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ABSTRAKT

Tato prace si klade za cil pfinést prehlednou literarni reSer§i na téma vyskytu
mikroorganismit u v¢ely medonosné a vybranych vcelich produktii. Zaroven toto téma
zpracovava i praktickou formou. Pfi tvorbé praktické ¢asti byly paralelné vyuzity tradi¢ni
kultivaéni pfistupy a moderni metagenomicka analyza pro zisk piesnych a dostateCnych
vysledki. Kultivaéné bylo izolovano a pozd¢ji identifikovano celkem 25 bakteridlnich
druhti spadajicich pievazné do fadu Enterobacterales, Caryophanales a Pseudomonadales.
Tyto bakterie vSak nevytvafi jadrovy mikrobiom vcel. Dulezitym faktem je, Ze se
ve vzorcich véel metagenomickou analyzou podaftilo identifikovat ¢eledi, které standardné
vceli mikrobiom tvofi. Déle byla provedena metagenomickd analyza mateti kaSicky, ktera
ukézala ptitomnost ¢eledi Lactobacillaceae a Acetobacteraceae i pies jeji inhibi¢ni U€inky.

U vzorkd larev byla prokazana znacna heterogenita ve slozeni jejich mikrobiomu.

Kli¢ova slova: véela medonosna, mikrobiom, véeli larva, pyl, mateti kasicka, identifikace

mikroorganismil, PCR, sekvenace

ABSTRACT

This thesis aims to provide a clear literature review on the topic of the occurrence
of microorganisms in the honeybee and selected bee products, while also applying a
practical approach to the topic. The practical part integrates traditional cultivation
approaches and modern metagenomic analysis to obtain accurate and sufficient results.
Cultivation resulted in the isolation and subsequent identification of a total of 25 bacterial
species, mainly belonging to the orders Enterobacterales, Caryophanales, and
Pseudomonadales. However, these bacteria do not constitute the core microbiome of bees.
Importantly, metagenomic analysis of bee samples successfully identified families that
typically form the bee microbiome. Additionally, a metagenomic analysis of the royal jelly
was performed, revealing the presence of the families Lactobacillaceae and
Acetobacteraceae despite its inhibitory effects. As for larval samples, considerable

heterogeneity in the composition of larval microbiomes was observed.

Keywords: honeybee, microbiome, honeybee larva, bee bread, royal jelly, identification

of microorganisms, PCR, sequencing
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UvVOD

V poslednich letech, kdy dochazi k obrovskému rozvoji sekvenacnich analyz, jejich vétsi
dostupnosti a vytéznosti dat, se znacn¢ rozviji pruizkum mikrobioml ruznych zivoc¢ichi
véetné Clovéka. Jsou hledany zakonitosti a mechanismy piisobeni vztahu mikrobiom —
hostitel, poptipad¢ to, jak mikrobiom ovliviiuji podminky vnéjSiho okoli. Nejinak je tomu
iuvcCely medonosné, ktera patii mezi velmi cenny hmyz diky svym schopnostem
opylovace. Rozviji se moznosti pozitivniho ovlivnéni mikrobiomu tak, aby vcelam
poskytoval vyssi ochranu predevsim pied patogennimi mikroorganismy, kterym vcely Celi
¢im dal castéji a dochazi tak ke znacnym ztratam vcelstev. Ovlivnéni mikrobiomu
by mohlo vést 1 k vyssi odolnosti vcel viici pesticidiim a chemickym latkdm obecné, nebo
by se mohla zvysit odolnost vii¢i ndhlym zménam pocasi, které véelate trapi v poslednich

letech 1 v nasich oblastech.

Tyto aspekty by v budoucnu mohla pomoci zlepsSit dobfe definovand a popsana vceli
probiotika, kterd by byla do vcel externé¢ dodavana. Jiz nyni je mozné setkat se na trhu
s takovymi produkty, nicméné v Siroké vcelarské vetejnosti jim zatim neni vénovana
priliSna pozornost. Pfed masovym nasazenim takovych ptipravki je tfeba zvazit i néktera
negativa, kterd s sebou mohou tyto dopliky vceli stravy nést a to predevSim rozdilné
sloZzeni mikrobiomu larev a dospélych vcel, kdy mohou nékteré bakterie vhodné pro
dosp€lé vcely negativné ovliviiovat larvalni stiddia. DalSim problémem je znacna
konzervovanost mikrobiomu dosp¢€lé vcely, kdy se sloZzeni ani zastoupeni mikroorganismu

pfilis neméni a probiotika by nemusela mit poZadovanou G¢innost.

I ptes tyto problémy se vsak jevi vyuziti dobie definovanych bakteridlnich kmeni jako
jeden z nejlepSich zptisobtl, jak vcely vice chranit pied zménami prostiedi a uchovat si tak

jejich dulezité sluzby, které kazdorocné tento hmyz plni.

Cilem praktické casti prace byla identifikace a popis predev§im bakteridlnich skupin
pfitomnych ve vzorcich v¢€el, larev, pylu a matefi kaSicky, a to za pouziti tradi¢nich
kultiva¢nich metod s néslednou identifikaci, tak 1 metod zaloZenych na metagenomické
analyze, které umoziuji popsat cely mikrobiom jako celek pouze na zaklad¢ ptitomnosti
nebo nepfitomnosti DNA daného druhu nebo skupiny. Teoretickd cast je zaméiena
na vyskyt mikroorganismit ve vcelim spoleCenstvu véetné téch patogennich a zaroven

popisuje nékteré zdkladni pojmy charakterizujici véelu medonosnou.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VCELA MEDONOSNA

Vcela medonosna (4pis mellifera) je blanokiidly hmyz s proménou dokonalou, ktery je
Clovékem vyuzivan tisice let pro produkci medu, vosku a dalSich vcelich produkti.
Archeologické nalezy dokazuji, ze byly véely chovany jiz pted 4500 lety v oblasti Egypta
a Recka, nicméné existuji i dikazy o chovech mnohem starsich [1]. Kromé tvorby t&chto
produkti hraje vcela spole¢né s dalsSim hmyzem a zivocichy zésadni roli pfi opylovani
rostlin a tedy udrZeni rovnovahy ekosystému a zachovani biodiverzity. Této problematice
je vposlednich letech vénovéana velkd pozornost, vzhledem k celosvétovému ubytku
hmyzu. Populace chovanych vcel jsou sice povazovany za pomérné stabilni, nicméné
se v soucasné dob& objevuje stile vice faktorti, které je ohrozuji [2]. Mezi né patii
pfedevs§im nesetrné pouzivani pesticidll, dale ztrata pfirozenych stanovist, zména klimatu
a v neposledni ftadé¢ znacny tlak parazith (Varroa destructor) a patogennich

mikroorganismda.

1.1 Puvod véely medonosné

Pivodem vcel se zabyvaji dvé hypotézy lisici se mistem vzniku tohoto hmyzu [1]. Jako
tradi¢ni je oznaCovana teorie o vzniku vcel v Asii. Dikazem je pak mnozstvi ostatnich
druhli kromé& Apis mellifera, které se vyskytuji vyhradné zde [1, 3]. Rod Apis v sou€asné
dobé zahrnuje 9 druhii, z nichz 8 je plivodnich pouze pro riizné oblasti Asie a pouze

Apis mellifera se dle teorie rozsitila dale do Afriky a Evropy.

Druhou hypotézou je africky ptivod vcely. Tato teorie je podpofena ¢etnymi genetickymi
studiemi, kdy byly analyzovany genetické markery [3], na jejichz zdklad¢ byly
pak vytvoteny fylogenetické stromy, které svéd¢i o pfitomnosti predka vcely prave

v Africe.

Druh Apis mellifera je v soucasné dob¢ rozdélen na 33 poddruhii, které se vyskytuji
v Evropé (13 poddruhil), zépadni Asii (9 poddruhi) a Africe (11 poddruhit) [3].
Pro Ceskou republiku je pivodni poddruh Apis mellifera mellifera nazyvany také jako
vcela tmava [1]. V Cisté podobé¢ je tento poddruh vsak jiz vzacnosti a v populaci se Castéji
vyskytuji kfizenci tohoto poddruhu se vcelou kranskou (Apis mellifera carnica). Vcela
kraniskd je cenéna pro své vlastnosti — predev§im mirnou povahu, rychly jarni rozvoj
véelstev a dobré vyuziti rozptylenych sntigek, proto v Ceské republice v soudasné dobd

prevlada.
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1.2 Biologie véely medonosné

T¢lo vcely je déleno, podobné¢ jako u ostatniho hmyzu, na tii zdkladni segmenty — hlavu,
hrud’ a zadecek [1]. Dominantni ¢asti hlavy jsou slozené oci, které se skladaji z velkého
poctu drobnych komorovych oc¢ek, coz véelam umoziuje schopnost dobrého prostorového
vnimani [4]. Tyto vlastnosti jsou diilezité pro orientaci mimo ul a hledani potravy. DalSim
smyslovym orgdnem umisténym na hlave jsou tykadla s komunikacni funkci [5]. Na hlave
se krom¢ vySe zminénych organi nachdzi jest¢ kusadla a sosdk slouzici piedevsim
pro ziskdvani a sbér potravy nebo krmeni vceli matky a larev. Pro hrud je typicka
pritomnost organti pohybu — koncetin a kiidel. VEely maji dva pary kiidel, kterd se vSak
za letu spojuji pomoci hacki na pirednim paru a vytvari tak celistvy Utvar [6]. Tii pary
kracivych koncetin slouzi pak predevsim k ptfichyceni k povrchu pomoci drobnych hacki,
ale také pro pohyb v ulu [1]. Tteti par se od dvou predchozich zna¢né odlisuje a slouzi
pro ukladani pylu pfi sbéru. Zadecek vcely tvofi znacnou c¢ast téla a u jednotlivych kast
se ligi predeviim piitomnosti zihadla. Zihadlo vzniklo vyvojem zkladélka a je tedy
pfitomno pouze u samicek. Vceli matka pouziva Zihadlo pfevazné ke kladeni vajicek,
zatimco dé€lnicim slouzi vyhradné k obrané [7]. Typickou strukturou zihadla jsou
tzv. vratizoubky (zpétné¢ hacky), které =zabraiuji snadnému odstranéni Zihadla

po bodnuti [7].

1.2.1 Anatomie gastrointestinalniho traktu

T¢lo vcely je tvorenou fadou vysoce specializovanych organti, z nichz se skladaji organové
soustavy. Z mikrobiologického pohledu mé nejvétsi vyznam gastrointestinalni trakt,

kde dochazi k traveni potravy a je osidlen fadou symbiotickych mikroorganismt.

Travici trubici veely lze rozdélit na nékolik segmentl. Piedni ¢ast tvofi usta, hltan, jicen,
dale medné volatko (pfedzaludek), které se podili na uklddani nektaru a jeho zpracovani
na med, a ¢eslo odd¢€lujici piedni a stiedni ¢ast [8]. Stfedni ¢ast trubice tvoti pravy Zaludek
(mezenteron), kde dochézi k traveni potravy. Stény Zaludku jsou schopny vylucovat travici
enzymy potifebné pro katabolismus bilkovin, sacharidii i tukd a zaroven vstiebéavat tyto
ziviny [1, 9]. Od zadni ¢asti trubice je zaludek oddé€len pylorickou chlopni. Zadni ¢ast
je slozena ze stfeva a vykalového vacku. Ve stfevé dochazi predevsim diky jeho velkému
povrchu ke vstiebavani zivin, které nebyly vstiebany diive v zaludku. Poté nestrdvené
zbytky potravy pokracuji do vykalového vacku, kde se hromadi do doby, nez dojde

k defekaci mimo 1l [9]. V ptipadé¢ zimniho obdobi se takto mohou vacky plnit i nékolik
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mésict. Tento zplsob vyprazdilovani ma za cil pfedev§im omezit vyskyt patogenti pfimo

v ulu a snizit tak mozné riziko Sifeni onemocnéni.
1.3 Vcdelstvo a jeho slozky

Vcela medonosnd je typicka tvorbou mohutnych kolonii Citajicich desetitisice jedinc,
kdy kazdy znich méa svlj vyznam a své ukoly, které ve spoleCenstvu plni. Kazdého
z jedincu lze zaradit do nékteré ze tii kast. V bézném vcelstvu se bé¢hem letniho obdobi
nachdzi jedna véeli matka, né€kolik desitek tisic vcelich délnic (pocet se mize velmi
vyrazné liSit mezi jednotlivymi vcelstvy a zaroven je znacné zavisly na klimatickych
podminkach daného roku) a trubci v poétu stovek az nizsich tisict [10]. Jednotlivé kasty
vcel se odliSuji, spoleénym znakem je postupny vyvoj z vajicka, pfes larvu a kuklu,

po dospélce.

1.3.1 Plod

Jako vceli plod Ize oznacit vyvojova stadia vcely pfed vylihnutim dospélce. Pro plod
je zasadni pomérné vysokd a stabilni teplota po celou dobu vyvoje (32 — 36 °C). Prvnim
stadiem je vajicko nakladené vceli matkou. Toto stddium trva u vSech kast stejnou dobu
a to tfi dny [11]. Matky a délnice se vyviji z oplozenych vajicek, trubci pak z neoplozenych
[12]. Délka stadia larvy se u jednotlivych kast 1i§i. Béhem tohoto obdobi jsou larvy
intenzivné krmeny. Larvy vcelich matek po celou dobu pfijimaji mateti kasicku, larvy
délnic a trubcti zpocatku délnic¢i kasi¢ku (stejné slozeni, ale jiny pomér latek oproti mateti
kaSi¢ce), poté jsou krmeny smési této kaSicky spylem a medem [12]. Po zakukleni
je kazda plodova buiika v plastu piekryta voskovym vickem, které produkuji délnice.
Metamorféza trva opét u riznych kast riznou dobu. Nejkrat$i je u vceli matky, dale

nasleduji délnice a nejdelsi je paradoxné u trubeti [1].

1.3.2 Matka

Vceli matka vznikd z oplozeného vajicka a jeji somatické builkky jsou diploidni.
Morfologicky se znaéné odliSuje od dé€lnic i trubct predevsim svou velikosti. Hlavnim
ukolem vcelich matek je reprodukce a udrzovani poctu veel v kolonii. Zpravidla se jedna
o jedinou plodnou samici v alu, ktera je rozmnozovani schopna. Od ostatnich kast se 1isi
1 mnohem vétsi délkou zivota, kdy se bézné doziva 2 let, vzacné pak i mnohem vysSiho

veéku (az 8 let) [13]. Zéasadni roli hraje matka také pro soudrznost véelstva a komunikaci.
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Ta je zprostfedkovanad pomoci feromont (obsazeny v sekretech z14z), které se potravou §ifi

mezi ostatni v¢ely [1].

1.3.3 Délnice

Délnice se stejné jako matky lihnou z oplozenych vajicek, nicméné u nich dochazi
k zakrnéni vajecnikli a nejsou tedy schopny rozmnozovani. Délnice plni fadu zésadnich
ukoll pro fungovani spoleCenstvi. Jejich Cinnosti se méni postupem casu, kdy mladusky
(mladé vcely) ziistavaji v ilu a cisti bunky, krmi larvy, stavi véeli dilo, zpracovavaji
pfinesenou potravu, vickuji plod, strazi Ul a podili se na termoregulaci ulu. Poté se z nich
stavaji 1étavky, které jiz vyhledavaji a sbiraji potravu mimo ul [10].

Délka zivota délnic se zasadné liSi v zavislosti na roénim obdobi. Tzv. letni vcely
zajist'ujici rozvoj vcelstva béhem letnich mésict a pfipravy na zimni obdobi Ziji podstatné
krats$i dobu. Jejich priimérna délka Zivota se pohybuje v rozmezi 25 — 40 dnii. Zimni vcéely
vyskytujici se v tulu v chladnéjSich mésicich jsou schopny piezit az 250 dnt a jsou zasadni

pro jarni rozvoj veelstva [10].

1.3.4 Trubci

Trubci jsou plodni samci véely medonosné. Lihnou se z neoplozenych vajicek a jejich
somatické bunky tedy obsahuji pouze jednu sadu chromozomu. Trubci nemaji Zihadlo
a jejich hlavnim tikolem je oplozeni matky pii snubnim letu. Za timto ucelem opoustéji ul
a putuji na vzdalena trub¢i shromazdisté. Zpravidla tedy dochazi k oplozeni matky jin¢ho
vCelstva, ¢imz je zabezpecena genetickd variabilita [1]. Kromé& toho hraji trubci dilezitou
roli pfi termoregulaci plodového télesa, kdy maji vyssi G€innost tvorby tepla nez délnice
[14]. Obecné lze vSak trubce povazovat za zna¢nou zatéZ pro vcelstvo a proto je jejich

pocet ve spolecenstvi pomérné nizky a odviji se od aktudlni sntiSky a vnéjSich faktora.

1.4 Charakteristika vybranych minoritnich véelich produkti

Mezi zékladni a vSeobecné znamé vceli produkty patii med a vosk. Ty jsou Clovékem
vyuzivany jiz tisice let. V posledni dobé ovSem stoupd povédomi i o ostatnich vcelich
produktech, které lze vyuzivat jako dopliky stravy nebo v kosmetice. Z minoritnich
vcelich produkt 1ze jmenovat piredevSim matefi kaSicku, pyl, propolis a vceli jed [14].
Vzhledem k zaméieni praktické ¢asti prace bude nejvetsi pozornost vénovana prvnim

dvéma zminénym produktim.
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1.4.1 Materi kaSi¢ka

Mateii kasicka je sekretem hltanovych zlaz mladych délnic véely medonosné a jedna se
o velmi bohaty zdroj latek, které jsou dilezité pro vyvoj vCeli matky. Tato kaSovita hmota
ma zpravidla bilou nebo lehce nazloutlou barvu a pomémé vysokou viskozitu [14].
Pro mateii kaSicku je typické pH v rozmezi 3,6 — 4,2 [15]. Jeji slozeni je v Case znacné

proménné a hodnoty uvedené v tabulce 1 maji velké rozpéti.

Tabulka 1: Slozeni mateti kasicky [15]

SloZeni O[bo/ia]lh
Voda 60 —-70
Proteiny 9-18
Sacharidy 10-16
Lipoidni latky 3-8
Ostatni 1-2

Jednotlivé skupiny latek lze dale délit dle chemické povahy. Hlavnimi proteiny matefi
kaSicky jsou MRJPs (Mayor royal jelly proteins)1 — 9, z nichz jsou nejvyznamnéjsi MRJPs
1 — 5. Tyto proteiny obsahuji esencidlni aminokyseliny (AMK) v dostate¢ném mnoZstvi
pro vyvoj larev a zaroven nekteré disponuji znacnou antimikrobni aktivitou (kapitola 2.3.1

Mikrobiom mateti kasicky) [15, 16].

Ze sacharidi se v matefi kasicce vyskytuji predevsim monosacharidy fruktéza a glukéza.
Kromé téchto dvou zdkladnich mohou byt pfitomny v podstatné menSim mnoZstvi

sachardza, maltoza a riboza [14].

Latky tukové povahy jsou pro matefi kasicku velmi specifické. Velka vétSina mastnych
kyselin se vyskytuje ve volné forme (az 90 %) [14] a patii sem fada neobvyklych mastnych
kyselin se 6 — 12 uhliky. Nejvyznamnéjs$i mastnou kyselinou je 10-HDA (kyselina
10-hydroxy-2-decenova) [16], ktera je prekurzorem feromonalnich latek. Mezi dalsi

pfitomné lipoidni slozky se fadi neutralni lipidy, steroly, vosky a fosfolipidy [14].

Mezi ostatni slozky pak patii pfredev§$im mineralni latky a vitaminy skupiny B [14].

142 Pyl

Pyl je pro vcelstvo zdsadnim zdrojem vyZzivy a poskytuje pfedevS§im proteiny, vitaminy

amineralni latky. Pyl je sbirdn d¢lnicemi z hmyzosprasnych rostlin a spotieba pylu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

se ve véelstvu pohybuje v nizsich desitkach kilogramii za rok [14]. Po sbéru je pyl
ve formé hrudek (rouskovy pyl) ulozen do bunék vceliho pléstu, utlacen a piekryt tenkou
vrstvou medu (pyl perga). V takto uskladnéném pylu poté probihaji biochemické déje
prostiednictvim nativnich enzymt pylu, enzymii dodanych vcéelami 1 pfitomného
mikrobiomu, které maji za vysledek konzervaci pylu a moznost jeho vyuziti az béhem

zimy a jara [14, 17].

Chemické slozeni pylu je stejné¢ jako u mateii kaSicky znacné€ proménlivé a odviji se
ptedevs§im od jeho ptivodu (tabulka 2). Podobnym rysem je také pomérné nizké pH, jehoz

priblizna hodnota se pohybuje kolem 4,4 [17].

Tabulka 2: SloZeni Cerstvého pylu [14]

SloZeni O[l(),/iz]‘h

Voda 25-30

Proteiny a volné AMK 7,5-35
Sacharidy 1-37
Lipoidni latky 1-20
Mineralni latky 1-20
Ostatni 5-7

Aminokyselinové sloZeni pylu je zna¢né€ bohaté a zpravidla obsahuje v§echny pro ¢lovéka
esencidlni AMK [17], nicméné do zna¢né miry zavisi 1 na zdroji pylu. Mezi dilezité latky

proteinové povahy se fadi také enzymy.

PtedevS§im jako zdroj energie slouZi pfitomné mono-, di- a oligosacharidy (fruktdza,
glukoza, trehaldza, melecitdza a rafindza) a rlizné nasycené i nenasycené mastné kyseliny

(palmitova, myristova, linolova, olejova, linolenova a arachidonova) [14, 17].
Z mineralnich latek obsazenych v pylu 1ze jmenovat K, P, Ca, Mg, Fe, Na, Zn, Mn a celou
fadu prvka stopovych. Mezi ostatni vyznamné latky patii pfedevSim organické kyseliny

(glukonova, mravenci, mlécnd, octovad), vitaminy (E, C, skupina B) a fenolické latky [17].
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2 MIKROBIOM

cey

Mikrobiom lze definovat jako spolecenstvi mikroorganismti zijicich ve stejném case
na stejném misté. Mezi témito mikroorganismy mohou zarovenn panovat rizné vztahy.
Zpravidla se jednd o konsorcium komenzalnich, symbiotickych a patogennich
mikroorganismt vyskytujicich se v zivém nebo abiotickém systému ¢i prostiedi [18].
V pfipadé mikrobiomu vyskytujictho se na povrchu téla nebo vtéle zivého

makroorganismu se dale pfipojuje interakce typu mikrobiom — hostitel.

2.1 Mikrobiom vcely medonosné

Mikrobiom vcely medonosné lze rozdélit predevSim dle lokalizace na mikroorganismy
vyskytujici se v gastrointestindlnim traktu (GIT) a mikrobiom povrchu téla. Lépe
prozkoumany a poznany je mikrobiom stfevni, zatimco povrchu téla bylo dosud vénovano
mensi mnozstvi studii [19]. SloZeni pfedev§im stfevniho mikrobiomu je pomérné stalé

a znacné nezavislé na zemépisné poloze.

Hlavnimi tlohami mikrobiomu je podil na metabolismu nékterych Zivin a tvorb& nékterych
vitamint, dale se ucastni hospodafeni s energii a je soucasti imunitniho systému vcely,

kdy pfirozené se vyskytujici mikroorganismy casto zabrafuji infikovani patogeny [20].

2.1.1 Mikrobiom gastrointestinalniho traktu dospélce véely medonosné

VétsSina mikroorganismi obyvajici zazivaci trakt véely medonosné tvoii bakterie, plisné
a kvasinky. Druhové sloZeni se vSak zna¢né li§i v jednotlivych ¢astech GITu (obrazek 1).
Zaroven lze fici, ze v€ela medonosna je modelovym organismem pravé pro vyzkum
sttevniho mikrobiomu [19], ktery se do jisté miry podoba tomu sav¢imu [20]. Je vSak

pon¢kud jednodussi.

Stievo dospé&lé veely medonosné obsahuje asi 10° bakterialnich bundk [21], z nichz vice
nez 95 % lze zaradit do deviti skupin [20]. V nejvétsi mife jsou piitomny Snodgrassella
alvi, Gilliamella apicola, Lactobacillus Firm-4, Lactobacillus Firm-5 a Bifidobacterium
asteroides. Z bakterii s niz§im zastoupenim lze jmenovat Frischella perrara, Bartonella
apis, Bombella apis a Apilactobacillus kunkeei. [19]. Do skupiny Lactobacillus Firm-4 1ze
pak zatadit Bombilactobacillus mellis a Bombilactobacillus mellifer, do skupiny
Lactobacillus ~ Firm-5  Lactobacillus  apis,  Lactobacillus  helsingborgensis,
Lactobacillus melliventris, Lactobacillus kimbladii a Lactobacillus kullabergensis [22].

Z dalsich uvadénych bakterii Ize jmenovat rody Commensalibacter a Apibacter [20].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Zastoupeni jednotlivych druhti kolisa v zavislosti na casti gastrointestinalniho traktu. Tato
skuteCnost je vyjadfena na obrazku 1. Obecné Ize fici, ze vétSina bakteridlnich druht
se vyskytuje v zadni Casti travici trubice. Vyjimku tvoifi Apilactobacillus kunkeei
a Bombella apis, které osidluji predni ¢ast GITu, konkrétné medné volatko. Zaludek
zpravidla zadny staly mikrobiom neobsahuje [20]. Ostatni druhy se vyskytuji ve stfeve

a rektu.

Eukaryoticky mikrobiom byl doposud méné prozkoumany, nicméné byly popsany nékteré
rody, které jsou ze vcel pravidelné¢ izolovany [23]. Z téchto rodl 1ze jmenovat Penicillium,
Aspergillus, Mucor, Vairimorpha [23], Cladosporium, Hanseniaspora, Starmerella [19],
Saccharomyces a Candida [24]. Obecné je vSak na eukaryoticky mikrobiom kladen mensi

daraz i vzhledem k tomu, Ze tvoii pouze asi 1 % celkového mikrobiomu véel [24].

B Taxa Crop start lleum Rectum
All bocterio

Snodgrassella alvi

Gifliomello apicolo

Lactobacillus Firm-5

Lactobacillus Firm-4

Bifidobacterivm asteroides

Frischello perrara

Bartonello apis

Bombella apis

Lactobacillus kunkeei

Other

All fungi

Cladoesporium

Hanseniaspora

Penicillium

Starmerella

finish pylorus

Other

Obrazek 1: Vyskyt mikroorganismil v jednotlivych ¢astech GITu vcely [19]
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2.1.2 Vyvoj mikrobiomu béhem Zivota vcely

Mikrobiom larvalnich stadii véely medonosné je oproti dospélcim méné prozkoumany,
nicméné jsou prokazany znacné odliSnosti oproti slozeni mikrobiomu dospélych vcel.
Odlisnosti souvisi pravdépodobné s rozdilnou stavbou gastrointestinalniho traktu larev,
ktery je znacné redukovany a jednodussi [25]. Zaroven je stfevo larev vhodnym mistem
pro osidleni patogennimi mikroorganismy a vcely se jim tedy musi branit urcitymi
antimikrobnimi mechanismy. Jednim z téchto mechanismi je i pfirozeny mikrobiom,

ktery zabrafiuje rozvoji patogent.

Nejrozsitengjsi skupiny bakterii vyskytujici se ve stievé larev patii do skupin Bacillota
a Gammaproteobacteria, z méné zastoupenych skupin lze pak jmenovat Actinomycetota
a Bacteroidota [25]. Typicky je vyskyt nékterych druhGt mikrobiomu dospélych vcel,

nicmén¢ v mnohem mensim zastoupeni.

Slozeni mikrobiomu larev vSak nema pravdépodobné velky vyznam na slozeni stfevniho
mikrobiomu dospélcti vzhledem ktomu, ze dochazi pti zakukleni a metamorfoze
k destrukei vétSiny bakterii, které se vyskytovaly v larvach [26]. Po vylihnuti nema mlada
véela zpravidla Zadny staly mikrobiom a ziskdva ho postupné béhem Zivota interakcemi
s ostatnimi vc€elami ve spoleenstvu. Tento mechanismus zajiStuje pienos mikrobiomu
mezi jednotlivymi generacemi. ZvlasStnosti je, ze mikrobiom larvy lze snadno ovlivnit
zaoCkovanim urcitych mikroorganismi, zatimco mikrobiom dospélcti vykazuje podstatné

stalej$i sloZeni a nelze ho ovlivnit tak snadno [26].

2.1.3 Mikrobiom v¢eli matky

Mikrobiom vcelich matek se od mikrobiomu délnic zna¢né odliSuje predevSim poctem
bakterialnich druh, které jsou stabilné pfitomny. Ve vzorcich v€elich matek se pravidelné
vyskytuji druhy Bombella apis, Commensalibacter sp., Apilactobacillus kunkeei
a Lactobacillus apis [27] a tvoii vice nez 50 % mikrobiomu. Kromé téchto druhii
se u vcelich matek vyskytovali 1 dalsi zéastupci celedi Lactobacillaceae,

Bifidobacteriaceae, Orbaceae a Enterobacteriaceae.

Mikrobiom matek se v ¢ase proménuje. U mladych matek je moZzné detekovat bakterie
skupin Alpha 2.1 Acetobacteraceae, Caulobacteraceae, Hyphomicrobiales a Gilliamella
apicola, které se postupem Casu zcela vytraci a jsou nahrazeny vySe uvedenymi bakteriemi.
Zaroven se lisi mikrobiom starSich slabnoucich vcéelich matek [28]. Existuje také spojitost

mezi mikrobiomem matek a jejich dlouhovékosti [29].
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2.1.4 Zmény mikrobiomu v priibéhu sezény

Jak bylo jiz zminéno v kapitole 2.1 (Mikrobiom vcéely medonosné), zastoupeni
jednotlivych skupin mikroorganismti je pomérné stalé a neménné i1 v prabéhu roku.
Nicméné k urcitym odliSnostem dochdzi vzhledem ke zpiisobu Zivota tzv. zimnich vcel.
Tyto véely jsou dlouhovéké a zaroven musi vykaly zadrzovat po celou zimu
ak vyprazdnéni dochazi az na jate mimo Ul. To mize mit zdsadni vliv na slozeni
mikrobiomu gastrointestindlniho traktu téchto vcéel [30]. Zna¢ny vliv na minoritni
bakteridlni skupiny mlze mit i1 pfijimand strava, kterd se mezi letnimi a zimnimi v¢elami
také lisi. Tomu odpovida i zjisténi, ze nejvyssi diverzita stfevniho mikrobiomu je na jate,
niz8i pak béhem léta a zimy, kdy pirevladaji uréité zakladni skupiny bakterii, ale ty jsou
pfitomny ve vysSich poctech [31]. Pfi sledovani zéstupct tzv. jddrového mikrobiomu bylo
zjisténo, ze v zimnim obdobi je pfitomno desetkrat az stokrat vice bakterii ve vzorcich
oproti vcelam letnim [30]. Jednalo se o zastupce skupin Lactobacillus Firm-4,
Lactobacillus Firm-5, Bifidobacterium a Bartonella. Zmény mikrobiomu v ¢ase byly
popsany tak, Ze na zacatku sezony a na jejim konci jsou mikrobiomy vcel velmi podobné
a li8i se pouze v obdobi intenzivni medové a pylové snisky [32]. Vyvoj mikrobiomu véely
medonosné lze tedy popsat jako uzavieny cyklus, ve kterém se shoduje pocatecni

a koncovy stav bez ohledu na prubéh sezony.

Jednou z hlavnich pfi¢in zmény mikrobiomu v pribéhu roku je strava. Vcely v letnim
obdobi spotfebovavaji zejména nektar, zatimco pyl slouzi predevS§im pro vyzivu larev.
Zimni vcely konzumuji 1 pylové zasoby ulozené v plastech a dochazi u nich ke zvySeni
hmotnosti stfeva. Bylo dokdzano, ze tato skutecnost koreluje s vysSi bakterialni zatézi
ve stteveé [30]. Diky pylu mohou také snadnéji kolonizovat stfevo nékteré rody bakterii
jako je Bartonella nebo Frischella [30]. Zarovei bylo dokdzano, Ze na sloZzeni mikrobiomu
nema pfilisSny vliv lokalizace vceliho stanovist¢ a ztohoto pohledu jsou zakladni

bakterialni druhy stabilni [32].

2.1.5 Zmény mikrobiomu piisobenim ¢lovéka

Vzhledem k sou€asnym negativnim vlivim na vcelstva po celém svété se zacina klast
diraz na vyzkum mechanismt, kterymi tyto vlivy pusobi, a bylo zjisténo, Ze fada z nich
muze ovlivilovat stfevni mikrobiom vcel. Témito vlivy jsou pfedevS§im zména klimatu
asni souvisejici zména skladby dostupné potravy, dale pak vliv zemédélské Cinnosti,

pesticidl a jinych chemickych latek toxickych nejen pro véely [33].
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Soucasné zemédélstvi zamétené zpravidla na nékolik malo plodin je typické rozsdhlymi
monokulturnimi poli. Je zde velmi nizkd diverzita rostlin a tedy i zdroji potravy,
coz ovliviiuje mimo jiné i stfevni mikrobiom vcel [34] a je pozorovan nartist nezadoucich
mikroorganismii za soucasného ubytku téch pfirozenych. V zeméd¢€lskych oblastech
je také velkym problémem aplikace pro hmyz toxickych pesticidt, které ovlivnuji i stievni
mikrobiom. Zpravidla nastdva opét pokles nékterych zastupct jadrového mikrobiomu
(ptedevsim u rodi Bifidobacterium a Lactobacillus [35]). Zasadnimi faktory miry intenzity
téchto zmén je predev§im koncentrace, toxicita, doba pulsobeni pesticidu a soubéh
ostatnich stresovych faktort [35]. Pokud jsou vSak davky pesticidu nizké a dochazi spise
k nizké chronické expozici, nemusi ovlivnéni zakladnich bakterialnich skupin tvofici

mikrobiom nastat [36].

2.2 Vd¢eli probiotické bakterie

Predpoklada se, ze zavedenim vhodnych probiotickych kultur do véelstva by mélo dojit
ke snizeni rizika rozvoje patogennich mikroorganismii a celkové tak zvysit odolnost
véelstev zvlasté pii nepfiznivych klimatickych obdobich a tlaku stran chemickych latek
a jinych vlivli na véeli spolecenstva. Pfed samotnym zavedenim probiotik je vSak nutné
prozkoumat mikrobiom vcel 1 v riznych vyvojovych stadiich. To by umoznilo sestavit
probiotika tak, aby odpovidala konkrétnimu vyvojovému stadiu vcely [37] a poskytla

odpovidajici u¢inek zejména ve formé ochrany pied patogeny.

Vyznamnou skupinou probiotickych bakterii jsou bakterie mlééného kvaSeni (BMK),
které gastrointestinalni trakt vcel osidluji pfirozené (kapitola 2.1.1 Mikrobiom
gastrointestinalniho traktu dospélce vcely medonosné). Bakterialni rody, které by mohly
mit probiotické vlastnosti, jsou zpravidla izolovany piimo ze vcel, jejich prostfedi,
nebo jejich potencialni potravy (kvéty rostlin). Jako nejucinngj$i bakteridlni druhy
s probiotickymi  vlastnostmi byly urfeny Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus, Lacticaseibacillus casei [38], dale pak Lactobacillus apis, Lactobacillus
panisapium, Lactobacillus melliventris [39] a nekteti zastupci rodu Bifidobacterium [40].
Bakteridlni kmeny oznacené jako probiotické musi splnovat pfisna kritéria. V ptipadé
vcelich probiotik se hodnoti pfeziti mikroorganisml v zazivacim traktu, cytotoxicita,
citlivost k antibiotikim a antibiotickd rezistence, inhibi¢ni ucinek vici patogenim,

bezpecnost pro dospélé veely i larvalni stadia nebo schopnost preziti bakterii v cukernych



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

sirupech, kterymi jsou aplikovany [38, 39]. Uginnost byla prokazana i u zavaznych véelich

patogenti jakymi jsou Paenibacillus larvae nebo Vairimorpha apis [40].

Nekteré kmeny Bacillus subtilis s probiotickym potencidlem pak ptisobi inhibi¢né na dalsi

patogenni mikroorganismus Ascosphaera apis [41].

2.3 Mikrobiom vybranych vcelich produkti

V¢eli produkty disponuji zpravidla znaénymi antimikrobnimi vlastnostmi, které ¢asto brani
rozvoji nezadoucich mikroorganismi a tyto produkty jsou tak konzervovany. V n¢kterych

pripadech jsou ¢lovékem vyuzivany pravé pro tyto své vlastnosti.

2.3.1 Mikrobiom matefi kaSi¢ky

Na mikrobiom samotné mateti kaSicky neni kladen diraz pravé pro jeji schopnost
inhibovat fadu patogennich i nepatogennich mikroorganismii. Pro tyto své vlastnosti
jecenéna a vyuzivana jako doplnék stravy, v kosmetice a farmacii. Jeji antimikrobni
a antioxidac¢ni vlastnosti jsou dény fadou latek, z nichz lze jmenovat pfedevsSim proteiny
(MRJP1, MRJP2, MRJP3 a MRIJP4) [42], peptidy (royalisin, jelleiny I — III) naruSujici
integritu cytoplasmatické membrany mikroorganismi [43] a mastna kyselina 10-HDA.
Fenolické latky pak plisobi predevsim antioxidacné [43].

Mateii kaSicka ma vyS$i inhibi€ni ucinek v pfipadé grampozitivnich bakterii [44],
kdy inhibuje 1 patogeny jako jsou Staphylococcus aureus (véetné MRSA [45]), [44],
dale pak Cutibacterium acnes a Staphylococcus epidermidis [45]. Z gramnegativnich
bakterii lze pak zminit Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella
pneumoniae [44]. Z hlediska vcel samotnych ma matefi kaSicka vyznam ptedev§im
pfi inhibici Paenibacillus larvae prostiednictvim jeji proteinové slozky [46] 1 kyseliny
10-HDA [47], jejichz u¢inek byl proti tomuto patogenu prokazan. Urcitou ochranu
poskytuje tedy i larvam v ranych fazich jejich vyvoje.

2.3.2 Mikrobiom pylu

Pyl sbirany v¢elami pochazi z vnéjsiho prostiedi a mlize tedy nést znacnou mikrobidlni
zatéz podobné jako jiné rostlinné produkty. Je proto pomérné obtizné popsat mikrobiom
tohoto pylu, nicméné bylo pozorovano, ze po sbéru dochazi u pylu ke znacnym zménam
slozeni mikrobiomu. Pyl pfi sbéru obsahuje predevSim nezadouci bakterie z Celedi

Enterobacteriaceae, Microbacteriaceae a Pseudomonadaceae [48]. Tyto bakterie jsou
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vSak po uloZeni pylu do plastii inhibovany bakteriemi, které se bézné u vcel vyskytuji —
bakteriemi jadrového mikrobiomu a jinymi BMK [49]. Jedna se piredevSim
o Apilactobacillus kunkeei, Lactiplantibacillus plantarum, Fructobacillus fructosus,
Levilactobacillus brevis, Companilactobacillus crustorum a Lactobacillus delbrueckii [50],
dale jsou pak ptfitomny rody Bombella (Celed Acetobacteraceae), Snodgrassella (Celed
Neisseriaceae), Frischella a Gilliamella (Celed Orbaceae) [48, 49]. Zaroven lze fict,
ze slozeni mikroorganismii pylu ulozeného v plastech je do zna¢né miry konzervované
anezavislé na zdroji pylu [51]. Pro pyl je typicka ptfitomnost hub — plisni a kvasinek.
Kvasinky maji pfedevs§im pozitivni vyznam, kdy rostou spole¢né s bakteriemi a pyl svymi
metabolity konzervuji [52]. Jednd se pfedevS§im o osmotolerantni kvasinky (napt. rod
Zygosaccharomyces [53]) schopné v tomto prostiedi ptezivat. Jejich Zivotaschopnost
je zarovenn vysS§i nez u BMK [52]. Mezi plisn¢, které jsou casto z pylu izolovény,
lze zatadit rody Cladosporium, Penicillium a Alternaria [54]. Zaroven jsou v nékterych

ptipadech izolovany i jiné rody, coz pravdépodobné souvisi s kontaminaci prostiedi.

Antimikrobni aktivita pylu je zaloZena pfedevSim na nizkém pH (produkce organickych
kyselin bakteriemi mlé¢ného kvasSeni) a snizeni aktivity vody pod pfijatelnou uUroveii
pro fadu mikroorganismu [52]. Pii enzymatickych procesech také vznika peroxid vodiku
(enzym glukdzooxidéaza), ktery ma schopnost inhibovat nékteré nezaddouci mikroorganismy

[55]. Po urcité dobé vSak dochazi i k poklesu zivotaschopnosti zddoucich bakterii [52].
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3 ZAVAZNA ONEMOCNENI VCELY MEDONOSNE

Zdravotni stav vcely a vcelstva je ovliviiovan tadou faktort, které zpravidla plsobi
navzajem a dochazi tak ke zna¢nym zménam ve vcelstvu. Mezi tyto faktory lze zaradit
klimatické podminky, silu véelstva, genetickou vybavu, podminky chovu a zasahy vcelaie
a vliv nékterych paraziti [56]. Hlavnim faktorem pak ale zlstdva samotnd pfitomnost
patogennich mikroorganismii ve vcelstvu a jejich schopnost ve vhodnych podminkach

vyvolat onemocnéni.

Z hlediska piivodcti onemocnéni Ize nemoci rozdé€lit na virové, bakteridlni a houbové.
Mimo tyto kategorie stoji onemocnéni varrodza, kterou zpusobuje parazit klestik vceli
(Varroa destructor). Na vceelstvo zpravidla plisobi jako oslabujici faktor a zalezi tedy
na mife napadeni vcel. Jeho nebezpecnost spociva ve vyluCovani proteini pii séni
hemolymfy, které jsou toxické piedevsim pro larvy [57], dale pak muze Varroa destructor
slouzit jako vektor pro prenos fady nakaz [57, 58] a je dokazan jeho negativni vliv
na pfezimovani vcelstev. Pro kontrolu tohoto onemocnéni je zcela zdsadni monitoring [59]

a pravidelné vyuZivani veterinarnich ptipravkl pro sniZeni poctu roztocu.

3.1 Virova onemocnéni

V soucasné dobé bylo popsano obrovské mnozstvi virli, které jsou ve vcelach piitomny.
Rada znich se na véelstvu neprojevi zasadnim zptisobem a mohou tak se v&elami
pusobit znaéné ztraty vcelstev [60]. Mezi puvodce téchto onemocnéni patii RNA viry,
tj. virus deformovanych kiidel - DWV (Celed’ Iflaviridae). Jedné se o nejrozsitenéjsi virus
vcel a vyskytuje se ve cCtyfech variantich DWV-A — DWV-D [61]. Kiidla takto
postizenych vcel nejsou vyvinuta a tyto vCely brzy hynou. Dale Ize jmenovat virus
chronické paralyzy vcel — CPV (Celed Iflaviridae) a virus akutni paralyzy vcel — APV
(Celed’ Dicistroviridae) zpusobujici paralyzu, tfes a omezeni pohybu vcel. Tyto véely
nejsou schopny letu a zpravidla samovolné lezou mimo ul, kde pozdéji hynou [56, 60].
Poslednim zminénym je virus pytlickovitosti plodu — SBV (Celed’ Iflaviridae) zplisobujici
uhyn larev. Napadené larvy ztraceji schopnost svlékat kutikulu a nemohou se ani zakuklit.
Délnice uhynulé larvy odnéasi mimo ul, coz je jeden z typickych symptomt [62].

Ptenos vcelich virG probihd zpravidla fekalné-oralni cestou, kdy jsou viry hojné
vyluCovany vykaly. Nasleduje uvolnéni virit do prostiedi, kde se mtlize pfi sbéru potravy

nebo vody nakazit jind vcela. Zavaznym problémem jsou také prijmova onemocnéni,
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kdy vcely kali uvniti Glu a k rozvoji viri mize tak dochdzet intenzivnéji [63]. DalSim
mechanismem je vySe zminény pienos (kapitola 3 Zavazna nemocnéni véely medonosné)
pomoci vektoru (nejCastéji Varroa destructor). Zaroven je mozny prenos nékterych virt
1 formou vcelich produkti v rédmci ulu, kdy maji vétsi vliv kontaminované produkty

pro vyzivu véel (pyl a med) nez vosk [64].

Detekce virt je zalozena na metodé RT-PCR [65], kdy je RNA virl reverzni transkripci
pievedena do molekuly cDNA a ta je v PCR reakci poté amplifikovana za pouziti
specifickych primerd. Pfitomnost ocekdvaného produktu na agar6zovém gelu pak sveédci
o pritomnosti viru. Dal$i moznosti je vyuziti RT-qPCR [66], ktera probihd obdobn¢ jako
RT-PCR, nicméné produkt je detekovan uz beéhem reakce pomoci fluorescenc¢niho barviva.

Tyto metody lze pak kombinovat se sekvena¢ni analyzou pro Gplny a piesny popis viru.

3.2 Bakterialni onemocnéni

Z bakterialnich onemocnéni lze jmenovat predevsim hnilobu vceliho plodu (European
foulbrood) a mor vc¢eliho plodu (American foulbrood) [56]. Tato onemocnéni jsou velmi
zavazna a pro veelstvo Casto fatdlni. Vzhledem k povaze nemoci je nejlepSim opatifenim

predevsim prevence a disledné dodrzovani zéasad Cistoty chovu vcel.

3.2.1 Hniloba vceliho plodu (European foulbrood)

Toto celosvétove rozsifené onemocnéni zpiisobuje bakterie Melissococcus plutonius [67],
kterd napada larvy v plastu. Pro toto onemocnéni je typickd pfitomnost sekundéarnich
patogend, jako jsou Paenibacillus alvei, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,

Enterococcus durans nebo Brevibacillus laterosporus [56, 68].

Pokud jsou tyto patogeny pfitomny, nastava u larev stfevni infekce, kterd vede k uhynu
larvy béhem ctvrtého az sedmého dne vyvoje. B€hem tohoto procesu dochdzi ke zméné
barvy larev od fyziologické bilé, ptes Zlutou az po hnédou [69]. Poté dochazi k tvorbe
pfiSkvaru (hnédé kasovité hmoty). Toto stadium lze v piipadé vetsSiho napadeni snadno
zpozorovat. Postizeny Ul Casto zapacha [67]. Lécba se v rdmci Evropské unie neprovadi
a napadena vcelstva musi byt zlikvidovana, zatimco v USA je pro 1écbu pocatecnich fazi
nemoci povoleno antibiotikum oxytetracyklin. Problémem je vSak Casto pouhé zakryti
klinickych pfiznakli a ndvrat nemoci nebo vznik kmend rezistentnich tomuto

antibiotiku [68].
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Detekce Melissococcus plutonius se diive provadéla pomoci kultivace na pidé KSBHI
(BHI s ptidavkem KH,PO, a rozpustného skrobu) po dobu 48 h pti 37 °C. Nasledoval
vybér typickych kolonii a jejich konfirmace pomoci Gramova barveni a PCR detekce [70].
V dnesni dobé je vSak jiz hojné vyuzivana samotnd technika PCR a qPCR pro amplifikaci

specifického useku genomu Melissococcus plutonius a tedy jeho prikazu [71].

3.2.2 Mor vceliho plodu (American foulbrood)

wevr

likviduje vcelstva. Pivodcem je grampozitivni sporulujici bakterie Paenibacillus larvae,

jejiz endospory jsou velmi odolné vuci teploté i ostatnim vlivam.

Rozvoj onemocnéni zpravidla nastava po pozieni endospor larvou, kdy dochézi k jejich
vykliceni ve stifevé larvy a dalSimu déleni vegetativnich bakterialnich bun¢k [72]. Larva
poté hyne a dochézi k hnilobnému procesu, ktery je pii masivnéjsim napadeni doprovazen
zapachem a tvorbou tzv. pfiskvaru na dn¢ bunky [56]. Pfi odstranovani uhynulych larev
a cisténi bunck délnicemi zpravidla dochazi k pfenosu a Sifeni infekce vramci tlu,
ale 1 mimo n¢j pfi sbéru pylu a nektaru [73]. Lécba se stejné€ jako v ptipadé€ hniloby véeliho
plodu v rdmci Evropské unie neprovadi. Postizena vcelstva jsou utracena a stanovisté

fadné sanitovano.

Detekce Paenibacillus larvae je zpravidla zalozena na kultivatnich metodach, kdy
se stanovuje jako bézné sporulujici bakterie tj. pfipravou vychozi suspenze z odebrané¢ho
vzorku a jejim zahtatim na 80 °C po dobu 10 minut pro inaktivaci vegetativnich forem
bun¢k [74]. Nasleduje pfiprava desitkové fady a vyockovani na tuhé pldy s Castym
vyuzitim MYPGP agaru (Mueller Hinton bujén, kvasni¢ny extrakt, pyruvat sodny,
glukoza, K,HPOy4, a agar) [75]. Kultivace probiha pak pti 37 °C po dobu 48 h [74, 75].
Zaroven lze v soucasné dobé vyuzit znacné rychlejs$i metody zaloZené na detekci pomoci

qPCR [74] popsané vyse.

3.3 Houbova onemocnéni

Houbova onemocnéni jsou zpravidla pomémé zavaznd, nicméné lze jim do znacné miry
predchazet spravnymi zakroky vcelate. Zaroven lze u téchto onemocnéni provadét terapii,
ktera zpravidla spociva v radikalnich opattenich, jako je odstranéni a likvidace veskerého
plodu a tzv. pfemeteni na mezistény, nicméné pii v€asném zasahu nedochazi ke ztraté

vcelstva jako takového [56].
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3.3.1 Nosemoza (nosemosis)

Toto onemocnéni zpusobuji dva zastupci kmene Microsporidia a to Vairimorpha apis
(dtive Nosema apis [76]) a Vairimorpha ceranae (diive Nosema ceranae [77]). U hub

doslo k vyrazné zmén¢ taxonomie a ve starsi, ale 1 souCasné literatufe jsou casto uvadény

vvvvv

Pribéh onemocnéni zahrnuje vstup patogenu do téla a jeho usazeni ve stfevé dospélych
vcel. Tam parazituje na bunkach stfeva a poskozuje je, coz ma za nasledek deformaci
travici trubice, postupnou ztratu schopnosti traveni a vstiebavani zivin a nakonec uthyn
napadené vcely [78]. Typickym piiznakem je pak kaleni uvniti Glu a v jeho blizkosti,

kdy tak dochézi jeste k vétsimu zesileni nakazy [56].

Diagnostika je zaloZzena na svételné mikroskopii, kdy se stanovuje pocet spor
ve vypreparované travici trubici. Zaroven lze také s urcitymi odchylkami odliSit spory
Vairimorpha apis a Vairimorpha ceranae [79]. Dalsi moznosti je pak vyuziti klasické PCR

se specifickymi primery nebo qPCR [80].

3.3.2 Zvapenaténi (chalk brood) a zkamenéni (stone brood) véeliho plodu

Tato onemocnéni jsou pojmenovana podle svych typickych ptiznakid, kdy napadené
a uhynulé larvy pfipominaji drobné hrudky vapna popiipadé malé kaminky. Pivodcem
onemocnéni jsou vSak mikroskopické vlaknité houby a to konkrétné Ascosphaera apis [81]
v ptipad¢ zvapenaténi a Aspergillus flavus nebo Aspergillus fumigatus [82] v ptipade

zkamenéni.

Pro obé onemocnéni je typické prorustdni mycelia hub skrz larvu, kterou tak poskodi
alarva zahyne. Vzhled larev pak pifipomind vySe zminéné utvary a cCasto se jednd
o dulezity klinicky ptiznak [56]. DalSimi metodami detekce jsou mikroskopické techniky,
kdy je pozorovano mycelium, spory a dalsi typické utvary pro danou houbu. Déle je mozné
kultiva¢ni vySetfeni, kdy jsou vzorky napadenych vcel upraveny a vyockovany
na selektivni pady (napf. Sabouraud agar nebo Potato Dextrose Agar) a kultivovany
s naslednou konfirmaci [81, 82]. I zde lze vSak vyuzit moderngj$i metody molekuldrni

biologie jako jsou rtizné modifikace PCR.

Tato onemocnéni se hojné vyskytuji v naSich oblastech, a jejich potlacovani je zaloZeno
piredevSim na prevenci. V piipadé vétSiho napadeni je vCelstvo pfemeteno do Cistého ulu

a plod zlikvidovan [56].
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4 REZISTENCE BAKTERII K ANTIBIOTIKUM

Antibioticka rezistence zacind byt v souc¢asné dobé velmi zdvaznym problémem, protoze
fada antibiotik, ktera byla dfive ucinna proti patogennim mikroorganismim, prestava
pusobit. Na antibiotickou rezistenci je kladen diiraz pfedev§im v medicing, nicméné
jenutné si uvédomit, ze geny, které rezistenci zpusobuji, pfenasi i bézné komenzalni
bakterie vyskytujici se v prostiedi a pfispivaji tak k jejimu Sifeni [83]. Zaroven jsou
u béznych mikroorganismt v prostfedi ¢asto pfitomny jiz existujici geny, které odolnost
zapti¢inuji a mohly by byt vyuzity patogeny jako vyhoda pfi pilisobeni antibiotika, kdyby
tento gen ziskaly. [84]

Z moznych pfi¢in vzniku rezistentnich kment bakterii 1ze jmenovat jednak pfirozené
mechanismy jako jsou mutace v genomu pro pfizpusobeni se selekénimu tlaku a mozny
horizontalni i vertikalni pfenos genetického materialu mezi bakteriemi. Geny pro rezistenci
k antibiotikiim jsou casto ulozeny na plasmidech a moho byt tak pfenaseny s vysokou
pravdépodobnosti 1 mezi nepiibuznymi druhy. K tvorbé rezistentnich kmenid pfispél
zna¢nou mérou 1 ¢loveék, kdy zejména diive dochézelo k masivnimu naduzivani antibiotik
v humanni 1 veterinarni mediciné, dale mohla prispét také neptesnd diagnostika
onemocnéni, kdy byla vyuzivana antibiotika naprosto nevhodné, anebo nedisciplinovanost
pacientd, ktefi nedodrzuji davkovani a umoznuji tak bakteriim piezit a selektovat odolng;si

kmeny [85].

4.1 Zakladni mechanismy antibiotické rezistence

Mezi mechanismy antibiotické rezistence lze zafadit omezeni priniku antibiotika
do bunky, kdy jsou pfirozené odolné€jsi gramnegativni bakterie vzhledem k pfitomnosti
membrany na povrchu. Déle 1ze jmenovat aktivni transport antibiotika z buniky, ptikladem
je pak rezistence k tetracyklintim. Nékteré mechanismy umoziuji chemickou modifikaci
lé¢iva, a to bud’ jeho Uplnou degradaci (napf. S$tépeni B-laktamového kruhu enzymem
B-laktaméazou), nebo pfipojenim vazebné skupiny, kterd antibiotikum zablokuje. Dalsi
moznosti je modifikace cile antibiotika, kdy miize dojit ke zménam ve struktufe cilového
proteinu tak, ze ziistava funkénim, nicméné antibiotikum se na néj nemuize vazat [85].

Resenim t&chto problémii by mohlo byt vyuziti bakteriofagli pii 1é¢bé bakterialnich
infekci, hledani novych antibiotik, vakcinace, vyuzivani probiotickych bakterii [83]

a n¢kterych bakterialnich produkta jako jsou bakteriociny [85].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo zpracovani literarni reSerSe o vyskytu mikroorganismu
ve vzorcich vcel, larev, pylu a matefi kasicky. Diiraz byl kladen pfedevSim na pfirozeny

mikrobiom, ale zarovein také na patogenni mikroorganismy.
Cile praktické casti l1ze definovat v nasledujicich bodech:

e kultivaéni stanoveni poctu ptitomnych mikroorganismii ve vzorcich a izolace

¢istych kmend,
e identifikace ziskanych izolatl za pomoci metody MALDI-TOF MS,

e izolace DNA z bakteridlnich kment a identifikace ziskanych izolati za pomoci

Sangerova sekvenovani,
o diskovy difizni test na rezistenci k antibiotikiim u vybranych kment,

e izolace DNA ze vzork, jeji metagenomické analyza za pomoci NGS a identifikace

pfitomnych mikroorganismil na tirovni Celedi.
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6 MATERIAL

V tabulce 3 se nachdzi soupis pouzitého laboratorniho vybaveni, v tabulce 4 jsou
pak uvedeny chemikalie a material potiebny pro provedeni analyz vzorkad. Vsechny

pouzité komercni kity obsahovaly originalni roztoky a chemikalie dodavané vyrobcem.

Tabulka 3: Soupis pouzitych néstroji a vybaveni

Nastroje a vybaveni: PouZito pri:*
Aeris'™ thermocycler (ESCO, Singapur) 4,6
Aura PCR box (BioAir, Italie)
Autoklav (Tuttnauer, Nizozemsko)
Automatické pipety 20 pl, 100 ul a 1000 ul (Eppendorf, Némecko)
Biohazard box (MERCI, CR)
Biological thermostat BT 120 (Laboratorni pfistroje Praha, CR)
BEAD RUPTOR ELITE (OMNI, USA)
Centrifuga miniSpin plus (Eppendorf, Némecko)
DeNovix QFX Fluorometer (DeNovix, USA)
DENZI-LA-METER (Erba Lachema, CR)
Dry Block Heating Thermostat (BioSan, Loty$sko)
Elektroforeticka aparatura (Cleaver Scientific Ltd, Velka Britanie)
Lzi¢ka pro odbér matefi kasSicky
Mateénikové misky voskové
Mikrobiologicky inkubator (Memmert, Némecko)
Mikroskop binokularni OLYMPUS CX41 (OLYMPUS, Japonsko)
MikrovInna trouba (Electrolux, Svédsko)
Mrazék -18 °C (Beko Europe, Nizozemsko)
Mrazak -80 °C (PHCbi, Japonsko)
Petriho misky primér 90 mm a 60 mm (GAMA, CR)
Pinzeta
Plynovy kahan gasprofi 1 micro (WLD-TEC, Némecko)
Podlozni a kryci skla
Prelarvovaci 1zicka
Sterilni mikrobiologické klicky a hokejky
Stojan na zkumavky a mikrozkumavky
Stolni pogita¢ se softwarem (Lenovo, Cina)
Stomacher Classic UIL (Biotech, CR)
Tecan Infinite M200 (Tecan, Svycarsko)
Transiluminator InGenius (Syngene, Velka Britanie)
UVP Visi-Blue Transiluminator (Analytik Jena, Némecko)
Vahy analytické (DENVER INSTRUMENT, USA)
Vahy WLC 2/A2 (RADWAG, Polsko)
Vahy KERN 440-45N (KERN, Némecko)
Vodni ldzeni (Memmert, Némecko)
Vortex Mixer (Labnet, USA)
Zakladni laboratorni sklo a plastové pomucky
* 1 - odbér vzorku,
2 — stanoveni CFU/g, izolace ¢istych kmend,
3 — identifikace MALDI-TOF MS,
4 — Sangerovo sekvenovani,
5 — diskova difuzni metoda,
6 — NGS (Next generation sequencing)
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Tabulka 4: Soupis pouzitych chemikalii a materialt

Chemikalie a material:

Pouzito pri:*

Aceton (PENTA, CR)

Agar Type I (HIMEDIA, Indie)

I
9]

Antibiotické disky (HIMEDIA, Indie)

Benzin lékaisky (PENTA, CR)

Brain Heart Infusion broth (Merck KGaA, Némecko)

I
9]

DeNovix dsDNA High Sensitivity Evaluation Kit (DeNovix, USA)

DNeasy® PowerSoil” Pro Kit (QIAGEN, Némecko)

EliZyme' " HS Robust Mix (Elisabeth® Pharmacon, CR)

Etanol 70% denaturovany (PENTA, CR)

(o)}

Etanol 96 % (PENTA, CR)

Gelred Nucleic Acid Stain 10,000x Water (Biotium, USA)

SNESE
o

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Svycarsko)

Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (HIMEDIA, Indie)

Imerzni olej (Merck KGaA, Némecko)

Krystalova violet (PENTA, CR)

Lugoltiv roztok

Mateii kasicka : voda (1 : 1)

Mueller Hinton Broth (HIMEDIA, Indie)

NucleoMag SEP kit (MACHREY-NAGEL, Némecko)

PCR voda

Peglab peqGOLD, DNA Ladder, 100 bp Plus (VWR®, USA)

(o)} o) fo)

Plate Count Agar (HIMEDIA, Indie)

|
N

QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN, Némecko)

Red Tag 2X Master Mix 1,5 mM MgCl, (VWR", USA)

Safranin (HIMEDIA, Indie)

SPRIselect Bead-Based Reagent (Beckman Coulter, USA)

(o)

Sterilni destilovana voda

Sterilni fyziologicky roztok

Sada univerzalnich primerti pro bakterie (Metabiom, Némecko)

Sada univerzalnich primerti pro bakterie, NGS (Metabiom, Némecko)

Sada univerzalnich primerti pro houby, NGS (Metabiom, Némecko)

Sada univerzalnich primerti pro archea, NGS (Metabiom, Némecko)

Sady primerti pro 2. PCR s indexy, NGS (Metabiom, Némecko)

SYBR™ Green I nucleic acid gel stain (Invitrogen, USA)

TAE pufr (Sigma-Aldrich, USA)

N el fe o N Ko ) koY FEN | (S J RO N | O} N -N Ho ¥ I \OJ o SN RSN ROL T D O N B SR I O R | (O3 RN 2N OS T Il Fo N Ho N Ko | \O R | (SRR, I SR | )

(o)

* 1 - odbér vzorku,
2 — stanoveni CFU/g, izolace ¢istych kmend,
3 — identifikace MALDI-TOF MS,
4 — Sangerovo sekvenovani,
5 — diskova difizni metoda,
6 — NGS (Next generation sequencing)
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7 METODY A POSTUP

7.1 Odbér vzorku

Analyzované vzorky byly odebrany 19. 6. 2023 z ulti na zahradé ve Zlin¢ (mistni Cast
Louky, soufadnice 49,218472° N, 17,605917° E). Odbér vzorkti byl proveden piimo
navcéelnici za co nejpeclivéjsiho dodrzovani zakladnich aseptickych pravidel
a do sterilnich vzorkovacich mikrozkumavek. Vzorky byly odebirany z péti ulti (oznaceni
1 — 5) a jednalo se o vcelu délnici, larvu ve stafi cca 7 — 9 dnli, matefi kasicku a pyl
ulozeny v pléstu. Jednotlivé vcely, larvy a pyl byly odebirdny ndhodné a z rliznych ¢asti
ulu, aby bylo dosaZeno reprezentativniho vzorku. Shrnuti oznafeni vzorkl je zapsano

v tabulce 5.

Tabulka 5: Oznaceni analyzovanych vzorkl vcel a dalSich produktt

Vzorek Kdd cestina Koéd angli¢tina
Véela (honeybee) V1-V5 HB 1-HB 5
Larva (larva) L1-L5 L1-LS5
Mateti kasicka (royal jelly) MKI1 - MK5 RJ 1-RJ 5
Pyl z pléstu (bee bread) P1-P5 BB 1-BB 5

Odbér vcel a larev probihal pinzetou vydezinfikovanou 70% etanolem a oZehnutou
v plamenu. V¢ely byly odebrany v poc¢tu osmi jedinci z kazdého tlu, larev bylo odebrano

piiblizné deset dle velikosti.

Vzorky pylu byly odebirdany pomoci 1Zicky pro odbér mateti kaSiCky. Zaroven byly
vybrany bunky, které byly naplnény pylem téméf po okraj, a existoval tedy predpoklad,
ze v nich jiz prob¢hla fermentace a budou méné zatizeny kontaminaci prostfedi. Pyl byl
v kazdém vcelstvu odebran asi ze Sesti bun¢k (v dostatecném mnoZstvi), nékteré¢ bunky

obsahovaly 1 lehkou pfimés medu.

Pred odbérem matefi kaSicky bylo tfeba tzv. pfelarvit. Principem pielarveni je vloZeni
co nejmladsi larvicky do kapky smési mateii kaSicka-voda (1 : 1) do voskové nebo
plastové misky, ktera ma pramér odpovidajici mate¢niku pro vyvoj v€eli matky. V ptipade,
ze vCely matecnik tzv. pfijmou, zaplni jamku matefi kasickou pro vyzivu budouci vceli
matky. Matefi kaSicka mulze byt asi po dvou dnech od pfelarveni odebrana tadové
v mnozstvi stovek mg/matecnik. Prelarveni probéhlo 17. 6. 2023 a jako chovny materiél

bylo zvoleno vcelstvo 32, které¢ se béhem sezény projevovalo dobrymi vlastnostmi.
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Po dvou dnech byl zarovei s ostatnimi vzorky proveden odbér, kdy byla nejprve z misky
odstranéna larva a poté byla 1zickou nabrana matefi kaSicka a ulozena do sterilni
mikrozkumavky. Pro naplnéni mikrozkumavky bylo zpravidla tieba 5 — 7 matecnikl

v zavislosti na mnoZzstvi mateii kasicky v kazdém z nich.

Vzorky byly ihned po odbéru ptfevezeny do laboratoie a zamrazeny pfti teploté -18 °C

do nasledné mikrobiologické a molekularné biologické analyzy.

7.2 Stanoveni CFU/g vzorku a izolace ¢istych kmeni

Po rozmrazeni byly vzorky zvazeny na analytickych vahach a ke kazdému z nich byl
pfidan devitinasobek sterilniho fyziologického roztoku. Vzorky byly homogenizovany
po dobu 120 s a pipetovany do sterilnich prazdnych zkumavek (fedéni 10"). Dale byly
vytvoteny prislusné desitkové fady tak, ze do 4,5 ml sterilniho fyziologického roztoku bylo
pfidano 0,5ml suspenze (fedéni 107). Tento postup byl opakovan az do zisku
odpovidajiciho fedéni (fedéni 10° — 107). Nasledn& byla provedena inokulace dané
suspenze na prislusné puady. Pro stanoveni celkového poctu mikroorganismi (CPM) byly
mikrobil také pida BHI (Brain Heart Infusion agar). Pro stanoveni poctu kvasinek a plisni
byla vyuzita pida CHYGA (Chloramphenicol Yeast Glucose Agar). Aerobni sporulaty
byly stanoveny na pidé PCA (oznaceni PCA-S), kdy samotnému vyockovani ptedchézel
zahtev vychozi suspenze ve vodni lazni pii 80 °C po dobu 10 minut. Poté byla suspenze
ochlazena proudem studené vody a fedéna obdobné jako ostatni vzorky. Ockovani
probéhlo metodou roztéru, kdy bylo na tii agarové plotny naneseno 100 pl ptisluSné
suspenze a ta byla rozetfena sterilni bakteriologickou hokejkou. Pfehled ockovanych

fedéni na dané plidy je uveden v tabulce 6.

Tabulka 6: Pouzit4 fedéni jednotlivych vzorkl

K6d vzorku Pida Redéni Kéd vzorku Pida Redéni

PCA 10°-107 PCA 10" -10°

BHI 10°-107 BHI 10" -10°

V1-V5 - + MKI-MKS5 - 3
CHYGA 107 -10 CHYGA 10" - 10

PCA-S 10" -10° PCA-S 10" -10°

PCA 10" -107° PCA 10° - 107

BHI 10" -107° BHI 10° - 107

L1-L5 R P1-P5 R
CHYGA 10" - 10 CHYGA 10" - 10

PCA-S 10" -10° PCA-S 10" -10°
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Zaockované misky (pidy BHI a PCA) byly kultivovany pti 30 °C po dobu 48 h, kvasinky
a plisn¢ (pida CHYGA) byly kultivovany pfti pokojové teploté po dobu 4 dnil. Po uplynuti
doby kultivace byly spocitany kolonie na pocitatelnych miskadch a stanoveno CFU/g
(kapitola 8.1 Stanoveni CFU/g vzorku a izolace ¢istych kmenii) dle nésledujiciho vzorce.

2C
+0,1n2)d

CFU/g = v (m

kde: Y. C — soucet vSech kolonii z pocitatelnych misek ze dvou po sob¢ nasledujicich
fedéni [1]
I — objem inokula pipetovany na misky [ml]
n,, n, — pocty pocitatelnych misek ze dvou po sob¢ nésledujicich fedéni [1]
d — ptislusné nizsi pouzité fedéni [1]
Na miskach byly stanovovany mikroorganismy schopné ristu za danych podminek,

tj. aecrobni nebo fakultativné anaerobni mikroorganismy rostouci pii 30 °C, respektive

pokojové teplote.

Cisté bakterialni kmeny byly izolovany technikou kiizového roztéru, kdy z kazdého vzorku
bylo vybrano 5 — 10 kolonii s odliSnou morfologii. Z téchto kolonii bylo odebrano
bakteriologickou klickou inokulum, které bylo rozetfeno na sterilni agarovou plotnu
(univerzalni médium PCA, poptipadé BHI) kiizovym roztérem. KftiZovy roztér byl poté
nékolikrat opakovan pro zajisténi dostatecné Cistoty. Kultivace probihala vzdy pii 30 °C

po dobu 24 — 48 hodin dle ristovych vlastnosti daného izolatu.

Cistota kmenti byla poté ovéfena mikroskopicky, kdy byly jednotlivé vzorky barveny dle
Grama. Tato metoda spociva ve vicefazovém barveni, kdy je prvnim krokem pievrstveni
fixovaného preparatu krystalovou violeti po dobu 60s. V této fazi dochazi k obarveni
vSech pritomnych bunék fialové. Nasleduje prevrstveni preparatu Lugolovym roztokem
podobu 30s za tvorby komplexu krystalovd violet — peptidoglykan. Poté dochazi
k promyti preparatu acetonem (po dobu asi 2 s), kdy se uvoliiuje piebytecna krystalova
violet a zaroven dochdzi k vymyti krystalové violeti z bunéfnych stén bunék
s gramnegativni stavbou. Bunécné stény téchto bunek tvoii kromé vnéjs§i membrany pouze
slaba vrstva peptidoglykanu oproti grampozitivni sténé. Po promyti nasleduje prevrstveni
preparatu safraninem po dobu 60s, ktery dobarvi gramnegativni bakterie Cerveng.
Preparaty jsou pak pozorovany svételnym mikroskopem s imerznim objektivem a hodnoti

se stavba bunécné stény (G+/G-), jednotny tvar bunék, tvorba typickych shlukii a velikost
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bunck. V nékterych piipadech lze pozorovat endospory, které se Gramovym barvenim

neobarvi a jevi se jako bilé utvary uvnitt nebo vné bunék.

7.3 Identifikace mikroorganismi pomoci metody MALDI-TOF MS

Metoda MALDI-TOF MS je zaloZzena na analyze proteomu danych mikroorganismd.
ZjednoduSenym principem je vytvoreni polymerni matrice se zakomponovanymi proteiny,
které¢ jsou desorbovany a ionizovany z této matrice laserem. Tato technika je spojena
s analyzatorem doby letu (TOF) a hmotnostni spektrometrii (MS). Program na zakladé¢
dopadajicich proteini (jejich poméru hmotnosti a naboje) na detektor vytvori peaky, které
mohou byt porovnany s databdzi a jsou specifické pro dany mikroorganismus

(tzv. fingerprinting) [86].

Laboratofe nasi univerzity nedisponuji zatizenim pro analyzu proteomu, proto byly vzorky
odeslany na Slovenskou pol'nohospodarskou univerzitu v Nitfe, Fakultu zahradnictva
a krajinného inZenierstva, kde byly za pomoci pani prof. Ing. Miroslavy Kacaniové, Ph.D.

analyzovany. Vysledky byly odeslany zp¢t v elektronické podobé.

Samotné analyze piedchdzela piiprava vzorkdi. Ta zahrnovala kultivaci Ccerstvé
24 hodinové kultury. Z ni bylo poté odebrano inokulum bakteriologickou klickou, které
bylo resuspendovano ve 150 ul sterilni destilované vody v mikrozkumavce. Poté bylo
ptfidano 450 pl 96% etanolu a smés byla dobfe promichana. Do pievozu k analyze byly

vzorky zamraZeny pii -80 °C.

7.4 ldentifikace mikroorganismii pomoci Sangerova sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je jedna ze zdkladnich a stale pouzivanych sekvenacnich metod.
Jejim principem je polymerazova fetézova reakce (PCR), kdy jsou polymerdzou ptiddvany
jednotlivé deoxyribonukleotidy (ANTP) dle komplementarity dusikatych bazi. V reakcni
smési jsou vSak pfitomny v niz§i koncentraci také dideoxyribonukleotidy (ddNTP), které
na 3. uhliku sacharidu neobsahuji hydroxylovou skupinu. Polymerédza tedy nemtize ptipojit
dalsi nukleotid a syntéza vldkna je ukoncena. Vysledkem je smés rizné¢ dlouhych
fragment molekul DNA, které na svém konci vzdy obsahuji pravé ddNTP s fluorescencni
znaCkou specifickou pro danou bazi. Smés je déale d€lena pomoci kapilarni gelové
elektroforézy dle délky jednotlivych fragmentt, kdy nejrychleji prochézi kratsi fragmenty
a naopak. Na konci kapilary se nachazi laser a detektor, ktery pii prichodu fluorescen¢ni

znaCky ddNTP zaznamend jeji identitu a v programu je vytvoien chromatogram dané
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sekvence [87]. Pro Sangerovo sekvenovani a zisk relevantnich vysledki je nutna
pfitomnost pouze jediné templatové molekuly DNA. Nelze tedy sekvenovat vice molekul

v jedné reakci paralelné

Pted sekvenovanim samotnym bylo nutné vzorky pfipravit. Sangerovo sekvenovani bylo
vyuzito u vybranych kmend, které se nepodafilo identifikovat pomoci metody
MALDI-TOF MS. Pfiprava vzorki zahrnovala kultivaci 24 hodinové kultury v BHI
bujonu. Obsah kultivatni zkumavky byl asepticky pfeveden do centrifugacni
mikrozkumavky a centrifugovan pii 6000 ot/min po dobu dvou minut. Supernatant byl
odpipetovan a pelet resuspendovan ve sterilnim fyziologickém roztoku. Postup byl
zopakovan jest¢ jednou pro dokonalé promyti. Poté bylo mozné extrahovat DNA.
K tomuto uUcelu byl vyuzit High Pure PCR Template Preparation Kit s pfiloZenymi
reagenciemi a potfebnym vybavenim. Déle bylo postupovdno dle pokynl vyrobce.
Po extrakci DNA byla zkontrolovana jeji koncentrace a Cistota za pomoci pfistroje Tecan
Infinite M200. Hodntoty koncentrace a Cistoty jsou uvedeny v tabulce 16. Prili§
koncentrované vzorky (20, 55 a 96) byly nafedény PCR vodou, aby vysledna koncentrace
DNA leZela v intervalu 30 — 50 ng/pl.

Nasledné byla provedena klasickd PCR se sadou univerzdlnich bakteridlnich primert

BamHI FD1 a Pstl RD1, jejichz sekvence jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Sekvence pouzité dvojice primeri pro 16S rRNA gen

Primery Sekvence
BamHI FD1 5’-ATG GGA TCC AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’
PstI RD1 5’-CAG CTG CAG AAG GAG GTG ATC CAG CC-3’

Slozeni PCR smési pro jeden vzorek je pak uvedeno v tabulce 8. Smés byla pfipravena
smichanim tfinactindsobku hodnot objemii uvedenych v tabulce (12 vzorkd + negativni
kontrola) tak, Ze do sterilni mikrozkumavky byl napipetovan Red 7ag 2X Master Mix
1,5 mM MgCl,, sada obou primeri a PCR voda. Smés byla promichana na vortexu
arozpipetovdna po 24 ul do sterilnich mikrozkumavek pro PCR. Do kazdé
mikrozkumavky byl pak pfidan 1 pl templatové DNA od konkrétniho vzorku. Vysledny
objem smési tedy byl 25 pl. Do tfindcté mikrozkumavky nebyla pfidana zZadna templatova

DNA a tato reakce slouzila jako negativni kontrola.
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Tabulka 8: Slozeni PCR smési pro ptipravu DNA amplikonu k sekvenaci 16S rRNA genu

. Objem

Reagencie (]

Red Tag 2X Master Mix 1,5 mM MgCl, 12,5

PCR voda 9,5
BamHI FD1 1
PstI RD1 1
Templatova DNA 1

Soucet 25

Mikrozkumavky byly vloZeny do pfistroje Aeris™ thermocycler a pribéh PCR byl
nastaven dle v laboratofi jiz diive ovétenych postupii. Teploty a Casy jednotlivych fazi jsou

uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Pritbéh PCR pro ptipravu DNA amplikonu k sekvenaci 16S rRNA genu

. Teplota Cas Pocet cyklu
Fae °C] 5] 1]
Pocatecni denaturace 95 180 Pted 1. cyklem
Denaturace 95 30
Annealing primert 63 30 25
Elongace 72 90
ZavereCna extenze 72 600 Po 25. cyklu
Chlazeni po PCR 4 00 Po skonceni PCR

Po PCR byla pfitomnost daného produktu ovétena pomoci elektroforézy na agarézovém
gelu o koncentraci 1,5 %. 1,5 g agardzy bylo rozvareno ve 100 ml 1x koncentrovaného
TAE pufru v mikrovinné troubé. Po mirném ochlazeni nasledovalo ptidani dvou kapek
barviva Gelred Nucleic Acid Stain a roztok byl nalit do formy. Po utuhnuti byl gel ponotfen
do elektroforetické vany naplnéné TAE pufrem a do jednotlivych jamek byly pipetovany
3 pl markeru DNA Ladder, 100 bp Plus a 3 pul PCR produktli v€etné negativni kontroly.
Nésledovalo spusténi elektrického proudu po dobu 45 minut. Produkty v gelu byly
vizualizovany pomoci transilumindtoru InGenius a stolniho pocitate se softwarem
GeneSnap. Obrazek gelu se nachdzi na obrazku 3. Ocekdvana délka produktu byla

ptiblizn¢ 1500 bp [88].

Poté byla provedena purifikace PCR produktii pomoci NucleoMag SEP kit v kombinaci
se SPRIselect Bead-Based Reagent. Postup byl proveden dle pokynii vyrobce. Poté byla
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opét ovefena koncentrace a Cistota DNA na pfistroji Tecan Infinite M200. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 17.

Takto ptipravené vzorky byly zamrazeny pii -18 °C a odeslany na samotnou sekvenaci
do spole¢nosti SEQme s. r. 0. a vysledky byly odeslany zpét v elektronické podobé.
Ziskané sekvence byly vyhodnoceny pomoci programu DNA Baser Assembler

a porovnany s databazi BLAST.

7.5 Diskova difuzni metoda pro zjiSténi rezistence k ATB

Diskova difuzni metoda je jednou z nejbéznéjsich technik, ktera umoznuje zjistit citlivost
nebo rezistenci daného mikrobidlniho kmene k antimikrobni latce. Nejcastéji jsou
vyuzivany papirové disky pfedem napusténé danym antibiotikem v dané koncentraci,
nicmén¢ lze testovat i latky jiné tak, Ze roztok antimikrobni latky je pipetovdn na Cisty
papirovy disk. Po kultivaci je nutné zméfit primér inhibi¢ni zény a porovnat vysledek
se standardem [89]. Jako kultivaéni médium je volen Mueller Hinton agar. Toto médium

je standardizované pro danou metodu a zaroven je univerzalni.

Test antibiotické rezistence byl proveden u kmenl s oznaenim 21, 23 a 36, které
predstavovaly zastupce rodu Pseudomonas. Dalsi testované kmeny spadaly do tadu
Enterobacterales a nesly oznaceni 9, 31, 38 a 42. U obou skupin byla volena rGzna
antibiotika dle organizace EUCAST, v pfipad¢ pseudomonad byly pak vyuZity antibiotika,
kterd vykazovala nejvyssi rezistenci v praci Mgr. Martiny Coufalové [90]. Ptehled

pouzitych antibiotik s jejich zkratkou a koncentraci je uveden v tabulce 10.

Tabulka 10: Pouzitd ATB pro diskovou difuzni metodu

Antibiotikum | Zkratka Konf:g;race Test rezistence
Amikacin AK 30 30 Enterobacterales
Ampicillin AMP 25 25 Enterobacterales
Cefepim FEP 30 30 Pseudomonas spp.
Ceftazidim CAZ 10 10 Pseudomonas spp.
Ciprofloxacin CIP 5 5 Enterobacterales, Pseudomonas spp.
Chloramfenikol C30 30 Enterobacterales, Pseudomonas spp.
Imipenem IPM 10 10 Pseudomonas spp.
Tetracyklin TE 10 10 Enterobacterales
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Z bakterialni kultury bylo pfeneseno inokulum do sterilniho fyziologického roztoku tak,
aby byl vytvofen zdkal o optické hustot¢ 0,5 McF. M¢étfeni probihalo na piistroji
DENZI-LA-METER. Poté¢ byla sterilni miska s Mueller Hinton agarem pievrstvena touto
suspenzi a nadbytek suspenze byl odpipetovan. Po oschnuti byly na misky umistény
antibiotické disky v poCtu péti kusti. Tento test byl proveden ve dvou opakovanich.
Kultivace probihala 24 h pii 30 °C. Po uplynuti této doby byly zmétfeny priméry zon
(prumér disku 6 mm). Vysledky byly porovnany se souborem vytvofenym organizaci

EUCAST.

7.6 Priprava knihovny pro NGS

Metody nazyvané jako NGS se v souCasné dobé uplatiuji pfi analyzdch riznych
mikrobidlnich spolecenstev a jsou cenény piedevSim pro svij metagenomicky piistup
tj. sekvenovani velkého mnozstvi vzorkt paralelné v jedné reakci. NGS se provadi ve tfech
fazich. Témi jsou piiprava knihovny, samotna sekvenace a vyhodnoceni dat
za pouziti bioinformatickych nastroji [91]. Principem sekvenovani pomoci platformy
[llumina je tzv. sekvenace syntézou, kdy dochéazi k pfichyceni DNA fragmentu pomoci
n¢kolika nukleotidti (adaptérit) ptidanych béhem 2. PCR. Nasleduje tvorba klastrt
s obsahem stejného fragmentu DNA — amplifikace fragmentu. Poté dochazi k syntéze
vlakna pomoci DNA  polymerdzy, kterd pfipojuje fluorescencné znacené
deoxyribonukleotidy. Pfi pfipojeni riznych nukleotidi dochazi k uvolnéni rtzného
fluorescen¢niho signalu, ktery je sniman, a sekvence jsou zaznamendvany. Zaroven
je sekvenace provedena z obou konci fragmentu pro zvySeni délky piecteného useku.

Délka prectenych tsekil se pohybuje mezi 250 — 800 bp [92].

Prvnim krokem pfipravy knihovny byla izolace DNA ze samotné vcely, larvy, mateti
kasicky a pylu. Izolace byla provedena pomoci DNeasy® PowerSoil® Pro Kit
dle doporuceni vyrobce. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci DeNovix QFX
Fluorometer a DeNovix dsDNA High Sensitivity Evaluation Kit. Hodnoty koncentraci
pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tabulce 22. V pifipad¢ vysokych koncentraci byly

piislusné vzorky fedény PCR vodou na koncentraci 25 — 30 ng/pl.

Nasledovalo provedeni 1. PCR, kdy je specifickou sadou primert amplifikovéna ¢ast genu

pro 16S rRNA u prokaryot a ¢ast genu pro 18S rRNA v piipad¢ eukaryot. Sekvence

-----

zachyt mikroorganisma.
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Tabulka 11: Sekvence pouzitych dvojic primert (1. PCR pro ptipravu vzorkl pro NGS)

Primery Sekvence
515F (bakterie) 5’-GTG YCA GCM GCC GCG GTA A-3’
926R (bakterie) 5-CCGYCA ATT YMT TTR AGT TT-3’
Arch349F (archea) 5’-GYG CAS CAG KCG MGA AW-3’
Arch806R (archea) 5’-GGA CTA CVS GGG TAT CTA AT-3’
ITS3F (houby) 5-GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3’
ITS4R (houby) 5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’

Slozeni PCR sm¢ési je uvedeno v tabulce 12. Smés pro bakterie, archea a houby se vzdy
liSila dvojici pouzitych primert. Smési byly pfipraveny smichdnim dvaceti jedna nasobku
hodnot objemti uvedenych v tabulce (20 vzorkd + negativni kontrola) tak, Ze do sterilni
mikrozkumavky byl napipetovan EliZyme™ HS Robust Mix, sada dvou ptislugnych
primeri a PCR voda. Smés byla promichana na vortexu a rozpipetovana po 24 ul
do sterilnich mikrozkumavek pro PCR. Do kazdé mikrozkumavky byl pak pfidan 1 pl
templatové DNA od konkrétniho vzorku. Vysledny objem smési tedy byl 25 pl
Do dvacété prvni mikrozkumavky nebyla pfiddna zadna templatova DNA a tato reakce

slouzila jako negativni kontrola.

Tabulka 12: Slozeni 1. PCR smési pro ptipravu vzorkd pro NGS

. Objem
Reagencie [ I{I]
EliZyme™ HS Robust Mix 12,5
PCR voda 10,5
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
Templatova DNA 1

Soucet 25

Mikrozkumavky byly vlozeny do pfistroje Aeris'™ thermocycler a priibéh PCR byl
nastaven dle v laboratofi jiz diive ovefenych postupt. Teploty a Casy jednotlivych fazi jsou

uvedeny v tabulce 13.
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Tabulka 13: Prib¢h 1. PCR pro ptipravu vzorka pro NGS

. Teplota Cas Pocet cyklu
Fae °C] s} 1]
Pocate¢ni denaturace 95 180 Pted 1. cyklem
Denaturace 95 30
Annealing primert 55 30 25-35

Elongace 72 60

Zaverena extenze 72 600 Po 25. cyklu

Chlazeni po PCR 4 00 Po skonc¢eni PCR

Pribéh 1. PCR byl ovéfen na agarézovém gelu o koncentraci 1,5 %. Ocekavanad délka
produktu byla pfiblizné 500 bp a byl detekovadn pomoci barviva Gelred Nucleic Acid Stain
stejné¢ jako v pripadé¢ pfipravy vzorkli pro Sangerovo sekvenovani (kapitola 6.4).
Elektroforetické gely se nachdzi na obrazcich 4 a 5. Poté byla provedena purifikace PCR
produktii pomoci NucleoMag SEP kit v kombinaci se SPRIselect Bead-Based Reagent
a byla zmétena koncentrace DNA pomoci DeNovix QFX Fluorometer a DeNovix dsDNA
High Sensitivity Evaluation Kit.

V ptipad€é vzorki HB 1 — HB 5a L 1 - L 5 (houbové primery) byly kromé hlavniho
produktu detekovany také dalSi nespecifické produkty ve znacné vysSich koncentracich
neZ hlavni produkt. Zaroven se nepodafilo téchto produkti zbavit ani pfi purifikaci. PCR
byla opakovana a na elektroforeticky gel obsahujici barvivo SYBR™ Green I nucleic acid
gel stain byl pipetovan cely objem PCR mikrozkumavky. Po rozdéleni produktii
dle pohyblivosti v gelu byl band s hlavnim produktem vyfiznut skalpelem za prosvécovani
UVP Visi-Blue Transiluminator. DNA byla poté extrahovéna z gelu pomoci QIAquick®™

Gel Extraction Kit. S t€émito vzorky bylo dale pracovano jako s ostatnimi.

Dalsim krokem ptipravy knithovny pro NGS je 2. PCR, pfi které jsou na fragment DNA
pfipojeny adaptéry s indexy, diky jejichz sekvenci lze pak jednotlivé vzorky odlisit od sebe
a sekvenovat je tak paralelné v jedné reakci. Sekvence pouzitych indexti u jednotlivych
vzorkl jsou uvedeny v pfiloze P I. Indexy jsou ptidavany ve dvojici (i5 a 17) a u kazdého

vzorku musi byt kombinace indexti jina. Slozeni PCR smési je uvedeno v tabulce 14.
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Tabulka 14: Slozeni 2. PCR smési pro ptipravu vzorkl pro NGS s pouzitim ptislusnych

dvojic primert s indexy

Reagencie Oﬁfﬁm
EliZyme™ HS Robust Mix 12,5
Forward primer 5
Reverse primer 5
Templat z 1. PCR 2,5
Soucet 25

Prabéh 2. PCR byl obdobny jako u 1. PCR uvedeny v tabulce 12, nicméné byl snizen pocet

cykli na deset. Produkt byl detekovan na 1,5% agardézovém gelu, poté byla DNA opét

purifikovana byla méfena koncentrace dle vySe popsanych postupti.

Posledni fazi bylo provedeni poolingu vzorkid, kdy byly pfili§ koncentrované vzorky

nafedény PCR vodou na vyslednou koncentraci 15 ng/ul. Od kazdého vzorku bylo

pak pipetovano 10 ul do sterilni mikrozkumavky a ta byla odeslana na sekvenacni analyzu

do spolecnosti SEQme s. r. 0. a vysledky byly odeslany zpét v elektronické podobé.

Vysledky byly vyhodnoceny za pomoci pana prof. Mgr. Marka Koutného Ph.D. a byla

provedena jejich vizualizace.
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Stanoveni CFU/g vzorku a izolace ¢istych kmenu

Vysledky bézného kultiva¢niho stanoveni celkového poctu mezofilnich aerobnich a/nebo
fakultativné anaerobnich mikrorganismti (CPM), poctu plisni a kvasinek (PK) a poctu
aerobnich sporulati (AS) jsou shrnuty v tabulce 15 pro vzorky vcel a vzorky pylu.
Na zakladé téchto parametrti 1ze odhadnout mikrobidlni zatéz ve sledovanych vcelstvech.

Pravdépodobné mnohem lep$im ukazatelem nez pocet mikroorganismti je jejich identita.

Tabulka 15: Stanoveni CFU/g u vzorkt v¢el a pylu

Sledovana Sledovana
Vzorek charakteristika CFU/g Vzorek charakteristika CFU/g
CPM 7,0.10° CPM 3,3.10°
Vi PK 1,6.10° P1 PK 1,5.10°
AS <1,0.10? AS 7,0.10°
CPM 7,7.10° CPM 1,3.10°
V2 PK 49 .10° P2 PK 7,0 . 10
AS <1,0.10° AS 2,0.10°
CPM 48.10° CPM 9,6.10°
V3 PK 42 .10 P3 PK 44 .10°
AS <1,0.10° AS 7,0.10°
CPM 6,2.107 CPM <1,0.10*
V4 PK 42 .10° P4 PK <1,0.10°
AS 1,0.10° AS 1,1.10°
CPM 3,9.10° CPM 2,0.10°
V5 PK 3,1.10* P5 PK 2,2.10°
AS <1,0.10° AS 3,0. 10

CPM - Celkovy pocet mikroorganismui

PK — Pocet plisni a kvasinek

AS — Pocet aerobnich sporulatt

Jak vyplyva z tabulky 15 rozpéti CFU/g (pro CPM) u vcel se fadové pohybovalo mezi
10° — 10”. Nejvyssi hodnota byla zaznamenana u vzorku V4, kde CFU/g dosahlo 6,2 . 10’.

v

v

sporulaty nebyly u vcel detekovany, proto jsou hodnoty vyjadieny symbolem ,,<*.
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U vzorku V4 byla detekovana jedind kolonie sporuldtu a u tohoto vzorku je CFU/g
vyjadfen jako odhad nizkych poctd, ktery vSak neni statisticky prikazny.

CPM pylu se pak pohyboval v adu 10° u viech vzorki kromé vzorku P4. Zde nebyly
detekovany zadné kolonie, a to ani v pfipad¢ stanoveni plisni a kvasinek. Pravdépodobné
to bylo zpisobeno zna¢nou piimési medu vtomto vzorku a jeho antimikrobnimi
vlastnostmi. PoCty plisni a kvasinek se pak u ostatnich vzorki pohybovaly v fadech
10 — 10°. Aerobni sporulaty byly u pylu zastoupeny vice nez u véel a na viech miskach
byl pozorovan narlst velkych rozlézavych kolonii. Tento pocet vSak kromé vzorku
P4 neptesahoval 10 kolonii, proto se jedna o odhady nizkych poctii. Vzorek P4 obsahoval
kolonii 11, coz by korespondovalo s nejvyssimi pocty mikrobd ve vzorku V4. Endospory
bakterii jsou velmi odolné vi¢i antimikrobnim latkdm, a prestoZze mezofilni
mikroorganismy a plisné a kvasinky po vyockovani vzorku P4 nerostly, sporulaty

po natedéni inhibitort vykli¢it mohly.

Grafické shrnuti vysledki je vyjadieno na obrazku 2, kde je na ose y vynesen logaritmus

CFU/g, na ose x se nachazi ¢islo dané¢ho vzorku (V1 — V5 a P1 — P5).

0o

Log(CFU/g)

5
m Vcela - CPM
4
m Vcela - PK
; Pyl - CPM
Pyl - PK

1 2 3 4 5

Cislo vzorku

Obrazek 2: Detekovany pocet mikroorganismu u jednotlivych vzorkt
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Jak vyplyva z obrazku 2, pocty PK a CPM tvofi téméf shodné trendy s tim, ze pocty
mikroorganismu pro PK jsou pfiblizné o dva fady CFU/g nizsi. U pylu je pak tato zavislost
jesté vice patrna. Pfi porovnani mnozstvi mikroorganismt u vcel a pylu se pocty lisi
vyznamnéji a nelze tedy jednoznacné fict, ze vcelstva s vyssim CPM a PK
u analyzovanych vcel budou mit i vys§si CPM a PK testované¢ho pylu. Znacné vybocuje

predevsim vzorek P4 z vySe zminénych divodu.

Pfi porovnani s literaturou bylo zjiSténo, ze studie se zpravidla zabyvaji vice identifikaci
mikroorganisml neZ jejich pocty. V ptipadé€ sledovani poctl jsou pak stanovovany jiné
bakterie (napt. BMK) tvofici zna¢nou ¢ast mikrobiomu. Na aerobni mikrobiom tedy neni
kladen diraz. Obecné plati, Ze dospélec véely obsahuje asi 10° bakteridlnich bungk [21],
tedy fadove vice neZ bylo odhaleno kultiva¢nim stanovenim CPM. Je nutné brat v potaz to,
ze druhy obyvajici stfevo jsou Casto anaerobni nebo mikroaerofilni a mohou také
vyzadovat jind kultivacni média. Obecné vSak plati, ze naprostd vétSina bakteridlnich

druhti je nekultivovatelna [93].

Mikrobialni z4téz analyzovaného pylu byla znac¢na. Ve studiich, které se touto
problematikou zabyvaly, dosahovaly hodnoty CFU/g tadové 10 = 10° [94]. Oproti témto
hodnotam jsou hodnoty analyzovaného pylu vyssi asi o 2 fady. Vzhledem k tomu, Ze pyl
je vcelami sbiran ve vnéjSim prostfedi, mize nést mikrobialni zatéz dané oblasti. Pyl
odebrany pro analyzu byl ze zemé&d¢lské oblasti a je tedy mozné, Ze i z tohoto diivodu byla
mikrobialni zatéz vyssi. Zaroven byl analyzovan Cerstvy pyl, zatimco pfi jiné analyze byl

pouzit pyl suseny [94], coz mohlo mit zna¢ny dopad na snizeni CPM.

Naproti tomu ve veétsiné vzorkl mateti kasicky bylo detekovano pouze nékolik kolonii
vpoctu 1 — 3 aCFU/g (pro CPM), coz lze vyjadfit jako odhad nizkého poctu
1,0 . 10° — 3,0. 10>. Vzorek K1 byl bez nartstu zcela. Plisn¢ a kvasinky ani aerobni
sporulaty nebyly detekovany viibec.

Vceli larvy obsahovaly také velmi nizké pocty mikrobidlnich bunék kultivovatelnych
zadanych podminek, nicméné tyto pocty byly vys§i nez u matefi kaSicky.
CFU/g (pro CPM) bylo pak stanoveno jako odhady nizkych pocti — u vzorku L1 jako
7,0 . 102, uvzorkl L2, L3 a L4 jako 2,0 . 10° a u vzorku L5 jako 5,0 . 10°. Plisné
a kvasinky nebyly detekovany, nicméné byla zachycena jedna kolonie sporuldtu ve vzorku
L3. Nizkd mikrobialni kontaminace mateti kaSicky a larev, které¢ jsou touto kaSiCkou
z ¢asti krmeny, pravdépodobné souvisi s jeji antimikrobni aktivitou [42, 43, 44, 45]

a nepiimo byly tyto vlastnosti prokazany.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

V ptiloze Il se nachazi fotografie vybranych kmenii izolovanych z ptivodnich vzorki

technikou k¥izového roztéru a v piiloze III fotografie Gramova barveni téchto izolata.

Gramovo barveni slouzilo piedevsim pro kontrolu cistoty izolatl, nicméné odhalilo
nekolik skutecnosti. Ve vzorcich veel se nachazely predevSim gramnegativni bakterie tvaru
drobnych tyc€inek a jedinou detekovanou grampozitivni bakterii byl sporuldt (V4, ¢islo
izolatu 37). Naproti tomu pro pyl byly typické grampozitivni bakterie. Velmi zvlaStnim
preparatem byl izolat 93, kdy se jednalo o velmi dlouhé az vlaknité gramnegativni tyCinky.
Tento kmen byl izolovadn ze vzorku L2. Zéiroven mikroskopie odhalila gramnegativni
ty¢inky rostouci na piadé CHYGA, kterd ma byt selektivni a je uréena pro izolaci plisni
a kvasinek. Selektivni latkou je Sirokospektralni antibiotikum chloramfenikol. Bakterialni
izolaty rostouci na pidé CHYGA nesly oznaceni 21, 23, 36 a 42. Pozd&ji byly
identifikovany jako Pseudomonas libanensis (21), Pseudomonas marginalis (23),

Pseudomonas extremorientalis (36) a Serratia marcescens (42).

8.2 Identifikace mikroorganismii pomoci metody MALDI-TOF MS

a Sangerova sekvenovani

Vyuziti metod MALDI-TOF MS a Sangerovo sekvenovani mélo stejny cil
a to identifikovat izolované bakterialni kmeny. Uplna identifikace je sice brana na urovni
sekvenovani DNA, nicméné pro ucely této prace byla metoda MALDI-TOF MS zcela
dostacujici a byla volena jako prvni. Na sekvenacni analyzu byly odeslany vzorky, které

se nepodafilo urcit touto metodou.

Mezi dil¢i vysledky pfi pfipravé vzorkli na Sangerovo sekvenovani patfila GspéSnost
izolace DNA z bakteridlnich kultur. Hodnoty jeji koncentrace a cCistoty jsou uvedeny

v tabulce 16.

Tabulka 16: Koncentrace a €istota izolované DNA pro amplifikaci genu pro 16S rRNA

Kmen | ot Cl[s;(l)ta Kmen | | ot Cl[srl)ta
20 214,8 2,08 97 14,5 1,93
37 84,8 1,98 99 68.9 2,08
55 121,1 2,07 100 48 4 2,07
70 57,2 2,10 101 6.9 1,82
93 50,0 2,10 102 10,3 1,91
96 91,5 2,16 104 10,2 2,04
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Z tabulky 16 vyplyva, ze izolace probéhla uspésné u vSech dvanacti vzorki. Pomérné
nizka koncentrace DNA byla zaznamenana u vzorku 101 (6,9 ng/ul), nicméné pro PCR
je tato koncentrace dostatecnd. U vSech ostatnich vzorkl byla zjisténa koncentrace vyssi
nez 10 ng/ul a vzorky 20 a 55 dokonce vice nez 100 ng/ul, proto u nich bylo pfistoupeno
k fedéni. Cistotu DNA vyjadiuje pomér absorbanci Ajs0/Asso, ktery by pro &istou DNA
m¢él byt priblizné 1,8 — 2,0. VétSina vzorkli maximalni hranici pfevysuje, nicméné tato
skute¢nost zpravidla neptsobi potiZ oproti ptipadim, kdy by byl pomér absorbanci vyrazné

mensi nez 1,8 [95].

Vysledky gelové elektroforézy po PCR se nachazi na obrazku 3.

Gel 1,5%; gen pro 165 rRNA

] 2

20 37 ‘58 0 33 96 o7 39
L L . ' l ’ ‘ b

—Iﬂﬂﬂ-ﬂ'-"- 1000 bp

10040 bp S00 bp
500 bp

100 bp
100 bp

Obrazek 3: Elektroforeticky gel s amplifikovanym genem pro 16S rRNA

Cisla 20 — 104 — ozna&en{ identifikovaného izolatu; M — marker velikosti fragmentu DNA; N — negativni kontrola

Jak vyplyva zobrazku 3, amplifikace genu in vitro byla uspéSna kromé jednoho
vzorku (20). Tento vzorek obsahoval sice velké mnozstvi templatové DNA po extrakci,
nicméné¢ pii PCR reakci nedoSlo k tvorbé cilového produktu, ale vznikaly Ccetné
nespecifické produkty. Usek se nepodaiilo amplifikovat ani pii opakované PCR a vzorek
byl tedy ze sekvenace vyfazen. Ostatni vzorky vykazovaly vznik hlavniho produktu
v dostatecném mnozstvi. Tyto bandy byly porovnany s markerem (M), kdy mély
ocekavanou délku cca 1500 bp. Jamka s negativni kontrolou (N) doklada, ze byla prace
provedena asepticky. V cele vétSiny drah se nachéazi oblast, ktera oproti okoli zafi.

S nejveétsi pravdépodobnosti se jedna o nespotfebované primery nebo velmi kratké
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nespecifické produkty, které Ize odstranit purifikacnim krokem. Po purifikaci byla opét

zmeétena koncentrace a ¢istota DNA. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 17.

Tabulka 17: Koncentrace a ¢istota amplikonu pro 16S rRNA po purifikaci

Kmen | | Clﬁ?ta Kmen | o Clﬁ?ta
20 vyfazeno 97 43,5 1,92
37 56,0 1,90 99 50,7 1,94
55 56,4 1,90 100 45,6 1,89
70 498 1,90 101 59,9 1,93
93 491 1,93 102 59,4 1,94
96 499 1,97 104 39,1 1,89

Koncentrace DNA byla po purifikaci pomérné vyrovnana a pohybovala se mezi hodnotami

(tabulka 16). Hodnoty poméri absorbanci se pohybovaly mezi 1,89 —

v optimalnim intervalu.

vvvvv

1,97, tedy

V tabulce 18 jsou uvedeny vysledky Sangerova sekvenovani. U sekvenacni analyzy

se obecné bere jako vysledek vhodny pro urceni druhu shoda 98 — 100 % (ISS). V tabulce
19 jsou pak uvedeny vysledky identifikace pomoci MALDI-TOF MS, kdy je u kazdého

1zolatu uvedeno identifikacni skére (ISM). V piipade, Ze je vyssi nez 2,000, je bezpecné

urcen rod a s vysokou pravdépodobnosti také druh. V ptipadé, ze lezi mezi 1,700 — 1,999

je bezpecné urcen pouze rod.

Tabulka 18: Vysledky identifikace bakterii (Sangerovo sekvenovani)

Cislo | Pavod : x , ISS

izolatu | izolatu AL — [%]
37 V4 Paenibacillus amylolyticus Paenibacillaceae | 98,38

55 P1 Bacillus altitudinis Bacillaceae 100
70 P3 Peribacillus butanolivorans Bacillaceae 99,73
93 L2 Mesobacillus subterraneus Bacillaceae 99,73
96 L4 Bacillus pumilus Bacillaceae 99,64
97 Bacillus pumilus Bacillaceae 98,88
99 L5 Bacillus licheniformis Bacillaceae 99,78
100 Priestia megaterium Bacillaceae 97,62

ISS — Identifika¢ni skore u Sangerova sekvenovani
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Tabulka 19: Vysledky identifikace bakterii (metoda MALDI-TOF MS)

.Cls,lo P uvo d Zastupce Celed’ ISM
izolatu | izolatu

1 Serratia fonticola Yersiniaceae 2,414
2 V1 Pantoea agglomerans Erwiniaceae 2,297
3 Serratia fonticola Yersiniaceae 2,425
4 Pantoea agglomerans Erwiniaceae 2,402
8 Pantoea ananatis Erwiniaceae 2,205
9 Erwinia persicina Erwiniaceae 2,202
10 V2 Erwinia persicina Erwiniaceae 2,235
11 Hafnia alvei Hafniaceae 2,596
12 Pseudomonas marginalis | Pseudomonadaceae | 2,138
14 Pseudomonas marginalis | Pseudomonadaceae | 2,414
16 Hafnia alvei Hafniaceae 2,468
17 Erwinia persicina Erwiniaceae 2,281
18 Erwinia persicina Erwiniaceae 2,239
19 V3 Erwinia persicina Erwiniaceae 2,227
20 Providencia sp. Morganellaceae | 1,791
21 Pseudomonas libanensis Pseudomonadaceae | 2,113
23 Pseudomonas marginalis | Pseudomonadaceae | 2,163
27 Hafnia alvei Hafniaceae 2,570
28 Klebsiella variicola Enterobacteriaceae | 2,525
29 Hafnia alvei Hafniaceae 2,590
30 Klebsiella variicola Enterobacteriaceae | 2,487
31 V4 Hafnia alvei Hafniaceae 2,528
32 Proteus myxofaciens Morganellaceae | 2,369
33 Pseudomonas marginalis | Pseudomonadaceae | 2,420
34 Pseudomonas marginalis | Pseudomonadaceae | 2,393
35 Pseudomonas marginalis Pseudomonadaceae | 2,381
36 Pseudomonas extremorientalis | Pseudomonadaceae | 2,095
38 Escherichia coli Enterobacteriaceae | 2,550
39 Kluyvera cryocrescens Enterobacteriaceae | 2,125
40 V5 Escherichia coli Enterobacteriaceae | 2,436
41 Escherichia coli Enterobacteriaceae | 2,418
42 Serratia marcescens Yersiniaceae 2,308
48 Pl Lysinibacillus fusiformis Caryophanaceae | 2,184
49 Brevibacillus sp. Paenibacillaceae | 1,885
64 P Bacillus sp. Bacillaceae 1,820
65 Bacillus licheniformis Bacillaceae 2,320
69 P3 Staphylococcus equorum Staphylococcaceae | 2,091
79 P4 Staphylococcus epidermidis | Staphylococcaceae | 2,096
81 Bacillus mojavensis Bacillaceae 2,011
95 L3 Priestia megaterium Bacillaceae 2,035
103 K3 Staphylococcus hominis Staphylococcaceae | 2,283
105 K4 Lysinibacillus fusiformis Caryophanaceae | 2,098

ISM - Identifika¢ni skore u metody MALDI-TOF MS
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Jak vyplyva ztabulky 19, pro vzorky vcel byla typickd pfitomnost gramnegativnich
ty¢inkovitych bakterii, z nichz velkd vétSina patii mezi zastupce fadu Enterobacterales.
Zastupci rodu Pseudomonas spadaji do fadu Pseudomonadales. Jedinou grampozitivni
bakterii izolovanou ze vzorku vcel byl sporuldt Paenibacillus amylolyticus (tabulka 18)
patfici do tadu Caryophanales. Ptitomnost téchto bakterii ve vzorcich vcel je pomérné
bézna, obdobné i1 zastupci tadu Enterobacterales byvaji izolovani pravideln¢. Typicky jsou
ve vzorcich pritomni zastupci rodi Klebsiella, Pantoea a Enterobacter a druhy jako
Citrobacter freundi, Hafnia alvei, Escherichia coli nebo Serratia marcescens [96, 97, 98,
99]. Ze vcel byvaji Casto izolovany i grampozitivni bakterie, pfedev§im zastupci rodi
Staphylococcus, Bacillus, Paenibacillus a Enterococcus [94, 98, 99]. V analyzovanych
vzorcich vcel vSak k narGstu téchto bakterii nedoSlo. Z gramnegativnich bakterii jsou
typickymi zastupci i rtizné druhy rodu Pseudomonas. Ty se vyskytuji v prostiedi velmi
bézné a vzhledem k vysoké metabolické aktivité mohou pozitivné ovliviiovat zdravi vcel
degradaci nékterych toxickych sloucenin, jako jsou rezidua pesticidii a podobné [100].
Mezi casto se vyskytujici zastupce tohoto rodu patii Pseudomonas marginalis,
Pseudomonas putida nebo Pseudomonas aeruginosa [99, 100]. Ze vzorkd vcel nebyly
vyizolovany bakterie tvofici jadrovy mikrobiom vzhledem k odliSnym rlstovym

vlastnostem (vztah ke kysliku, nutriéni pozadavky, kultiva¢ni teplota a podobng).

Pro pyl je typicka pfitomnost zastupct rodu Bacillus. Nejcastéji byvaji izolovany druhy
Bacillus pumilus, Bacillus altitudinis, Bacillus licheniformis a Bacillus subtilis [94].
Kromé& B. subtilis byli vSichni tito zastupci pfitomni ve vzorcich pylu. Kromé& nich byli
bakterii byl v pylu detekovan Staphylococcus equorum a Staphylococcus epidermidis,
které byvaji pfitomny u vcel a touto cestou mohou byt vneseny do pylu. Totéz plati
pro Staphylococcus hominis, ktery byl nalezen v mateti kaSicce. Zvlastnosti je pfitomnost
izolatu 93, ktery byl identifikovan Sangerovym sekvenovanim s vysokou mirou shody jako
Mesobacillus subterraneus. Jedna se o bakterii, kterd ma grampozitivni stavbu bunécéné
stény, nicméné se barvi gramnegativné a pivodné byla izolovana z teplych prament. Rist
probiha vsak 1 pfi 30 °C. Dal§im znakem je pomé&rné rozmanitd délka bunék, kdy mohou
pfipominat az vldkna s délkou 25 um [101]. Preparat Gramova barveni tohoto zastupce

se nachazi v priloze III (obrazek M).

Kromé tohoto zastupce jsou ostatni izolaty ve vcelach bézné zastoupeny a nebyly zjistény

velké odlisnosti od dostupné literatury.
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Vzorky 101, 102 a 104 byly vyfazeny, protoze se jejich identifikace nezdafila ani pomoci
Sangerovy sekvenace. Zaroven vzorek 100 (oznacen oranzovou barvou) byl urcen jako
Priestia megaterium s nizsi pravdépodobnosti nez 98 %, nicméné v databazi BLAST tvoril
veétSinu zastupci na piednich mistech s podobnym identifikacnim skore, a proto
se pravdépodobné skuteéné¢ jednd o tento druh. Celkové se podafilo s riiznou
pravdépodobnosti identifikovat 50 bakterialnich izolatd, které tvotilo 25 druhd. Tii izolaty

byly identifikovany pouze na urovni rodu.

8.3 Diskova difuzni metoda pro zjisténi rezistence k ATB

Cilem této screeningové metody bylo zjistit, zda nékteré kmeny rodu Pseudomonas a fadu
Enterobacterales jsou rezistentni vic¢i vybranym antibiotikim. Zvlastni postaveni mélo
antibiotikum chloramfenikol, které je vyuzivano jako selek¢ni latka pfii kultivaci plisni
a kvasinek, nicméné z pidy CHYGA byly vyizolovany bakteridlni kmeny 21, 23, 36
(Pseudomonas spp.) a 42 (Serratia marcescens). Vysledky pro pseudomonady se nachazi
v tabulce 20, pro zéstupce fadu Enterobacterales v tabulce 21. Fotografie misek se nachézi

v ptiloze IV (Pseudomonas spp.) a V (Enterobacterales).

Po porovnani se souborem vytvorenym organizaci EUCAST byly v tabulce oznaceny
zlutou barvou kmeny vykazujici citlivost pfi zvySené expozici (I) a Cervenou barvou
kmeny, které vykazovaly rezistenci (R) pro dané antibiotikum. Neoznacena pole vyjadiuji,

ze dany kmen je k danému antibiotiku citlivy (S).

Tabulka 20: Priméry inhibi¢nich zén u Pseudomonas spp.

ATB Pramér inhibi¢ni zény pro dané antibiotikum [mm]
(disky 6 mm)
MO FEP30 | CAZ10 CIP 5 c 30" IPM 10

Pseudomonas 31

libanensis (21)

Pseudomonas 41

marginalis (23)

Pseudomonas 34
extremorientalis (36)

— citlivost u dané skupiny neni v souboru EUCAST definovana
FEP 30 — cefepim 30 ng
CAZ 10 — ceftazidim 10 pg
CIP 5 — ciprofloxacin 5 pg
C 30 — chloramfenikol 30 pg
IPM 10 — imipenem 10 pg
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Tabulka 21: Priiméry inhibi¢nich zon u zastupct fadu Enterobacterales

ATB Primér inhibi¢ni zony pro dané antibiotikum [mm]
(disky 6 mm)

MO AK30 | AMP25 CIP5 C 30 TE 10
E”W’”"’(g)ers’c’”“ 25 | 24 | 14 | 15| 46 | 45 | 29 | 31 | 21 | 22
H“f’z;“l;‘lve’ 18 12020 | 21 3813931301 15| 17
125005760 @l 18 | 19 | 24 | 23 | 38 | 40 | 28 | 30 | 19 | 18

(38)

Serratia marcescens

— citlivost u dané skupiny neni v souboru EUCAST definovana
AK 30 — amikacin 30 pg
AMP 25 — ampicilin 25 pg
CIP 5 — ciprofloxacin 5 pg
C 30 — chloramfenikol 30 pg
TE 10 — tetracyklin 10 pg

Vysledky ukdzaly zna¢nou rezistenci pseudomonad k cefalosporinovym antibiotikim
ceftazidimu a cefepimu. Zony nebyly bud’ vytvofeny viibec, nebo spadaly do kategorie
rezistence. U izolatu 36 byla déle zjiSténa rezistence k imipenemu. Ostatni izolaty byly
na toto antibiotikum citlivé pii zvySené expozici. Obdobné vysledky poskytl také test
na rezistenci k ciprofloxacinu, kdy vSechny testované kmeny spadaly pravé do této
kategorie. Vysledky pomémé dobie koresponduji s diplomovou praci Mgr. Martiny
Coufalové, ktera zjistila znacnou miru rezistence u antibiotik ceftazidimu a imipenemu
[90]. Rezistence k chloramfenikolu neni v soubou EUCAST definovana, nicméné
v literatufe existuji ptipady, kdy byly kmeny rezistentni na toto antibiotikum izolovany
z prostfedi [102]. Za hodnotu pro rezistenci lze povazovat primér inhibi¢ni zony mensi
nez 12 mm [103]. Z tohoto pohledu vykauji vSechny izolaty resistenci, nicméné oficidlni

udaje bohuzel chybi.

Zastupci fadu Enterobacterales (izolaty 9, 31 a 38) byli citlivi na vSechna testovana
antibiotika, nicméné izolat 42 vykazoval rezistenci na ampicilin, chloramfenikol a ¢astecné
také na amikacin. Zaroveil u vSech ostatnich izolatdi mély zény v prvnim a druhém
opakovani velmi podobnou velikost, zatimco velikosti zon u izolatu 42 se mezi pokusy
vyrazné liSily. Zaroven jsou izolaty Serratia marcescens Casto rezistentni k antibiotikiim

vcetné chloramfenikolu [104]. Nejvyssi ucinnost u vSech izolatli vykazovalo antibiotikum

vwvr
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8.4 Vysledky sekvenovani NGS

Mezi dil¢i vysledky ptipravy knihovny pro NGS patiilo méfeni koncentrace vyizolované

DNA. Hodnoty téchto koncentraci jsou uvedeny v tabulce 22.

Tabulka 22: Koncentrace DNA vyuzitou pfi 1. PCR pro pfipravu vzorka pro NGS

Vzorek [1:27;:1] Vzorek [;ngl] Vzorek [EE/N;:I] Vzorek [;g/Nﬁl]
HB1 | 58 | L1 | 951 | RI1 1,0 | BB1 | 1195
HB2 | 271 | L2 | 1689 | RI2 | 38 | BB2 | 240
HB3 | 643 | L3 | 732 | RI3 | 34 | BB3 | 1050
HB 4 64,9 L4 96,8 RJ 4 1,1 BB 4 1,9
HBS5 | 758 | L5 | 1016 | RIS | 13 | BBS | 459

Koncentrace DNA u jednotlivych vzorkti se znacné lisila. Nejvy$si hodnoty byly
zaznamenany u vzorku larev (L), pomérné€ vysoké koncentrace DNA vykazovaly i vzorky
kasicky (RJ), u kterych se vSak tato skutecnost piedpokladala. Nizkou koncentraci mél
1 vzorek BB 4, coZ mohlo byt opét zplisobeno pfimési medu a inhibitory, které branily
ucinngjsi extrakci. Ze vzorkl vcel a larev bylo pravdépodobné vyizolovano i velké
mnozstvi v€eli DNA. Po nafedéni pfili§ koncentrovanych vzorkl, provedeni PCR

a nasledné gelové elektroforézy byly gely vizualizovany a nachazi se na obrazcich 4 a 5.

Gel 1,9%; bakterialni primery

HE1 HED MBI HB4 HBS L1

— A — — — —
___F____*‘_'“ — —

-

Obrazek 4: Elektroforeticky gel s PCR produkty pro NGS (bakteridlni primery)
HB 1 — HB_5 — vzorky véel; L 1 — L 5 — vzorky larev; BB_1 — BB_5 — vzorky pylu; RJ_1 — RJ 5 — vzorky matefi
kasicky; M — marker velikosti fragmentu DNA; N — negativni kontrola
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Gel 1,5%; houbové primery
M HB1 HB2 HE3 HB4 HBS L1 L2 L3 L4 L5

Gel 1,5%; houbowvé primery

M BB1 BBEZ2 BE3 BB 4 BBS RL1

Gel 1,5%; houbové primery

M L1 L2

Obrazek 5: Elektroforetické gely s PCR produkty pro NGS (houbové primery)
Gel A — vzorky véel (HB_1 — HB_5) alarev (L_1 —L_5) po 25 cyklech; Gel B — vzorky pylu (BB_1 — BB_5) a matefi
kasicky (RJ_1 — RJ_5) po 35 cyklech; Gel C — vzorky véel (HB_1) a larev (L_1 — L_5) po 35 cyklech; M — marker
velikosti fragmentu DNA

Jak vyplyva z obrazku 4 amplifikace ¢asti genu 16S rRNA s bakterialnimi primery byla
uspesnd a pozadované produkty o velikosti cca 500 bp vznikaly u vzorkil vcel, pylu
i mateti kaSicky. U vzorkl larev nebyly produkty o velikosti 500 bp po 25 cyklech
detekovany, nicméné PCR byla opakovéna s 35 cykly a produkty byly pfitomny i u téchto

vzorkl. Zaroven se u vzorkl vcel, larev a pylu vyskytovaly produkty delsi. Tyto produkty
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se vSak povedlo odstranit naslednym purifikaénim krokem a v elektroforéze po 2. PCR
jiz nebyly detekovany. Obrdzek 5 pak ukazuje amplifikaci genu pomoci houbovych
primerd. Naobrazku A je patrnd pouze piitomnost nespecifickych produktt
bez vznikajictho pozadovaného produktu o velikosti 500 bp u vzorka vcéel a larev
po 25 cyklech. PCR byla taktéz opakovéna s 35 cykly a pozadované produkty skuteéné
vznikly u vcel, nicméné u larev chybély (gel C). Bylo proto vyhodnoceno, Ze se u larev
nenachéazelo dostatecné mnozstvi houbové DNA a tyto vzorky nebyly na sekvenaci
odeslany. V tomto ptipadé se nespecifické produkty nepodafilo odstranit naslednym
purifikacnim krokem a proto bylo provedeno vyfiznuti bandu spravného produktu
(ozna¢eno modie) u vzorkli véel a byla provedena extrakce DNA z gelu. Vzorky
HB 2 — HB_5 vypadaly obdobné¢ jako vzorek HB 1, ale jejich fotografie nebyla potizena.
Gel B pak ukazuje amplifikaci produktu po 35 cyklech u pylu a mateti kaSicky,
kdy vznikal pouze ocekavany produkt. Archealni primery byly taktéz vyuzity, nicméné
i po 35 cyklech vznikaly pouze nespecifické produkty a tyto vzorky nebyly sekvenacni

analyze podrobeny.

Po pribehu vsech dalsich krokt (kapitola 6.6 Ptiprava knihovny pro NGS) byly vzorky

odeslany na sekvenaci a vysledky se nachéazi na obrazcich 6 a 7.
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RI_3b
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. Microbacteriaceas
. Hanthobacteraceae
Meizsariaceas
. Comamonadaceas

Fagnibacillaceae
. Enterobacteriaceas

Acetobacteraceas
B sincovacteniaceas

Rhizoblaceas

- Crbaceas

Mitochondria

B Pseudomonadaceas [ Lachnospiraceae

. Haliangiaceas

Lactobacillaceas

Obrazek 6: Vysledky sekvenace NGS (bakterie)

RJ S5 b-

Obrazek 6 vyjadiuje relativni zastoupeni jednotlivych skupin bakterii na trovni Celedi.

Vzorky s ozna¢enim BB 1, BB 2 a L 2 — L 5 obsahovaly pouze malo sekvenci a tyto

vysledky nemaji velkou statistickou vahu.

Pro vzorky pylu je typicka pfitonost bakteridlni skupiny oznacené jako Mitochondria. Tato

skupina nebyla detekovana pouze ve vzorku BB 2. V tomto pfipadé se s nejvétsi

pravdépodobnosti jedna o sinice, jejichz DNA je velmi podobna mitochondrialni DNA,

a program pouzivany ke zpracovani vysledkt takto vyhodnocuje. Obecné plati, ze skupiny

riznych cyanobakterii jsou v pfirodé¢ velmi hojné zastoupeny a mohou byt pifitomny
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1 v pylu, ktery je ulozen v plastu [51]. Ve vSech vzorcich pylu pak byli pfitomni v rizném
mnozstvi zastupci Celedi Lactobacillaceae, kteti jsou pro pyl typicti [49, 50]. Ve vzorku
BB 5 byli pak nalezeni zastupci Celedi Bifidobacteriaceae. Znacnou ¢ast pritomného

mikrobiomu vSak tvorily bakterie zafazené do skupiny ,,0statni‘.

Ve vSech vzorcich véel bylo identifikovano 7 pfitomnych celedi, a to Lactobacillaceae,
Orbaceae, Rhizobiaceae, Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae, Acetobacteraceae
a Neisseriaceae. Nejveétsi ¢ast (asi polovinu) tvofi zastupci Celedi Lactobacillaceae.
Zastupci ostatnich celedi jsou ptfitomni v niz$ich poctech a jsou i znacné rozdily mezi
jednotlivymi véelstvy. Vzorky HB 3 a HB 4 vykazovaly vyssi pfitomnost zastupci celedi
Enterobacteriaceae, s ¢imz predevsim v ptipad¢ vzorku HB 4 korespondovalo i kultivacni
stanoveni. S vysokou pravdépodobnosti byli ve vzorcich pfitomni zéstupci jadrového
mikrobiomu Lactobacillus Firm-4, Lactobacillus Firm-5 a Apilactobacillus kunkeei (Celed’
Lactobacillaceae), Bifidobacterium asteroides (Celed’ Bifidobacteriaceae), Frischella
perrara a Gilliamella apicola (¢eled Orbaceae), Bombella apis (Celed’ Acetobacteraceae)
a Snodgrassella alvi (Celed Neisseriaceae) [19, 20]. Z jadrového mikrobiomu nebyla

detekovéana pouze Celed’ Bartonellaceae, do které by spadal druh Bartonella apis.

Vzorky larev L 1 — L5 vykazuji zna¢nou rozmanistost a nizkou konzistenci bakterialnich
celedi. Existuje znacnd podobnost mezi prvnimi dvéma vzorky, ostatni jsou vSak jiz znaéné
odlisné a lisi se i mezi sebou. To mize byt dikazem vétsi diverzity v mikrobiomu larev
a jeho snaz§im ovlivnénim vnéjSimi faktory [26]. Mensi byla také diverzita, kdy bylo
izolovano mén¢ bakteridlnich celedi nez u dospélych veel. Vyjimkou byl vzorek L 5,
jehoz mikrobiom byl prakticky totozny s mikrobiomem dospélé véely. Za zminku stoji
také pritomnost Celedi Paenibacillaceae ve vzorku L 3, kterd vSak kultivaéné potvrzena

nebyla.

Slozeni mikrobiomu matefi kaSicky je ze vSech zkoumanych vzorkl nejvice konzistentni
a jednotlivé vzorky RJ 1 —RJ 5 se li8i jen zcela nepatrn€. Dominantni ¢eledi je stejné jako
u vzorka vcel Lactobacillaceae. Tato Celed’ byla ptfitomna u vSech vzorkl v relativnim
zastoupeni > 50 %, u vzorkli RJ 4 a RJ 5 pak > 75 %. Druhou vyznamnou skupinou, ktera
byla pfitomna, je Celed Acetobacteraceae. Diverzita mateii kaSiCky byla tedy oproti
ostatnim vzorklim velmi nizka. Tato skuteCnost plati i pro vzorky pylu a miize to byt
nepfimy diikkaz o jejich zna¢né antimikrobni aktivité¢, kdy v nich dokaze ptezivat pouze
velmi Uzka skupina mikroorganismtl a jsou tedy dobie konzervované pied kontaminanty

z okolniho prostiedi.
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Obrazek 7: Vysledky sekvenace NGS (houby)

Na obrazku 7 se pak nachazi relativni zastoupeni pfitomnych houbovych mikroorganismil.
U vzorkll pylu BB 1 — BB 5 a véel HB_ 1 — HB_5 lze pozorovat znac¢nou diverzitu
a eukaryotické mikrobiomy se mezi jednotlivymi vcelstvy neshoduji. Zaroven
u téchto vzorkli byly Casto pfitomné mikroorganismy zafazeny do skupiny ,,ostatni,
coz dokazuje také znacnou rozmanitost. Vzorky HB 3 a HB 4 zéaroven obsahovaly velmi
nizky pocet sekvenci a tyto vysledky nejsou piilis validni. Obecné je eukaryoticky
mikrobiom velmi malo prozkoumany [23]. Ur¢itou miru konzervovanosti lze pozorovat
u vzorkii matefi kaSicky RJ 1 — RJ 5. Dominantni celedi byla Malasseziaceae
nasledovand Cladosporiaceae. U vzorku RJ 3 byly ve vétSim mnozstvi pfitomny jesté

celedi Thelephoraceae a Saccharomycodaceae.
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ZAVER

Kultivacnimi metodami s naslednou identifikaci se podafilo urcit ve vzorcich vcel, larev,
pylu a matefi kaSicky 50 izolat, které tvofilo 25 mikroorganismi identifikovanych
na urovni druhu a 3 mikroorganismy identifikované na urovni rodu. Vzhledem k tomu,
ze izolované bakteridlni kmeny nepatfily mezi bakterie jadrového mikrobiomu, byly mezi
jednotlivymi vcelstvy rozdily. Pomémé Castymi izolaty byly izolaty rodu Pseudomonas
a druhu Hafnia alvei, které se vyskytovaly u 3 z 5 vzorka vcel. Pro vzorky vcel byla
typicka pfitomnost gramnegativnich ty¢inek. U vybranych izolath pochéazejicich ze vzorki
vcel byla provedena diskova difuzni metoda na screening antibiotické rezistence u bakterii
ptitomnych v prostiedi. Bylo zjiSténo, Ze pseudomonddy vykazuji rezistenci nebo sniZzenou
miru citlivosti ke vS§em zkoumanym antibiotiklim, coZ byl ocekdvany vysledek vzhledem
Vyjimkou byl kmen Serratia marcescens, kde byla zjisténa rezistence na amikacin,
ampicilin a chloramfenikol. To je dikazem, Ze 1 v béZném prostedi se rezistentni bakterie
vyskytuji. Pro vzorky pylu a larev byla typicka pfitomnost grampozitivnich bakterii véetné
sporulati spadajicich nejcastéji do Celedi Bacillaceae. V mateti kasi¢ce bylo nalezeno

jen velmi malé mnozstvi mikroorganismu rostoucich za danych podminek.

Metagenomickou analyzou vzorkl ze stejnych veelstev byla zjisténa pfitomnost jadrového
mikrobiomu ve vzorcich vcel. Zaroven byl mikrobiom dle ocekavani zna¢né podobny mezi
jednotlivymi vzorky a to sloZenim 1 relativnim zastoupenim jednotlivych celedi. Podobna
konzervativnost byla pozorovdna u vzorkti matefi kaSicky a vzorkli pylu, nicméné
v piipadé¢ pylu bylo urceno vétSinou menSi mnozstvi pifitomnych skupin bakterii.
Mikrobiomy larvicek mezi sebou vykazovaly znacné odliSnosti. ZvlaStnosti byl

pak mikrobiom larev L_5, ktery se velmi podobal mikrobiomu dospélé vcely.

Identifikace hub nepfinesla pftili§ dobré vysledky, nicméné bylo dokézano, ze slozeni
eukaryotického mikrobiomu je mnohem méné konzervativni nez toho prokaryotického.
Zaroven byla Casto ur¢ena pouze mald ¢ast mikroskopickych hub a vétSina pfitomného
mikrobiomu byla zahrnuta do skupiny ,,ostatni. UrCité stale slozeni eukaryot vykazovaly

mezi sebou vzorky mateti kasicky.

Pro zptesnéni vysledkll by bylo tfeba analyzovat vétsi mnozstvi vzorkd z rtiznych lokalit,
nicméné 1 tak byly pozorovany nékteré zdakonitosti popsané v odborné literatufe,

coz podporuje validitu ziskanych vysledkt.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Asreo/Arso Pomér absorbanci pii 260 a 280 nm

AK 30 Amikacin 30 ug

AMK Aminokyselina

AMP 25 Ampicilin 25 pg

APV Virus akutni paralyzy (Acute paralysis virus)

AS Aerobni sporulaty

ATB Antibiotikum

BHI Mozkosrdcova infuze (Brain Heart Infusion)
BLAST The Basic Local Alignment Search Tool

BMK Bakterie mlé¢ného kvaseni

C30 Chloramfenikol 30 pg

CAZ 10 Ceftazidim 10 pg

cDNA DNA vznikla reverzni transkripci

CFU Kolonie tvofici jednotka (Colony forming units)
CIP 5 Ciprofloxacin 5 pg

CPM Celkovy poc¢et mikroorganismui

CpPV Virus chronické paralyzy (Chronic paralysis virus)
CR Ceska republika

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dNTP Deoxyribonukleotid

ddNTP Dideoxyribonukleotid

DWV Virus deformovanych kiidel (Deformed wing virus)
EUCAST Evropsky vybor pro testovani antimikrobni citlivocti (European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

FEP 30 Cefepim 30 ug
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G+
G-
GIT

CHYGA

IPM 10
ISM
ISS

KSBHI

MALDI-TOF MS

MO
MRIJP
MRSA

MYPGP

NGS

PCA

PCA-S
PCR
PK

qPCR

Grampozitivni
Gramnegativni
Gastrointestinalni trakt

Agar s glukdzou, kvasnicnym extraktem a chloramfenikolem

(Chloramphenicol Yeast Glucose Agar)

Kmen citlivy k antibiotiku pfi zvySené expozici (Susceptible,

increased exposure)

Imipenem 10 pg

Identifikacni skore MALDI-TOF MS
Identifikacni skore Sangerova sekvenovani

Mozkosrdcova infuze s KH,PO4 a Skrobem (Brain Heart Infusion
with KH,PO, and starch)

Laserova desorpce/ionizace za Uc€asti matrice s analyzatorem doby
letu a hmotnostni  spektrometrii ~ (Matrix-assisted  laser

desorption/ionization, time of flight, mass spektrometry)
Mikroorganismus

Hlavni proteiny mateti kaSicky (Major royal jelly protein)
Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

Mueller Hinton bujon, kvasniény extrakt, pyruvat sodny, glukéza,

K,HPO,, agar
Sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing)

Agar pro stanoveni celkového poctu mikroorganismii (Plate Count

Agar)

Stanoveni sporulatt na PCA

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)
Plisn¢ a kvasinky

Kvantitativni polymerazova feté¢zova reakce

Rezistentni kmen k antibiotiku (Resistant)
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RNA
RT-PCR
RT-qPCR
S

SBV

sp.

spp.

TAE

TE 10
USA
10-HDA
16S rRNA

18S rRNA

Ribonukleova kyselina

Polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci
Kvantitativni polymerazova feté¢zova reakce s reverzni transkripci
Citlivy kmen k antibiotiku (Susceptible)

Virus pytlickovitosti plodu (Sacbrood virus)

Druh (species)

Druhy (species)

Tris, acetat, kyselina ethylendiamintetraoctova
Tetracyklin 10 pg

Spojené staty americké

10-hydroxy-2-decenoic acid

Gen pro ¢ast malé ribozomadlni podjednotku prokaryot

Gen pro ¢ast malé ribozomalni podjednotky eukaryot
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PRILOHA P I: PREHLED INDEXU POUZITYCH PRI 2. PCR

Tabulka 23: Sekvence indexu 15 a i7 u konkrétnich vzorku

Kod vzorku** i7 index Sekvence i5 index Sekvence
HB 1 b 2 712 GTAGAGGA 2 505 GTAAGGAG
HB 2 b 2 712 GTAGAGGA 2 506 ACTGCATA
HB 3 b 2 712 GTAGAGGA 2 507 AAGGAGTA
HB 4 b 2 712 GTAGAGGA 2 508 CTAAGCCT
HB 5 b 2 714 GCTCATGA 2 501 TAGATCGC

L1b 2 714 GCTCATGA 2 502 CTCTCTAT
L2b 2 714 GCTCATGA 2 503 TATCCTCT
L3b 2 714 GCTCATGA 2 504 AGAGTAGA
L4b 2 714 GCTCATGA 2 505 GTAAGGAG
L5b 2 714 GCTCATGA 2 506 ACTGCATA
BB 1 b 2 714 GCTCATGA 2 507 AAGGAGTA
BB 2 b 2 714 GCTCATGA 2 508 CTAAGCCT
BB 3 b 2 715 ATCTCAGG 2 501 TAGATCGC
BB 4 b 2 715 ATCTCAGG 2 502 CTCTCTAT
BB 5 b 2 715 ATCTCAGG 2 503 TATCCTCT
RI 1b 2 715 ATCTCAGG 2 504 AGAGTAGA
RI 2 b 2 715 ATCTCAGG 2 505 GTAAGGAG
RJ 3 b 2 715 ATCTCAGG 2 506 ACTGCATA
RJ 4 b 2 715 ATCTCAGG 2 507 AAGGAGTA
RJ 5b 2 715 ATCTCAGG 2 508 CTAAGCCT
HB 1 f 2 716 ACTCGCTA 2 501 TAGATCGC
HB 2 f 2 716 ACTCGCTA 2 502 CTCTCTAT
HB 3 f 2 716 ACTCGCTA 2 503 TATCCTCT
HB 4 f 2 716 ACTCGCTA 2 504 AGAGTAGA
HB 5 f 2 716 ACTCGCTA 2 505 GTAAGGAG
BB 1 f 2 718 GGAGCTAC 2 503 TATCCTCT
BB 2 f 2 718 GGAGCTAC 2 504 AGAGTAGA
BB 3 f 2 718 GGAGCTAC 2 505 GTAAGGAG
BB 4 f 2 718 GGAGCTAC 2 506 ACTGCATA
BB 5 f 2 718 GGAGCTAC 2 507 AAGGAGTA
RJ 1 f 2 718 GGAGCTAC 2 508 CTAAGCCT
RJ 2 f 2 719 GCGTAGTA 2 501 TAGATCGC
RJ 3 f 2 719 GCGTAGTA 2 502 CTCTCTAT
RJ 4 f 2 719 GCGTAGTA 2 503 TATCCTCT
RJ 5 f 2 719 GCGTAGTA 2 504 AGAGTAGA

*% b — pouziti bakterialnich primerti; f— pouziti houbovych primeri




PRILOHA P II: KRIZOVE ROZTERY VYBRANYCH IZOLATU

Obrazek 8: Ktizové roztéry vybranych izolath

A — Serratia fonticola (1); B — Pantoea agglomerans (4); C — Erwinia persicina (10); D — Hafnia alvei (11);
E - Pseudomonas marginalis (12); F — Klebsiella variicola (28); G — Paenibacillus amylolyticus (37);
H - Kluyvera cryocrescens (39); Ch — Lysinibacillus fusiformis (48); 1- Bacillus altitudinis (64),
J — Bacillus licheniformis (65); K — Peribacillus butanolivorans (70); L — Staphylococcus epidermidis (79);
M — Mesobacillus subterraneus (93); N — Bacillus pumilus (96); O — Priestia megaterium (100)



PRILOHA P III: GRAMOVO BARVENI VYBRANYCH IZOLATU

Obrazek 9: Gramovo barveni vybranych izolat

A — Serratia fonticola (1); B — Pantoea agglomerans (4); C — Erwinia persicina (10); D — Hafnia alvei (11);
E - Pseudomonas marginalis (12); F — Klebsiella variicola (28); G — Paenibacillus amylolyticus (37);
H - Kluyvera cryocrescens (39); Ch — Lysinibacillus fusiformis (48); 1- Bacillus altitudinis (64);
J — Bacillus licheniformis (65); K — Peribacillus butanolivorans (70); L — Staphylococcus epidermidis (79);
M — Mesobacillus subterraneus (93); N — Bacillus pumilus (96); O — Priestia megaterium (100)



PRILOHA P IV: ANTIBIOTICKA REZISTENCE (1)

Obrazek 10: Inhibi¢ni zony u Pseudomonas spp.

Rada A — Pseudomonas libanensis (21)
Rada B — Pseudomonas marginalis (23)

Rada C — Pseudomonas extremorientalis (36)



PRILOHA P V: ANTIBIOTICKA REZISTENCE (2)

Obrazek 11: Inhibi¢ni zony u zastupcti fadu Enterobacterales

Rada A — Erwinia persicina (9)
Rada B — Hafnia alvei (31)
Rada C — Escherichia coli (38)

Rada D — Serratia marcescens (42)



