekvence amplikonu [uM]
Multiplex PCR
Paenibacillus . 1c,c6 F TCCACGTCCTTTTAGAGAGCTG b 1S256 0.250
larvae - —19250_ 417 bp 5 ,25
P_larvae_[S256_R GACGGGAAGTTCACGACAG 0,250
[FAM]-CGGAAAGAGGCTGTCTGCCAGG-
P_larvae_IS256_P (BHQ) 0,125
Melisococcus M_plutonius_pM .. cTATGAAGGGACGAAGAGA 413 bp pMP1 0,250
plutonius Pi_F
y—glummus—PM CGACATAAGCCATATCAAGCTGGG 0,250
1_
M_plutonius_pM  [JOE]-GGTCATTGCCAAGCTTTTATCTGC-
PLP [BHQ] 0125
Major royal .
CTCTTCTTCGGTTTGGTGGGCG
jelly protein 1 MRJP1_F 241 bp mrjp1 0,150
MRJP1_R CAAAGACAAGCGTTGCATCGTATC 0,150
[ROX]-GCTCTTGGCTGCTGGAACGA-
MRJP1_P [BHQ:] 0,125
Simplex PCR
MP_ETX F AGCAGATACCTATCAAGGGT 477bp  ETX/MTX2 0,250
MP_ETX R AAATTTTTACCGGTTGCAGT 0,250
FAM]-ACCAGGGGAATTAAATTTGGTGG-
MP_ETX_P {BHQ]I] 0,125
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Pii kazdé PCR reakci je nezbytné zafadit pozitivni kontroly. Tyto kontroly je vhodné smichat v poméru 1 ul DNA
specifického genu pro P. larvae + 1 pul DNA specifického genu pro M. plutonius + 1 ul DNA specifického genu pro
interni kontrolu + 9 pl vody PCR kvality. V pfipadé simplex PCR pro ovéfeni virulence M. plutonius lze ptidat 1
ul DNA M. plutonius + 9 pl vody PCR kvality. Pti kazdé reakci je vhodné zaradit negativni kontrolu, tj. zkumavku
PCR mixu s pfidanim 12 pl vody PCR kvality, ktera prosla s vyhodou celym procesem izolace DNA (vylouceni
kontaminace DNA jiZ béhem izolace).

5.3. Interpretace vysledku
Vysledky jsou interpretovany na zakladé typického charakteru amplifika¢ni kiivky (obrdzek ¢&. 1) a parametrit

piekroceni hrani¢ni hodnoty (trashhold - Cy).

Tabulka 3. Interpretacni kritéria.

Pozitivni nalez Pozitivni ndlez

Kandl Negativni vzorek Paenibacillus larvae Melissococcus plutonius Nevalidni vysledek
FAM Ci>35 C<35 C>35 C>35
JOE Ci>35 Ci>35 G <35 C>35
ROX Ci<35 C:<35neboCi>35 C;<35nebo C:>35 Ci>35

V pfipadé nevalidniho vysledku lze opakovat izolaci DNA a naslednou PCR. V ptipadé, Ze je vysledek stale
nevalidni, obsahuje vzorek inhibitory DNA, pfipadné nepochazi ze vcelstva.

Obrazek 1. Typicky prabéh amplifika¢ni kiivky u étyf genotypd P. larvae (ERIC I-1V).

i
\

()
'S

@
Well | Colour | Sample Name Cq Efficiency | Efficiency R* | Result
1| I |DSM7030ERICI 11,71 (0,83 0,99822
2| M |DSM25430ERICII 11,16 (0,88 0,99758
3] B |LMG16252ERIC I 1319 (0,78 0,99890
4| [ |DSM3615ERICIV 12,05 (0,88 0,99749
5| M |NK - - - Excluded

5.4. Ovéreni sensitivity metody a jeji validace

DNA P. larvae DSM7030 byla pouzita pro ovéteni sensitivity. DNA byla nafedéna do findlni koncentrace 60 ng/ul
s naslednym desitkovym fedénim do finalni koncentrace 60 fg/ul. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Metoda
vykazuje vynikajici sensitivitu pro oba patogeny.
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Tabulka 4. Ovéfeni sensitivity metody na vzorku fedéné DNA kmene P. larvae DSM7030 se zndmou koncentraci.

Koncentrace DNA Ct
60 ng/ul 11,27
6 ng/ul 15,33
600 pg/ul 19,08
60 pg/ul 22,57
6 pg/pl 26,12
600 fg/ul 29,80
60 fg/ul 32,88
Negativni kontrola Signdl nedetekovan

Metoda byla validovana na vzorcich P. larvae z tlového prostiedi (viz tabulku 5). Vysledky ukazuji na velmi
dobrou shodu s kultiva¢nim vySetfenim. V ptipadé falesné negativity vysledkd se jednalo o vzorek napadeny
plisni (vzorek Dg).

Tabulka 5. Srovnani kultiva¢ni techniky a PCR reakce.

Oznaceni vzorku Kultivace (CFU) q; C[frigz) (?Iii?niignﬁgg)
Mél
D1 negativni negativni 34,56
D2 1x10° 29.25 26,76
D3 1x10* 18.16 34,35
Dy negativni negativni 27,81
Ds 1x10° 24.96 28,17
D6 1x10° 31.47 27,66
Dy negativni negativni 24,38
D8 1X10° 13.19 38,01
Dg 1x10* negativni 28,25
Dio 1x10* 25,64 29,12
Dn 1x10° 28,55 26,65
D12 negativni negativni 28,72
D13 negativni negativni 24,66
D1y 1X10° 12,57 32,87
Dis 1x10° 20,02 29,05
D16 1x10° 25,11 25,41
D1y 1X10° 20,49 30,15
D18 1x10* 17,89 31,25
Dig 1x10° 26,98 29,83
D2o negativni negativni 26,52
D21 negativni negativni 25,90
D22 1X10” 28,65 26,65
D23 negativni negativni 24,35
D24 1x10° 29,26 27,06
D25 negativni negativni 32,25
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Délnice véely

B1 pozitivni 16,56 18,56
B2 pozitivni 24,31 12,38
B3 negativni negativni 12,66
Bg negativni negativni 14,34
Bs negativni negativni 14,78
Priskvar
S1 pozitivni 13,15 23,42
S2 pozitivni 12,28 36,08
S3 pozitivni 14,25 31,39

6. Srovnani novosti metodiky

vy

Metodika vychdzi z obecného rozsifeni PCR diagnostiky v humanni a veterindrni mediciné. Srozvojem a
dostupnosti ptistrojového vybaveni doslo k vyvoji metod PCR diagnostiky. Tyto metody byly nejprve aplikovany
pro taxonomickou identifikaci z bakteridlni kultury (Govan et al., 1999; Dobbelaere et al., 2001; Alippi et al., 2002,
2004; Ryba et al., 2009; De Graaf et al., 2006; Lauro et al., 2003; Han et al., 2008; Martinez et al., 2010; Beims et
al., 2020). Nésledné byla PCR validovéna i pro tlové vzorky, tj. véeli larvy, pfiSkvary, délnice a mél (Rossi et al.,
2018; Biova et al., 2021). Tyto metody jsou vSak zaloZeny vét$inou na detekci variabilnich tseki genu pro 16S

rRNA.

Tato certifikovana metodika vSak pro detekci P. larvae vyuziva inseréni sekvenci 1S256, kterd se v genomu
vyskytuje v mnoha kopiich. Pro detekci M. plutonius je vyuzita sekvence specifickd pro plazmid pMPi.
Konfirmace virulence je provedena ndslednou PCR detekujici gen pro melissotoxin A (toxin skupiny
ETX/MTX2). Z hlediska cilovych mist pro PCR se tak jedna o unikatni ptistup.

7. Uplatnéni metodiky

Metodika mtiZze byt vyuzita laboratofemi zaméfenymi na diagnostiku nemoci véel. Metodu PCR pro detekci P.
larvae a M. plutonius lze vyuZit pro konfirmaci onemocnéni v ptipadé klinickych pfiznakd pfimo z nemocnych
larev. Ddle je mozné a vhodné tento postup pouzit pro vyhledavani potencialnich zdroji onemocnéni v ramci
preventivniho vysetieni izemnich celkd, pfipadné vySetfeni vcelstev v ochrannych pasmech moru, resp. hniloby
v¢eliho plodu. V pripadé pozitivity je vSak nezbytné provést klinické vySetfeni vcelstev pro potvrzeni
onemocnéni.

8. Ekonomické zhodnoceni metodiky

Zlatym standardem pro prtikaz P. larvae a M. plutonius je kultiva¢ni vysetieni. Tato vySetieni jsou obvykle
provadéna cilené, dle klinickych piiznakdi onemocnéni. V ptipadé plosné surveillance je obvykle vySetfovan
pouze P. larvae. Pivodce hniloby vceliho plodu M. plutonius neni rutinné vyhleddvan v ramci programi
preventivni surveillance.

Kalkulace ndkladii kultivace P. larvae a M. plutonius:

- Zpracovani vzorku véetné dekontaminace a fedéni
- Kultiva¢ni média

- Kultivace

- Odecteni vysledkt

Priblizna cena vyS$etfeni na zakladé prizkumu trhu k 30. 1. 2022 ¢ini 500,- K¢. VySetteni P. larvae a M. plutonius
je nezbytné provadét na riznych kultivaénich médiich a pfi raznych kultivaénich podminkich
(aerobni/anaerobni/mikroaerofilni podminky). RovnéZz zpracovani vzorku vyZaduje odli$nou ptipravu (pro
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kultivaci M. plutonius nelze pouZit dekontaminaci vyuZivanou pro P. larvae). Cena vyS$etieni vzroste na cca
1 000,- K¢.

Kalkulace ndkladii pro PCR:

- Zpracovani vzorku zahrnujici izolaci DNA nékterou z komer¢nich souprav
- Pripravu PCR reakce
- Vlastni PCR reakce vc¢etné vyhodnoceni vysledku

Priblizna cena vysetteni na zakladé kalkulace se pohybuje do 600,- K¢. Analogicky lze srovnat na priklad s cenou
vySetfeni pomoci PCR v lékatské diagnostice, kdy na zakladé vyhlasky vydané Ministerstvem zdravotnictvi CR
se hodnota vy$etfeni pohybuje ve vys§i 1096 bodi (bod neni ekvivalentni s korunovou sazbou, je obvykle nizsi dle
aktudlni smlouvy mezi zdravotni pojistovnou a zdravotnickym zafizenim.

Lze proto konstatovat, Ze popsanda metoda PCR umoziiuje ziskat vysledky s vy$si sensitivitou pro oba patogeny
v cené analogické nebo dokonce niz$i, nez je vySetfeni kultiva¢ni. Nespornou vyhodou je i skute¢nost, Ze
vysledek mizZe byt ziskdn béhem nékolika hodin od pfijeti vzorku do laboratofe. Tim Ize zrychlit nasledny proces
mimofadnych veterinarnich opatfeni, eliminovat $ifeni onemocnéni na dal$i vcelstva a zabranit dals$im
ekonomickym skodam.
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11. Dedikace

Tato certifikovana metodika je vysledkem projetu Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum (NAZV)
¢. QKi1710228. Vysledek byl spolufinancovén z projektu Ndrodni institut virologie a bakteriologie (Program
EXCELES, ID: LX22NPOs5103) - financovaného Evropskou unii - Next Generation EU.

Oligonukleotidy pro detekci P. larvae a M. plutonius jsou pfedmétem ochrany dusevniho vlastnictvi - uzitny vzor
PUV 2021-38441 / 34905.
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