P. larvae — povodca MVP: genotypy, epidemiolégia, virulencia (2)

V Dymaku ¢. 7+8/2022 sme otvorili cyklus ¢lankov venujtci sa tematike moru véelieho plodu
(MVP). Na tivod sme sa zoznamili zo vSeobecnymi charakteristikami pdvodcu ochorenia, ktorym je
baktéria Paenibacillus larvae anacrtli vznik infekcie apriebeh ochorenia. V druhom ¢lanku
postupime d’alej a pozrieme sa blizsie na niektoré dolezité aspekty tykajuce sa biologickych vlastnosti
roznych kmenov patogénu, ktoré boli odhalené za posledné 2 dekady. Pre vcelarov bude mozno
novym poznatkom, ze identifikované kmene baktérie je mozné rozdelit’ do niekol’kych tried, ktorych
zastupcovia sa odlisuju nielen geneticky, ¢i fenotypicky, ale aj z hl'adiska u¢inku na jednotlivé larvy
a v¢elstvo ako celok. Dudovo povedané, pévodcovia MVP vonkoncom nie st rovnaki. Predpokladom
pre ziskanie takychto poznatkov boli a st epidemiologické studie plniace niekol’ko ucelov - (i) mapuju
vyskyt patogénu vo véelich populaciach, (ii) sleduju casové a priestorové rozsirenie MVP vo véelich
populaciach, (iii) hladaja zdroj/-e infekcie, (iv) odhaluju vztahy medzi réznymi prepuknutiami
ochorenia, (v) identifikuju faktory ovplyviujice tieto prepuknutia ainé. V ramci realizacie tychto
studii prebieha aj zber prirodnych izolatov patogénu (najméd z meliva a plastov obsahujucich chory
plod), ktoré si nasledne kategorizované a triedené. Tieto kmene sa potom dalej vyuzivaja pri
pokrocilejSom a detailnejSom mikrobiologickom, genetickom a molekularno-biologickom s$tudiu,
z ktorého vzisli aj zistenia, ktorymi sa zaobera tento ¢lanok.

ERIC genotypové triedy baktérie P. larvae

Ako velmi efektivna molekularna metéda pre genotypizaciu P. larvae sa ukazala rep-PCR
(repetitive element PCR) zapouzitia ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)
primerov (Genersch, 2010). Pri tejto metode sa sleduju unikatne vysoko konzervované repetitivne
sekvencie v mimogénovych oblastiach bakteridlnej DNA. Tieto je mozné pomocou PCR efektivne
,nhamnozit,, aanalyzovat' elektroforeticky na agar6zovom géli. Tymto spdsobom boli najprv
definované a odlisené 4 ERIC genotypové triedy P. larvae (obr. 1). Ako posledny bol iba nedavno
objaveny genotyp ERIC V (Beims a kol., 2020), ktory sa zatial’ podarilo identifikovat’ iba u 1 kmena
vyizolovaného zo vzorky polyfloralneho medu pochadzajiceho z provincie Badajoz v Spanielsku. Pre
zaujimavost’ je eSte mozné spomenut, ze podla starej nomenklatiry genotypy ERIC I a ERIC Il
nalezali poddruhu P. I. larvae a genotypy ERIC |1l a ERIC IV poddruhu P. I. pulvifaciens (Genersch
a kol., 2006).
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Obr. 1: ERIC-PCR genotypizacia vybranych kmetiov P. larvae. Draha M — 100 bp marker, drahy 1-4 —
ERIC I-ERIC IV elektroforetické vzory referenénych kmenov CCUG 28515, CCM 4486, CCM 39 and CCM
38b, drahy 5-10 — ERIC II vzory niekol’kych slovenskych izolatov. PCR produkty boli analyzované na 1%
agarovom géle obsahujucom farbicku GelRed (Sediva a kol., 2018).



Zastupcovia jednotlivych ERIC genotypov sa li§ia mnohymi vlastnostami (niektoré z nich
zachytava tab. 1) a morfologiou. Kolonie kmeniov ERIC 1 st Sedé az Sedobiele, ¢asto vel'mi bledé az
transparentné. Pri koloniach kmenov ERIC II je ¢asta oranzova pigmentacia, av§ak nie je pravidlom
(obr. 2). Kolénie kmenov ERIC IIT zvyknu byt tmavooranzové a kmetiov ERIC IV biele. Teda uz
mikrobiologické vysetrenie naznacuje prislusnost’ k urc¢itému genotypu. Nestaci vsak, lebo sa
vyskytuje aj pomerne vel'a vynimiek. Morfologické rozdiely boli odhalené aj v Strukttre spor, ktoré
boli skimané pomocou elektronovych mikrofotografii (obr. 3). Najvacsi dosah na praktické véelarenie
maju v8ak v kone¢nom dosledku hodnoty ¢asovej umrtnosti lariev - LT1oo (tab.1), ktoré su odlisné pre
jednotlivé genotypy. Hodnota LT Vyjadruje pocet dni, za ktory dojde k Gthynu tych lariev, ktoré po
infekcii ochoreli. Tato hodnota poskytuje konkrétny obraz o virulencii danej genotypovej triedy.

Tab. 1: Zakladné fenotypové charakteristiky jednotlivych ERIC genotypovych tried P. larvae (podl'a Genersch,
2005; 2006; 2010; a Beims a kol., 2020).

Druh (Genersch a kol., 2006) P. larvae

Byvalé poddruhy (Heyndricks a kol., 1996) P. 1. larvae P. 1. pulvifaciens -
ERIC genotypy ERIC I ERIC II ERIC III ERIC IV ERIC V*
Povrch spor hladky hladky ryhovany ryhovany | ryhovany

LT} (dni) 10-13 6-10 3-7 3-7 3

Hydrolyza Zelatiny - + + - +

Hemolyza CSA agaru -(+) - +

Fermentacia manitolu - + ?

Fermentécia salicinu + - - - ?

*kmen DSM 106052

Obr. 2: Koloénie vegetativnych buniek P. larvae genotypov ERIC | (a) a ERIC 1l (b) a (c) (Foto: Dr. G. Rugna,

Bassi a kol., 2015).
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Obr. 3. Elektronové mikrofotografie spor roznych kmetiov P. larvae genotypovych tried ERIC I — V. A) kmeti
DSM 7030 (ERIC I); B) kmen DSM 254302 (ERIC 1I); C) kmen LMG 16252 (ERIC 11I); D) LMG 16247 (ERIC
IV); E) prirodny izolat 138b (DSM 106052; ERIC V). Zatial' ¢o spory kmeinov ERIC I a ERIC II maju hladky
povrch, spory kmeiiov ERIC III-V vykazuji pozdizne ryhovanie. Biela Giarka ma velkost 0,2 um (Beims
a kol., 2020).




Epidemiolégia MVP

Genotypy ERIC | a ERIC II st globalne rozsirené na vsetkych kontinentoch. Majoritné
zastapenie VO svete maji kmene ERIC I, kmene ERIC II su vo vécsej miere zastipené hlavne
vV Eurdpe. Aj tu vsak ERIC I kmene obycajne dominuju, napr. v Litve maju zastupenie 100%,
v Taliansku 79%, Rakusku 58% a pod. (Amsiejute a kol., 2022; Bassi a kol., 2015; Loncaric a kol.,
2009). ERIC Il kmene prevladaju iba v Cesku (80,4%; Biova a kol., 2021), Slovinsku (70,2%; Zugelj
akol.,, 2021) a pravdepodobne aj na Slovensku, nakolko vSetkych 33 prirodnych izolatov
zozbieranych z roznych lokalit Slovenska a charakterizovanych na Chemickom tistave SAV (Sediva
akol., 2018) prisluchalo prave tomuto genotypu. Co sa tyka ostatnych genotypov, tie maju
z praktického hladiska len minimalny vyznam. Ako sme uz zmienili, bol objaveny iba 1 izolat
s genotypom ERIC V a kmene ERIC IlI a IV neboli v poslednych rokoch medzi prirodnymi izolatmi
vobec zaznamenané. Prakticky vyznam tak maju iba pre vyskumné tcely a dostupné su iba ako
historické izolaty uchovavané v zbierkach mikroorganizmov (Genersch a kol., 2006; Genersch a kol.,
2010; Beims a kol., 2020).

Virulencia kmeriov P. larvae na urovni lariev a véelstiev

Rozdiely vo virulencii roznych kmefiov P. larvae sa vo vztahu k individualnym larvam
prejavuju jednak a) réznym poctom usmrtenych jedincov pri rovnakej infekénej davke spér, a tiez
aj b) rychlostou ich zabijania. V prvom pripade virulencia nema suvislost s ERIC genotypmi
a jednotlivé kmene v nej moézu vykazovat' zna¢né rozdiely (Genersch a kol., 2005). Moliné a kol.
(2020) popisali, ze pre dosiahnutie 50% tmrtnosti lariev (laboratorny chov) s ich najmenej
virulentnym kmefiom potrebovali 7,4 — 479x vyssiu davku spér ako pri inych kmenoch. V druhom
pripade je vsak situacia ina. Z hl'adiska rychlosti usmrcovania lariev su kmene ERIC II virulentnejsie
(LT100 = 6 — 10 dni) ako kmene ERIC I (LT100 = 10 — 13 dni) (Genersch a kol., 2006; Genersch a kol.,
2005). Rozdielna virulentnost’ v zabijani jednotlivych lariev sa prejavuje na urovni véelstiev Gplne
opacne, ako by sa logicky ocakavalo. ERIC Il kmene, ktoré zabijaju larvy rychlej$ie su menej
virulentné voci vcelstvam; odborne povedané, virulencia na urovni larvy Vv tomto pripade negativne
koreluje s virulenciou na turovni vcelstva (Rauch akol., 2009). Tento paradoxny jav suvisi
s efektivitou hygienického spravania véiel, ktora po zavieckovani plodu klesa. V ramci tohto spravania
dokazu robotnice odstrafiovat’ larvy usmrtené ERIC IT kmefimi ovel’a efektivnejsie (> 90% ucinnost’),
ked’ze k takmer vSetkym ahynom dochadza este pred zavieCkovanim buniek. Naproti tomu pri infekcii
kmenimi ERICI hynu larvy prevazne az po zavieCkovani, kedy vcely dokazu detegovat
a odstrannovat’ mftve larvy s nizSou len ~ 60% ucinnost'ou. Odstranenie uhynutych lariev z buniek
plastu/z ul'a este pred ich degradaciou je kl'icové, lebo sa tym limituje produkcia infekénych spor
a ucinne sa potlaca rozvoj ochorenia vo véelstve. V koloniach, ktoré maji dobre vyvinuté hygienické
spravanie sa preto infekcia kmenmi ERIC II nemusi klinicky prejavit’ (Spivak a Reuter, 2001; Evans
a Spivak, 2010) prip. st klinické symptomy v takom rozsahu, Ze vyrazne nenari$aju generacni
vymenu a v¢elstvo dokaze s patogénom koexistovat’ aj viac sezon. V praxi to znamena, ze pri infekcii
s ERIC II kmenmi méze prebiehajuca infekcia vo vcelstve zostat’ dlho neodhalend, ked’ze patologické
zmeny su l'ahsie prehliadnutel'né (obr. 4). Ostatné ,,raritné* kmene reprezentujiice genotypy ERIC I1I-
V sa vyznaéuju hypervirulenciou (LTi00 = 3 — 7 dni) (Beims a kol., 2020, Genersch, 2010), ktora je
pravdepodobne dévodom, pre¢o sa im nepodarilo ustalit vo véelej populacii. Dalej sa tejto
problematike budeme venovat’ nabudtce...
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Obr. 4: Plodové plasty s klinickymi prejavmi MVP. A) Typické symptomy vyvolané kmetiom P. larvae
s genotypom ERIC 1. Vécsina lariev hynie oby¢ajne az po zavieCkovani, v kadaveroch lariev dochadza
k masivnej produkcii spor, v bunkach je mozné najst’ polotekuté zvysky degradovanych lariev a priskvary,
ochorenie ma oby¢ajne rychly spad. B) Typické symptomy vyvolané kmetiom P. larvae s genotypom ERIC 1.
Vécsina lariev hynie eSte pred zavieCkovanim, véely odstraiiuju kadavery lariev v doésledku coho plasty
vykazuju vacsiu medzerovitost’ plodu ako v zdravych veelstvach, bunky s degradovanymi larvami sa vyskytuj
ovel'a sporadickejSie ako pri infekcii ERIC I kmefnimi, ochorenie méa obycajne pomaly priebeh, pricom choré
veelstvo moze niekedy prezivat’ aj viac sezon (Rauch a kol., 2009).
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