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Anotace

Prace byla zaméfena na zavazné onemocnéni véel — mor vceliho plodu, jehoz
puvodcem je grampozitivni bakterie Paenibacillus larvae. V avodu je shrnuta
problematika dopadu choroby na vcelstva. Dale je charakterizovan postup Stétni
veterinarni spravy CR ke zdolavani nebezpeéné nakazy (vymezeni ochranného pasma,
opatfeni v ochranném pdasmu, zdolani nédkazy). Studie popisuje dosud pouZzivanou
mikrobiologickou metodu k monitorovani pifedklinického stadia rozsifeni moru vceliho
plodu a hodnoti vyznam metody pro boj proti této nebezpecné chorobé vcel.

Hlavnim cilem prace bylo ovéfeni nové metody pro relativné jednoduché
monitorovani stavu mozného infekéniho tlaku moru vceliho plodu v jednotlivych
véelstvech. Metoda bude pro vcelafe uZivatelsky dostupna. Metoda detekuje piitomnost
patogenu jiz v predklinickém stadiu choroby, kdy jesté nelze na vcelstvu sledovat zadné
pfiznaky. Soucasti ptislusenstvi nové testovaci metody je kultivacni karta RIDA®COUNT
— Paenibacillus larvae ve které bude pouzito nové zivné médium s vétsi zachytnosti
patogenu v porovnani s dosud pouZzivanymi kultivaénimi médii.

Také byla porovnana ucinnost vytéznosti spor P. larvae z véeli méli metodou
pouzivanou Statni veterinarni spravou CR a tzv. Tweenovou metodu popsanou Bzdilem
(2007). Tweenova metoda byla ucinngjsi a hygieni¢téjsi a proto byly jeji principy pouzity
V nové¢ navrzené metod¢ kultivace spor P. larvae na testovacich kartich RIDA®COUNT —
Paenibacillus larvae.

KrozlisSeni P. larvae a piipadné doprovodné mikroflory, narostlé a izolované na
kultivacnich médiich, byla pouzita jak moderni identifika¢ni technika hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gcasti matrice s priletovym analyzatorem
na principu MALDI — TOF MS, tak klasické metody, jako je Gramovo barveni, svételna

mikroskopie a peroxidovy test.

Klicova slova: bakterie Paenibacillus larvae; MALDI — TOF MS; monitorovani;
mor veeliho plodu; testova karta RIDA® COUNT; vcela; zivné médium



Annotation

The work is focused on a serious illness of honeybee called American foulbrood
which is caused by a gram-positive bacterium, Paenibacillus larvae. In the introduction,
the problems connected with this disease are summed up. The description of a method used
by Nation veterinary administration of CR to fight against the American foulbrood
(specification of safety zone, measures in the safety zone, etc.) is included in the next part.
The study describes the microbiological method used nowadays for monitoring of the
expansion of P. larvae, and evaluates the sense of this method.

The main aim of this work is to verify a new method designed for quite easy
monitoring of infection pressure of American foulbrood in each bee colony. This method
would be quite common and user friendly. The method identifies the pathogen in the pre-
clinical stadium of the illness when a beekeeper is not yet able to see any symptoms. The
part of a set for this new monitoring method is the RIDA®COUNT — Paenibacillus larvae
test sheet. In this test sheet a new growth medium will be used, it is better than currently
used mediums in growing and catching the P. larvae.

Moreover, there is a comparison between two methods as to how generate spores of
the P. larvae from bee trash. The first method uses toluene. This ,, Toluene method* is
currently used by Nation veterinary administration of CR. The second one uses the Tween
80 instead of toluene. The ,, Tween method* was described by MVDr. Jaroslav Bzdil in
2007. It was more effective and more hygienic than the Toluene method. Therefore, the
techniques of Tween method were used in the new method which catches spores of P.
larvae on RIDA®COUNT — Paenibacillus larvae test sheets.

For identification of P. larvae and potential micro flora grown and isolated on the agar
mediums the modern technigue MALDI - TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight mass spectrometry) as well as classic techniques

using microscope, Gram staining and peroxid test were used.

Keywords: American foulbrood; bacterium Paenibacillus larvae; growth medium;
honeybee; MALDI — TOF MS; monitoring; RIDA® COUNT test sheet
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1 UVOD

Mor v¢eliho plodu je v dneSni dobé velmi diskutovanym tématem a zaroveinl velkym
vCelstev zndmé dnes jiz po celém svété. Jeho ptivodcem je mikroskopicka sporulujici
grampozitivni bakterie zvana Paenibacillus larvae, ktera se mnozi pouze v travicim traktu
véeli larvy. Mimo télo larvy pieckava v podob¢ spor (Obrazek 1). Spory této bakterie jsou
vSak diky deviti ochrannym vrstvam neskute¢n¢ odolné a boj s nimi je témét beznadéjny.
Choroba plodu vcely medonosné — mor vceliho plodu — je definovana jako pfitomnost
ptivodce onemocnéni (P. larvae) a zaroven piitomnost klinickych pfiznaka [1], [3], [19].

Bakterie se do ulu zdravého vcelstva bézn¢ dostane tak, ze véely najdou ve svém
okoli prazdny ul se zbytky zdsob vcelstva, které vyhynulo v disledku propuknuti moru
véeliho plodu. V¢ely z okolnich ulti zbytky zasob, ve kterych jsou spory Paenibacillus
larvae vyberou a pfinesou si je tak do svého doposud zdravého Glu. Témito zasobami jsou
poté krmeny vceli larvy. Nakazené larvy uhynou, rozpadnou se na kaSovitou zapachajici
hmotu, ktera v buitkach plastve zaschne a vznikne takzvany ptiskvar. Délnice rozpoznaji
Spatnou bunku, odstrani a vycisti ji. Délnice tak samy sice neonemocni morem véeliho
plodu, ale roznesou spory po celém ulu. Tim propukne ndkaza v dal§im lu. Vcelstvu se
prestanou lihnout mladusky, zeslabne a uhyne. Zasoby tohoto véelstva vyberou vcelstva
z okoli a tak se nakaza stale §ifi dal [3], [23].

Existuje vSak mnoho krokl a postupt, které se véelatim doporucuji jako vhodna
prevence proti Sifeni ¢i propuknuti moru véeliho plodu. Imunitni systém vcely je schopen
bojovat s malym mnozstvim bakterii, ale pokud je mnozstvi spor vyssi, nez je organizmus
véely schopen snést, propuké ndkaza a bakterie se za¢nou masové mnozit. Proto je vhodné
podporovat imunitni systém vcel a udrzovat vcelstva silnd a vSeobecné zdrava, jelikoz
1 ostatni nemoci podnécuji propuknuti moru (varrodza, nosemoéza, ruznd houbova
onemocnéni a dalsi) [24].

Silné vcelstva udrzuji naptiklad mladé a silné matky (v¢elat vSak musi mit piehled
ohledné stafi matky a musi ji umét vymeénit). Déle Ize silné vcelstvo udrzet zajiSténim
kvalitni pfirozené potravy, jelikoz pyl je pro véely zdrojem bilkovin a nelze ho nahradit.
Pyl tak pifimo podporuje imunitu v¢el. Dilezité je také situovat ul do mist, kde je velké
mnozstvi druhd rostlin. Tim je zamezeno tzv. monodieté a je tak podporovan imunitni

systém vcely. Vhodné je také na zimu, kdy se v¢ely dokrmuji (po vytoceni medu) cukrem,



nechat vcéelam alespon trochu vlastniho medu, jelikoz obsahuje latky, které samotny cukr,
jako nahrazka medu, postrada. Vcelstva by se také méla vyvarovat plisobeni stresovych
faktorti, jako je naptiklad koCovani, ztrata matky ¢i situovani vétSiho poctu ulii na malém
prostoru. Jednim z dilezitych faktord je také vSeobecné dodrzovani hygieny vcelafe —
nepouziva infikované nastroje, atd. [6], [24].

Mor vceliho plodu se vSak dnes neda nijak aktivné 1é€it. Byt existuji antibiotika,
ktera vegetativni formu Paenibacillus larvae ni¢i, jejich pouziti je z hygienickych duvoda
zakazano a navic na spory nemaji zadny vliv. Moru se lze tedy zbavit pouze radikalni

metodou — spalenim nakazenych véelstev, Gli a kontaminovaného materialu [3], [15].

Obrazek 1 — Rez sporou Paenibacillus larvae (elektronovy mikroskop, foto J. Ludvik); Titéra, 2009

1.1 Postup Statni veterinarni spravy CR V otazce moru véeliho plodu

Jedinou moznosti, jak 1ze dnes jednoznacné vyloucit, nebo prokazat ptitomnost spor
bakterie Paenibacillus larvae ve vcelstvu, je vySetieni voskové méli, které provadi
specializované laboratofe povétené a opravnéné k provadéni téchto rozbort Statni
veterinarni spravou CR. Jeho nevyhodou je naroénost na vybaveni laboratofe a naro¢nost
samotné laboratorni prace se vzorky biologického materidlu, ze které¢ho je infekéni tlak
moru véeliho plodu stanovovan. Nevyhodou je také vysoka cena prevysujici pét set korun
za jeden rozbor (z diivodu naroc¢nosti prace a vybaveni laboratofi). Prestoze véelar naklady
vynaloZzené za tato laboratorni vySetieni nehradi, mé¢la by nds cena zajimat. Dalsi
nevyhodou je fakt, ze touto metodou lze urcit pouze stav ve vSech vcelstvech daného
véelafe dohromady (max. vSak 10 vcelstev dohromady). Nelze proto urcit stav moru
véeliho plodu pro kazdé vcelstvo zvlast’ (resp. lze, ale cena by byla jest¢ mnohondsobné

vyssi) [4], [18].
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Vcelaf by si mél ve svém zdjmu samostatné kontrolovat, jaky je stav ndkazy moru
vceliho plodu v jeho vcelstvu. Tuto kontrolu vcelaf nejsndze provede tak, ze si necha
vySetiit vzorky voskové méli z jeho ull (vySetieni se d4 provést 1 ze vzorkli medu, vosku ¢i
pylu, ale pouziti vzorkii méli se ukdzalo jako nejvhodnéjsi). Mél je tvotfena hlavné
voskovymi ¢asteckami pochdzejicimi z vicek plodovych i zdsobnich bunck [6]. Velati
v Ceské republice jsou i ze zdkona povinni jednou roéné voskovou mél odebirat a zasilat ji
na vySetieni do specializovanych laboratofi. Pokud je laboratoii prokdzana piitomnost
pavodce moru véeliho plodu, je tento vysledek oznamen Krajské veterinarni spravé CR
(dale jen KVS CR). Ta dale postupuje dle zdkona &. 166/1999 S., o veterinarni pééi (dale
jen ,,veterinarni zakon) a vyda predb&zna opatfeni. Poté se pracovnici KVS CR vydaji do
terénu a uly podezielé z propuknuti moru véeliho plodu prohlédnou a odeberou vzorky
k dalsim rozborim (plodové plasty s pfiSkvary, mé¢l,...). Tim je provedeno klinické
vySetieni na stanovisti v souladu s § 13 a § 49 odst. 1 pism. ¢) a d) veterinarniho zakona.
Vcelstvo, u kterého mor vceliho plodu jiz propukl, je ndpadné svym zapachem po
zatuchlin€, ¢i klihu. Dale je nafizen zdkaz pfemistovani vcelstev a ull, prodej vcelich
produkti a objekt je uzavien a opatifen vystraznou tabulkou. Velar je také poucen
o nakaze, kterd v jeho vcelstvech propukla, o boji proti ni a o nasledujicich krocich
k zamezeni §ifeni této ndkazy. Na stanovisti je inspektorem KVS CR se véelafem sepsan
protokol, ktery obsahuje zdkladni informace o nakazenych vcelstvech (¢islo, mnozstvi,...)
a jejich majiteli (jméno, datum narozeni, podpis,...). KVS CR pak po laboratornim
potvrzeni klinického stadia choroby vyda mimofadné opatieni v souladu s § 15 odst. 1 a §
54 odst. 1 pism. a), odst. 2 pism. a) a odst. 3 a § 76 odst. 3 veterinarniho zakona a vymezi
ochranné pasmo o velikosti Skm. Véelafi v pasmu jsou KVS CR 0 nastalém stavu
informovani. Mimo jiné jim je zakazano premistovani vcelstev (ven 1 do pasma)
a doporucena vétsi pozornost ohledné moru vceliho plodu [18].

Pokud je u vcelstva po prohlidce a laboratornim vySetfeni prokdzano klinické
propuknuti nemoci U 15 a vice procent vCelstev na stanovisti, je bezpodmine¢né nutna
likvidace vSech v¢elstev na stanovisti a utraceni véel. VEelstvo, tly, med a dalsi produkty,
plastve a veskeré ostatni spalitelné pomucky a nastroje, které byly pouzivany k manipulaci
se vCelami a jejich produkty jsou pak spaleny (Obrazek 2), aby se zamezilo Sifeni moru
mezi zdrava vcelstva. Predméty, které lze ucinné dezinfikovat (kovové predméty) lze
vCelaii ponechat. Budovy, koCovné vozy a konstrukce vcelinii dezinfikovat nelze a musi

byt také spaleny. Vcelstva jsou den predem utracena véelafem za pouziti benzinu. Utraceni
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probiha v brzkych rannich, nebo naopak pozdnich vecernich hodindch, kdy jsou vcely
Vv ulu a nelétaji. Paleni a dezinfekce ptdy pod a pted véelinem je nasledujici den provedena
za piitomnosti likvidaéni komise, ktera je pfedem uréena KVS CR. Ta poiidi zaznam,
ktery vcelafi slouzi jako potvrzeni, ¢i diikaz o likvidaci vcelstev a materidlu. Chovatel si
pak miiZze na zaklad¢ tohoto zaznamu zazadat o dotaci na zalozeni nové véelnice [4], [18].

V souvislosti s bojem proti této zavazné nemoci je také na misté zminit
a nezatracovat myslenku Pfidala (2008) [20]. Autor zde piipomina negativa utraceni
a paleni vcelstev. Podotyka, Ze pokud se budou likvidovat vSechna stanovisté s pozitivnim
nalezem spor ptivodce moru vceliho plodu v méli, byt v jednom vcelstvu, anebo v nizké
koncentraci, a to bez ohledu na pfitomnost klinickych ptiznakl, vystavujeme se riziku
likvidace podstatné ¢asti populace véelstev v Ceské republice. Mikrobialni vysetfeni méli
totiz nelze povazovat za diagnostiku v pravém slova smyslu, ale pouze jen za monitoring
infek¢niho tlaku z okoli, kterd je vhodna pro dohledavani ohnisek zdroje infekce a jako
varovani pro dané¢ho chovatele. Hlavnim problémem je fakt, Ze po prokdzani klinickych
pfiznakl u vice nez 15 % vcelstev jsou utracena a spalena vSechna vcelstva na daném
stanovisti. Tim se vSak likviduji 1 vCelstva, ktera jsou schopna diky svému genetickému
vybaveni infekénimu tlaku odolat. Z populace vcel pii tomto zpusobu likvidace tak
odstranujeme i geny odolnosti proti moru. Z ekologického hlediska je takovyto boj proti
moru vceliho plodu absolutné nepfijatelny.

Vse poukazuje na to, Ze by k ekologi¢téjSimu boji proti moru vceliho plodu
napomohla metoda, ktera by odhalovala pfitomnost spor pivodce choroby v ulech jiz
VvV prvopocatku nakazy. Pokud by se vtento moment (kdy je odhalena pfitomnost
nebezpecnych spor a nadkaza je tak v€as podchycena) zacalo se velstvy vhodné pracovat,
dalo by se zabranit utraceni véelstev s genetickou vybavou, diky které je dané véelstvo
vici pivodci moru vceltho plodu odolné. Chovatelsky cenné geny by tak pélenim
s nakazenymi v¢elstvy nemizely, naopak by bylo podpoteno jejich Siteni.

Projekt ,, Vytvoreni nového zpiisobu a zarizeni pro monitoring infekcniho tlaku moru
véeliho plodu®, jehoz jsem spolufeSitelem, ma za cil vyvinuti nového zplisobu pro
monitorovani infekéniho tlaku moru vceliho plodu, diky kterému by byl sam chovatel
schopen odhalit pfitomnost spor pivodce moru vceliho plodu dfive, nez se zacne v ulu
nebezpecné mnozit. Tento zplsob mé byt jednoduchy, levny a uZzivatelsky dostupny pro

jednotlivé vcelafe. 1 ztoho divodu bude soucésti prisluSenstvi nové metody pro
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monitoring testovaci karta RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae s zivnym médiem

a chromogenem vhodnym pro detekci pivodce moru véeliho plodu [2].
4 -

b ¥ "
3 ‘.

Obrizek 2 — Péleni morem napadeych véelstev; foto www.veelarikonicko.webnode.cz
1.2 Cile prace

Prace si vzala za cil napomoci boji proti moru vceliho plodu navrzenim nové
metody pro jednoduché monitorovani stavu infekéniho tlaku moru véeliho plodu
V jednotlivych vcelstvech s vyuzitim kultivace piivodce této choroby na testovacich
kartaich RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae. Toto zafizeni ma odhalit pfitomnost
puvodce moru véeliho plodu jiz v pocatcich choroby.

Jednim z hlavnich cilii prace bylo zdokonaleni testovaci karty RIDA® COUNT —
Paenibacillus larvae prozkoumanim nékolika novych typi zivnych medii navrzenych ke
kultivaci P. larvae a porovnanim jejich vlastnosti (pfedevsim jejich specifitu a zachytnost
bakterie P. larvae) s vlastnostmi media MYPGPn agar (meet extract, yeast extract,
dipotassium phosphate, glucose, sodium pyruvate, nalidixic acid) [14], které¢ se dosud
kartach RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae [3], [10]. Cilem porovnavani vlastnosti
novych typi zivnych medii tak bylo nahradit zivné medium MYPGPn agar vhodnéjsim
mediem, nebo naopak potvrdit ucinnost tohoto media s ohledem na zachytnost bakterie
P. larvae a specifitu daného media ur¢eného pro vyrobu testovacich karet RIDA® COUNT
— Paenibacillus larvae.

Dal8im cilem prace bylo porovnat laboratorni postup pii ur€ovani infek¢éniho tlaku
moru vceliho plodu klasickou metodou vyuzivajici toluen, podle které postupuji
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specializované laboratofe Statni veterinarni spravy CR, s novym laboratornim postupem,
ktery popsal v letech 2007 — 2010 MVDr. Jaroslav Bzdil, PhD. (Oddéleni specialni
mikrobiologie, Statni veterinarni sprava Olomouc). Tato metoda vyuziva latku Tween 80
namisto toluenu. Cilem porovnani obou metod bylo pouzit vhodnéjsi z nich jako soucast
metody zatizeni pro jednoduché monitorovani stavu infek¢éniho tlaku moru véeliho plodu.
Zajimala m¢ také piipadnd pfitomnost spor patogenu v pidé pod cEesnem

nakazenych vcelich lt.
1.3 Hypotézy prace

Byl formulovan piedpoklad na zakladé literarnich udaji [5] a [11], Ze po
prozkoumani a porovnani novych typii zivanych medii bude jedno z nich vybrano na
zakladé specifity a miry zachytnosti bakterie Paenibacillus larvae a bude namisto zivného
media MYPGPn agar doporu¢eno k pouziti pti vyrob¢ testovacich karet RIDA® COUNT —
Paenibacillus larvae. Zaroven byl stanoven piedpoklad, Zze na vSech typech pouzitych
zivnych medii bude identifikaénimi metodami prokazan zachyt spor bakterie P. larvae.

Také byl formulovan piedpoklad, ze pouziti latky Tween 80 bude pfi laboratornim
stanovovani infekcniho tlaku moru vceliho vyhodnéjsi, nez pouziti toluenu a proto bude
pouziti Tweenu 80 doporuceno jako soucast metody zafizeni pro snadné a rychlé
stanovovani infek¢éniho tlaku moru véeliho plodu samotnymi vcelafi.

Byla testovana hypotéza o piezivani spor P. larvae v pudé¢ v blizkosti nakazeného

veelstva.
1.4 Uvod do metodiky

1.4.1 Zivné medium

Zivné medium je pevna, rosolovita hmota, ktera diky svému sloZeni a obsahu Zivin
vytvaii idedlni podminky ke kultivaci riznych bakterii, hub a jinych mikroorganismu.
Kazdy mikroorganismu vyzaduje pro kultivaci riizné specifické prostiedi a ziviny, proto
dnes existuje nespocet riznych variant Zivnych medii, ktera se rizné upravuji a vylepSuji
v zavislosti na potiebach kultivace mikroorganismil z prostfedi.

Zivna media lze upravovat piidavanim riiznych slozek a pfimési. Zpravidla je Zivné
medium pfipraveno v kapalném skupenstvi, dale je vysokymi teplotami sterilizovano

a nasledné rozlévano na Petriho misky, na kterych diky pfitomnosti agaru zrosolovati do
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pevného skupenstvi. Agar je prirodni polysacharid. Jeho gelujicich vlastnosti se vyuziva
V potravinafstvi, kde slouzi jako predevsim jako zahusStovadlo. V 19. stoleti ho zacal
vyuzivat slavny némecky mikrobiolog Robert Koch. Dnes je agar zakladni slozkou vétSiny
existujicich zivnych medii.

V mikrobiologické praxi se vSak velmi Casto vyuziva tzv. selektivni medium.
Selektivni Zivna media, kterymi se tato prace zabyva, maji zpravidla velmi specifické
slozeni. Jejich podstatou je totiz kultivace a izolace pouze sledovaného druhu mikroba
a eliminace ostatnich nezadoucich mikroorganismu. Slozkou selektivnich medii je ¢asto
nékteré antibiotikum, nebo i jejich smés.

Pfi porovnéavani zivnych medii Ize sledovat mnoho znaki a vlastnosti, které zivna
media vykazuji. Pii pokusech se zivnymi medii byla v této praci sledovana a porovnavéana
piedevsim zachytnost piivodce moru véeliho plodu — Paenibacillus larvae, dale sloZeni
a specifita (jaké druhy bakterii 1ze na daném typu zivného media kultivovat) a samoziejmé
cena takového media.

Ve spolupraci s firmou LabMediaServis s. r. 0. (Jaroméf) byla porovnana Zivna
selektivni media, kterd byla nové navrzena pro vyrobu testovacich karet RIDA®COUNT —
Paenibacillus larvae. Media byla pracovné nazvana jako XY agar, CSA agar a PLA agar.
U téchto tii zivnych medii byla experimentalné stanovena zachytnost bakterie P. larvae
a porovnana se zachytnosti media MYPGPn agar. Zachytnost téchto medii byla porovnana
se zachytnosti medii odvozenych od MYPGPn agar: MYPGPnp agar a MYPGP agar.
Zachytnost vSech vySe zminénych zivnych medii byla nakonec porovndna se
dvéma zivnymi medii typu MYPGPn agar s proslymi daty expirace (6 — 10 mésict).
Srovnavaci pokusy popsané v praci tak prozkoumaly i vliv data spotfeby media na kvalitu
a vlastnosti zivného media. Vyroba a slozeni pouzitych zivnych medii je déale popsana
v kapitole 2.1.

V minulosti byla jiz obdobné testovana nové navrzena zivna media typu FYPGP
agar (obsahujici rybi extrakt namisto hovéziho extraktu) a Muller-Hinton agar (obsahujici
slozku Mueller-Hinton broth namisto hovéziho extraktu, kaseinového hydrolyzatu
a rozpustného Skrobu). Pfestoze byl na obou téchto typech zivnych medii prokazan narist
kolonii bakterie P. larvae, media nevykazovala lepsi specifitu ani vyssi zachytnost bakterie

Vv porovnani s mediem MYPGPn agar [3].
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1.4.2 Testovaci karta RIDA® COUNT

Testovaci karta RIDA® COUNT (R-BIOPHARM, Némecko; Obrazek 3) je produkt
vyrabény od roku 2003 s cilem rychlé detekce pritomnosti nezadoucich mikroorganismt
z hygienického hlediska (napt. Salmonella enterica, ptvodce salmonelézy) na
pracovistich, kde je potfeba dbat na dostate¢nou Cistotu a sterilitu prostiedi (napf. jidelny,
potravinaiské provozy).

Testovaci karta je vyrobena z mé€kkého plastu o rozmérech asi 8 X 8 cm a opatiena
¢tvercovou textilni podlozkou o rozmérech asi 4,5 X 4,5 cm tvorici detekéni vrstvu. Karta
je prekryta kryci vrstvou z prihledného plastu, coz umoziuje odecteni vykultivovanych
kolonii na testovaci karté ptes kryci vrstvu. Detekéni vrstva je napusténa konkrétnim
zivnym mediem pro kultivaci cilové bakterie a chromogenem TTC (23,5 -
trifenyltetrazolium chlorid), ktery vykultivované kolonie bakterii barevné zviditelni.

Testovaci karta musi byt pfed pouzitim aktivovana 1 ml fyziologického roztoku.
Poté je karta otisknuta na sledovaném povrchu, nebo je vystavena spadu atd. Také muze
byt testovaci karta naockovana 1 ml inokula. Po inokulaci je testovaci karta kultivovana
Vv prislusnych podminkach po urcitou dobu. Po kultivaci jsou odecitany vysledky [10].

Dtivod, pro¢ je nutné sledovat slozeni zivného media ur¢eného pro vyrobu testovaci
karty RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae, je ten, ze karty RIDA® COUNT jsou
vyrabény v Japonsku, kde je kvili obavdm znemoci Silenych krav (BSE) ze zédkona
zakazano pouzivat hovézi extrakt (masokostni moucku) k jakymkoliv ucelim. Tato
surovina je vSak soucasti Zivného media MYPGPn agar, které se dnes pouZziva pro klasické
mikrobiologické vysetfeni méli na ptitomnost spor P. larvae v ule. Piestoze se tyto karty
jiz mohly diky specialnim povolenim v Japonsku vyrobit pravé s mediem MYPGPn agar,
bylo by vhodnéjsi toto medium nahradit mediem, které by obsahovalo misto hovéziho
extraktu jinou (vhodnéjsi) surovinu, kterou lze v Japonsku k vyrobé karet legalné pouzit

(napf. zloutek, berani krev a jiné).
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Obrazek 3 — Testovaci karta RIDA@COUNT; foto D. Stipl
1.4.3 Odbér vzorki voskové méli

Odebrani voskové méli z ulli a odeslani téchto vzorkll k vySetfeni je jednou rocné
povinnosti kazdého véelaie v Ceské republice. Primarné je sledovana pfitomnost roztoée
Varroa destructor (pivodce varroazy) a bakterie Paenibacillus larvae. Vysettenim méli ve
specializované laboratofi 1ze pak mimo jiné stanovit i infek¢ni tlak moru vceliho plodu.
K vysetfeni na pfitomnost P. larvae je potieba minimalné 1 gram méli.

MEéI je odebirana zpravidla v zimé¢, kdy vcely necisti dno ulu a odbér méli je tak
snaz§i. Miize ale byt odebirana kdykoliv v pritbé¢hu roku. Voskovd mél odebrand v zimnim
ro¢nim obdobi je vSak vlhka a snadno podléha plisnim. Proto se doporucuje mél skladovat
a odesilat do laboratofi v papirovych tubusech uzaviratelnych tésnymi zatkami, které saji
vlhkost a snizuji tak riziko zplesnivéni méli a smichdni méli s jinymi vzorky [1].
Z mé vlastni zkuSenosti také vim, ze je zimni a jarni mél CistéjSi, a je proto snadze
zpracovatelna.

V 1été, kdy veéely dno tlu pribézné Cisti, se k odbéru méli pouzivaji specialni sitové
podlozky vyrabéné pravé pro tento ucel Vyzkumnym ustavem vcelatskym v Dole u Prahy.
PodloZka je vystavena spadu méli v podmetu na dné ulu tak dlouho, dokud v ni neni
zachyceno pozadované mnozstvi méli (mize trvat i né€kolik dni az tydnt). Bezprostfedné
po odbéru pak vcelat tuto podlozku vlozi do papirové obalky, fadn¢ ji oznaci, aby nedoslo
k zaméné& vzorkd, a odesle ji na rozbor. Cim déle totiz proces odbéru a odeslani méli trva,
tim vice roste riziko zplesnivéni méli, ¢i znehodnoceni obsahu obalky housenkami zavijece
voskového — Galleria mellonella, atd. [6], [12].
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Obalky jsou nasledné v laboratofi rozbaleny, z podlozky je odejmuta plastova sitka
a po odstranéni necistot (napf. mrtva téla vcel, larvy zavijeCe voskového, drobné
veétvicky,...) je mél odebirana do zkumavek k dal$imu zpracovani (Obrazek 4).

Vzorky méli jsem pro svou praci odebiral ve spolupraci s Mgr. Stépanem Rybou,
PhD. Vzorky méli v papirovych obalkach jsem premistil do plastovych uzaviratelnych
zkumavek (tzv. Falcon tube) v 1ét¢ roku 2013. Celkem bylo sesbirano 155 vzorkt méli
z devatenacti véelafskych stanovist v Jihoteském kraji. Cast vzorkdl byla odebrana
v oblastech, kde byl jiz v té dobé (jaro 2013) Statni veterinarni spravou CR stanoven mor
a bylo vyty¢eno morové pasmo. Dalsi ¢ast vzorkt byla odebrana z tzv. kontrolovanych

stanovist, kde nebyl stanoven mor, ani nebylo vyty€eno morové pasmo.

Obrazek 4 — Zpracovani odebrané voskové méli ze stanovist’; foto V. Kristufek

1.4.4 Metody pripravy inokula za pouZiti Tweenu 80 a toluenu

Zasadni rozdil mezi ,,toluenovou metodou®, kterou pouziva pro piipravu inokula
z méli Statni veterinarni sprava CR a ,,tweenovou metodou popsanou Bzdilem (2007)
v diserta¢ni praci ,,Nové metody v diagnostice moru vceltho plodu®, je v pouziti latky

Kk rozpusténi vosku a naslednému uvolnéni spor ptivodce moru véeliho plodu.
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Toluenova metoda pouziva k rozpusténi vosku a ptipravé inokula toluen. Toluen je
¢iré, organické, tékavé rozpoustédlo, které je agresivitou svych par zdravi Skodlivé.
Metoda MVDr. Jaroslava Bzdila, kterou lze z voskové méli pfipravit inokulum pro
ockovani zivného media na Petriho miskéach, vyuziva rozpoustécich vlastnosti latky Tween
80. Tween 80 je chemicky polyoxyethylensorbitanmonooleat. V praxi se pouziva jako
aditivum s charakterem emulgatoru, disperzniho ¢inidla ¢i stabilizatoru. Tween 80 byva
také oznacovan zkratkou E433 [8].

V praci byla porovnana ucinnost obou metod, aby byla vhodnéjsi z nich pouzita
jako soucast nové vyvijeného zafizeni pro monitorovani stavu infekéniho tlaku moru
véeliho plodu v jednotlivych véelstvech. Pritom byla sledovana naro¢nost a slozitost obou
metod jak z praktického, tak z ¢asového a hygienického hlediska.

Inokula ziskana toluenovou a tweenovou metodou byla také pouzita pro testovani
zivnych medii navrzenych pro kultivaci bakterie Paenibacillus larvae a pro vyrobu
testovaci karty RIDA® COUNT — Paenibacillus larvae.

1.45 lzolace a identifikace bakterii

Pro verifikaci vysledkd bylo potieba bakterie vykultivované na Petriho miskach
s zivnymi medii identifikovat a ovéfit jejich rod, poptipadé druh. Identifikace byla
provedena metodou hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za cCasti
matrice s pruletovym analyzatorem na principu MALDI — TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight mass spektrometry; dale jen MALDI — TOF MS),
barvenim preparatu dle Grama a naslednym mikroskopovanim a céstecné také
peroxidovym testem na piitomnost katalazy.

K tspésné identifikaci metodou MALDI — TOF MS a metodou barveni preparatu
dle Grama je potieba pracovat s bakterialnimi koloniemi pouze jednoho jediného rodu. Na
ptivodni Petriho misce se vSak mohou jednotlivé bakteridlni kolonie rGzného rodu
prekryvat a znemoziovat tak moznost identifikace témito metodami. Z toho divodu bylo
nutné kolonie, které byly urceny k identifikaci, izolovat na samostatnou nepouzitou Petriho
misku se stejnym typem zivného media.

Kolonie tvofené bakterii Paenibacillus larvae lze v prvni fadé od ostatnich rozeznat
svym charakteristickym vzhledem, tvarem, velikosti a zapachem. Z vlastni praxe to jSou

mlécné prasvitné, kruhovité kolonie (starsi kolonie maji uprostied Zlutou tecku), které méti
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V pruméru asi 0,5 — 3 mm a svym zapachem piipominaji Cerstvé nakypienou vihkou pidu
(Obrazek 4).

Principem peroxidového testu je odebrani bakterialni kolonie z Petriho misky
sterilni klickou na podlozni skli¢ko, zakapani preparatu peroxidem vodiku a sledovani, zda
se uvolnuji bublinky kysliku, nebo ne. Pokud preparat s peroxidem vodiku reaguje a Sumi,
znamena to, ze bakterie tvofici danou bakteridlni kolonii maji enzym katalazu, ktery Stépi
peroxid vodiku na vodu a kyslik. Sledovana bakterie P. larvae enzym katalazu postrada
a peroxidovy test je tak u ni negativni (neSumi). Pozitivni kataldzovy test vylucCuje, Ze je
dana kolonie tvofena bakteriemi rodu Paenibacillus [9]. Test na pfitomnost katalazy byl
proto pouzit pted izolaci samostatnych bakteridlnich kolonii uréenych k identifikaci
metodou MALDI — TOF MS a Gramovo barvenim s naslednym mikroskopovanim.
Kolonie s negativnim peroxidovym testem byly izolovany s ptfedpokladem, ze se jedna
o kolonie tvotené bakteriemi rodu Paenibacillus.

Abych se ujistil, ze narostlé kolonie bakterii na Petriho miskach jsou grampozitivni
bakterie ty¢inkového tvaru, jako je i vegetativni stadium bakterie Paenibacillus larvae,
byly bakterie podrobeny klasické metodé barveni preparatu dle Grama a ziskané vzorky
byly mikroskopovany. Gramovo barveni je jedno ze zdkladnich barveni preparatu
v mikrobiologii, které umoziiuje rozlisit mikroby, které se barvi pozitivné — G* (ziskavaji
tmavé modrou/fialovou barvu), negativné — G~ (ziskavaji ¢ervenou barvu), ¢astecné (tzv.
gramlabilni bakterie majici pfechodné nebo neurcité zbarveni), nebo se nebarvi viibec (tzv.
nebarvitelné bakterie) z divodu obsahu vysokého procenta mastnych kyselin ve své
bunécné sténe.

Pro bezpecnou identifikaci izolovanych bakterii byla zvolena metoda MALDI —
TOF MS (Autoflex speed, Bruker Daltonics; Obrazek 5). Hlavnim dtivodem zavedeni této
metody do praxe byla jednoduchost a rychlost detekce bakterii, které mohly byt
potencialné pouzity jako biologickd zbran (napf. Francisella tularensis nebo Bacillus
anthracis) [22].

Tato technika spociva vextrakci a nasledné analyze proteinti ziskanych
z vykultivovanych bakterialnich kolonii. Kazda bakterie je totiz tvofena jinym a pro ni
charakteristickym souborem proteinti. Béhem analyzy MALDI — TOF MS jsou ze vzorkl
bakterii proteiny extrahovany a za Ucasti laseru a matrice dochdzi k jejich vypafeni
a ionizaci. Ionty dale prolétaji analyzatorem riznou rychlosti, ktera je pfimo umérna jejich

hmotnosti a v daném c¢ase dopadaji na detektor. Na zaklad¢ mnozstvi, rychlosti a ¢asu
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dopadu analytu jsou tak ziskana spektra, ktera jsou pro kazdy bakterialni druh jedine¢na
(stejné tak jedinecna, jako je jejich proteinové slozeni). Na zakladé porovnani ziskanych
spekter se spektry, ktera jsou zaznamenana v databazi softwaru pfistroje, Ize ur€it rod
(popt. 1 druh) neznamého vzorku bakterialnich kolonii a tyto bakterie tak identifikovat
[22].

Obrazek 5 — Cast Petriho misky, na ni je samostatna kolonie Paenibacillus larvae ziskana izolaci;

foto D. Stipl
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Obrazek 6 — Ptistroj Autoflex speed (vpravo nahled do oteveného pfistroje) pracujici na principu MALDI —
TOF MS (VSCHT Praha); foto D. Stipl
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2 MATERIAL A METODY

Vyroba a slozeni vSech pouzitych typt zivnych medii je uvedeno v kapitole 2.1.
V kapitole 2.2 je popsan postup pii odbéru voskové méli ze stanovist’ v Jiho¢eském kraji,
jejich zpracovani a ziskdni inokula odliSnymi metodami za pomoci Tweenu 80 a toluenu,
inokulace na rizné typy porovnavanych zivnych medii a testovaci karty RIDA®COUNT —
Paenibacillus larvae a nasledna kultivace. V kapitole 2.3 byla detailné¢ popsana
identifikace vykultivovanych bakteridlnich kolonii, kterd slouzi jako dikaz o zachyceni
pravé bakterie P. larvae. Kapitola 2.4 popisuje pokus, kde byla sledovana ptitomnost
a otestovani zatizeni pro jednoduché monitorovani infekéniho tlaku moru véeliho plodu ve

véelim tule.

2.1 SloZeni a priprava pouzitych typu Zivnych medii uréenych pro

kultivaci Paenibacillus larvae

2.1.1 Zivna media MYPGP agar, MYPGPn agar a MYPGPnp agar

Zivné medium MYPGP agar (Obrazek 7) je dnes nejéastéji pouZivanym typem
kultivaéniho média pro kultivaci pivodce moru vceliho plodu — Paenibacillus larvae. Jeho
varianta s kyselinou nalidixovou je pouzivana pro vyrobu testovacich karet
RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae [3], [7], [9], [14].

V 1 litru destilované vody bylo nejprve rozpusténo 15 g kvasni¢ného autolyzatu,
3 g K;HPO,4 a 1 g pyrohroznanu sodného. Dale bylo ptidano 3,5 g hovéziho extraktu,
6 g kaseinového hydrolyzatu, 0,5 g rozpustného Skrobu a 12 g agaru. Takto pfipraveny
roztok, jehoz pH bylo upraveno nékolika kapkami 10% Kkyseliny chlorovodikové na
hodnotu 7,3, byl dikladné promichan a sterilizovan v autoklavu, kde byl ponechan pti
teploté 121 °C po dobu 50 minut. Nasledné byla smés opét (co mozna nejrychleji, aby
nedoslo ke znehodnoceni smési) ochlazena. Poté byly do smési pies bakterialni filtr
piidany 2 g glukozy, ktera byla predem dokonale rozpusténa v 5 ml destilované vody. Dale
jsou do medii MYPGPn agar a MYPGPnp agar pifidana antibiotika. Napied byly
ptipraveny zasobni roztoky s antibiotiky: 0,03 g kyseliny nalidixové bylo rozpusténo ve
2 ml NaOH (0,1 M) a zfedéno ve 100 ml fosfatového pufru (pH 7,2); 0,06 g kyseliny
pipemidové bylo rozpusténo ve 2 ml NaOH (0,1 M) a ziedéno ve 100 ml fosfatového pufru
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(pH 7,2). Z obou takto piipravenych zasobnich roztokt byly k pfipravovanym mediim
pfidany pres bakteridlni filtr (sterilizace) 3 ml kyseliny nalidixové (MYPGPn agar) a také
3 ml kyseliny pipemidové (MYPGPnp agar).

Takto ptipravena tekutd media byla pod tlakem rozlévana na Petriho misky
v mnozstvi 20 ml na jednu misku, kde diky pfitomnosti agaru, obsazeného v mediich,
tuhnou. Po dokonalém ztuhnuti media jsou Petriho misky baleny do plastového obalu.

Série zivnych medii typu MYPGPn agar se starym datem expirace, ktera byla
pouzita pti srovnavacim pokusu, ktery probihal od 28. 2. 2014 do 10. 3. 2014, mé¢la datum
expirace stanoveno k 9. 11. 2013 (proslé asi 3,5 mésice). Druhd pouzitd série Zivnych

medii méla datum expirace stanoveno k 23. 6. 2013 (proslé asi 8§ mésici).

~ “‘1 - 3 ™
Obrazek 7 — Zivné medium MY GPG/n/p agar; foto D. Stipl

2.1.2 Zivné medium PLA agar

Zivné medium PLA agar (Paenibacillus larvae agar; Obrazek 8) je (spolu s medii
MYPGP agar a CSA agar) v publikaci OIE Terrestrial Manual 2008 [13] popsano
a doporuceno jako jedna z moznych alternativ ke kultivaci bakterie Paenibacillus larvae
pii stanovovani infekéniho tlaku moru vceliho plodu. Je slozeno ze tfi raznych Zivnych
medii, kterd tvofi zdklad. K tomuto zdkladu jsou potom piidéna antibiotika (kyselina
nalidixova a pipemidova) a vajecny zloutek [7].

Zivné medium PLA agar je vyrabéno velmi sloZitym zplisobem. Stejna mnoZstvi
(100 ml) tfi sterilnich, zkapalnénych medii Bacillus cereus selektivni agar (Oxoid CM617),
Tryptikéza-s6jovy agar (TSA; Merck 5458) a SNA (doplnény zivny agar; sloZeni: zivny
agar (23 g/), kvasni¢ny extrakt (6 g/l), hovézi extrakt (3 g/l), NaCl (10 g/l) a Na;HPO,
(2 g/1)) byla spojena, promichana a sterilizovana po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C.

K této smési byla z pfedem piipravenych zasobnich roztokd ptidana antibiotika kyselina
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nalidixova a kyselina pipemidova (viz kapitola 2.1.1). Nakonec byl do této smési piidan
50% roztok sterilniho vaje¢ného zloutku. Kone¢né pH media je 7,4 + 0,2. Takto pfipravené

zivné medium PLA agar je rozlévano po 20 ml na Petriho misky [13].

~—

Obrazek 8 — Zivné medium PLA agar; foto D. Stipl
2.1.3 Zivné medium CSA agar

CSA agar (Columbia sheep blood agar; Obrazek 9) je zivné medium pouzivané pro
kultivaci vybranych bakterii (zejména hemolytickych, gram-pozitivnich). K vyrobé bylo na
jeden litr deionizované vody pouzito 12 g pankreaticky natraveného kaseinu,
5 g zivocCi$né tkan¢, 3 g kvasni¢ného extraktu, 3 g hovéziho extraktu, 1 g kukuti¢ného
Skrobu, 5 g chloridu sodného, 13,5 g agaru a 50 ml berani defibrinované krve. Vyroba
media je dale obdobna, jako u media MYPGP agar. Kone¢né pH je 7,3 + 0,2 [7], [13].

Obrazek 9 — Zivné diu CSA agar; foto D. Stipl
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2.1.4  Zivné medium XY agar

Slozeni nové vyvinutého a testovaného zivného media s pracovnim nazvem XY

agar prozatim nemuze byt zvetejnéno z diivodu probihajiciho podéani patentové piihlasky.

2.2 Porovnani pracovniho postupu pro stanoveni infekéniho tlaku moru

véeliho plodu toluenovou, tweenovou a kartovou metodou

2.2.1 Zpracovani voskové méli klasickou toluenovou metodou

Vzorky voskové méli byly zpracovany klasickou toluenovou metodou vychazejici
z Doporucenych diagnostickych technik O. 1. E. [13], kterou dnes pouZzivaji
i specializované laboratofe v Ceské republice ke stanovovani infekéniho tlaku moru
véeliho plodu. Dle tohoto standardniho opera¢niho postupu lze ke stanoveni infekéniho
tlaku moru vc€eliho plodu pouzit rizné materidly, ve kterych lze odhalit pfitomnost spor
bakterie Paenibacillus larvae. Kultiva¢ni metodou lze stanovit P. larvae ve v¢elim medu
(Ize i centrifuga¢ni metodou), véelim vosku, nebo ve véeli voskové méli. P. larvae lze
stanovit také mikroskopicky [9].

Do Falconovych zkumavek byl navazen 1 g vysuSené méli. Postup byl dale
s kazdym vzorkem méli stejny. K 1 g méli bylo ptidano 10 ml toluenu a 10 ml sterilni
destilované vody pomoci pipetmanu Organic Bottletop Dispenser (BRAND Dispensette®;
Obrazek 10). Vznikla hnédo-oranzova suspenze (Obrazek 11) byla poté homogenizovana
na pristroji TK3S (TechnoKartell) a vystavena selekénimu tlaku tepla vlozenim zkumavky
do vodni lazn¢ (Obrazek 12) o teplot¢ 90+£2 °C po dobu 5 minut (méfeno uvnitt
zkumavky). Po vyjmuti z vodni 14zné byla suspenze opét homogenizovana a ponechana
30 minut v klidu, aby se suspenze usadila. Usazenim suspenze vznikly ve zkumavce tii od
sebe rizné casti — ode dna zkumavky: vodni cast (obsahujici spory P. larvae), cast
obsahujici pevné slozky méli a nakonec c¢ast stoluenem (Obrazek 13). Kdyz dosahla
suspenze pokojové teploty, byla nejspodnéjsi faze odpipetovana po 0,2 ml na 3 plotny
s zivnym mediem a rozetiena po celém povrchu misky sterilni sklenénou hokejkou.
Inokulované Petriho misky byly kultivovany v inkubatoru pii teploté¢ 371 °C po dobu
7 dnt. Poté byl proveden odecet vykultivovanych bakterii (Obrazek 14).
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Obrazek 10 — Pridavani vody a toluenu pomoci pipetmanu; foto V. Kristifek

Obréazek 12 — Osetfovéni suspenze ve vodni lazni; foto D. Stipl
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Obrazek 13 — Casti rozpusténé méli vzniklé ve zkumavce po usazeni; foto D. Stipl

Obrazek 14 — Petriho miska po odeéteni mnozstvi spor Paenibacillus larvae; foto D. Stipl
2.2.2 Zpracovani voskové méli tweenovou metodou

K pfipravé inokula obsahujiciho spory bakterie Paenibacillus larvae, potfebného
k naockovani Petriho misek, byly pouzity dva rizné zdroje téchto spor. Spory byly ziskany
z voskové méli a z pfiSkvaru (odumielého téla vceli larvy zahubeného ptivodcem moru
véeliho plodu). Ke kultivaci byly pouzity vSechny typy porovndvanych zivnych medii,
které byly popsany v kapitole 2.1.

Byla pouzita m¢l ziskana z ulu v Novych Hradech, kde bylo jiz dfive jednozna¢né
prokazano Statni veterinarni spravou CR klinické stadium moru vé&eliho plodu. Do jedné
zkumavky s uzaviratelnym hrdlem byly navazeny 2 g této méli. Do druhé zkumavky bylo
navazeno 0,0056 g ptiskvaru. Do obou zkumavek bylo pfidano 17 ml sterilni destilované
vody. Vzniklé suspenze byly homogenizovany [5].

Dale byl pipetou pfidan do obou zkumavek 1 ml Tweenu 80 (tak byl pfipraven

5% roztok Tweenu 80, ktery je doporucen pro rozpousténi voskové méli). Pro zmensSeni
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viskozity bylo potiebné mnozstvi Tweenu 80 umisténo do vodni 1azné o teploté asi 70 °C
po dobu 30 minut. Po rozehiati ve vodni lazni byla manipulace s Tweenem 80 pomoci
pipety jednodussi [11].

Vzniklé suspenze byly opét homogenizovany a umistény do vodni lazné o teploté
70£2 °C po dobu 60 minut. Po uplynuti 15, 30 a 45 minut byla smés v obou zkumavkach
dikladné prottepana, aby doSlo k uvolnéni spor usazenych v drobnych Supinkéch vosku
a v ptiSkvaru. Smeési byly také timto vystaveny selekénimu tlaku tepla, pii kterém byla
nic¢ena doprovodnd mikroflora obsazena ve voskové méli a v priskvaru [5].

Po vyjmuti z lazn¢ byly obé zkumavky ponechany v klidu pfi pokojové teploté. Po
usazeni pevnych c¢asti byly ve zkumavce pozorovatelné tfi od sebe rtizné Casti této
suspenze. Na dné ziistaly pevné Castecky s vysSsi hustotou, nez byla hustota prostiedni
(kapalné) ¢asti suspenze. Svrchni ¢ast suspenze tvotily pevné Castecky o hustoté nizsi, nez
byla hustota prostfedni (kapalné) ¢asti suspenze. Prostiedni ¢ast tvofila kapalina hnédo-
Sedé barvy. Ta obsahovala piedevsim vodu, Tween 80 a spory bakterie P. larvae.

Z davodu nutnosti odebrani kapalné ¢asti suspenze obsahujici i spory bakterie
P. larvae byla zkumavka na nasledujici hodinu polozena do vodni lazn€ o teploté asi 50
°C. Tim doslo k opétovnému rozehiati vosku a usazeni ¢asti suspenze. Prostiedni (kapalna)
slozka byla odebrana pipetou. Odebrany vytézek obsahujici bakterialni spory byl 4 ml.
K ziskanym 4 ml suspenze bylo pfidano stejné mnozstvi (tj. 4 ml) sterilni destilované vody
a sm¢s byla dikladné¢ homogenizovana. Druhd zkumavka obsahujici piiskvar byla po
usazeni sedimentu jiz homogenni (Obrazek 15). Vytézek byl proto 100% a nemusel byt
dale nijak oSetfovan.

Ob¢ zkumavky byly vystaveny selekénimu tlaku tepla vlozenim do vodni ldzné
o teploté 90+2 °C po dobu 5 minut (méfeno uvnité zkumavky). Poté byly obé zkumavky
z lazné€ vyjmuty a opét byl jejich obsah peclivé homogenizovan. Po zchlazeni suspenzi na
pokojovou teplotu byly 2 ml z takto ptfipravené suspenze piidany do zkumavky
obsahujici 18 ml sterilni destilované vody. Desitkovou fedici fadou byla pfipravena fedici
fada v fadech 10%, 10%, 10° 10* a 10°. Inokulum bylo po 0,2 ml inokulovéno na &tyfi
Petriho misky od kazdého typu pouzitého zivného media (Obrazek 16). Petriho misky byly
kultivovany po dobu 7 dnt pii teploté 37+1 °C. Celkem tak bylo kultivovano 272 Petriho
misek.

Soucasné byly inokulovany i testovaci karty RIDA®COUNT - Paenibacillus

larvae. Vzdy byl inokulovan 1 ml od kazdého inokula na dvé testovaci karty. Celkem tak
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bylo kultivovano po dobu 7 dnt pii teploté 37+1 °C 18 testovacich karet RIDA®COUNT

— Paenibacillus larvae.

Sy

Obréazek 15 — Inokulum v Fedéni 10" pFipravené z voskové méli (vlevo) a inokulum v fedéni 10* pfipravené z

piiskvaru (vpravo) tweenovou metodou; foto D. Stipl

Obrazek 16 — Inokulace suspenzi na Petriho misky — roztirani inokula sklenénou hokejkou (vlevo) a

pipetovéni inokula (vpravo); foto D. Stipl
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2.2.3 Stanoveni infekéniho tlaku moru véeliho plodu kartovou metodou

Testovaci karty RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae, které obsahuji Zivné
medium MYPGPn agar, byly inokulovany stejnymi inokuly, jako Petriho misky
v predchozim pokusu.

Dle ndvodu vyrobce musi byt testovaci karta bezprostfedné¢ pied pouzitim
aktivovana nakapanim 1 ml fyziologického roztoku (0,9% roztok NaCl) rovnomérné na
cely povrch polstarku s zivnym mediem a chromogenem. Nasledné maji byt karty
obtisknuty (na povrchu, kde je sledovana ptitomnost bakterii) a kultivovany. V ptipadé
tohoto pokusu vSak karty nebyly obtisknuty, ale pfimo ockovany inokulem pipetovanim.
Bylo vSak nutné dodrzet pokyny vyrobce ohledné aktivace karty. Karty proto byly
inokulovany 1 ml inokula. Kazdé inokulum bylo o¢kovano vzdy paralelné na dvé testovaci
karty RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae. Stejn¢ jako na Petriho misky byly pouzity
dva typy inokula — z voskové méli a z ptiskvaru. Byla také zachovana totozna fedici fada —
10" — 10°. Celkem tak bylo inokulovano a nasledn& kultivovano 20 testovacich karet

RIDA®COUNT — Paenibacillus larvae.

2.3 Identifikace bakterii

Izolovany byly bakterialni kolonie vykultivované na kazdém pouzitém typu zivného
media a ziskané jak z p¥iskvaru (1P — 8P), tak i z voskové méli (IM — 8M). Cisly 1 — 8
byly oznaceny riizné typy pouzitych zivnych medii, pismeny ,,M* a ,,P* byl oznacen piivod
spor (M = voskovd mél; P = ptiskvar). U media ¢. 7M nebyla identifikace mozna, jelikoz
na mediu nebyly vykultivovany Zadné bakterialni kolonie, které¢ by bylo moZné podrobit
izolaci a nésledné identifikaci. Tato oznaceni byla pro udrzeni ptehlednosti testli pouzita
jak pii metodé MALDI — TOF MS, tak pro Gramovo barveni.

Na nékterych miskach byly pouhym okem pozorovatelné kontaminace (tj. necilové
bakterialni kolonie jiného rodu, nez Paenibacillus). K izolaci a identifikaci bylo ur¢eno
dohromady pét kontaminaci, které byly opét oznaceny ¢islem a pismenem z jakého media
a inokula pochazeji. Za toto oznaceni byla pfidana zkratka ,,KON®, aby bylo jasné, Ze se
jednd o kontaminaci. Kontaminace byly rozeznany pouhym pozorovanim — svym
vzhledem, velikosti ani pachem se nepodobaly koloniim typickym pro bakterii P. larvae.

Celkem bylo identifikaci podrobeno dvacet bakterialnich kolonii.
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2.3.1 Peroxidovy test

Kolonie bakterii, které¢ byly vybrany k izolaci a nasledné identifikaci metodou
MALDI — TOF MS a Gramovo barvenim byly nejprve provéfeny peroxidovym testem, zda
neobsahuji enzym katalazu. Sterilni klickou byla vzdy odebrdna cast kolonie a byla
rozetfena na podlozni sklicko. Takto pfipraveny preparat byl zalit nékolika kapkami
3% roztoku peroxidu vodiku. Negativni kolonie byly dale izolovany. Pozitivni nélez
katalazy u izolovanych kontaminaci prakticky vylouéil pfitomnost bakterii Paenibacillus
larvae a potvrdil pfitomnost necilové kontaminace. Metoda MALDI — TOF MS m¢la dale

urcit jejich rod a druh.
2.3.2 Izolace bakterii

Ve sterilnim prostiedi byla sterilni klickou odebrana ¢ast vykultivované kolonie
bakterii a ta byla dale rozetfena na Petriho misce se stejnym zivnym mediem. Po sterilizaci
klicky v plamenu kahanu byla z mista na Petriho misce, kde byla rozetfena narostla
kolonie, klickou vytazena ¢ast rozetiené kolonie. Takovéto vytazeni bakterialni kolonie
bylo jesté¢ alespon dvakrat zopakovano. Vysledkem byla izolace (osamostatnéni)
jednotlivych kolonii bakterii diky rozetfeni a rozfedéni kolonii ziskanych z pivodni
Petriho misky.

Po izolaci byly Petriho misky dale kultivovany v inkubétoru pfi teploté 37+1 °C po
dobu minimdlné 2 dnti (izolovéana jsou totiz vyklicend vegetativni stadia bakterii a ne jejich
spory — neni proto potfeba Cekat, az spory vykli¢i a vegetativni stadia se za¢nou mnozit.
Proto je narist kolonii o né€kolik dni rychlejsi). Vzniklé samostatné kolonie pak mohou byt

dale pouzity k identifikaci bakterii tvoficich tyto kolonie.
2.3.3 Identifika¢ni metoda MALDI — TOF MS

Identifikace metodou MALDI — TOF MS byla provedena celkem u dvaceti
1zolovanych bakteridlnich kolonii. Osm kolonii bylo piivodem ze spor z ptiSkvaru, sedm
kolonii ptivodem ze spor z voskové méli, tfi kolonie pfedstavovaly kontaminaci ptivodem
ze spor z ptiskvaru a dvé kontaminaci piivodem ze spor z voskové méli.

K identifikaci byla nejprve pouzita nejjednodussi metoda — tzv. metoda piimého
pienosu mikroorganismu. Vzorky izolovanych bakterii byly nejprve S$pi¢kou sterilni

plastové nasady od mikropipety Eppendorf naneseny ve dvou paralelach na ocelovou
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identifikacni destiC¢ku (Obrazek 17). Tyto paralelni vzorky se liSily pouze mnozstvim
nanesen¢ kolonie bakterii. Na prvni pole identifika¢ni desticky byla nanesena vétSina
hmoty, kterd byla nabrana Spickou z Petriho misky. Na druhé pole byl nanesen zbytek
hmoty, ktery na Spic¢ce zbyl. Na prvni dvé pozice na identifikacni desticce byl téz nanesen
vzdy 1 pl komercné dostupného kalibracniho standardu Bruker bacterial test standard
(Bruker Daltonics). Po vysuseni byly jak vzorky, tak standard pievrstven 1 pul HCCA
matrice, tedy roztoku a-kyano-4-hydroxyskoiicové kyseliny rozpusténé o koncentraci
10 mg/ml ve smési 50% acetonitrilu a 2,5% kyseliny trifluoroctové. Po prevrstveni byly
vzorky i standard ponechdny vykrystalizovat pti pokojové teplote.

Pro dosazeni kvalitn¢jSich vysledkl byly vzorky bakterii, které¢ se nepodaftilo vyse
popsanou metodou jednoznacné a dostatecné kvalitné identifikovat, podrobeny kvalitnéjsi
ptipravé pfed nanesenim na identifikacni desticku a pievrstvenim matrici. Tyto vzorky
byly zpracoviany dvéma metodami, jejichz principem je ziskat proteinovy extrakt
jednotlivych bakterii.

Prvni metodou byla extrakce pomoci kyseliny trifluoroctové (TFA), ktera je
doporucovana pouzit v piipadé sporulujicich mikroorganismu, u kterych selhala metoda
ptimého ptenosu. Z Petriho misky bylo do plastovych mikrozkumavek (Obrazek 18)
preneseno 5 — 10 mg kultury bakterii, které se nepodatilo identifikovat metodou ptimého
ptenosu (tj. vzorky &. 7P, 8P, 3P_KON, 2M, 4M, 5M, 6M a 8M). Do téchto osmi
zkumavek s biologickym materialem bylo pipetou ptidano 50 pl 80% roztoku TFA
a opakovanym nasavanim a vypousténim pipetou byla vznikla suspenze dokonale
promichéana a rozpusténa. Zkumavky s takto vzniklymi suspenzemi byly dale inkubovany
pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut (Thermomixer comfort; Eppendorf; Obrazek 19).
Poté bylo do kazdé zkumavky ptidano 150 ul destilované vody a 200 ul 100% acetonitrilu.
Takto pfipravené suspenze byly opét homogenizovany a nasledné centrifugovany
((MiniSpin®with GB plug; Eppendorf; Obrazek 20) po dobu 2 minut pii otackach 13 400
rpm. 1 upl supernatantu od kazdého z osmi vzorkli byl dvakrat vedle sebe nanesen na
identifika¢ni desti¢ku. Thned po zaschnuti byly vzorky piekryty 1 ul roztoku matrice. Po
zaschnuti matrice byla identifikacni desticka pfipravena k analyze.

Druhou metodou byla extrakce pomoci etanolu a kyseliny mraven¢i (FA), ktera je
doporucovana pouzit k identifikaci nesporulujicich mikroorganismti, u kterych selhala
metoda pifimého pienosu. Nejprve bylo do plastovych mikrozkumavek napipetovano 300

ul destilované vody. Spi¢kou byl poté do kazdé z nich prenesen piisluiny vzorek
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bakterialnich kolonii o hmotnosti 5 — 10 mg. Dale bylo pfidano 900 pl etanolu a suspenze
byla vzdy dtikladn¢ promichana. Nasledné byly suspenze centrifugovany po dobu 2 minut
pti otackach 13400 rpm. Po vyjmuti a sliti supernatantu byly mikrozkumavky znovu
centrifugovany po dobu 2 minut pii otdckach 13 400 rpm a poté byl opatrné odpipetovan
zbytek etanolu. Zbyly pelet byl ponechén né€kolik minut pfi laboratorni teploté, aby vyschl
a dale bylo pfidano asi 50 pl 70% roztoku kyseliny mraven¢i a suspenze byla
homogenizovana. Dale bylo ke smési pfidano stejné mnozstvi acetonitrilu, jako bylo
kyseliny mraven¢i v pfedchozim kroku (mnozstvi chemikdlii zavisi na mnoZzstvi
biologického materialu). Suspenze byla opét centrifugovana po dobu 2 minut pii otackach
13 400 rpm. Nakonec byl na ocelovou identifikacni desticku dvakrat vedle sebe nakapan
1 ul ziskaného supernatantu od kazdého vzorku. Thned po zaschnuti supernatantu byly
vzorky piekryty 1 upl roztoku matrice. Po zaschnuti matrice byla identifika¢ni destiCka
pfipravena k analyze.

Identifikace mikroorganismti byla provedena na hmotnostnim spektrometru
Autoflex speed na principu MALDI — TOF MS (Bruker Daltonics) na Ustavu biochemie
a mikrobiologie VSCHT Praha pod vedenim Ing. Petry Junkové. Spektra byla méiena
prostfednictvim programu Flex Control 3.4 (Bruker Daltonics; Obrazek 21) automaticky
v linearnim pozitivnim moédu v hmotnostnim rozmezi 2 000 — 20 000 m/z metodou MBT-
FC sparametry nastavenymi vyrobcem (napéti iontového zdroje 1 — 20 kV, napéti
iontového zdroje 2 — 19 kV, napéti na €ockach — 7 kV). Vysledné hmotnostni spektrum
bylo pro kazdy vzorek vytvofeno sumarizaci jednotlivych spekter ziskanych na deseti
nahodné zvolenych pozicich vzorku po 200 uderech laseru. Vlastni identifikace bakterii
byla zajisténa programy MALDI Biotyper Realtime Classification a MALDI Biotyper ™
3.1 (Bruker Daltonics).
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Obrazek 19 — Thermomixer comfort (Eppendorf); foto D. Stipl
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Obrazek 21 — Méfeni spekter a samotna identifikace bakterii; foto D. Stipl
2.3.4 Identifika¢ni metoda barveni preparatu dle Grama

Nejprve byl pfipraven fixovany preparat. Na sterilni podlozni skli¢ko byla nanesena
tenka vrstva suspenze vykultivovanych bakterii rozmichanych ve fyziologickém roztoku.
Takto oSetiené podlozni sklicko bylo na kratkou chvili Zihano v plamenu kahanu.

K samotnému barveni dle Grama bylo potieba pouzit krystalovou violet, Lugolav
roztok, odbarvovaci roztok (aceton s lihobenzinem v poméru 1:5) a karbolfuchsin (fedény
destilovanou vodou v poméru 1:10) [17].

Fixovany preparat byl pfevrstven na 20 vtefin nejprve krystalovou violeti. Poté bylo
barvivo slito a sklicko bylo pfelito na 20 vtetin Lugolovym roztokem. Nasledné byl
Lugoliv roztok slit a preparat byl déale prevrstven na 25 wvtefin pro odbarveni
odbarvovacim roztokem. Fixovany preparat byl dale oplachnut tekouci vodou a dobarven

prelitim zfedéného roztoku karbofuchsinu asi na 45 vtefin. Nakonec byl preparat opét
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oplachnut tekouci vodou a byl ponechan, dokud volné neoschl. Takto oSetfeny preparat byl
ptipraven k mikroskopovani a naslednému vyhodnoceni [17].

Takovymto zplisobem byly pfipraveny preparaty z izolovanych kolonii ptivodem
jak z priskvaru, tak z voskové méli, vykultivované na vSech typech pouzitych zivnych
medii. Vzorky byly opét fadné pojmenovany a oc¢islovany.

Obarvené vzorky byly prozkoumany (Obrazek 22) ve zvétSeni 1 000x pod
mikroskopem (Olympus BX). Celkem tak bylo identifikaci Gramovo barvenim podrobeno
15 bakterialnich kolonii.

,':" e
¢ 10 um |

Obréazek 22 — Gramovo barveni bakterialnich bunék Paenibacillus larvae pii zvétseni 1 000x; foto D. Stipl
2.4 Stanoveni Paenibacillus larvae v pidé

Byl proveden orienta¢ni pokus, pii kterém byl stanovovan pivodce moru véeliho
plodu vpudé v okoli napadeného vcelstva. Vzorky pidy byly odebrany na stanovisti
u mésta Nové Hrady, kde bylo vroce 2013 stanoveno klinické stadium nemoci mor
véeliho plodu a kde probéhlo spaleni veskerych vcelstev dle stanovenych piedpist. Pida
byla odebrana pod ¢esnem ulu (Obrazek 23 a 24).

Odebrané vzorky pudy byly zpracovany tweenovou metodou (viz kapitola 2.2.2)
stim, Ze spidou bylo zachidzeno jako s méli. Ziskané inokulum bylo roziedéno
a inokulovano na Petriho misky s Zivnymi medii PLA agar, CSA agar, XY agar, MYPGP
agar, MYPGPn agar a MYPGPnp agar v fedéni 10" — 10° vzdy s jednim opakovéanim.
Celkem tak bylo inokulovano a pfi teploté 371 °C kultivovano 30 Petriho misek. Po
sedmi dnech inkubace byly zaznamenany vysledky pokusu (Obrazek 25).
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Obrazek 25 — Narust bakterii izolovanych z pidy pod ¢esny morem napadenych Gl na zivnych mediich
(horni fada zleva: bez antibiotik., k. nalidixova a k. pipemidova, bez antibiotik.;

dolni fada zleva: bez antibiotik., k. nalidixova a k. pipemidov4, k. nalidixové); foto D. Stipl
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2.5 Prace se zarizenim pro jednoduché monitorovani infekéniho tlaku

moru vceliho plodu v jednotlivych véelstvech v praxi

Na vcelnici byl pouzit nasledujici material: plastovy ramecek s vnitinimi hranami
10 x 10cm a s drzatkem pro lepsi manipulaci; pinzeta pro odklizeni mrtvolek z podlozky;
specialni, valcova, uzaviratelna, plastova tuba s 10 ml 5% roztoku Tweenu 80 a s ty¢inkou
s vatou na konci piipevnénou k uzavéru — uzavér lze bud’ cely vySroubovat (potom lze
manipulovat s ty¢inkou a namacet ji do roztoku Tweenu 80), nebo Ize odklopit vrchni ¢ast
uzavéru (potom Ize po kapkach inokulovat obsah tuby); lihovy fix k pfehlednému popisu
tub sodebranymi vzorky méli; stficka setanolem a papirové utérky k desinfekci
plastového ramecku a Kk otfeni podlozky po odebrani méli (Obrazek 26). Po oSetieni méli
ve vodni lazni byly pouzity testovaci karty RIDA®COUNT — Paenibacillus larvae (zatim
s mediem MYPGPn agar) a inkubator potfebny ke kultivaci karet pti teploté 37+1 °C.

Pokus mél za cil ve véelafské praxi otestovat navrzeny postup, ktery vyplyval
z kombinace laboratorni metody vyuzivajici 5% roztok Tweenu 80 pro rozpusténi voskové
méli a z metody kultivace na testovacich kartaich RIDA® COUNT — Paenibacillus larvae
(viz kapitoly 2.2.2 a 2.2.3). Pii provadéni pokusu byla sledovana piedev§im uzivatelska
narofnost prace s navrzenym zafizenim a kvalita provadéné prace v porovnani s dnes
bézné pouzivanou metodou odbéru a rozboru voskové méli.

Pokus byl proveden v bieznu roku 2014 kolem v rannich hodinach, kdy venkovni
teplota nepfesahovala hodnotu 10 °C, a proto vcely jesté neopoustély uly. Nebylo proto
zapottebi chranit se pii praci specialnim véelaiskym oblekem.

Nejprve byl zezadu ul otevien a zpodmetu byla vyjmuta plastova podlozka
s veSkerym spadem (voskova mél, mrtvé véely,...). Pinzetou byly odebrany mrtvolky vcel
(Obrazek 27). Poté byl na ndhodné misto na podloZce s rozptylenou voskovou méli
piilozen pfedem etanolem vydesinfikovany plastovy rameéek. Daéle byl z tuby
S 5% roztokem Tweenu 80 odSroubovan uzavér, na jehoZ spodku je pfipevnéna tycinka
s vatou. Ty¢inkou byla nasledné stirdna voskova mél ohraniend plastovym rdmeckem
(Obrazek 28), dokud nebyl cely obsah ramecku pienesen do tubicky s 5% roztokem
Tweenu. Hmotnost odebirané mé¢li na plose 100 cm? byla 0,5 gramu. Tuba byla uzaviena,
plastovy ramecek byl odebran, misto na podlozce potiisnéné Tweenem 80 bylo otfeno
papirovou utérkou a podlozka byla vracena do podmetu na své ptivodni misto. Ul byl

uzavien a prace na stanovisti tak byla ukoncena.
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Dale byla plastovd tuba s odebranymi vzorky vystavena ve vodni ldzni teploté
7042 °C po dobu 30 minut (Obrazek 29), aby byla voskova mél rozpusténa a doslo tak k
uvolnéni spor sledované bakteriec Paenibacillus larvae do vodného roztoku Tweenu 80.
Pted vlozenim do vodni lazn€, po kazdych 10 minutach ve vodni lazni a po vyjmuti
Z vodni lazn¢ byla tuba se suspenzi fadné promichana. Po rozpusténi voskové méli byla
suspenze ponechdna 2 hodiny pfi teploté asi 50 °C, aby se usadila. Dale byla suspenze
vystavena selekénimu tlaku tepla 90+2 °C, aby byla eliminovana veSkera doprovodna
mikroflora. Takto ziskané inokulum bylo po 1 ml nakapano pfimo z tuby na testovaci karty
RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae (Obrazek 30) a inkubovany pii teploté
37+1 °C po dobu 7 dnd.

Stejny pokus byl proveden ve vcelstvu, u které¢ho byl jiz diive prokazan vyskyt
puvodce moru véeliho plodu a bylo uréeno klinické stadium nemoci. Dalsi pracovni postup
s odebranymi vzorky infikované méli byl shodny, jako S prvnimi vzorky.

Po nao¢kovani testovacich karet ptimo z plastové tuby inokulem pfi fedéni 10" byla
z ptislusného inokula v plastovych tubach vytvotena fedici fada 10— 10°. Takto vzniklymi
inokuly byly o¢kovany paralelné dalsi dvé testovaci karty RIDA®COUNT — Paenibacillus
larvae. Pro srovnani s kultivaci na Petriho miskach byla inokula také o¢kovana na Zivné
medium MYPGPn agar (shodné medium s mediem V testovacich kartach) a na Zivné
medium XY agar. Petriho misky a testovaci karty byly kultivovany po dobu 7 dni pfi
teploté 37+1 °C. Poté byl proveden odecet narostlych bakterialnich kolonii (Obrazek 31)
a byly stanoveny vysledky pokusu.

Obrazek 26 — Kompletni prislusenstvi potiebné k odbéru vzorkl na véelnici (plastovy ramecek, tuba s 5%

roztokem Tweenu 80, pinzeta, fix, plastovy ramedek, st¥icka s etanolem a papirové utérky); foto D. Stipl
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Obrazek 29 — Tubicka se suspenzi voskové méli rozpuiténé v Tweenu 80 ve vodni lazni; foto D. Stipl
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Obrazek 30 — Inokulace testovacich karet RIDA® COUNT — Paenibacillus larvae inokulem ziskanym

odbérem voskové méli novou kartovou metodou; foto V. Kristafek

Obrazek 31 — Testovaci karty RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae po kultivaci s odeétenymi vysledky;
foto D. Stipl
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3 VYSLEDKY

3.1 Porovnani vlastnosti riznych typi Zivnych medii uréenych pro

kultivaci Paenibacillus larvae

Tabulka ¢. 1 zobrazuje vysledky pokusu, ktery sledoval zachytnost bakterie
Paenibacillus larvae u porovnavanych zivnych medii. Po odeéteni bylo ziskdno mnozstvi
spor na 0,2 ml inokula v pfislusném fedéni. Proto musel byt proveden pfepocet, aby byly
ziskany hodnoty mnoZzstvi spor v 1 g ptiskvaru, nebo méli.

Pro piipravu inokula z p¥iskvaru bylo pouzito 0,0056 g piiskvaru. Redéni 10
obsahovalo 0,0056 g pfiskvaru, 17 ml destilované vody a 1 ml Tweenu 80. 0,2 ml tohoto

inokula tak obsahovala 5796 x 105 g. P fedéni 10° obsahovalo 0,2 ml inokula % x 1077 g.

Pfimou imérou byl odvozen vztah #, kde x je pocet kolonii na Petriho misce. Aby
9

vysledky vychazely v milionech spor na 1 g piiskvaru, byl cely vztah nakonec vynasoben
x 107° a byl ziskan koneény vztah pro pfepodet mnozstvi spor na Petriho misce pii fedéni

10°na 1 g priskvaru:

x .
56 [mil.spor/g]

Pro piipravu inokula z voskové méli byly pouzity 2 g méli. Redéni 10* se skladalo

pravé ze 2 g méli, 17 ml destilované vody a 1 ml Tweenu 80. 0,2 ml tohoto inokula tak

obsahovalo 4—15 g. Pii fedéni 10* obsahovalo 0,2 ml inokula 4—15 x 1073 g. Pfimou umérou byl
odvozen vztah _1—;160_3, kde x je pocet kolonii na Petriho misce. Aby vysledky vychazely
45

v milionech spor na 1 g méli, byl cely vztah nakonec vynasoben X 1076 a byl ziskan vztah
pro piepocet mnozstvi spor na Petriho misce pfi fedéni 10%na 1 g voskové méli:

9x

200

Ob¢ inokula byla také pouzita ke srovnani zachytnosti bakterie P. larvae na Petriho

[mil.spor/g]

miskach a na testovacich kartich RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae. Na jednu
testovaci kartu byl vzdy ockovan 1 ml inokula. K pfepoctu mnozstvi zachycenych spor na
1 g priskvaru a voskové méli bylo potfeba pouze odectené mnozstvi vykultivovanych
bakterialnich kolonii vydé€lit péti. Tak bylo mnozstvi inokula (0,2 ml) srovnatelné
s mnozstvim inokula o¢kovanym na Petriho misky, a proto lze po této tipravé pouzit stejné

piepoctové vzorce.
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Piivod spor
Zivné medium Piiskvar Voskova mél
x10°

PLA agar 380,9 (51,3) 12,6 (1,2)
CSA agar 255,5 (44,4) 9,1(3,5)
XY agar 1674,6 (634,2) | 95,8 (1,7)
MYPGPnp agar 19929 (433,9) | 89,2 (7,4)
MYPGPn agar 946,6 (289,1) | 88,8 (19,8)
MYPGP agar 2 058,8 (133,9) | 50,8 (4,9)
MYPGPn agar (exp. 9. 11. 2013) 0 (0) 0 (0)
MYPGPn agar (exp. 23. 6. 2013) | 408,2 (288,3) | 91,7 (17,1)
RIDA®COUNT - P. larvae 626,8 (0,3) 0,45 (0,1)

Tabulka ¢. 1 — Mnozstvi spor bakterie P. larvae v milionech se smérodatnou odchylkou
uréenych v 1 g priskvaru a v 1 g voskové méli stanovené na ruznych typech zZivnych medii

po sedmi dnech inkubace tweenovou metodou.

Vysledky schopnosti zachytit bakterii P. larvae na zivnych mediich dale ukazuje
Graf ¢. 1, ktery znazornuje vysledky pokusu s inokulem z ptiskvaru, a Graf ¢. 2, ktery

znazornuje vysledky pokusu s inokulem z voskové méli.

2500 -

B 1 PLA agar
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Graf'¢. 1 — Mnozstvi spor bakterie P. larvae v milionech urcenych v 1 g priskvaru kultivaci

na riznych typech zivnych medii po sedmi dnech inkubace tweenovou metodou.
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Graf ¢. 2 — Mnozstvi spor bakterie P. larvae v milionech urcenych v 1 g voskové meéli

kultivaci na riiznych typech zivnych medii po sedmi dnech inkubace tweenovou metodou.

Z Tabulky ¢. 1 a Grafu €. 1, kde je zachyceno mnozstvi spor bakterie Paenibacillus
larvae urcenych v 1 g pfiskvaru stanovené na rtznych typech zivnych medii po sedmi
dnech inkubace tweenovou metodou vyplyva, ze na mediich typu PLA agar a CSA agar je
sice mozné kultivovat pivodce moru vceliho plodu, ale v ohledu na zachytnost spor
bakterie nejsou pro jeji kultivaci ptili§ vhodnd. Nejvyssi zachytnost prokdzala media typu
MYPGP agar a jeho antibiotické varianty. Srovnatelnych vysledkli doséhlo i nové medium
XY agar. Vyznamnou vyhodou media XY agar je také fakt, Ze kolonie bakterii byly na
tomto mediu pozorovatelné o den dfive (po 3. dni inkubace), nez u ostatnich
porovnavanych Zivnych medii. Zivnd media MYPGPn agar s pro§lymi daty expirace
vykazovala vyrazné niz§i zachytnost nez Cerstva media MYPGP agar. Na testovacich
kartich RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae byl také prokdzan zachyt bakterii
P. larvae. AZ na obcasné kontaminace byla prokazana shodna specifita vSech pouzitych
zivnych medii. Cena jedné Petriho misky s zivnym mediem se pohybuje u vSech pouzitych
zivnych medii v cenové relaci 8 — 10 K¢, rozdily finan¢nich ndkladt na vyrobu zivnych
medii jsou proto zanedbatelné.

Z Tabulky ¢. 1 a Grafu ¢. 2 kde je zachyceno mnozstvi spor bakterie P. larvae
uréenych v 1 g voskové m¢li stanovené na riznych typech zivnych medii po sedmi dnech
inkubace tweenovou metodou vyplyvaji obdobna fakta, jako byla prokazana pii pouziti

inokula ziskaného z pfiSkvaru. Zéasadni rozdil nastdvd pouze u zivného media MYPGPn
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agar, které bylo jiz 9 mésicl po zaruce kvality. Vykazovalo shodnou zichytnost, jako
ostatni Cerstva zivna media MYPGP agar. Lze si proto odvodit, ze na zivna media
s proslou expiracni dobou se nelze spolehnout, pfestoze na nich stile Ize bakterie

kultivovat.
3.2 Dikaz Paenibacillus larvae pomoci riznych identifika¢nich metod

Identifika¢nimi metodami barvenim preparatu dle Grama, testem na pfitomnost
katalazy a MALDI — TOF MS byla uspésné prokazana piritomnost bakteridlnich kolonii
Paenibacillus larvae na vSech typech pouzitych zivnych medii. Pozitivni vysledky
prokazané identifikaéni metodou MALDI — TOF MS jsou znazornény Tabulkami ¢. 2, 3 a
5 (viz kapitola 3.2.1).

3.2.1 Identifika¢ni metoda MALDI — TOF MS

Software MALDI Biotyper porovnavajici ziskana spektra se vzorovymi spektry
ulozenymi v databazi MALDI vyjadiuje shodu téchto dvou spekter jako logaritmické
identifikacni skore na ¢iselné stupnici 0 — 3. Skére pohybujici se vV rozmezi 3,000 — 2,300
je softwarem oznaceno zelenou barvou a znaci vysoce pravdépodobnou identifikaci druhu.
Rod je urcen s naprostou jistotou. Skore mezi 2,000 — 2,299 je také oznaCeno zelenou
barvou a znamena jisté ur¢eni rodu a pravdépodobnou identifikaci druhu. Skoére v rozmezi
1,700 — 1,999 je oznaceno zlutou barvou a znamena pouze pravdépodobnou identifikaci
rodu. Nakonec skore nizsi nez 1,700 je oznaceno ¢ervenou barvou a znamena nehodnotnou
identifikaci. Pokud neni moZné ze vzorku ziskat spektrum, software oznami, Ze nenalezl
z4dné vrcholy, ur¢i skore hodnoty 0 a sledovany vzorek oznaci ¢ervenou barvou [16].
Ve vystupu ziskaném po identifikaci neznamych bakterii jsou vysledky zobrazeny
v tabulkéch, ve kterych je vypsano deset (podle hodnot skore) nejpodobnéjsich organismd.

Tabulky ¢. 2, 3 a 4 popisuji vysledky identifikace neznamych bakterialnich kolonii
metodou pfimého pienosu mikroorganismu (Tabulka ¢. 2), metodou extrakce proteind
pomoci kyseliny trifluoroctové (Tabulka ¢. 3) a metodou extrakce proteinli pomoci etanolu
a kyseliny mravenc¢i (Tabulka ¢. 4). Kompletni vysledkové tabulky identifikace metodou
MALDI — TOF MS byly ptfidany na CD s pfilohami ve formatu ,,.htm”.

Pomoci identifika¢ni metody MALDI — TOF MS se podafilo potvrdit pfitomnost
bakterie Paenibacillus larvae ve vsech testovanych vzorcich (1P — 8P, 1M — 6M a 8M)

kromé& kontaminaci, které byly identifikovany pouze z informacnich davodt. Touto
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metodou tak byl prokazan narist sledované bakterie P. larvae na vsech pouzitych typech

zivnych medii.

Vzorek | Uréeni vzorku na zikladé skore | Skére
Std Escherichia coli
1P Paenibacillus larvae
2P Paenibacillus larvae
3P Paenibacillus larvae
4P Paenibacillus larvae
5P Paenibacillus larvae
6P Paenibacillus larvae
7P Nenalezeny Zadné vrcholy
8P Paenibacillus larvae

1P_KON Nenalezeny zadné vrcholy

2P_KON Staphylococcus epidermidis

3P_KON Nespolehliva identifikace
1M Paenibacillus larvae
2M Paenibacillus larvae
3M Paenibacillus larvae
4M Nespolehliva identifikace
5M Paenibacillus larvae 1,955
6M Paenibacillus larvae 1,984
8M Nespolehliva identifikace

2M_KON Staphylococcus warneri

6M_KON Staphylococcus epidermidis

Tabulka ¢. 2 — Rodové a druhové jméno izolati bakterii z meéli a priskvaru, které bylo

danemu vzorku prirazeno podle nejvyssi hodnoty vysledného skore a hodnoty skore dané

identifikace vzorku metodou primého prenosu mikroorganismii; ze dvou vzorkii je uveden

vzdy vzorek s lepsim vyslednym skore.

U vzorku ¢. 3M byla nejprve naméiena hodnota 1,56. Poté se vSak podafilo ru¢nim

zaméfenim laseru dosahnout skore 2,156 a bylo mu pfifazeno jméno Paenibacillus larvae.

Vzorky oznacené jako 7P, 8P, 3P_KON, 2M, 4M, 5M, 6M a 8M byly z divodu

nedostate¢né spolehlivé identifikace dale podrobeny extrakci vzorki pomoci kyseliny tri-
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fluor octové (TFA) a extrakci vzorkli pomoci etanolu a kyseliny mravenci (FA). Vysledky

jsou zaznamenany v Tabulce €. 3 a Tabulce €. 4.

Vzorek | Uréeni vzorku na zakladé skore | Skore
Std Escherichia coli
7P Nespolehliva identifikace
8P Paenibacillus larvae 1,944
3P_KON Rothia mucilaginosa
2M Paenibacillus larvae 1,969
4M Nespolehliva identifikace
5M Paenibacillus larvae 1,762
6M Nenalezeny Zadné vrcholy
8M Nenalezeny zadné vrcholy .

Tabulka ¢. 3 — Rodové a druhové jméno izolatu bakterii z meli a priskvaru, které bylo
danému vzorku prirazen0 podle nejvyssi hodnoty vysledného skore a hodnoty skore dané
identifikace vzorku metodou extrakce pomoci TFA; ze dvou vzorkii je uveden vzdy vzorek

S lepsim vyslednym skore.

Vzorek | Uréeni vzorku na zakladé skore | Skore
Std Escherichia coli
7P Paenibacillus larvae
8P Paenibacillus larvae
3P_KON Rothia mucilaginosa
2M Paenibacillus larvae
AM Paenibacillus larvae
5M Paenibacillus larvae
6M Paenibacillus larvae
8M Paenibacillus larvae

Tabulka ¢. 4 — Rodové a druhové jméno izolatu bakterii z meéli a priskvaru, které bylo
danému vzorku prirazen0 podle nejvyssi hodnoty vysledného skore a hodnoty skore dané
identifikace vzorku metodou extrakce pomoci etanolu a FA; ze dvou vzorkii je uveden vzdy

vzorek s lepsim vyslednym skore.
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3.2.2 Metoda barveni preparatu dle Grama

VSechny preparaty obsahovaly tmavé fialové ty¢inky. Po porovnani s dostupnou
literaturou bylo ovéteno, ze Paenibacillus larvae je grampozitivni, ty¢inkova bakterie.
Pomoci metody barveni preparatu dle Grama a mikroskopovanim ziskaného preparatu byla
prokazana pfitomnost bakterie P. larvae na vsech pouzitych typech zivnych medii

s ptivodem spor jak z voskové méli, tak z piiskvaru [3], [19], [21].
3.2.3 Peroxidovy test

Peroxidovy test na pfitomnost kataldzy byl proveden mimo jiné na koloniich
bakterii, které byly dale podrobeny identifikaci Gramovo barvenim a metodou MALDI —
TOF MS. Vsechny kolonie bakterii, u kterych byl test na pfitomnost katalazy negativni,
byly vyhodnoceny metodou barveni preparatu dle Grama a metodou MALDI — TOF MS
jako kolonie bakterie Paenibacillus larvae. Byla tak podpofena moznost fidit se testem na

ptitomnost (resp. nepfitomnost) katalazy pti predbézné identifikaci P. larvae.
3.3 Stanoveni Paenibacillus larvae v ptadé

Na vSech Petriho miskach byl zaznamenan nértst nezndmych bakteridlnich kolonii
jiz po 24 hodinach. PtestoZe nebyla prokdzana ptitomnost kolonii bakterie Paenibacillus
larvae, byl po porovnani vzdy vSech Sesti Petriho misek s inokulem ve stejném fedéni
pozorovan vyznam antibiotik pfidanych do nékterych z zivnych medii (XY agar, MYPGPn
agar a MYPGPnp agar). Petriho misky s medii bez antibiotik (PLA agar, CSA agar
a MYPGP agar) byly zpravidla vSechny pferostlé riznymi bakterialnimi koloniemi. Media
obsahujici kyselinu nalidixovou vykazovala podstatné niz§i zachytnost ptidnich bakterii,
kontaminaci a doprovodné/necilové mikroflory. Nejnizs$i zachytnost vykazovala media,
ktera obsahovala navic i kyselinu pipemidovou (XY agar a MYPGPnp agar). Pokus tak

vypovida o vyznamu pouZiti antibiotik pfi vyrobé Zivnych medii.

3.4 Prace se zarizenim pro jednoduché monitorovani infekéniho tlaku

moru véeliho plodu v jednotlivych vcelstvech v praxi

Na Petriho miskach s Zivnymi medii MYPGPn agar a XY agar a na testovacich
kartach RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae, které byly ockovany inokulem ziskanym

z voskové méli odebrané ze zdravého vcelstva pomoci nového zafizeni pro monitorovani
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infek¢éniho tlaku moru vceliho plodu, nebyl zaznamendn jakykoliv narast bakteridlnich
kolonii (ani P. larvae, ani doprovodna mikroflora).

Narust kolonii bakterie P. larvae na Petriho miskach a testovacich kartach
RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae ockovanych inokulem, které bylo ziskano
z infikované méli pouzitim nového zafizeni pro monitorovani infekéniho tlaku moru
véeliho plodu, je zaznamenan v Tabulce ¢. 5. V tabulce je uveden pocet spor zachycenych
danym typem kultivaéni metody po sedmi dnech kultivace. Hodnoty jsou uvedeny
v milionech spor na plose 100 cm? podlozky s voskovou méli. Vysledky pokusu byly také
zpracovany V Grafu €. 3.

Na testovaci karty RIDA®COUNT — Paenibacillus larvae byl ockovéan vzdy 1 ml
inokula pfi daném fedéni. Vynasobenim odecteného mnozstvi spor konkrétnim fedénim
(10°, 10%) byl ziskan koneény po&et spor v mnozstvi voskové méli rozptylené na ploe 100
cm? podlozky. Na Petriho misky bylo otkovano 0,2 ml inokula. Ode&tené mnoZstvi
zachycenych spor proto bylo nejprve vyndsobeno péti, aby bylo ziskdno mnozstvi spor
v 1 ml inokula pro dané fedéni. Dale byl princip piepoctu odecteného mnoZzstvi spor na
Petriho miskach na pocet spor obsazenych ve voskové méli rozptylené na plose 100 cm?

podlozky stejny jako u testovacich karet.

Zivné medium Mnozstvi spor x10°
RIDA®COUNT - P. larvae 0,51 (0,13)
MYPGPn agar 5,94 (2,22)

XY agar 6,19 (2,12)

Tabulka ¢. 5 — Pocet spor bakterie P. larvae stanovenych ve voskové méli (v milionech)
rozptylené na plose 100 cm? podlozky v ulu se smérodatnou odchylkou kultivaci na
testovacich kartach RIDA®COUNT — P. larvae a na zivnych mediich typu MYPGPn agar

a XY agar; odecet vysledkii byl proveden po sedmi dnech inkubace tweenovou metodou.
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6,19

5,94

O RIDA®COUNT —P. larvae
O MYPGPn agar
B XY agar

Redéni 1073

Graf ¢. 3 — Pocet spor bakterie P. larvae stanovenych Ve voskové meli (v milionech)
rozptylené na plose 100 cm? podlozky Vv ulu kultivaci na testovacich kartach
RIDA®COUNT — P. larvae a na zivnych mediich typu MYPGPn agar a XY agar; odecet

vysledkii byl proveden po sedmi dnech inkubace tweenovou metodou.

Zpokusu vyplyva, ze medium XY agar je vohledu na zachytnost spor
Paenibacillus larvae rovnocenné mediu MYPGPn agar. Na obou mediich bylo
zaznamen4no asi $est milioni spor na plode 100 cm? podlozky v ulu. Vyhodou media XY
agar je, ze kolonie bakterii byly pozorovatelné jiz po tiech dnech kultivace. Na mediu
MYPGPn agar je tomu zpravidla az o den pozd¢ji. Na testovacich kartich RIDA® COUNT
— Paenibacillus larvae byl narist bakterii zhruba o jeden fad nizsi. Bylo zachyceno asi ptl
milionu spor bakterie P. larvae. Podstatné vsak je, ze byla timto pokusem ovéfena a
prokazana funkénost kartové metody vyuzivajici k extrakci spor z voskové méli 5% roztok
Tweenu 80.
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ZAVERY

o Prace si vzala za cil porovnat rizné typy zivnych medii uréenych pro kultivaci
medium pro Kkultivaci bakterie a vbudoucnu jej pouzit k vyrobé testovaci karty
RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae:

— byla otestovana zivna media typu PLA agar, CSA agar, MYPGP agar, MYPGPn agar,
MYPGPnp agar a XY agar

— Z hlediska zachytnosti sledované bakterie P. larvae se projevilo jako nejvhodnéjsi nové
vyvinuté medium XY agar (v pfipravé patentova piihlaska). Bude vhodné pro
vyrobu testovacich karet RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae a zaroven i pro
praktické uziti ke stanoveni infekéniho tlaku moru véeliho plodu dosud pouzivanym
mikrobialnim rozborem

—na mediich typu PLA agar a CSA agar byl sice prokazan narust bakterie P. larvae, avSak
pro nedostate¢nou zachytnost bakterie nedoporucuji jejich pouziti k vyrobé
testovacich karet RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae. Nevyhodou Zzivného
media CSA agar je také fakt, ze vykultivované bakterialni kolonie lze obtizné
odecitat z Petriho misek, jelikoz medium je neprihledné diky rudé berani krvi, které

je jednou z hlavnich piisad media

. Porovnal jsem dosud pouZzivany postup pfi ur¢ovani infek¢niho tlaku moru véeliho

plodu Klasickou ,,toluenovou metodou‘ s noveéjsi ,,tweenovou metodou:

— pomoci obou metod je mozné pfipravit z voskové méli inokulum obsahujici volné spory
bakterie Paenibacillus larvae. Nevyhodou toluenové metody je vSak prace
S toluenem, kterd je z hygienickych divodi nevhodna. Dalsi nevyhodou toluenu
jsou jeho inhibi¢ni vlastnosti ptsobici na kliceni spor bakterie P. larvae. Zachytnost
spor je proto nizsi, nez u tweenové metody

— jako vhodngjsi tak byla vybrana tweenova metoda a na jejim principu bude postavena
extrakce spor P. larvae z voskové méli v novém zafizeni pro monitorovani stavu

infekéniho tlaku moru v¢eliho plodu kartovou metodou
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. Byly identifikovany bakterie narostlé na zivnych mediich ze vzorkd méli

a pifiSkvaru:

— peroxidovy test se projevil jako nejvhodnéjsi metoda v ohledu na rychlost a narocnost
prace pro urCeni zda dana kolonie bakterii obsahuje enzym katalazu a tudiz
k vylouceni, ze se jedna o bakterie rodu Paenibacillus

— Gramovo barvenim a mikroskopovanim byla u sledovanych bakterii prokazéna
grampozitivita a ty¢inkovy tvar. Bylo tak potvrzeno, Ze sledované bakterie mohou
byt rodu Paenibacillus

— identifika¢ni metodou MALDI — TOF MS, ktera k identifikaci neznamych bakterii
vyuzivd porovnani jejich proteinovych profild, prokazala ptitomnost a moznost
kultivace bakterie P. larvae na vSech pouzitych typech zivnych medii. Vzhledem
Kk nizké cené, relativné malé narocnosti prace a vysoké kvalité vysledki je MALDI
— TOF MS metoda prvni volby pro identifikaci neznamych bakteridlnich kolonii

a urcovani jejich rodu i druhu.

o Pokus, ktery mél za cil odhalit spory Paenibacillus larvae v ptidé pod nakazenym

véelstvem dospél k nasledujicim vysledkiim:

— nebyla prokazana ptitomnost spor bakterie P. larvae v ptidé odebrané pod ¢esny morem
napadenych vcelich ali

— byl potvrzen vyznam pouziti antibiotik (kyselina nalidixova a kyselina pipemidova)
v testovanych zivnych mediich pro potladeni doprovodné/necilové mikroflory.
Zaznamenal jsem vyrazn€ niz$i narGst necilovych bakterii na zZivnych mediich
obsahujici zminéna antibiotika. Jejich pouziti na vyvijenych testovacich kartach

RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae je nezbytné.

. Byl navrzen novy postup v boji proti moru vceliho plodu Vv predklinickém stadiu
vyskytu choroby v jednotlivych vcelstvech s vyuzitim kultivace ptivodce této choroby na

testovacich kartich RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae:

— piislusenstvi tohoto zafizeni obsahuje tyto chemikalie a material: plastova tuba s 10 ml
5% roztoku Tweenu 80 a styéinkou s vatou na konci piipevnénou k uzavéru,
plastovy ramedek o obsahu 100 cm? s drzatkem pro snadnou manipulaci, lihovy fix

(k popisu vzorku), stficka s etanolem a papirové utérky (k desinfekci nacini), vodni
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lazen (k tepelnému oSetfeni vzorki), inkubator (ke kultivaci testovacich karet pfi
teploté 37 + 1 °C), testovaci karty RIDA® COUNT - Paenibacillus larvae

— byl otestovan pracovni postup s timto zatfizenim. Pomoci zafizeni se v nakaZzeném tulu
podafilo stanovit pfitomnost ptivodce moru vceliho plodu. Ve zdravém vcelstvu
byla pomoci tohoto zafizeni potvrzena nepfitomnost spor bakterie P. larvae

— prace s nové navrzenym zatizenim nevyzaduje od uzivatele zadné odborné znalosti ani
zkuSenosti V mikrobiologické praxi. Prace s nim proto neni uzivatelsky narocna

a spliluje veskera zakladni hygienické opatfeni

. Prace bude pokracovat testovanim a zdokonalovanim nové€ navrZzeného zatizeni pro
monitorovani infekéniho tlaku moru véeliho plodu kartovou metodou. Hlavnim cilem bude
zvySit  zachytnost spor plvodce moru vceliho plodu na testovacich kartach
RIDA®COUNT - Paenibacillus larvae. Toho by mélo byt dosazeno piedevsim pouzitim
zivného media XY agar. Zachytnost sledované bakterie se také pravdépodobné zlepsi
pouzitim roztoku Tweenu 80 o nizsi koncentraci. Pro zavedeni zafizeni do praxe bude
tteba jesté porovnat vypovédni hodnoty klasické mikrobidlni metody a nové testovaci

kartové metody.

Cena zafizeni s takto navrzenym piisluSenstvim je pfiblizné¢ 15000 K¢. Cena
jednoho stanoveni infek¢niho tlaku moru véeliho plodu novou kartovou metodou pak bude
pfiblizné 30 — 40 K¢. V porovnéni s cenou jednoho mikrobialniho vySetfeni voskové méli
(600 — 900 K¢&), rychlosti a jednoduchosti testu je vSak cena piijatelna, zvlasté pak pro
mayjitele velkochovii. Jednou z hlavnich vyhod testu je fakt, Zze stav infek¢niho tlaku moru
véeliho plodu bude timto zafizenim stanovovan (oproti klasickému mikrobialnimu

vySetfeni) v jednotlivych véelstvech.
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