Paenibacillus larvae — povodca moru véelieho plodu: Uved (1)

Mor vcéelieho plodu (MVP) je najzavaznej$im celosvetovo rozsirenym bakteridlnym ochorenim
vCely medonosnej postihujiicim jej ranné vyvinové $tadia. Ked’ sa spomenie tato tematika medzi
vcelarmi, mnohi zvazneja, niektori azda pre svoju zli sktsenost, ini zasa dufajic, ze sa s tymto
problémom pri vlastnych v¢elach nikdy nestretni. Veru, bezpochyby existuju aj veselSie véelarske témy.
Tak ¢i onak, pre Uspesny boj je nevyhnutné co najlepSie poznat svojho protivnika. Preto sa
V nasledujucich ¢lankoch pokusime priblizit’ niektoré zndme i menej zndme poznatky, ¢i zaujimavosti
tykajuce sa MVP. Zacneme tymi najzakladnejsimi. Povodcom tejto choroby je baktéria Paenibacillus
larvae (Genersch, 2010). Larvy, ktoré sa infikuji spérami patogénu v takej miere, Ze ochoreju, prakticky
bez vynimky uhynt. V pripade klinického prepuknutia infekcia vo vicSine pripadov vo vcelstve
postupne napreduje, rastice thyny nara$aju genera¢nu vymenu vciel, pocet jedincov klesa, a toto
oslabovanie v kratsom ¢i dlh§om ¢asovom horizonte vedie Ku kolapsu kolénie. V najhorSom pripade je
takato kolonia vyrabovana inym véelstvom, ¢o vedie k d’alS§iemu Sireniu ochorenia. Na Slovensku bol
MVP po prvy raz diagnostikovany v roku 1939 a patri medzi choroby podliehajuce povinnému hlaseniu
podl'a zakona ¢.39/2007 Z.z. o veterinarnej starostlivosti (Toporcak a kol., 2014). Na nasom tizemi sa
kazdoro¢ne objavujti nové pripady tohto ochorenia (obr. 1 a 2).
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Obr. 1: Ohniska moru véelieho plodu - maj 2021 (SVSSR, 2021).

Obr. 2: Ohniska moru véelieho plodu - jiin 2022 (SVSSR, 2022).



Historia a taxonomické zaradenie pévodcu moru véelieho plodu

Hoci prvé odborné zmienky o MVP pochadzaju z 18. storocia, kedy sa pren podl'a zapachu
vychadzajiceho z postihnutych véelstiev ustalil nazov ,,Foulbrood“ (tzn. zapachajtci/hnily plod)
(Schirach, 1769), povodcu ochorenia odhalil az v r. 1906 americky mikrobiolog White, ktory opakovane
izoloval baktériu, ktora bola pomenovana najprv ako Bacillus larvae. Neskor v r. 1950 sa podarilo
vyizolovat aj d’alsiu baktériu, ktort klasifikovali ako Bacillus pulvifaciens. Tato sa ako pévodca moru
vyskytovala iba raritne a niekedy bola dokonca povazovana za nepatogénnu, ¢o bolo ale vyvratené az
0 viac ako 50 rokov neskor (Genersch a kol., 2006). Po zavedeni komparativnej sekvencnej analyzy 16S
rRNA do bakterialnej taxondmie bolo nutné spravit' rozsiahle nomenklatirne revizie. B. larvae a B.
pulvifaciens boli pridelené do nového rodu Paenibacillus a reklasifikované na Paenibacillus larvae resp.
Paenibacillus pulvifaciens (Ash akol., 1993). To ale netrvalo dlho a po vykonani pokrodilejsich
biochemickych a genetickych analyz boli druhy zlacené. P. larvae bol reklasifikovany na Paenibacillus
larvae subsp. larvae a P. pulvifaciens na Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens. Toto rozdelenie malo
odrazat’ genotypické, fenotypické a patologické vlastnosti réznych kmenov (Hendrickx a kol., 1996).
Ako uz Ccitatel’ tusi, ani tato klasifikacia nebola kone¢na. Ako postupne rastol pocet zozbieranych
prirodnych izolatov, podarilo sa objavit’ aj také kmene, ktoré svojimi vlastnost’ami odporovali dovtedy
popisanym charakteristikim uvedenych poddruhov. Takymito boli napr. kmene, vytvarajice oranzovo
pigmentované kolonie (vlastnost’ pripisovana ,,nepatogénnemu® P. |. pulvifaciens), ktoré patrili podl'a
vsetkych znakov okrem sfarbenia k P. I. larvae (Hendrickx a kol., 1996; Drobnikova a kol., 1994).
Napokon bola pomocou klasickych metéd (morfoloégia kolonii, elektronova mikroskopia spor)
i modernych molekularnych metod (pulzna elektroforéza, SDS PAGE analyza proteinového profilu,
rep-PCR vyuzivajuca ERIC primery) vykonand rozsiahla analyza zbierkovych i prirodnych kmenov,
ktora preukazala ich vel'mi vysokat podobnost, podla autorov neopraviujicu poddruhové ¢lenenie.
Navyse sa experimentalne podarilo i kmeinimi ,,nepatogénneho typu‘ infikovat’ larvy a vyvolat’ typické
priznaky moru vcelieho plodu, ¢im zanikol hlavny dévod predoslého rozdelenia. Posledna taxonomicka
revizia v roku 2006 preto reklasifikovala oba typy na Paenibacillus larvae bez poddruhovej klasifikacie
(Genersch a kol., 2006), ¢o plati az dodnes.
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Obr. 3: Pigmenované (A) a nepigmentované (B) kolonie réznych kmetiov P. larvae vyrastené na J-agare
(Hirai a kol., 2016).

Mikrobiologicka charakteristika druhu Paenibacillus larvae

Paenibacillus larvae (Kmefi: Firmicutes, Trieda: Bacilli, Rad: Bacillales, Celad
Paenibacillaceae, Rod: Paenibacillus) je grampozitivna, fakultativne anaerdbna, sporulujuca baktéria
(Genersch akol., 2006). Vicsina jej kmenov je pohybliva a disponuje peritrichnymi vo zvizkoch
usporiadanymi bicikmi (dlhymi 0,2 - 30 pm). Ide o vysoko Specializovaného entomopatogéna, ktorého
jedinym hostitelom su vcelie larvy, priCom nie je znamy ziadny iny prirodzeny habitat podporujuci
kli¢enie spér a bunkové delenie P. larvae (Ebeling a kol., 2016). Dospelé véely su voéi bakterialnej
infekcii iminne. RozliSuju sa 2 zivotné Stadia baktérie: (i) vegetativne tyCinkovité bunky (0,5 -1 x 2,5



—5 um) a (ii) ovalne spory (0,6 — 1,3 um), ktoré predstavuju infekény agens (obr. 3 a 4) (Gordon a kol.,
1973; Shimanuki a Knox, 2000). NajvnimavejSie na infekciu su véelie larvy v rannych vyvinovych
Stadiach (staré 12 - 36 h), pricom niektori autori uvadzaji, ze uz 10 spor prijatych s potravou moze
u niektorych lariev vyvolat’ fatalnu intestinalnu infekciu (Bambrick a Rothenbuler, 1961; Genersch
a kol., 2005). K thynu dochadza akonahle sa baktériam podari invadovat’ telova dutinu (lat. haemocoel)
(Yue a kol., 2008). Larvy starSie ako 2 dni sa povazuju za viac-menej imunne, nakol’ko st uz schopné
odolat’ infekcii az 10° spor (Sturtevant, 1932). Pozn. vzhl'adom na isté experimentalne skusenosti
a ziskané poznatky vSak povazujeme uvedeny minimalny pocet spor, pri ktorom je Sanca, ze larva
ochorie za podhodnoteny a vyzadujuci opdtovné preverenie.
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Obr. 4: A) Kultara P. larvae zafarbena Gramovym farbenim. Sipky ozna¢uju spéry (tmavsie), ktoré sa
vytvaraju v subterminalnej oblasti vegetativnych buniek (Guzman a kol., 2011). B) elektronova mikroskopia
vegetativnej bunky P. larvae (Stahly, 1985).
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Obr. 5: Zivotné §tadia P. larvae: a) detailny pohl'ad na distribuciu vegetativnych buniek pozdiz érevného epitelu
4. den po infekcii (fluorescenéna in situ hybridizacia), b) rovnaka fotka, kontrastné zobrazenie, tzv. giant whips —
agregované biciky, pozostatky z vysporulovanych vegetativnych buniek, Ciarka reprezentuje 20 um c) rez
endosporou, obal 7 vrstiev (elektronova mikroskopia) (Foto: J. Ludvik) (upravené podla Yue a kol., 2008; Titéra,
2009).

Patogenéza moru véelieho plodu

Vyskyt ochorenia zavisi od mnohych faktorov, najmi od virulencie patogénu a genetickych
vlastnosti danej kolonie, avSak vyznamnt Glohu zohravaju aj environmentalne podmienky ¢i stresové
vplyvy (Evans a Spivak, 2010). Preinfekciu je nevyhnutné, aby bola vcelia larva vystavena
kontaminovanej potrave pocas prvych 36 hodin od vyliahnutia z vaji¢ka (Hoage a Rothenbuler, 1966).
Po skonzumovani sa spory dostant do traviaceho traktu larvy a prechadzaji do lumenu creva, kde
priblizne 12 hodin po poziti vykli¢ia (Yue a kol., 2008). Povodne sa predpokladalo, Ze po vykli¢eni
vegetativne formy P. larvae ihned’ prenikaju cez epitel ¢reva pomocou fagocytozy a delia sa az po
prieniku do telovej dutiny, ktora bola povazovana za primarne miesto pomnoZenia patogénu (Bailey



a Ball, 1991). Toto tvrdenie vyvratili pomocou fluorescenéne;j in situ hybridizacie Yue a kol. (2008). Ti
preukazali, ze vegetativne formy sa najskér masivne pomnozuju v Creve, ktoré kolonizuju bez
vidite'ného narusania tkanivove;j integrity epitelu. Pocas tohto $tadia infekcie Zije P. larvae v ¢reve ako
komenzal, pricom vyuziva stravu prijatu larvou. Toto podporuji aj zistenia, Ze bakterialna bunka P.
larvae obsahuje aktivne enzymy metabolickych drah, ktoré sa uplatiiuju v metabolizme sacharidov. Je
teda schopny metabolizovat’ rozliéné cukry vratane glukdzy a fruktozy, a tie vyuzivat' pre svoj rast
(Neuendorf a kol., 2004, Genersch, 2010). Vnutro ¢reva larvy pokryva tzv. peritrofickd membrana (obr.
4B), ktora udrziava bakterialnu masu v lumene ¢reva a zamedzuje jej kontaktu s ¢revnym epitelom.
Avsak, v neskorSom Stadiu infekcie, ked’ je uz ¢revo naplnené velkym mnozstvom baktérii, dochadza
k naruseniu tejto ochrannej vrstvy. Vtedy zacina P. larvae svoj invazivny sposob zivota, prenika cez
medzibunkové priestory epitelom ¢reva, a nasledne migruje naprie¢ telovou dutinou, kde pokracuje
v bunkovom deleni (Yue a kol., 2008). Pocas svojho vegetativneho rastu secernuje vysoko aktivne
extracelularne proteazy, ktoré¢ napomahaju infekcii (Hrabak a Martinek, 2007) tym, ze prostrednictvom
degradacie spojivovych Struktur bunka-bunka a bunka-matrix narsaju integritu ¢revného epitelu, ¢im
ul’ahcuju prienik baktérii do hemocelu. Nastava sepsa, larva hynie, vegetativne bunky sa d’alej delia
a produkované proteazy postupne rozkladaju kadaver na polotekutt lepkava hmotu (angl. ropy mass).
Tieto procesy su pre P. larvae esencialne, nakol'ko eSte kym je vo vegetativnom §tadiu, musi zabezpecit’
rozruSenie larvalneho integumentu aby sa zaistilo, Ze po sporulacii budi spéry volne dostupné
(Genersch, 2010; Antanez a kol., 2009). K sporulécii dochadza po vycerpani organickych nutrientov.
Polotekuta hmota postupne schne a formuje sa z nej tzv. priskvar (angl. scale), ktory je vysoko infekény
(mdze obsahovat aj viac ako 2x10° spor P. larvae). Robotnice &isticky sa kontaminuju pri snahe o jeho
odstranenie. Nasledne trofalaktickymi kontaktmi spdsobia intrakolonialne rozsirenie spér, ktoré sa
dostant do medu a larvalnej potravy. Vcely opatrovatel’ky potom podavanim kontaminovanej potravy
nakazia d’alie larvy. Od momentu rozloZenia prvej larvy ma ochorenie ¢asto rychly spad, hynie stale
viac lariev, kolonia slabne a postupne kolabuje. Vtedy byva vyrabovana véelami z inych véelstiev, ktoré
si spolu s ulupenym medom zanest infekciu do vlastnej kolonie (Bailey a Ball, 1991; Lindstrém a kol.,
2008a). Efektivny boj voci P. larvae je pomerne komplikovany, nakol’ko vytvara vel'mi vel'’ké mnozstvo
spor. Ide o extrémne rezistentné endospory odolavajuce teplu, chladu, suchu, vlhkosti i dezinfekénym
¢inidlam, ktoré si m6zu uchovat’ infekénost’ aj po dobu viac ako 35 rokov. Blizsie poznatky o procese
tvorby spor a ich biologickych charakteristikach su limitované malym poétom vedeckych prac
(Genersch, 2010). Z mikroskopickych §tadii vieme iba to, ze P. larvae produkuje spory podobne ako
iné baktérie (Bakhiet a Stahly, 1985), a Ze k diferenciacii vegetativnych buniek na dormantné spory
dochadza v dosledku vy&erpania nutrientov (Poppinga a Genersch, 2015). Tolko teda na ivod. Dalej sa
budeme tejto problematike venovat’ niekedy nabudtce...
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Obr. 5: Niektoré z klinickych priznakov MVP. A) zdrava (vlavo) a chora kukla rovnakého veku.
Vécsina lariev vSak hynie eSte pred dosiahnutim pupalneho $tadia. B) uhynutd rozkladajuca sa larva, z ktorej
neskor vznikne priskvar. Bunky boli kontrolne otvorené na 13. deil po experimentalnej infekcii (Genersch, 2010).
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