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P�edmluva 
 P�edkládaná dizerta�ní práce se zabývá vlastnostmi velmi zajímavého mikroba – 

bakterie Paenibacillus larvae se zvláštním d�razem na proteolytické enzymy. Tato bakterie 

je z ekonomického hlediska významným veterinárním patogenem – zp�sobuje nemoc 

ozna�ovanou jako mor v�elího plodu, na n�jž dosud existuje pouze jediná ú�inná terapie -

spálení veškerého kontaminovaného materiálu v�etn� samotných v�el. Patogeneze tohoto 

onemocn�ní a d�ležité faktory patogenity však z�stávají záhadou. V poslední dob� lze 

v literatu�e zaznamenat nár�st �lánk� týkajících se molekulární epidemiologie P. larvae, ale 

ani jejich výsledky zatím nekonvergují k poznání patogenetických vlastností tohoto 

mikroba. P�ístup ke zjišt�ní faktor� patogenity m�že být dvojí – hledání jejich gen� p�ímo 

v genomu mikroorganismu nebo studium již vytvo�ených metabolit�. První p�ístup by byl 

za použití moderních technologií snazší. Druhý je mnohem náro�n�jší a z�ejm� také 

nákladn�jší. I p�esto jsem si pro �ešení vybral p�ístup druhý, jednak z d�vod� toho, že naše 

laborato� nedisponuje p�íslušnými technologiemi pro práci s DNA na takové úrovni, ale také 

i proto, že je tento p�ístup klasickou a hezkou biochemií.   

 Na tomto míst� bych cht�l pod�kovat všem, kte�í se na výsledcích této práce 

jakkoliv podíleli. Jedná se p�edevším o mého šolitele RNDr. Karla Martínka, Ph.D., o 

RNDr. Olgu Hruškovou-Heidingsfeldovou, CSc. z Ústavu organické chemie a biochemie 

AV �R, které d�kuji za cenné rady a spolupráci na n�kterých pokusech, o RNDr. Old�icha 

Benadu, CSc. z Mikrobiologického ústavu AV �R, bez n�hož by nebyla možná práce na 

elektron-mikroskopickém pr�kazu temperovaného bakteriofága v lyzujících kulturách P. 

larvae. Nesmím rovn�ž zapomenout pod�kovat Ing. Daliboru Tit�rovi, CSc. a paní Marcele 

Haklové z Výzkumného ústavu v�ela�ského, s.r.o., kde se p�i dlouhých diskuzích o moru 

v�elího plodu zrodila celá �ada podn�tných nápad�. Dále m�j dík pat�í studentce 

všeobecného léka�ství Ev� Chudá�kové, která se podílela na mnoha experimentech 

týkajících se spor P. larvae. Vd��ný jsem i všem dalším pracovník�m Ústavu mikrobiologie 

Léka�ské fakulty a Fakultní nemocnice v Plzni za poskytnutí p�átelského prost�edí na 

pracovišti. V neposlední �ad� pat�í m�j dík rodin� a p�átel�m za pomoc ne sice odbornou, 

ale nemén� d�ležitou.  

Jaroslav Hrabák 
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Souhrn 
 Bakterie Paenibacillus larvae je díky extrémní odolnosti spor nejnebezpe�n�jším 

bakteriálním patogenem v�el. Pro své vlastnosti a vzhledem k omezené patogenit� pouze 

pro v�ely m�že být použita jako modelový organizmus ke studiu gram-pozitivních 

sporulujících aerobních ty�inek. V této práci jsme se zam��ili na dopln�ní informací o 

sekretovaných proteázách a na studium proteáz vázaných ve struktu�e spory. Ke kultivaci P. 

larvae bylo použito MYPGP médium. V tomto médiu byla zjišt�na lýza kultury po 40ti 

hodinnách od nao�kování, doprovázená poklesem pH pod hodnotu 6,4. Jako p�í�ina lýzy 

byla prokázána indukce temperovaného bakteriofága BLA. Ke sporulaci P. larvae byl 

navržen nový agar s ozna�ením HCBB. P�i srovnání schopností sporulace 31 sbírkových 

kmen� na MYPGP agaru a na agaru HCBB byl HCBB agar vyhodnocen jako vhodné 

sporula�ní médium s mediánem sporulace 4,2 × 106 spor/cm2 v aerobní atmosfé�e a 5,65 ×

106 spor/cm2 v aerobní atmosfé�e s 10 % CO2. Pro purifikaci sekretovaných proteáz byla 

použita jednodenní  kultura P. larvae, inkubovaná 24 hodin p�i pokojové teplot�. Po 

aplikaci takto p�ipraveného vzorku na kolonu s DEAE-celulózou došlo k optimální 

purifikaci 87/74 kDa a 42/40 kDa proteáz. Následn� byla provedena analýza št�pení 

bovinního sérového albuminu a kaseinu purifikovanými proteázami, avšak ani jeden z 

t�chto substrát� nebyl št�pen. Sekretované proteázy se ukázaly být stabilní po dobu 

minimáln� 14 dní p�i 4 °C, 3 dny p�i pokojové teplot� a pouze 24 hodin p�i 35 °C. Aktivita 

z�stala zachována i p�i zah�átí na 60 °C po dobu 10 minut. Se zvyšováním teploty 

docházelo k poklesu aktivity proteáz. P�i srovnání profil� sekretovaných proteáz u 

sbírkových kmen� se všechny r�zné varianty nacházely u vzork� signifikantn� patogenních, 

tj. nebyl prokázán vliv konkrétní proteázy ve virulenci P. larvae. Pro extrakci proteáz 

vázaných ve vn�jších strukturách spory se poda�ilo sestrojit speciální elektroforetické 

za�ízení, umož�ující extrakci protein� až z 108 spor. Extrahované proteázy se nejspíše 

nalézají ve vn�jším proteinovém plášti spory. Jedná se pravd�podobn� o metaloproteázy 

inhibované 1,10-phenantrolinem s pH optimem ležícím v oblasti neutrálního pH. Srovnáním 

profilu proteáz vázaných v proteinovém plášti spory u sbírkových kmen� byly zjišt�ny 3 

r�zné kombinace detekovaných proteáz. Vzhledem k tomu, že se všechny varianty 

vyskytovaly u izolát� izolovaných z klinického materiálu, tj. u signifikantn� patogenních 

kmen�, není žádná  z kombinací sama o sob� nutným faktorem patogenity. Infek�ním 

pokusem in vitro a in vivo byla testována virulence spor zbavených proteinového plášt�. 

Bylo prokázáno, že spory zbavené proteinového plášt� jsou stejn� virulentní jako spory 
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nativní. Proto je pravd�podobné, že proteázy vázané v proteinovém plášti spory nemají ve 

virulenci P. larvae významnou úlohu.  
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Summary 
Due to the high resistance of the spores, the bacterium Paenibacillus larvae is the 

most dangerous bacterial pathogen of the honey bee (Apis mellifera). Thanks to its 

biological properties and restricted pathogenicity, this bacterium can be used as a model 

organism to study gram positive sporulating aerobic rods. This work is focused on 

completing information about secreted proteases of this bacterium and in a study of 

proteases bound in a spore structure. MYPGP medium was used for the cultivation of P. 

larvae. In this medium, lysis of the culture was shown after 40 hours of cultivation. The pH 

of the medium decreased below 6.4 by lysis. The induction of temperate bacteriophage BLA 

was detected as a causative agent of this lysis. A new sporulation medium called HCBB 

agar was proposed for the sporulation of P. larvae.  In comparison with HCBB agar with 

MYPGP agar by 31 strains of P. larvae stored in our collection, HCBB agar was evaluated 

as an appropriate sporulation medium with a median of sporulatin 4.2 × 106 spores per cm2

in aerobic conditions and 5.65 × 106 spores per cm2 in aerobic conditions with 10 % CO2. 

For purification of the secreted proteases, a one-day culture incubated at room temperature 

was used. Optimal purification of 87/74 kDa and 42/40 kDa proteases was observed after 

application of this sample on a DEAE-cellulose column. In the next step, analysis of the 

activity of purified proteases against bovine serum albumine was done. The secreted 

proteases have been stable for 14 days at 4 °C, for 3 days at room temperature and only 24 

hrs at 35 °C. Proteolytic activity remained stable after heating at 60 °C for 10 minutes. With 

the increasing temperature, the proteolytic activity decreased. In comparing proteolytic 

patterns by the different 31 strains, all variants were presented in significantly pathogenic 

strains, so that there is no protease responsible for the virulence of P. larvae. For the 

extraction of proteases from the external structures of the spores, special electrophoretical 

equipment was constructed. This apparatus performs the easy extraction of proteases from 

108 spores. The extracted proteases are probably located in the spore coat. These proteases 

were identified as metalloproteases inhibited by 1,10-phenantroline with an optimum of pH 

in the neutral value. Three combinations of the detected proteases were observed in the 31 

strains of P. larvae. All these variants were shown in isolates collected from clinical 

material, so that no one protease is an essential virulence factor. The virulence of the 

decoated spores was tested in vitro and in vivo. These experiments proved the same 

virulence of the decoated and native spores. According to this result, we can hypothesize 
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that the proteases bound in the spore coat do not have an essential function in the virulence 

of P. larvae. 
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Úvod
1.1. Taxonomické za�azení bakterie Paenibacillus larvae

Bakterie Paenibacillus larvae zp�sobuje nejzávažn�jší bakteriální onemocn�ní v�ely 

medonosné (Apis mellifera) – mor v�elího plodu. Jedná se o sporulující, pohyblivou, gram-

pozitivní ty�inku, velikosti 0,5 – 1 × 2,5 – 5 μm, obvykle tvo�ící �etízky (Hansen a 

Brodsgaard, 2001). Spory jsou velké 0,6 × 1,3 μm  (Hansen a Brodsgaard 2001) a díky své 

extrémní odolnosti v��i fyzikáln� – chemickým vliv�m jsou p�í�inou vysoké nebezpe�nosti 

moru v�elího plodu. 

Kultivace bakterie Paenibacillus larvae se poprvé poda�ila G.F.Whiteovi (1906), který 

své výsledky publikoval v práci „The Bacteria of the Apiary with Special Reference to Bee 

Diseases“ a p�vodce moru v�elího plodu nazval Bacillus larvae.  

V roce 1950 popsal H. Katznelson (1950) dalšího p�íslušníka rodu Bacillus, který byl 

spjatý s mén� závažným a sporadicky se vyskytujícím onemocn�ním v�elího plodu, a nazval 

jej Bacillus pulvifaciens. 

Na základ� analýzy rRNA navrhli C. Ash a kol. (1993) ustavení nového rodu 

Paenibacillus, do n�hož byli p�e�azeni i B. larvae a B. pulvifaciens.  

Diferenciace mezi ob�ma taxony byla nanejvýš obtížná a v rutinním diagnostickém 

provozu tak�ka neproveditelná (Gordon a kol. 1973).  

M. Heyndrickx a kol. (1996) provedli detailní biochemicko-genetickou studii mnoha 

kmen� obou druh� (SDS-PAGE celobun��ných protein�, plynová chromatografie mastných 

kyselin,  fenotypová analýza, DNA-DNA hybridizace, restrik�ní analýza ribosomální DNA, 

RAPD) a zjistili pouze drobné odchylky mezi nimi. Ty, podle názoru autor�, neoprav�ovaly 

za�azení P. larvae a P. pulvifaciens do samostatných druh�. Byl tedy navržen pouze jediný 

druh P. larvae s rozd�lením do dvou poddruh� P. larvae subsp. larvae a P. larvae subsp. 

pulvifaciens. P�esto byl za p�vodce moru v�elího plodu nadále považován pouze poddruh 

larvae.  

Další zm�nu v taxonomii p�inesla práce E.Genersch a kol. (2006), která na základ�

taxonomické studie obou poddruh� navrhla zrušení �len�ní do poddruh� s tím, že by nadále 

byl považován za p�vodce moru v�elího plodu P. larvae, zahrnující i d�ív�jší poddruh P. 

larvae subsp. pulvifaciens, který se údajn� vyzna�oval nízkou patogenitu s jinými p�íznaky 

než mor v�elího plodu. Na základ� pokus� bylo prokázáno, že i n�které sbírkové kmeny 

poddruhu pulvifaciens mohou vyvolat onemocn�ní se stejnými p�íznaky jako mor v�elího 

plodu, dokonce n�kdy s rychlejším pr�b�hem (de Graf a kol. 2006). 
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Z výše citovaných prací vyplývá, že druh P. larvae je z hlediska fenotypu a genotypu 

pom�rn� heterogenní. 

Obr. 1. Vegetativní formy bakterie Paenibacillus larvae. 

Obr.2. Vegetativní formy a sporangia Paenibacillus larvae.  Centráln� a 

subtermináln� uložené spory. 

Obr.3. Spory Paenibacillus larvae. 
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1.2. Patogeneze moru v�elího plodu 

 Pokud se spora bakterie P. larvae dostane do žaludku v�elí larvy, okamžit� vyklí�í a 

vegetativní forma následn� proniká p�es peritrofickou membránu a epitel žaludku do 

hemolymfy. Obvykle b�hem metamorfózy dochází k výraznému pomnožení bakterie 

v tkáních larvy (Jaeckel, 1930; Bamrick, 1964; Davidson, 1973), které poté vykazují 

nekrotické znaky (Gregorc a Bowen, 1998). Bakteriální kultura sporuluje a  m�ní celou 

larvu v tekutou hmotu (angl. rope), v níž již nelze rozeznat jednotlivé hostitelské bu�ky 

(Drobníková, 1983). Hmota následn� vysychá a m�ní se v útvar pevn� p�iléhající ke spodní 

st�n� bu�ky v�elího plástu – tzv. p�íškvar (angl. scale). 

 Molekulární mechanizmy patogeneze moru v�elího plodu nejsou dosud známy. 

Proces penetrace parazita do hemolymfy v�elí larvy nebyl dosud vysv�tlen. E.W.Davidson 

(1973) na základ� elektron-mikroskopické studie patogeneze moru v�elího plodu vyslovila 

hypotézu, že by významným faktorem pr�niku bakterie do hemolymfy mohl být pohyb 

ty�inky a tedy mechanické rozrušení tkán�. Pohyb sice m�že být významným faktorem 

patogenity p�i pronikání n�kterých bakterií (Helicobacter sp., Vibrio cholereae, atd.) 

mukózními vrstvami (Salyers a Whitt, 2002), avšak zdá se nepravd�podobné, že by pouhý 

pohyb umož�oval ty�ince pr�nik p�es vrstvu epitelu. Zmín�ná hypotéza nebyla dosud 

potvrzena žádnou biomechanickou studií. S nejv�tší pravd�podobností se bude jednat o 

souhru n�kolika r�zných faktor�. 

 V souvislosti s destrukcí tkání larvy se �asto uvádí význam proteáz, které mohou 

hrát jak nutri�ní, tak penetra�ní úlohu (Dancer a Chantawannakul, 1997; Glinski a Jarosz, 

1998; Hansen a Brodsgaard, 2001). Jejich p�esná úloha v patogenezi moru v�elího plodu 

dosud zjišt�na nebyla. 

1.3. Fyziologie bakterie P. larvae s ohledem na sporulaci

 P. larvae je zajímavým mikrobem, nebo� je schopen metabolizovat glukózu všemi 

t�emi metabolickými dráhami, známými u léka�sky významných bakterií, tj. dráhou 

Embden-Meyerhof-Parnasovou (EMP), dráhou pentoso-fosfátovou (PP) a Entner-

Doudoroffovou dráhou (ED) (Julian a Bulla, 1971). Nap�íklad bakterie Bacillus cereus a B. 

subtilis využívají pouze dráhy EMP a PP.  

 G.St. Julian a L.A. Bulla (1971) zjistili represi citrátového cyklu b�hem 

vegetativního r�stu. Naopak na konci stacionární fáze (t�sn� p�ed sporulací) u sporulující 

kultury je citrátový cyklus aktivován. To m�že zp�sobit skute�nost, že P. larvae na um�lých 
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živných p�dách sporuluje obtížn�. Exogenní zdroje uhlíku p�ítomné v médiu tak mohou 

p�sobit represi syntézy n�kterých enzym� pot�ebných práv� ke sporulaci, nap�. NADH 

oxidázy, proteáz, ribonukleáz, a enzym� citrátového cyklu (Julian a Bulla, 1971).     

  

1.4. Proteázy bakterie P. larvae

 Na produkci proteáz bakterií P. larvae bylo možné usuzovat podle ztekucování 

želatiny p�i r�stu na um�lých živných médiích. G.F. White (1906) ve své pilotní práci 

nedokázal tento znak vyhodnotit, nebo� P. larvae není schopen r�stu p�i teplotách, p�i nichž 

z�stává želatina v pevném stavu. A. Maasen (1908) zm�nil design pokusu a slabé 

ztekucování želatiny zaregistroval. Zjistil dále, že tento efekt je inhibován p�ítomností 

glukózy v médiu. 

 A.P. Sturtevant (1924) zjistil, že lze prokázat proteolytickou aktivitu izolát�

p�íškvar� i kultury P. larvae p�stované na p�d� s vaje�ným žloutkem, ale p�ímé provedení 

pokusu v rostoucí kultu�e in vitro nep�inášelo spolehlivé výsledky. A.G. Lochhead (1928) 

zaznamenal u znaku ztekucování želatiny variabilitu v rámci testovaných kmen�. E.R. 

Stoilowa (1938) uvádí, že jí testované kmeny želatinu ztekucují a koagulují mléko bez 

hydrolýzy. 

 Na základ� výše zmín�ných znak� bylo možné usuzovat na významnou produkci 

proteáz bakterií P. larvae. 

Za pilotní práci zabývající se proteázami bakterie P. larvae lze považovat práci E.C. 

Holsta a A.P. Stuertevanta publikovanou v roce 1940. Tito auto�i zjistili, že extrakt 

z p�íškvar� vyvolává b�hem n�kolika hodin p�i 37 °C peptonizaci mléka. Pokud do mléka 

o�kovali kulturu P. larvae, pozorovali pouze okyselení a srážení. Na základ� t�chto údaj�

vyslovili hypotézu, že proteázy musí být p�ítomny v p�íškvaru ješt� p�ed o�kováním a jsou 

nezávislé na následné germinaci spor a vegetativním r�stu bakterie. Zmín�ná práce dále 

uvádí, že proteolytická aktivita suspenze p�íškvar� m�že být inaktivována zah�átím na 93 

°C po 20 minut, avšak bez vlivu na germinaci spor. 

N.G. Patel a T.A. Gochnauer (1972) provedli detailní biochemickou studii 

intracelulárních proteáz P. larvae a proteáz sekretovaných do média b�hem sporulace. Ve 

studii použili metody papírové chromatografie a elektroforézu. Ztekucování želatiny 

detekovali zm�nou viskozity a rovn�ž pomocí chloridu rtu�natého. U proteáz 

produkovaných b�hem sporulace zjistili št�pení azoalbuminu, stanovili pH optimum (pH 

6,6) a teplotní optimum (60 °C). Proteolytická aktivita byla inhibována EDTA a Zn2+. 
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Aktivita reverzibiln� inhibovaných proteáz byla navrácena ionty Co2+ a Cu2+. Podle 

výsledk� chromatografie a elektroforézy auto�i usuzují na p�ítomnost dvou proteáz 

ve vysporulované kultu�e a jedné proteázy ve vegetativních formách P. larvae. Velmi 

zajímavý je uvád�ný výsledek po srážení kyselinou trichloroctovou. Ta, v koncentraci 10%, 

proteiny ze vzorku nesrážela – jednalo se o nijak nepurifikovaný vzorek. Výsledky však 

nebyly podpo�eny detekcí aktivity proteáz po prob�hlém srážení. Na základ� logické 

analýzy však tedy nelze záv�r o nesrážení proteáz potvrdit, nebo� ty jsou ve vzorku obvykle 

p�ítomny v koncentraci pod detek�ní hranicí i p�i detekci protein� st�íbrem (p�i SDS PAGE) 

a jejich koncentrace je tak v porovnání s ostatními proteiny p�ítomnými ve vzorku 

zanedbatelná (Dancer a Chantawannakul, 1997; Hrabák, 2004a; Hrabák a Martínek, 2006) 

 B.N. Dancer a P. Chantawannakul (1997) studovali proteázy p�ítomné 

v rozkládajících se tkáních a v p�íškvarech v�elích larev napadených P. larvae. K detekci 

proteolytické aktivity použili kasein, azokasein, elastázu, kolagenázu a zymografii 

s kaseinovým substrátem. Byla zjišt�na velká variabilita mezi aktivitou testovaných vzork�. 

Spole�ným znakem u všech vzork� byly proteázy s pH optimem okolo 6,8, inhibované 

1,10-phenantrolinem. Teplotní optimum t�chto enzym� leželo mezi 60 – 65 °C, p�i�emž p�i 

zah�átí na 70 – 80 °C docházelo k prudkému poklesu aktivity. Na základ� zjišt�ných 

vlastností auto�i p�edpokládali jejich podobnost s proteázou sekretovanou bakterií Bacillus 

thermoproteolyticus. Avšak specifický substrát nebyl proteázami izolovanými z p�íškvar� a 

rozkládajících se larev infikovaných P. larvae št�pen. Rovn�ž aktivita nebyla inhibována 

specifickým inhibitorem této proteázy – phosphoramidonem.  

Provedením denaturující elektroforézy (SDS-PAGE) s následným p�evrstvením gelu 

agarem s kaseinem (modifikace zymografie) identifikovali n�kolik proteolytických pruh�

v oblasti 21 – 23 kDa. Proces renaturace protein� však nebyl standardní vzhledem k tomu, 

že auto�i, místo používaného Tritonu X-100, použili pouze promytí v destilované vod�. I 

p�esto, dodecylsulfát sodný (SDS) nezp�sobil ztrátu proteolytické aktivity. P�i použití 

nativní elektroforézy s následným p�evrstvením gelu agarem s p�ídavkem odst�ed�ného 

mléka byly detekovány celkem �ty�i pruhy zna�ící proteolytickou aktivitu. Tyto proteázy se 

v p�íškvarech a rozkládajících se larvách vyskytovaly v r�zných kombinacích. Žádná 

z detekovaných proteáz nebyla reprezentována viditelným pruhem na gelu p�i detekci 

protein� st�íbrem.  

Zmín�né práce (Holst a Stuertevant, 1940; Dancer a Chantawannakul, 1997) 

p�inášejí zajímavé údaje o proteolytické aktivit� produkt� patologického procesu moru 
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v�elího plodu a její variabilit�. Auto�i  B.N. Dancer a P. Chantawannakul (1997) v úvodu 

své práce uvád�jí, že studium proteáz v podmínkách in vitro je obtížné vzhledem 

k nesnadné kultivaci bakterie P. larvae. S tímto tvrzením však nelze souhlasit. I když oproti 

in vitro kultivaci nap�. bakterie Escherichia coli jsou nároky P. larvae vyšší, lze v léka�ské 

mikrobiologii najít celou �adu b�žných patogen� kultivovatelných obtížn�ji (nap�. 

Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Helicobacter pylori, Mycobacterium 

tuberculosis) . Tvrzení o ne nesnadné kultivaci rovn�ž podporuje fakt, že P. larvae roste na 

b�žných agarech používaných v mikrobiologické diagnostice (krevní agar, �okoládový agar, 

atp.) (Borracci a kol., 2003).  

P�ímé použití p�íškvar� a rozkládajících se larev s sebou p�ináší vyšší technické 

nároky na provedení experimentu. Pro studium kinetických vlastností enzym� je 

bezpodmíne�n� nutné použít dostate�n� purifikovaný materiál. Vlastní purifikace proteáz 

z kadaverozního materiálu je obtížná díky velkému množství balastních protein�. Naopak 

p�i použití kultivace mikroorganizmu v podmínkách in vitro, lze kultivaci optimalizovat 

s ohledem na množství a zastoupení t�chto balastních protein�. Další nevýhodou je i pr�kaz 

p�vodu proteáz. V p�ípad� použití materiálu získaného z hostitelského organizmu je nutné 

znát alespo� �áste�nou sekvenci aminokyselin studovaných enzym� (v p�ípad� proteáz P. 

larvae není jejich sekvence dosud známa), abychom mohli vylou�it jejich p�ítomnost 

v genomu hostitele. I když se B.N. Dancer a P. Chantawannakul (1997) odvolávají na práci, 

v níž auto�i nenalezli proteolytické enzymy v infikovaném v�elím plodu p�i žádném jiném 

infek�ním onemocn�ní v�el (Bailey a Ball, 1991), nelze spolehliv� hostitelský p�vod 

proteáz vylou�it. Ostatn� L. Bailey a B.V. Ball (1991) v citované práci netvrdí, že p�i 

ostatních onemocn�ní nejsou produkovány proteázy, ale pouze, že není sráženo mléko 

hnilobnými produkty tkání v�elích larev.   

1.4.1. Proteázy sekretované kulturou P. larvae  do MYPGP média 

 Autor této práce se ve své diplomové práci zabýval studiem proteáz sekretovaných 

do MYPGP média b�hem r�stu kultury P. larvae (Hrabák, 2004a; Hrabák a Martínek, 

2006). B�hem primární detekce proteolytických enzym� se poda�ilo zymograficky 

identifikovat aktivitu v oblasti  87, 74 a 42 kDa u dvoudenní kultury bakterie Paenibacillus 

larvae subsp. larvae. V p�tidenní kultu�e bylo možné identifikovat zm�ny v proteolýze 

slábnutím aktivity 74 kDa a naopak zesílení proteolytické aktivity v oblasti 42 kDa a zcela 

novou aktivitu v oblasti 40 kDa. U p�tidenní kultury však dochází k lýze �ásti ty�inek, proto 
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nelze aktivním proteázám v této kultu�e jednozna�n� p�isoudit extracelulární charakter. Dle 

charakterizace proteáz provedené pomocí zymografie autor p�edpokládá charakter 

metaloproteáz �i proteáz se závislostí na kovových iontech, nebo� byly inhibovány 

chelátory kovových iont�. Aktivita byla nejvyšší p�i neutrálním pH (lze uvažovat o 

vylou�ení aspartátových proteáz) a ke své aktivit� nevyžadovaly reduk�ní �inidlo 

(vylou�ení cysteinových proteáz). Byly št�peny substráty, jenž jsou obvykle specifické pro 

aspartátové proteázy a metaloproteázy a nešt�peny substráty používané pro n�které serinové 

a cysteinové proteázy (Bz-Arg-pNA, Bz-Phe-Val-Arg-pNA). 

 Oproti práci B.N. Dancera a P. Chantawannakula  (1997) a E. Carpany a 

spolupracovník� (1995) nebylo detekováno št�pení kaseinu, ale pouze želatiny. Tato 

skute�nost je v porovnání s prací B.N. Dancera a P. Chantawannakula (1997) vysv�tlitelná 

odlišností použitého materiálu. V porovnání s prací E. Carpany a kol. (1995) se nabízí 

vysv�tlení, že v autorov� diplomové práci nebyly nalezeny vhodné podmínky pro �innost 

t�chto proteáz. 

1.5. Vliv extraktu z p�íškvar� na antibakteriální aktivitu peptid� podílejících se na 

imunitní odpov�di v�elích larev 

 Z. Glinski a J. Jarosz (1998) studovali vliv extrakt� z p�íškvar� na proteiny, které se 

ú�astní v imunitní obran� hmyzu proti bakteriálním nákazám. Ze v�ely medonosné se 

poda�ilo P. Casteelsovi a kol. (1990) izolovat dv� skupiny protein� s antibakteriální 

aktivitou, p�edevším proti gram-negativním ty�inkám. Jedná se o proteiny ozna�ované jako 

apidaecin a abaecin. Tyto proteiny jsou funk�n� podobné s proteinem cecropin, izolovaným 

z m�r (Casteels a kol., 1990). O n�m je známo, že je št�pen proteázou produkovanou 

Bacillus thuringiensis (Dalhammar a Steiner, 1984). 

 Z. Glinski a J. Jarosz (1998) testovali aktivitu protein� apidaecin a abaecin 

izolovaných ze v�el a komer�n� dostupného cecropinu jako inhibitor� r�stu Escherichia 

coli, m��enou zónou lýzy bakterie na pevném agaru. Zjistili, že extrakt z p�íškvar�

spolehliv� inhiboval aktivitu t�chto protein� s antibakteriálním ú�inkem. Auto�i usuzují, že 

se jedná o aktivitu exoproteáz P. larvae. Bohužel nebyl prokázán p�ímý vliv extraktu z 

p�íškvar� na zmín�né proteiny (d�kaz št�pení), ale na jejich inaktivaci bylo usuzováno jen 

podle inhibice antibakteriální aktivity proti E. coli. Vzhledem k tomu, a uvážíme-li, že 

k pokusu nebyly použity purifikované proteázy, je nutné zmín�ný efekt proteázám 

p�isuzovat s velkou opatrností.      
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1.6. Kultivace bakterie P. larvae

 Jak již bylo zmín�no výše, považují n�kte�í auto�i „obtížnou“ kultivaci bakterie P. 

larvae za p�ekážku detailní studie biochemických vlastností sekretovaných protein�. Proto 

je zapot�ebí zvládnout techniku kultivace P. larvae a pro p�ípad práce se sporami navrhnout 

vhodnou metodiku p�ípravy bakteriálních spor in vitro.  

P. larvae neroste v chudých živných médiích, proto se jeho izolace poda�ila teprve 

v roce 1906 G.F. Whiteovi. Ten ke kultivaci s úsp�chem použit agar s bujónem p�ipraveným 

ze v�elích larev (White, 1906). P�íprava takového agaru je náro�ná, a proto byla hledána 

jiná kultiva�ní média. V roce 1907 nahradil G.F. White bujón nezah�átou sterilní infuzí ze 

v�elích larev (White, 1907), posléze jej zcela nahradil p�ídavkem vaje�ného žloutku (White, 

1919). A.P. Sturtevant (1924) obohatil žloutkové médium peptonem a kvasni�ným 

extraktem. Následn� (Sturtevant, 1930) ješt� p�idal extrakt z mrkve. To umožnilo zvýšit 

citlivost kultiva�ního vyšet�ení moru v�elího plodu (Sturtevant, 1932).  

 P�esto byla nadále uvád�na velmi nízká citlivost kultiva�ního vyšet�ení, nebo� bylo 

zapot�ebí inokulum s minimálním množstvím 5×104 spor a r�st mohl, díky dlouhé lag-fázi, 

trvat i 30 dní (Holst a Sturtevant, 1940). E.C. Holst a A.P. Sturtevant (1940) navrhli 

diagnostické médium, které umož�ovalo i teoretický záchyt jedné spory b�hem 4 dn�

kultivace. Toto médium se skládalo z glukózy, peptonu, kvasni�ného extraktu, extraktu 

z mrkve a cysteinu. Bohužel na n�m nedocházelo ke sporulaci a kultura b�hem krátké doby 

lyzovala. Proto oba auto�i ve stejné práci navrhli médium pro uchovávání kmen� P. larvae 

(Holst a Sturtevant, 1940). To m�lo stejné složení, ovšem bez p�ídavku extraktu z mrkve. 

Ten se ukázal jako inhibitor sporulace. Médium bylo testováno �adou kmen� P. larvae a 

sporulace v r�zné mí�e byla zjišt�na vždy (Holst a Sturtevant, 1940).  

 Výše zmín�né studie však byly založeny na empirickém poznání kultiva�ních 

podmínek P. larvae. V roce 1942 publikoval A.G. Lochhead práci zam��enou na exaktní 

zjišt�ní r�stových faktor� pot�ebných pro kultivaci P. larvae (Lochhead, 1942). Lochhead 

(1942) testoval médium skládající se z deseti aminokyselin (cystein, alanin, prolin, 

asparagin, kyselina glutamová, kyselina asparagová, arginin, leucin, glycin a lysin) a sedmi 

r�stových faktor� (thiamin, biotin, vitamín B6, kyselina pantotenová, inositol, kyselina 

nikotinová a riboflavin). P. larvae však nebyl na tomto médiu schopen r�stu. Úsp�chu 

dosáhl až p�idáním peptonu v kombinaci s r�stovými faktory. Samotný pepton ale k r�stu P. 

larvae nesta�il. Z r�stových faktor� se dále ukázal zásadním thiamin. Médium skládající se 

z peptonu a thiaminu se jevilo pro kultivaci P. larvae jako dosta�ující. Thiamin (vitamín B1) 
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je tedy esenciálním r�stovým faktorem pro P. larvae  (Lochhead, 1942). A.G. Lochhead 

(1942) rovn�ž testoval zam�nitelnost peptonu za kaseinový hydrolyzát. Kaseinový 

hydrolyzát však nebyl schopen pepton v médiu nahradit. Autor bohužel neuvádí bližší 

charakteristiku peptonu a kaseinového hydrolyzátu, proto nelze tento zajímavý výsledek 

interpretovat.  

 Otázka diagnostické kultivace P. larvae byla v podstat� vy�ešena výše zmín�nou 

prací E.C. Holsta a A.P. Sturtevanta (1940), nicmén� problém sporulace in vitro není 

uspokojiv� vy�ešen doposud. G. St. Julian a L.A. Bulla (1971) použili pro sporulaci médium 

MD s kvasni�ným extraktem, glukózou a K2HPO4 a získali p�i použití kmene P. larvae 

NRRL B-2605 2×107 spor v mililitru. T.A. Gochnauer (1973) obdržel 108 spor v mililitru 

kmene P. larvae 34A v médiu z mozkové a srdcové infuze s thiaminem. Významnou prací 

v oblasti sporulace je práce D.W. Dingmana a D.P. Stahlyho (1983), kte�í prokázali 

sporulaci P. larvae na pevném médiu nazvaném MYPGP (Mueller-Hinton broth, yeast 

extract, sodium pyruvate, glucose, K2HPO4, agar). V tekutém MYPGP médiu sporulace 

pozorována nebyla (Dingman a Stahly, 1983). Auto�i dále navrhli tekuté médium vhodné 

pro sporulaci kmene P. larvae B-3650, které má ozna�ení TMYGP a skládá se 

z kvasni�ného extraktu, glukózy, pyruvátu sodného a Tris-maleinového pufru. Všechny 

složky musí mít optimalizované složení, nebo� jejich nízká i vysoká koncentrace vede 

k inhibici sporulace. Nap�íklad koncentrace Tris-maleinového pufru  45 mM vede k poklesu 

množství vyprodukovaných spor p�ibližn� o jeden �ád (v médiu je koncentrace pufru 30 

mM). P�i koncentraci vyšší než 75 mM ke sporulaci tak�ka nedocházelo (Dingman a Stahly, 

1983). Práce N. Bakhieta a D.P. Stahlyho (1985) ukázala, že spory získané in vitro

v TMYGP médiu mají b�žnou strukturu bakteriálních spor a v tomto médiu tak dochází ke 

kompletní sporulaci. TMYGP však bylo navrženo pouze pro jeden konkrétní kmen P. 

larvae a schopnost sporulace r�zných kmen� se liší. Nejedná se tedy o univerzální 

sporula�ní médium (osobní sd�lení D. Tit�ry a M. Haklové z Výzkumného ústavu 

v�ela�ského v Dole, nepublikovaná data). MYPGP médium je v sou�asnosti 

nejrozší�en�jším médiem užívaným p�i diagnostické kultivaci P. larvae.  

 S.E. Borracci a kol. (2003) testovali pro kultivaci a sporulaci Columbia agar 

s hov�zími krvinkami, �okoládový agar se základem Columbia agaru a krevní agar s hov�zí 

krví. Kultivace probíhala v atmosfé�e s 30 % CO2 po dobu až devíti dn�. Auto�i zjistili 

výborný r�st P. larvae na obou agarech se základem Columbia agaru, ale ke sporulaci na 
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t�chto p�dách nedocházelo, nebo byly spory vyvinuty pouze �áste�n�. Nejlepší sporulace 

dosáhli na krevním agaru s hov�zí krví.   
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1. Cíle práce
Práce byla rozd�lena do dvou díl�ích celk� – dopln�ní informací o biochemických 

vlastnostech proteáz sekretovaných vegetativními formami P. larvae a na studium 

biochemických vlastností proteáz vázaných ve vn�jších vrstvách spory a jejich významu 

v patogenezi moru v�elího plodu. V p�ípad� proteáz sekretovaných vegetativními formami 

P. larvae byl cíl vyty�en k navržení vhodného purifika�ního postupu, zdokonalení 

detek�ních technik proteáz a srovnání proteolytické aktivity deponovaných izolát�.  

V p�ípad� studia proteáz vázaných ve vn�jších strukturách spory bylo cílem navržení 

vhodného extrak�ního postupu, lokalizace proteáz ve struktu�e spory, vliv inhibitor� proteáz 

na germinaci spor (možnost nového p�ístupu k desinfekci) a ov��ení významu proteáz 

v patogenezi moru v�elího plodu. 

K dosažení vyty�ených cíl� v p�ípad� proteáz sekretovaných vegetativními formami P. 

larvae bylo zapot�ebí: 

- optimalizovat kultivaci bakterie P. larvae vzhledem k množství balastních protein�

ve vzorku, 

- navrhnout vhodný purifika�ní postup, 

- analyzovat aktivitu proteáz.  

K dosažení cíl� v p�ípad� studia proteáz vázaných ve struktu�e spory bylo zapot�ebí: 

- navrhnout a ov��it vhodné sporula�ní médium, 

- vybrat vhodný kmen P. larvae ke studiu, 

- navrhnout optimální extrak�ní postup proteáz, 

- lokalizovat proteázy ve struktu�e spory, 

- nalézt vhodné inhibitory proteáz, 

- otestovat vliv inhibitor� na germinaci spor, 

- ov��it virulenci spor zbavených proteáz ve srovnání se sporami nativními 
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2. Materiál a metody
3.1. Kultivace P. larvae 

3.1.1. Izoláty bakterie P. larvae 

 Izoláty bakterie P. larvae byly získány z Výzkumného ústavu v�ela�ského, s.r.o., kde 

byla provedena jejich identifikace. Jednalo se o izoláty ze v�elstev s diagnózou moru 

v�elího plodu z �R a Rakouska. Specifikace kmen� je uvedena v tabulce. Vegetativní formy 

byly uchovávány v kultiva�ním médiu p�i –20 °C. Spory byly uchovávány v suchém stavu 

p�i 4 °C. 

�íslo izolátu P�vod Pigment �íslo izolátu P�vod Pigment
BRD 205 01 M�l G BRD 205 20 M�l G 
BRD 205 02 M�l G BRD 205 21 M�l G 
BRD 205 04 M�l ORP BRD 205 22 M�l G 
BRD 205 06 P�íškvar G BRD 205 23 M�l G 
BRD 205 07 P�íškvar ORP BRD 205 24 M�l G 
BRD 205 08 P�íškvar ORP BRD 205 25 M�l G 
BRD 205 10 P�íškvar G BRD 205 26 M�l G 
BRD 205 11 M�l ORP BRD 205 27 M�l G 
BRD 205 12 M�l ORP BRD 205 28 M�l G 
BRD 205 13 P�íškvar ORP BRD 205 29 M�l G 
BRD 205 14 M�l G BRD 205 31 M�l ORP 
BRD 205 15 M�l G BRD 205 33 M�l G 
BRD 205 16 M�l G BRD 205 34 M�l G 
BRD 205 17 M�l G BRD 205 35 M�l G 
BRD 205 18 M�l G BRD 205 36 M�l G 
BRD 205 19 M�l G 

Tab. I. Sbírkové kmeny P. larvae (Ozna�ení: P�íškvar – viz odstavec „1.2. Patogeneze 

moru v�elího plodu“, M�l – voskové zbytky po odstran�ní ví�ek v�elích bun�k v�elami 

spadlé na dno úlu, G – šedivý pigment po 7 denní kultivaci na MYPGP agaru, ORP – 

oranžovo-�ervený pigment po 7 denní kultivaci na MYPGP agaru.) 

3.1.2. Kultiva�ní média a p�íprava kultur 

 Jako pevné médium byl zvolen MYPGP agar (Dingman a Stahly, 1983), který 

sloužil k izolaci jednotlivých bakteriálních kolonií. Kultivace trvala 2-7 dní p�i teplot� 35 °C 

v aerobních podmínkách. Jednotlivé kolonie byly o�kovány do tekutého MYPGP média a 

kultivovány 2 nebo 5 dní. Médium s narostlou kulturou bylo centrifugováno (5000 g) po 

dobu 30 min. Supernatant prostý bakterií byl použit pro další zpracování. 
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 Jako sporula�ní médium byl použit HCBB agar. Kultivace na tomto agaru probíhala 

14 dní p�i teplot� 35°C. 

 MYPGP agar: 

 15 g Mueller-Hinton�v bujón 

15 g agar 

10 g kvasni�ný extrakt 

3 g K2HPO4 

1 g pyruvát sodný 

1000 ml  destilovaná voda 

pH média bylo upraveno pomocí KOH na hodnotu 7,3. Médium bylo sterilizováno 

p�i 121°C po dobu 20 min. 

(Tekuté MYPGP médium m�lo stejné složení, ovšem bez p�ídavku agaru.) 

 HCBB agar:

Složka A: 80 g krevní báze (Difco) 

  2,5 g aktivní uhlí 

  500 ml destilovaná voda 

Složka B: 2,5 g hemoglobin (Sigma) 

  500 ml destilovaná voda 

Složky A a B byly sterilizovány p�i 121°C po dobu 20 min. Po ochlazení na 60°C 

smíchány a rozlity do Petriho misek / zkumavek. 

3.1.3. P�íprava spor

 Vysporulovaná kultura byla smyta z kultiva�ního média dostate�ným množstvím 

destilované vody (dle plochy agaru). Spory byly 3× promyty destilovanou vodou a usušeny 

ve zkumavce p�i 35 °C. Po vysušení byly spory p�ed uložením do lednice inkubovány 1 

týden p�i 35 °C. 

3.1.4. Stanovení koncentrace bakterií ve vzorku 

 Koncentrace celkového po�tu bakterií ve vzorku byla stanovena p�ímým po�ítáním 

na Bürkerov� kom�rce a/nebo m��ením absorbance p�i 565 nm.  
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 Pro stanovení živých bakterií (CFU) byla zvolena metoda vyo�kování vhodn�

�ed�ného vzorku na MYPGP agar.   

P�ístrojové vybavení 

- Bürkerova kom�rka 

- Mikroskop 

- Termostat 

- Spektrofotometr 

3.2. SDS – PAGE (elektroforéza na polyakrylamidovém gelu za p�ítomnosti 

dodecylsulfátu sodného) a detekce protein� na gelu 

Pro ú�ely této práce byly použity gely s koncentrací 10 % a 15 % akrylamidu. 

Detekce protein� na gelu byla provedena barvením Coomassie mod�í (citlivost 0,1-1 μg na 

pruh), pop�ípad� detekcí st�íbrem (citlivost 2-10 ng na pruh) (Bollag a Edelstein, 1991). 

Byla použita metodika uvád�ná  D.M. Bollagem a S.J. Edelsteinem (1991), modifikovaná  v 

naší laborato�í. 

3.2.1. P�ístrojové vybavení 

- Elektroforetická vana - P8DS cell (OWL Separation Systems, Inc.) 

- P�íslušenství pro elektroforézu (skla, h�ebeny, spacery) 

- Zdroj stejnosm�rného nap�tí 200 V, 20 mA 

- T�epa�ka 

- Plastové kontejnery (20 × 20 × 2 cm)  

- Celofán 

3.2.2. Chemikálie 

- Akrylamid 

- Bis-akrylamid (N,N´-methylenebisacrylamide) 

- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol) 

- SDS (sodium dodecyl sulfate) 

- TEMED (N,N,N´,N´-tetramethylene-ethylenediamine) 

- Persulfát amonný (APS) 

- 2-merkaptoethanol (ME) 
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- Glycerol 

- Bromfenolová mod� (Bromophenol Blue) 

- Coomasie mod� (Coomasie Blue R-250) 

- Glycin 

- Kyselina chlorovodíková (HCl) 

- n-Buthylalkohol 

- Methanol 

- Ledová kyselina octová 

- Formaldehyd 

- Kyselina citrónová 

- Thiosíran sodný (Na2S2O3) 

- Uhli�itan sodný (Na2CO3) 

- Dusi�nan st�íbrný (AgNO3) 

3.2.3. Zásobní roztoky 

- 2M Tris (pH upraveno pomocí HCl na 8,8) (dále jen Tris-HCl) 

- 1M Tris-HCl  (pH 6,8) 

- 10% (w/v) SDS (uchováváno p�i pokojové teplot�) 

- 10% persulfát amonný (rozpln�no po 0,2 ml a uchováváno p�i –20°C neomezen�

dlouho) 

- nasycený n-buthylalkohol ve vod�

Roztok A:   

- 30% (w/v) akrylamid 

- 0,8% (w/v) bis-akrylamid 

(uchováváno v lednici p�i 4°C, používáno po n�kolik m�síc�) 

Roztok B: 

- 75 ml 2M Tris-HCl (pH 8.8) 

- 4 ml 10% SDS 

- 21 ml destilovaná voda 

(uchováváno v lednici p�i 4°C, používáno n�kolik m�síc�) 
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Roztok C: 

- 50 ml 1M Tris-HCl (pH 6.8) 

- 4 ml 10% SDS 

- 46 ml destilovaná voda 

(uchováváno v lednici p�i 4°C, používáno po n�kolik m�síc�) 

Elektroforetický pufr: 

- 3 g Tris 

- 14,4 g glycin 

- 1 g SDS 

- doplnit destilovanou vodou do 1 l. 

(uchováváno v lednici p�i 4°C, používáno po n�kolik m�síc�) 

Vzorkový pufr: 

- 0,6 ml 1M Tris-HCl (pH 6.8) 

- 5 ml 50% glycerol 

- 2 ml 10% SDS 

- 1 ml 1% bromfenolová mod�

- 0,9 ml destilovaná voda 

(uchováváno v lednici p�i 4 °C, používáno po n�kolik m�síc�) 

- T�sn� p�ed smícháním vzorkového pufru se vzorkem byl p�idán 2-

merkaptoethanol do výsledné koncentrace 14,4 mM  

Barvicí roztok: 

- 1 g Coomasie mod� R-250 

- 450 ml methanol 

- 450 ml destilovaná voda 

- 100 ml ledová kyselina octová 

(uchováváno neomezen� dlouho p�i pokojové teplot�) 

Odbarvovací roztok: 

- 100 ml methanol 

- 100 ml ledová kyselina octová 
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- 800 ml destilovaná voda 

(uchováváno neomezen� dlouho p�i pokojové teplot�) 

Sušící roztok: 

- 100 ml ethanol 

- 40 ml glycerol 

- 860 ml destilovaná voda 

(uchováváno p�i pokojové teplot�, používáno po n�kolik m�síc�) 

Formaldehydový fixa�ní roztok pro detekci protein� st�íbrem: 

- 40% methanol 

- 0,5 ml 37% formaldehydu na 1000 ml roztoku 

(uchováváno p�i pokojové teplot�, používáno maximáln� 1 m�síc) 

Roztok thiosíranu sodného: 

- 0,02% Na2S2O3 v destilované vod�

(uchováváno neomezen� dlouho p�i pokojové teplot�) 

Roztok dusi�nanu st�íbrného: 

 - 0,1% AgNO3 

Vyvíjecí roztok: 

- 3% uhli�itan sodný 

- 0,0004% Na2S2O3  

- 0,5 ml 37% formaldehydu na 1000 ml roztoku (p�idáno t�sn� p�ed použitím) 

(roztok bez formaldehydu uchováván neomezen� dlouho p�i pokojové teplot�) 

3.2.4. P�íprava X% separa�ního gelu 

 Jednotlivé roztoky byly smíchány v níže uvedeném množství, p�idáno 50 μl APS  a 

7,5 μl TEMED. Roztok byl rychle nalit mezi elektroforetická skla v držáku a p�evrstven 1 

ml vodného roztoku nasyceného n-buthylalkoholem. 

- (7,5-X/3) ml destilovaná voda 

- 2,5 ml roztok B 



Jaroslav Hrabák  Dizerta�ní práce 

29

- X/3 ml roztok A 

3.2.5. P�íprava 5% zaost�ovacího gelu 

 Po prob�hlé polymeraci byl ze separa�ního gelu slit nasycený roztok n-

buthylalkoholu, zbylý n-buthylakohol spláchnut destilovanou vodou a gel p�evrstven 5% 

zaost�ovacím gelem, do n�hož byly posléze umíst�ny h�ebeny pro vytvo�ení jamek pro 

vzorek. Gel byl p�ipraven dle níže uvedeného postupu. 

- 2,3 ml destilovaná voda 

- 0,67 ml roztok A 

- 1 ml roztok C 

- 50 μl APS 

- 5 μl TEMED 

3.2.6. P�íprava vzorku a vlastní  elektroforéza 

 20 μl vzorku bylo smícháno se 7 μl vzorkového pufru. Sm�s byla inkubována 30 

minut p�i pokojové teplot�. Takto p�ipravený vzorek v množství 20 μl byl nanesen do jamky 

v gelu umíst�ném v elektroforetické van� s nalitým elektroforetickým pufrem. Elektroforéza 

probíhala p�i stabilizovaném nap�tí 200 V tak dlouho, dokud modrá barva (bromfenolová 

mod�) nedosp�la t�sn� ke spodní �ásti gelu. Poté byl gel vyjmut, rychle opláchnut vodou a 

byla provedena detekce protein�. 

 Molekulová hmotnost byla zjišt�na pomocí standardu molekulových hmotností, 

který byl obvykle umíst�n na gelu v první dráze. 

3.2.7. Barvení protein� pomocí Coomasie mod�i 

 Gel byl umíst�n do barvicího roztoku a barven za pomalého t�epání na t�epa�ce po 

dobu 30 min. Poté byl barvicí roztok slit a nahrazen odbarvovacím roztokem a odbarvován 

na t�epa�ce do požadovaného odbarvení. Odbarvovací roztok byl n�kolikrát vym�n�n. 

 Obarvené proteiny se vyzna�ují syt� modrou barvou, pozadí je pr�hledné, n�kdy 

slab� namodralé. Citlivost metody byla 0,1 μg na jednotlivý pruh (gel 10 cm × 8 cm × 0,75 

mm, 10 jamek) (Bollag a Edelstein, 1991). 
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3.2.8. Detekce protein� st�íbrem 

Gel byl fixován formaldehydovým fixa�ním roztokem 10 minut za pomalého 

míchání, následn� opláchnut 2×5 minut destilovanou vodou. Poté byla destilovaná voda 

nahrazena roztokem thiosíranu sodného a gel v tomto roztoku má�en 1 minutu. Následn�

d�kladn� opláchnut 2× po 20ti vte�inách velkým množstvím destilované vody (vzhledem 

k velikosti použitého kontejneru). Poté, za pomalého míchání má�en v roztoku dusi�nanu 

st�íbrného. Po opláchnutí gelu destilovanou vodou a následn� malým množstvím vyvíjecího 

roztoku byl má�en ve vyvíjecím roztoku do požadované intenzity pruh�. Vyvíjení bylo 

zastaveno p�idáním 2,5 ml 2,3M kyseliny citronové na 50 ml vyvíjecího roztoku, mícháno 

10 minut. Na záv�r byl gel promyt 3×10 minut destilovanou vodou a  p�eveden do sušícího 

roztoku. 

3.2.9. P�ibližné stanovení molekulové hmotnosti proteinu 

Molekulová hmotnost protein� byla stanovena výpo�tem podle polynomu druhého 

�ádu, získaného aproximací rozložení známých molekulových hmotností molekulového 

standardu, umíst�ného obvykle v první dráze, metodou nejmenších �tverc�.  

3.2.10. Archivace gel�

Gel byl po provedené detekci/odbarvení vyfotografován a umíst�n p�es noc do 

sušícího roztoku. Poté byl umíst�n mezi dva listy celofánu napušt�né sušícím roztokem a 

napnut na sklen�nou desku. Sušení probíhalo cca 1 týden p�i laboratorní teplot�, pozd�ji 4 

hodiny p�i 50 °C. 

3.3. Zymografie 

Zymografie byla použita pro detekci proteolytické aktivity, stanovení molekulové 

hmotnosti a základních vlastností studovaných proteáz. Námi použitá metodika byla 

modifikována podle M.J. Northa (1997), G.W. Olivera a kol. (1999) a Ch. Paecha a kol. 

(1993).  

3.3.1. P�ístrojové vybavení 

- Elektroforetická vana - P8DS cell (OWL Separation Systems, Inc.) 

- P�íslušenství pro elektroforézu (skla, h�ebeny, spacery) 

- Zdroj stejnosm�rného nap�tí 200 V, 20 mA 
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- T�epa�ka 

- Inkubátor 

- pH metr 

- Plastové kontejnery (20 × 20 × 2 cm)  

3.3.2. Chemikálie 

- Akrylamid 

- Bis-akrylamide (N,N´-methylenebisacrylamide) 

- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol) 

- SDS (sodium dodecyl sulfate) 

- TEMED (N,N,N´,N´-tetramethylene-ethylenediamine) 

- Persulfát amonný (APS) 

- 2-merkaptoethanol 

- Glycerol 

- Bromfenolová mod�  

- Coomasie mod� R-250 

- Glycin 

- Octan sodný 

- Kyselina chlorovodíková (HCl) 

- Hydroxid sodný (NaOH) 

- Dithiothreitol (DTT) 

- n-Buthylalkohol 

- Iso-propylalkohol 

- Methanol 

- Ledová kyselina octová 

- Želatina (Sigma) 

- Kasein (Sigma) 

- Chlorid sodný (NaCl) 

- Chlorid vápenatý (CaCl2) 

- Síran zine�natý (ZnSO4) 

- Síran m�	natý (CuSO4) 

- Chlorid ho�e�natý (MgCl2) 

- Síran železitý (Fe2(SO4)3) 
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- Triton X-100 

3.3.3. Zásobní roztoky 

Shodné s SDS-PAGE. 

Renatura�ní roztok: 

- 2,5% (v/v) Triton X-100 

- 1M NaCl 

Speciální odbarvovací roztok: 

- 200 ml iso-propylalkohol 

- 200 ml ledová kyselina octová 

- 200 ml H2O 

3.3.4. P�íprava gel� a vzorku 

 P�íprava gel� a vzorku byla totožná s SDS-PAGE, avšak v rozd�lovacím gelu byl 

kopolymerizován substrát. 10% rozd�lovací gel m�l následující složení: 

- 5,41 ml destilovaná voda 

- 2,5 ml roztok B 

- 3,33 ml roztok A 

- 1,25 ml 2% (w/v) želatina / kasein  

- 50 μl APS 

- 5 μl TEMED 

(roztoky substrát� byly uchovávány p�i –20°C neomezen� dlouho) 

3.3.5. Renaturace protein�

 Gel byl umíst�n do renatura�ního roztoku a promýván na t�epa�ce po dobu 30 min. 

Renatura�ní roztok byl 3× vym�n�n. 

3.3.6. Inkubace gelu 

Bude popsáno v odstavci (3.14.). 



Jaroslav Hrabák  Dizerta�ní práce 

33

3.3.7. Detekce proteolytické aktivity 

Zásadn� pouze pomocí Coomasie mod�i, shodn� s SDS-PAGE (viz odst. 3.2.7.). 

Proteolytická aktivita se jevila jako sv�tlý pruh r�zné intenzity na modrém pozadí.  

3.3.8. P�ibližné stanovení molekulové hmotnosti 

Stejn� jako u SDS-PAGE byl obvykle v první jamce umíst�n standard molekulových 

hmotností. Dráha se standardem byla ihned po prob�hlém elektroforetickém d�lení 

od�íznuta a tento proužek byl barven v barvicím roztoku. Po dostate�ném obarvení byl 

proužek odbarvován ve speciálním odbarvovacím roztoku do požadované intenzity pruh�. 

Poté p�eveden do sušícího roztoku. Výpo�et byl proveden shodn� s SDS-PAGE (viz odst. 

3.2.9.). Protože však docházelo k délkovým deformacím gelu v závislosti na zpracování, 

bylo vždy po�ítáno s relativní vzdáleností p�íslušného pruhu vztažené k délce gelu. 

3.4. Lytická aktivita vzork�

Metoda byla použita ke sledování lytické aktivity produkt� P. larvae na zástupce 

gram-negativních a gram-pozitivních bakterií a testovaný tentýž kmen P. larvae. 

3.4.1. P�ístrojové vybavení

- Centrifuga 

- Spektrofotometr pro m��ení v mikrotitra�ních desti�kách p�i 450 nm 

- Termostat 35 °C 

3.4.2. Provedení

 Vzorky bujónové kultury P.larvae byly centrifugovány (18 000 g, 10 min.). 20 μl 

supernatantu bylo napipetováno k 180 μl bakteriální suspenze ve vhodném pufru. Suspenze 

byly p�ipraveny z bakterií P. larvae (BRD 205 01), Bacillus subtilis (CCM 2217), 

Staphylococcus aureus (CCM 1484), Streptococcus pyogenes (CCM 4425), Enterobacter 

cloacae (CCM 1903) a Escherichia coli (CCM 4751) v koncentraci 106 CFU/ml. Následn�

byla m��ena  absorbance p�i 450 nm v p�timinutových krocích po dobu 5 hodin. Vzorky 

byly paraleln� inkubovány p�i 20 °C a 35 °C. Lytická aktivita byla hodnocena jako pokles 

absorbance. 
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3.5. Elektronová mikroskopie

 Elektron-mikroskopické vyšet�ení vzork� pro pr�kaz bakteriofága v lyzující kultu�e 

probíhalo v Laborato�i elektronové mikroskopie Mikrobiologického ústavu AV �R podle 

metodiky pospané J. Šmardou a H. Slová�kovou (2004) a O. Benadou a V. Pokorným 

(1990).  

3.5.1. P�ístrojové vybavení

- Centrifuga 

- Elektronový mikroskop Philips CM 100 

3.5.2. Provedení

 Vzorky byly centrifugovány pro odstran�ní bakterií (10 000 g, 10 min.). 5 μl 

supernatantu bylo naneseno na aktivovanou sí�ku potaženou uhlíkovou vrstvou (Benada a 

Pokorný, 1990). Po 30s adsorpci byla sí�ka promyta 1% molybdenátem amonným, a 

negativn� barvena v 1 ml 2% uranyl acetátu. Sí�ky byly prohlíženy elektronovým 

mikroskopem p�i zv�tšení 46 000×.    

3.6. Stabilita sekretovaných proteáz 

 Vzorky byly centrifugovány pro odstran�ní bakterií (10 000 g, 10 min.). Poté byl 

objem supernatantu rozd�len po 1 ml do zkumavek. Jedna zkumavka byla vždy zamražena 

(-20°C).  

3.6.1. Teplotní stabilita 

 Vzorky byly exponovány teplotám 50, 60, 70, 80 a 90 °C po dobu 10 minut. Poté 

byly zamraženy (-20°C) a následn� podrobeny SDS-PAGE analýze a zymografii. 

3.6.2. Stabilita v �ase 

 Vzorky byly umíst�ny p�i pokojové teplot�, p�i 4 °C a p�i 35 °C. Každý den po dobu 

14 dní byla odebrána jedna zkumavka se vzorkem a zamražena (-20°C). Poté byla 

provedena SDS-PAGE analýza a zymografie. 
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3.7. Gelová filtrace na SEPHADEXu G-50, G-100, G-200 

Gelová filtrace byla provád�na p�edevším podle návod� firmy Pharmacia Fine 

Chemicals (Pharmacia Fine Chemicals, 1975, 1976a, 1976b, 1976c, 1979), jejíž produkty 

byly použity – zna�kové kolony, SEPHADEX.  

3.7.1. P�ístrojové vybavení

- Chromatografická kolona s adaptérem (pr�m�r 15 mm, délka 50 cm) 

- Spektrofotometr pro m��ení koncentrace protein� p�i 280 nm, nebo p�i 595 nm 

podle M.M. Bradford    

- Dialyza�ní st�evo 

3.7.2. Chemikálie

- SEPHADEX G-50, G-100, G-200 

- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol) 

- EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) 

- Kyselina chlorovodíková (HCl) 

- Merthiolát sodný (sodium mercuriate) 

3.7.3. P�íprava kolony

 SEPHADEX byl nabobtnán p�es noc v destilované vod� s 0,01 % merthiolátu 

sodného pro zabrán�ní r�stu mikroorganism�. Kolona byla napln�na standardním postupem 

tak, aby nedocházelo ke vzniku bublin (Pharmacia Fine Chemicals, 1976c). 

3.7.4. Provedení 

 Vzorek (5 ml) byl nanesen na kolonu a eluován destilovanou vodou nebo pufrem 

s 0,01 % merthiolátu sodného. Pr�toková rychlost byla nastavena na 20 ml/hod. Frakce byly 

jímány po 5ti mililitrech a p�íslušné frakce neobsahující nízkomolekulární složky poté 

slou�eny a uchovávány zamražené p�i –80°C. 

 Po prob�hlém d�lení byla kolona promyta 50ti ml destilované vody s 0,01 % 

merthiolátu sodného a uzav�ena proti vyschnutí. 



Jaroslav Hrabák  Dizerta�ní práce 

36

3.8. Iontov� vým�nná chromatografie na DEAE-celulóze 

 Test vhodného pH, provedení vlastní chromatografie, uchovávání a regenerace 

nosi�e byly provád�ny jak je popsáno D.M. Bollagem a S.J. Edelsteinem (1991), N.M. 

Hopperem (1999) a v návodech firmy Pharmacia Fine Chemicals (1980). 

3.8.1. P�ístrojové vybavení 

- Chromatografická kolona s adaptérem (pr�m�r 15 mm, délka 15 cm) 

- Jíma� frakcí 

- Magnetická mícha�ka (za�ízení pro vytvo�ení koncentra�ního gradientu) 

- pH metr 

- Spektrofotometr pro m��ení koncentrace protein� p�i 280 nm, nebo p�i 595 nm 

podle M.M. Bradford. 

3.8.2. Chemikálie

- DEAE celulóza 

- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol) 

- Glycin  

- Chlorid sodný (NaCl) 

- Kyselina chlorovodíková (HCl) 

- Octan sodný 

- Hydroxid sodný (NaOH) 

- Iso-propylalkohol 

3.8.3. Zásobní roztoky 

Octanový pufr: 

- 1M octan sodný (pH upraveno HCl na pH 3) 

Roztok hydroxidu sodného: 

- 0,5M NaOH 

Trisový ekvilibra�ní pufr: 

- 1M Tris-HCl (pH 7; 8; 9) 
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Glycinový ekvilibra�ní pufr: 

- 1M Glycin (pH 5; 6) 

3.8.4. P�íprava nosi�e 

 DEAE celulóza byla ponechána nabobtnat p�es noc v dostate�ném množství 

destilované vody. Poté byla napln�na na kolonu standardním postupem tak, aby 

nedocházelo ke vzniku bublin a promyta: 

- 20ti ml octanového pufru (pr�toková rychlost 20 ml/hod), 

- 50ti ml roztoku hydroxidu sodného (promýt a zbytek nechat p�es noc v kolon�), 

- 20ti ml octanového pufru (pr�toková rychlost 20 ml/hod). 

Po aktivaci byla kolona promyta 50ti ml jedním z p�íslušných pufr� a p�ed nanáškou 

vzorku ponechána v pufru 2 hodiny. 

3.8.5. Test vhodného pH 

 1 ml aktivovaného nosi�e byl napipetován do zkumavek a promyt daným pufrem, 

nechán sedimentovat a supernatant odstran�n. Vzorek byl dialyzován p�es noc proti 20 mM 

pufru. Následn� byl 1 ml vzorku p�evedeného do pufru nanesen na nosi� ve zkumavce o 

p�íslušném pH, promíchán a nechán sedimentovat. Supernatant byl zamražen. Poté byl nosi�

promyt 1 ml �istého 20mM pufru a op�t nechán sedimentovat a supernatant op�t zamražen. 

Eluce se uskute�nila 1 ml pufru s koncentrací 1M NaCl.  

 Všechny frakce byly podrobeny SDS-PAGE a zymografii. V ideálním stavu se 

vzorek proteázy nacházel pouze ve frakci s NaCl. 

3.8.6. Provedení chromatografie 

 Na kolonu ekvilibrovanou nejvhodn�jším pufrem byl nanesen vzorek po odsolení a 

p�evedení do vhodného 20mM pufru na SEPHADEXu G-50. Kolona byla promyta 20mM 

pufrem s následnou elucí roztokem NaCl v 20mM pufru. Proteiny byly eluovány gradientem 

NaCl o koncentraci 0-0,5 M, který byl p�ipraven pomocí spojených nádob a magnetické 

mícha�ky. V kádince umíst�né na mícha�ce bylo 80 ml 20mM pufru, ve druhé kádince 80 

ml 20mM pufru s 0,5M NaCl. Frakce byly jímány automatickým jíma�em frakcí po 1,5 ml. 

Pr�toková rychlost kolonou byla v�tšinou nastavena na 20 ml/hod.   
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 Koncentrace bílkoviny v jednotlivých frakcích byla m��ena na spektrofotometru p�i 

vlnové délce 280 nm, nebo podle M.M. Bradford (viz odst. 3.11.). Frakce byly zamraženy a 

uchovávány p�i –80°C. 

3.8.7. Konzervace kolony 

 Kolona byla d�kladn� propláchnuta destilovanou vodou a promyta stejn� jako p�i 

aktivaci. Následn� d�kladn� promyta destilovanou vodou a p�evedena do 50% 

isopropylalkoholu a uzav�ena proti vyschnutí. 

3.9. Afinitní chromatografie 

 Byla použita metoda afinitní chromatografie s navázaným chelátorem kov� (EDTA). 

Kolona byla p�ipravena v naší laborato�i následn� popsaným zp�sobem. 

3.9.1. P�ístrojové vybavení

- Chromatografická kolona s adaptérem (pr�m�r 15 mm, délka 5 cm) 

- Spektrofotometr pro m��ení koncentrace protein� p�i 280 nm, nebo p�i 595 nm 

podle M.M. Bradford    

- Dialyza�ní st�evo 

3.9.2. Chemikálie

- Sepharosa 4B 

- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol) 

- Kyselina chlorovodíková (HCl) 

- EDTA 

- Chlorid zine�natý (ZnCl2) 

- Hydrogenfosfore�nan sodný (Na2HPO4) 

- Chlorid sodný (NaCl) 

3.9.3. Zásobní roztoky 

Ekvilibra�ní pufr: 

- 50mM Tris-HCl, pH 7,5 

- 1 mg/ml ZnCl2
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Promývací pufr: 

- 50mM Tris-HCl, pH 7,5 

- 150mM NaCl 

Elu�ní pufr I.:  

- 10mM Na2HPO4, pH 7,5 

- 150mM NaCl 

Elu�ní pufr II.:

- 10mM Na2HPO4, pH 4 

- 800mM NaCl 

Elu�ní pufr III.: 

- 50mM EDTA 

- 500mM NaCl, pH 6,5 

3.9.4. P�íprava kolony

 Kolona pro afinitní chromatografii byla p�ipravena podle J. Poratha a kol. (1975).  

Postup p�ípravy nosi�e byl následující: 

- 2 g EDTA byly rozpušt�ny v 10 ml 2M Na2CO3, 

- následn� bylo p�idáno 15 ml Sepharosy B a inkubováno p�i 65 °C po 24 hod., 

- po inkubaci byl roztok napln�n do kolony a promyt 250 ml destilované vody, 

- poté byla kolona promyta 20 ml ekvilibra�ního pufru.  

3.9.5. Provedení 

 Na ekvilibrovanou kolonu byl nanesen vzorek po odsolení a p�evedení do 

ekvilibra�ního pufru na SEPHADEXu G-50. Kolona s naneseným vzorkem byla promyta 20 

ml promývacího pufru. Následovala nanáška elu�ních pufr� v dávkách po 10 ml. Frakce, 

po�ínaje nanáškou promývacího pufru, byly jímány po 1,5 ml. Pr�toková rychlost byla 

nastavena na 20 ml/hod. 
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3.10. Stanovení proteolytické aktivity pomocí kapkové metody 

Pro vyšet�ování proteolytické aktivity ve frakcích po purifika�ních krocích byla 

použita kapková metoda na polyakrylamidovém gelu s kopolymerizovanou želatinou (K. 

Martínek - osobní sd�lení). 

3.10.1. P�ístrojové vybavení 

- Skla a p�íslušenství pro nalití gelu pro SDS-PAGE 

- T�epa�ka 

- Inkubátor 

- pH metr 

- Plastové kontejnery (20 × 20 × 2 cm)  

3.10.2. Chemikálie 

- Akrylamid 

- Bis-akrylamide (N,N´-methylenebisacrylamide) 

- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol) 

- TEMED (N,N,N´,N´-tetramethylene-ethylenediamine) 

- Persulfát amonný (APS) 

- Coomasie mod� R-250 

- Kyselina chlorovodíková (HCl) 

- n-Buthylalkohol 

- Methanol 

- Ledová kyselina octová 

- Želatina (Sigma) 

- Penicilin 

- Streptomycin 

3.10.3. P�íprava gelu 

 Gel byl p�ipraven smísením níže uvedených chemikálií,  nalitím do soupravy  pro 

p�ípravu gel� pro elektroforézu a p�evrstven nasyceným n-buthylalkoholem (viz kapitola 

3.3.). Po polymeraci byl gel vyjmut, d�kladn� opláchnut destilovanou vodou a umíst�n do 

plastového kontejneru spolu s navlh�enou bun��nou vatou. P�ed nanesením vzorku byl gel 

umíst�n na 1 hodinu do termostatu (35 °C), aby došlo k vysušení povrchu gelu. 
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- 4,66 ml destilovaná voda 

- 2,5 ml 500mM Tris-Hcl (pH 7.0) 

- 0,5 ml penicilin (1000 j/ml) 

- 0,5 ml streptomycin (1000 j/ml) 

- 1 ml želatina (2% w/v) 

- 3,33 ml roztok A (viz SDS-PAGE) 

- 50 μl APS   

- 7,5 μl TEMED 

3.10.4. Nanesení vzork� na gel, inkubace a vyhodnocení 

 Pomocí sklen�né m�ížkované šablony a pipety byly na gel naneseny 1μl kapky 

vzork�, plastový kontejner byl uzav�en a ut�sn�n p�ed vysycháním parafilmem. Gel byl 

inkubován p�i 35 °C p�es noc, následn� obarven pomocí Coomasie mod�i a odbarven (viz 

odstavec 3.3.). P�ítomná proteolytická aktivita se projevila jako sv�tlé skvrny na modrém 

pozadí. 

3.11. M��ení koncentrace protein� podle M.M. Bradford

 Koncentrace protein�, p�edevším ve frakcích po chromatografii, byla m��ena námi 

modifikovanou metodou v mikrotitra�ních desti�kách podle M.M. Bradford (1976). 

3.11.1. P�ístrojové vybavení 

- Spektrofotometr 

- Jednorázové plastové kyvety, mikrotitra�ní desti�ky 

- Malé zkumavky 

3.11.2. Chemikálie 

- Serva Blue G barva 

- 1 mg/ml bovinní sérový albumin (BSA) 

- 95% ethanol 

- 85% kyselina fosore�ná 
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3.11.3. Zásobní roztoky

Roztok A: 

- 100 ml 95% ethanol 

- 200 ml 85% kyselina fosfore�ná 

- 350 mg Serva Blue G  

(uchováváno neomezen� p�i pokojové teplot�) 

Pracovní roztok: 

- 425 ml destilovaná voda 

- 15 ml 95% ethanol 

- 30 ml 85% kyselina fosfore�ná 

- 30 ml roztok A 

(skladováno v tmavé lahvi p�i pokojové teplot�, uchováváno po n�kolik týdn�) 

3.11.3. Provedení 

 Do zkumavky bylo napipetováno 100 μl p�íslušn� na�ed�ného proteinu 

v používaném pufru a p�idán 1 ml pracovního roztoku. V p�ípad� mikrotitra�ní desti�ky se 

jednalo o 20 μl p�íslušn� na�ed�ného proteinu v používaném pufru a 200 μl pracovního 

roztoku. Sm�s byla d�kladn� prot�epána a inkubována 5 minut p�i pokojové teplot�. 

Kalibra�ní �ada (min. 4 vzorky) byla vytvo�ena �ed�ním BSA. Vzorky byly ode�ítány na 

spektrofotometru p�i vlnové délce 595 nm. Nejprve byla vytvo�ena kalibra�ní k�ivka (v 

m��itelném rozsahu lineární závislost) a poté ode�ítána koncentrace proteinu. 

3.12. Št�pení BSA / kaseinu 

 Pro hrubou analýzu velikosti št�pných produkt� byl zvolen elektroforeticky 

homogenní bovinní sérový albumin a kasein. 

3.12.1. P�ístrojové vybavení 

- Termostat 

- pH metr 

- Zkumavky 

- Mrazák  
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3.12.2. Chemikálie 

- Bovinní sérový albumin (BSA) 

- Kasein 

- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol) 

- Kyselina chlorovodíková (HCl) 

3.12.3. Provedení 

 Substrát byl rozpušt�n ve 100mM Tris-HCl  (pH 7,0) v koncentraci 1 mg/ml. Do 

zkumavky bylo napipetováno 1 ml pufrovaného substrátu a p�idáno 50 μl testovaného 

vzorku. Sm�s byla inkubována p�i 35 °C. B�hem inkubace bylo odebíráno 50 μl sm�si a 

vzorek okamžit� zamražen. Vzorky ( kontrola, sm�s bezprost�edn� po nanášce proteázy, 

sm�s po 1 hodin�, 2 hodinách, 3 hodinách a 24 hodinách) byly vyšet�eny SDS-PAGE (viz 

kapitola 3.3.) a vyhodnoceny. 

3.13. Sporulace P. larvae 

3.13.1. Stanovení po�tu termorezistentních spor

 Termorezistence byla definována jako schopnost spory p�ežít zah�átí na 65°C po 

dobu 15 minut (Dingman a Stahly, 1983). Vzorky byly po zah�átí ochlazeny na pokojovou 

teplotu a po p�íslušném na�ed�ní destilovanou vodou (dle koncentrace vzorku) vyo�kovány 

na plotnu MYPGP agaru a kultivovány p�i 37 °C po dobu 5 dní. 

P�ístrojové vybavení 

- Bürkerova kom�rka (orienta�ní stanovení CFU/ml) 

- Mikroskop 

- Termostat 

3.13.2. Statistická analýza 

 Data získaná p�i srovnání po�tu CFU na r�zných médiích byla srovnávána t-testem 

na hladin� významnosti p < 0,05 (Reif, 2000). 
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3.14. Vyšet�ení základních biochemických vlastností proteáz spor

3.14.1.  Test optimálních inkuba�ních podmínek p�i zymografii 

 Pro stanovení p�ibližné hodnoty pH optima byly proužky gelu inkubovány v pufrech 

o r�zném pH (Mueller a Fried, 1999). 

Provedení 

 Gel byl po renaturaci roz�ezán na stejn� široké pruhy (ší�ka 1 cm) a inkubován 

v Petriho miskách s 20 ml pufru. Gely byly inkubovány p�i 35 °C p�es noc. 

Použité pufry 

- 50mM octan sodný, pH upraveno kyselinou octovou na hodnotu 3,5 

- 100mM octan sodný, pH upraveno kyselinou octovou hodnotu 5 

- 100mM Tris, pH upraveno kyselinou chlorovodíkovou na hodnotu 7 

- 100mM Tris, pH upraveno kyselinou chlorovodíkovou na hodnotu 9 

- 50mM glycin, pH upraveno hydroxidem sodným na hodnotu 10.  

3.14.2. Inhibice 

 Test inhibice byl provád�n inkubací gelu v p�ítomnosti p�íslušného inhibitoru 

(North, 1997; Wolz, 1999). Inhibice byla zjiš�ována jako vizuální pokles intenzity pruh�. 

Provedení 

 P�i testování inhibi�ního vzoru probíhala renaturace v ledov� vychlazeném 

renatura�ním roztoku. Jednotlivé na�ezané pruhy byly umíst�ny do zkumavek s obsahem 2 

ml. Inhibitor byl p�idán  do pufru s nejv�tší patrnou aktivitou. Pufr byl nalit v množství 1 ml 

do zkumavky s gelem a inkubován 24 hodin p�i 37 °C. Nepostradatelnou p�i pokusu byla 

kontrola, tj. gel inkubovaný v pufru bez inhibitoru.   
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Inhibitor Inhibovaná proteáza Výsledná 
koncentrace

PMSF  Serinové (cysteinové) 1 mM 

Leupeptin Serinové  

(cysteinové) 

0,1 mM 

E64 Cysteinové 0,02 mM 

Pepstatin Aspartátové 0,1 mM 

EDTA Metaloproteázy 2mM 

EGTA Metaloproteázy 10 mM 

1,10-phenantrolin Metaloproteázy 2mM 

Tab. II. Použité inhibitory proteáz a jejich obvyklá koncentrace 

3.14.3. Testování vlivu kovových iont� na metaloproteázy 

  Jako inhibitor byl použit 1,10-phenantrolin ve výsledné koncentraci v pufru 2 mM/l. 

Do takto p�ipraveného pufru byl umíst�n proužek gelu a p�idána p�íslušná s�l v koncentraci 

10 mM/l. Jednalo se o soli CaCl2, ZnSO4, CuSO4, MgCl2 a Fe2(SO4)3. Inkubace probíhala 

p�i 37 °C po dobu 24 hodin. V pokusu byla zavedena kontrola bez inhibitoru a kontrola 

s inhibitorem bez p�ídavku iont� (Mueller a Fried, 1999; Wolz, 1999). 

3.15. Elektroeluce protein� z povrchu spor 

 K extrakci povrchových protein� plášt� spory bylo použito elektroforetické za�ízení 

zkonstruované pro tyto ú�ely autorem dizerta�ní práce.  

Obr. 4. Princip elektroeluce. Spory fixovány pevným sítem (agarózový gel) od prostoru 

v n�mž dochází k hromad�ní eluovaných protein�. Prostor je od anody odd�len celofánovou 

membránou. (Kresba: Eva Chudá�ková) 
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3.15.1. P�ístrojové vybavení

- Speciální elektroforetická vana (viz obr. 4 a 5) 

- Zdroj stejnosm�rného nap�tí 200 V, 20 mA 

Obr. 5. Elektroforetická vana pro elektroeluci protein� z plášt� spory napln�ná pufrem.  

(Foto: E. Chudá�ková) 

3.15.2. Chemikálie

- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol) 

- SDS (sodium dodecyl sulfate) 

- Glycin 

- Kyselina chlorovodíková (HCl) 

- Agaróza 

3.15.3. Zásobní roztoky

Elektroforetický pufr:

- 3 g Tris 

- 14,4 g glycin 

- 1 g SDS 

- doplnit destilovanou vodou do 1 l. 

(uchováváno v lednici p�i 4°C, používáno po n�kolik m�síc�) 
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Agaróza:

- 1,5% agaróza 

3.15.4. Provedení

1 ml sporové suspenze s koncentrací 108 CFU/ml byl napipetován do p�íslušné 

jamky v elektroforetické van� napln�né elektroforetickým pufrem. Následn� byl zapnut 

proudový zdroj a nap�tí nastaveno na hodnotu 200 V. Elektroeluce probíhala 4 hodiny. 

B�hem elektroeluce docházelo k ubývání pufru v kom�rce eluátu, proto byl do ní 

elektroforetický pufr pr�b�žn� dopl�ován.  

3.16. Extrakce proteinového plášt� spory chemickou cestou 

Pro ú�ely této studie byla použita technika popsaná C.S. Hayesem a P. Setlowem 

(1997). 

3.16.1. P�ístrojové vybavení

- Centrifuga 

- Termostat 37 °C 

- Dialyza�ní st�evo 

3.16.2. Chemikálie

- Tris (2-hydroximethyl-2-methyl-1,3-propanediol) 

- SDS (sodium dodecyl sulfate) 

- Mo�ovina 

- Dithiothreitol (DTT) 

- EDTA 

- Kyselina chlorovodíková (HCl) 

3.16.3. Zásobní roztoky

Extrak�ní pufr: 

- 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

- 1% SDS 

- 8 M mo�ovina 

- 50 mM DTT 
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- 10 mM EDTA 

(pufr uchováván neomezen� p�i -20°C)  

Dialyza�ní pufr:

- 100 mM Tris-HCl, pH 7,5 

3.16.4. Provedení

 1 ml sporové suspenze s koncentrací 108 CFU/ml byl umíst�n do zkumavky a 

centrifugován  p�i 15 000 g, 10 minut. Supernatant byl odstran�n a k pelet� p�idáno 0,5 ml 

extrak�ního pufru. Spory byly v pufru rozt�epány a inkubovány 90 min p�i 37 °C. Po 

následné centrifugaci byl odd�len supernatant od peletety. Spory zbavené plášt� byly 

uchovávány p�i -20 °C. Supernatant byl dialyzován proti dialyza�nímu pufru 24 hod 

s trojnásobnou vým�nou pufru. Vzorek byl pro další zpracování uchováván p�i -20°C.    

3.17. Infek�ní pokus in vitro podle E. Genersch a kol. (2006) 

 K infek�nímu pokusu byla použita metodika podle Y.S.C. Penga a kol. (1992) 

modifikovaná E. Genersch a kol. (2006). 

3.17.1. P�ístrojové vybavení 

- Termostat 35°C 

- Mikrotitra�ní desti�ka s plochým dnem 

- Stereoskopický mikroskop 

- P�elarvovací lži�ka 

3.17.2. Chemikálie a suroviny 

- Fruktóza 

- Glukóza 

- V�elí mate�í kaši�ka  

3.17.3. Krmná sm�s

- 66 % v�elí mate�í kaši�ka (v/v) 

- 3 % glukóza (w/v) 

- 3 % fruktóza (w/v) 



Jaroslav Hrabák  Dizerta�ní práce 

49

3.17.4. Provedení 

 Do každé jamky mikrotitra�ní desti�ky bylo pipetováno 50 μl krmné sm�si a p�idán 

1 μl inokula tak, aby výsledná koncentrace byla 1×105 CFU/ml. Následn� byly do jamky 

p�eneseny pomocí p�elarvovací lži�ky larvi�ky v�ely medonosné (Apis mellifera) stá�í cca 

12 – 36 hod. Mikrotitra�ní desti�ka byla inkubována v termostatu p�i 35 °C s 95% relativní 

vlhkostí. Druhý, �tvrtý a šestý den byly larvy p�eneseny do mikrotitra�ní desti�ky s �erstvou 

krmnou sm�sí. Každý den byly sledovány zm�ny na larvách pomocí stereoskopického 

mikroskopu. Úhyn larev byl detekován jako ztráta �lánkování, nebo ustání pohyb� larvy, 

nebo jako zm�na barvy z perle�ov� bílé na hn�dou. Každý pokus �ítal 5 larev negativní 

kontroly – ke krmné sm�sy p�idán pouze 1 μl destilované vody, 5 larev pozitivní kontroly – 

ke krmné sm�si p�idán 1 μl inokula získaného z p�íškvaru a 20 larev testované skupiny – ke 

krmné sm�si p�idán 1 μl inokula vegetativních forem, resp. spor zbavených plášt�. 

3.18. Infek�ní pokus v pokusném v�elstvu I.

Pro simulaci co nejbližších podmínek ve v�elstvu byl zkonstruován laboratorní úl na 

jeden rámek rámkové míry 39×24 cm s prosklenými st�nami, který umož�oval sterilizaci 

horkým vzduchem (viz obr. 6).   

3.18.1. P�ístrojové vybavení 

- Prosklený laboratorní úl na jeden rámek rámkové míry 39×24 cm 

Obr. 6. Laboratorní úl na jeden rámek rámkové míry 39×24 cm. 
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3.18.2. Suroviny 

- Med kv�tový  

- Fermentovaný pyl 

3.18.3. Provedení 

 Rámek s larvi�kami stá�í 12-36 hodin byl vyjmut ze v�elstva a rozd�len drát�nou 

m�ížkou na sektory po 50ti bu�kách. Do každé bu�ky v pokusném sektoru byl p�idán 1 μl 

inokula v koncentraci 1×107 CFU/ml, resp. 1 μl destilované vody jako kontrola. Rámek byl 

následn� umíst�n do pokusného úlu a bylo k n�mu p�idáno cca 1000 v�el s matkou. V�ely 

byly krmeny pomocí krmítka kv�tovým medem a fermentovaným pylem. Progrese 

onemocn�ní/vynášení larev byla sledována denn� p�es sklen�né st�ny úlu, které byly jinak 

kryty polystyrénovými deskami. Infikované larvy po skon�ení pokusu byly mikroskopicky a 

kultiva�n� vyšet�ovány na p�ítomnost P. larvae. Pokusný úl byl po prob�hlém pokusu 3×

v 24 hodinových intervalech sterilizován horkým vzduchem (180 °C, 2 hod), skla 

autoklávováním (121 °C, 20 min), v�ely utraceny a spáleny.  

3.19. Infek�ní pokus v pokusném v�elstvu II.

Pro simulaci co nejbližších podmínek ve v�elstvu byl zkonstruován laboratorní úl 

velikosti 10×14×12 cm prosklenými st�nami, který umožnil sterilizaci horkým vzduchem 

(viz obr. 7).   

3.19.1. P�ístrojové vybavení 

- Prosklený laboratorní úl  

- V�ela�ský ku�ák 

- D�ev�ná krabice pro narkotizaci v�el 

- Lednice 

3.19.2. Chemikálie a suroviny 

- Dusi�nan amonný 

- Med kv�tový  

- Fermentovaný pyl  
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3.19.3. Provedení 

 P�ibližn� 500 v�el bylo smeteno do vhodné d�ev�né krabice se zasí�ovanými otvory 

(tzv. roják). Do rozpáleného v�ela�ského ku�áku byl p�idán dusi�nan amonný. Vznikající 

oxid dusný byl použit k narkotizaci v�el v rojáku. Narkotizované v�ely byly umíst�ny do 

pokusného úlu a vpušt�na v�elí matka. Následn� bylo nasazeno krmítko a úl umíst�n na 12 

hodin do lednice s teplotou 10 °C. 

Obr. 7. Laboratorní úl na 2 v�elstva osazený v�elami a s nasazenými krmítky 

Po této dob� byl úl vyjmut a ponechán p�i pokojové teplot�. V�ely byly krmeny 

medem s koncentrací testovaného mikroorganismu 1×105 CFU/ml a fermentovaným pylem. 

Po vystav�ní a zakladení plást� matkou byla denn� sledována progrese onemocn�ní 

prosklenými st�nami. Infikované larvy byly po skon�ení pokusu mikroskopicky a kultiva�n�

vyšet�eny na p�ítomnost P. larvae. Po skon�eném pokusu byly v�ely utraceny a spáleny. 

Pokusný úl byl 3× v 24 hodinových intervalech sterilizován horkým vzduchem (180 °C, 2 

hod), skla autoklávováním (121 °C, 20 min).  
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3. Výsledky 
4.1. Kultivace v MYPGP bujónu 

 K pokusu byl použit izolát bakterie P. larvae BRD 205 01, jako standardní zástupce 

druhu P. larvae z hlediska biochemických a patogenetických vlastností. 

Charakteristická r�stová k�ivka bakterie P. larvae v MYPGP médiu je znázorn�na na 

obrázku 8. K maximálnímu nár�stu docházelo po dvaceti hodinové kultivace p�i 

optimálních kultiva�ních podmínkách (35 °C). V té dob� se nacházelo v médiu 4×106

CFU/ml. Plato bylo pozorováno po dobu deseti hodin. Po n�m docházelo k lýze kultury. 

Tento úbytek bun�k byl doprovázen poklesem pH pod hodnotu 6,4. 

Obr. 8. R�stová k�ivka P. larvae (BRD 205 01) v MYPGP médiu 

 R�stovou k�ivku v pufrovaném MYPGP médiu znázor�uje obrázek 9. Až do 

stacionární fáze se r�st shodoval s r�stem v klasickém MYPGP médiu, avšak poté 

nedocházelo k lýze kultury. Rovn�ž pH z�stalo nad hodnotou 6,4. 

 V žádném z obou médií nebyly detekovány spory ani sporangia. 
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Obr. 9. R�stová k�ivka P. larvae (BRD 205 01) v pufrovaném MYPGP médiu 

4.1.1. Sekretované proteiny v MYPGP médiu

 Na k�ivce znázor�ující koncentraci protein� v médiu m��ené podle M.M. Bradford 

(viz kapitola 3.11.) (viz obr. 10) je zcela jasn� patrný nár�st koncentrace protein�

v klasickém MYPGP médiu v dob�, kdy došlo k lýze bun�k (inflexní bod). V p�ípad�

pufrovaného MYPGP média se po skon�ené exponenciální fázi koncentrace protein�

ustálila na konstantní hodnot�. 

Obr. 10. Koncentrace protein� v nepufrovaném (1) a pufrovaném (2) MYPGP médiu 

s nár�stem P. larvae (BRD 205 01). 
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 P�i SDS-PAGE analýze (metodika viz 3.2.) bylo možné první sekretované proteiny 

v MYPGP médiu detekovat po dvaceti hodinách kultivace (viz obr. 11). Intenzita pruh�

v p�ípad� pufrovaného MYPGP média zcela kopírovala koncentraci protein� v médiu, 

p�i�emž profil byl shodný s klasickým MYPGP médiem.  

 Ve vzorcích lyzující kultury bylo možné zjistit výskyt dalších protein� s vysokou 

molekulovou hmotností (obr. 11, dráhy 6-8) 

Obr. 11.  SDS-PAGE analýza sekretovaných protein� P. larvae (BRD 205 01) do MYPGP 

média. 10% polyakralamidový gel. Šipky s hodnotami ukazují molekulovou hmotnost dle 

standardu molekulových hmotností (není na gelu). �ísla jednotlivých drah korespondují 

s �asem odb�ru vzorku s periodou 12 hodin (�as odb�ru = �íslo dráhy × 12 hodin) 

4.1.2. Sekretované proteázy v MYPGP médiu 

 Proteolytická aktivita zjiš�ovaná pomocí zymografie (viz kapitola 3.3.)  s inkubací 

gelu ve 100 mM Tris-HCl pufru (pH 7,5) byla patrná již ve vzorcích média n�kolik hodin po 

za�átku kultivace (viz obr. 12). Nejprve se v médiu objevily proteázy v oblasti 87 a 74 kDa, 

které byly zjistitelné i ve 120ti hodinové kultu�e. Se zvyšující se dobou kultivace byl na 

zymogramu zaznamenán pokles aktivity 87 kDa proteázy a naopak nár�st aktivity proteázy 

74kDa. Po 100 hodinách se za�aly objevovat proteázy v oblasti 40 a 42 kDa.  

Profil proteáz v pufrovaném médiu byl shodný s profilem v nepufrovaném médiu.  

Intenzita jednotlivých pruh� korespondovala s r�stovou k�ivkou mikroba (viz obr. 13). 

87kDa proteáza se v médiu objevila již po 12ti hodinách kultivace, avšak 74 kDa až po 55 
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hodinách. Proteolytická aktivita v oblasti 40 a 42 kDa byla pomocí zymografie t�žko 

prokazatelná.  

Obr. 12. Proteolytická aktivita P. larvae (BRD 205 01) v MYPGP médiu. 10% 

polyakrylamidový gel s 0,2 % želatiny. �ísla jednotlivých drah korespondují s �asem 

odb�ru vzorku s periodou 12 hodin (�as odb�ru = �íslo dráhy × 12 hodin), M – dráha se 

standardem molekulových hmotností. 

Obr. 13. Proteolytická aktivita P. larvae (BRD 205 01) v pufrovaném MYPGP médiu. 10% 

polyakrylamidový gel s 0,2 % želatiny. �ísla jednotlivých drah korespondují s �asem 

odb�ru vzorku s periodou 12 hodin (�as odb�ru = �íslo dráhy × 12 hodin). 
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4.1.3. Lytická aktivita vzork� kultury P. larvae  

 Lytická aktivita všech vzork� odebraných z kultur P. larvae (BRD 205 01) 

v nepufrovaném a pufrovaném MYPGP médiu byla vyšet�ena tak, jak je popsáno v odstavci 

3.4. Vzhledem k tomu, že k lýze kultury docházelo p�i poklesu pH pod hodnotu 6,4, byl pro 

pokus zvolen fosfátový pufr (2,38% K2HPO4, 0,88% Na2HPO4, pH 6,0). B�hem pokusu 

nedošlo u žádného ze vzork� k poklesu absorbance, tudíž nebyla zaznamenána lýza bun�k 

zástupc� gram-negativních a gram-pozitivních bakterií, ani lýza téhož kmene P. larvae – 

BRD 205 01. 

4.1.4. Elektron-mikroskopické vyšet�ení vzork�  

 Všechny vzorky odebrané b�hem kultivace P. larvae v nepufrovaném a pufrovaném 

MYPGP médiu byly použity k p�ímému elektron-mikroskopickému vyšet�ení, tak jak je 

popsáno v odstavci 3.5. 

 Ve vzorcích lyzující kultury byly nalezeny fágové �ástice charakteristické 

morfologie – s baciliformní hlavi�kou a flexibilním ocáskem (viz obr. 14). Na základ�

morfologických vlastností byl bakteriofág identifikován jako BLA (Drobníková a Ludvík, 

1982), resp. PBL1 (Dingman a kol., 1984). 

Obr. 14. Negativn� obarvené partikule bakteriofága BLA v lyzující kultu�e P. larvae 

v nepufrovaném MYPGP médiu. A – intaktní bakteriofágy a �ástice bez DNA tvo�ící 

typickou strukturu „flower-like“. B – detail intaktní virové �ástice. C – detail �ástice 

neobsahující DNA. M��ítko – obr. A 200 nm, obr. B a C 100 nm. (Foto: O. Benada) 
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Ve vzorcích se vyskytovaly dv� r�zné formy bakteriofág� – intaktní partikule (obr. 

14B) a partikule neobsahující DNA (obr. 14C). Po�et partikulí neobsahujících DNA 

n�kolika násobn� p�evyšoval po�et intaktních �ástic. Hlavi�ka intaktních fágových partikulí 

byla velká v pr�m�ru 110 × 40 nm. Hlavi�ka bakteriofág� neobsahující DNA m�la velikost 

v pr�m�ru 100 × 55 nm. Ocásek byl u obou forem pr�m�rn� 170 nm dlouhý a jeho pr�m�r 

�inil 8 nm. 

4.2. Srovnání proteolytické aktivity sekretovaných produkt� u r�zných kmen� P. 

larvae

 Na obrázku 15 jsou znázorn�ny profily sekre�ních produkt� zjišt�né pomocí SDS-

PAGE (10% polyakrylamidový gel) a pomocí zymografie (10% polyakrylamidový gel + 

0,2% želatina). 

Obr. 15. Profily sekre�ních produkt� po 6ti denní kultivaci P. larvae v MYPGP médiu. 

Velká písmena – SDS-PAGE (10% polyakrylamidový gel), malá písmena – zymografie 

(10% polyakrylamidový gel + 0,2% želatina). 
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U n�kterých izolát� P. larvae byla zaregistrována rovn�ž proteolytická aktivita 

v oblasti 98 kDa.  

Z analýzy SDS-PAGE lze zjistit odlišnosti mezi n�kterými proteiny s malou 

molekulovou hmotností (10-30 kDa) a v oblasti mezi 60 – 100 kDa.  

 V tabulce III. jsou uvedeny kombinace jednotlivých sekre�ních profil� pro r�zné 

izoláty P. larvae. 

  

�íslo izolátu Proteiny Proteázy �íslo izolátu Proteiny Proteázy
BRD 205 01 A A BRD 205 20 A b 
BRD 205 02 A A BRD 205 21 B b 
BRD 205 04 A A BRD 205 22 A b 
BRD 205 06 A A BRD 205 23 A a 
BRD 205 07 A A BRD 205 24 A a 
BRD 205 08 B B BRD 205 25 A a 
BRD 205 10 A B BRD 205 26 A a 
BRD 205 11 B B BRD 205 27 A a 
BRD 205 12 B B BRD 205 28 A a 
BRD 205 13 B B BRD 205 29 A a 
BRD 205 14 A A BRD 205 31 B b 
BRD 205 15 A A BRD 205 33 B b 
BRD 205 16 B B BRD 205 34 A b 
BRD 205 17 A B BRD 205 35 B a 
BRD 205 18 B B BRD 205 36 A b 
BRD 205 19 B B   

Tab III. Profily sekre�ních produkt� P. larvae kultivovaného v MYPGP médiu po dobu 6 

dní. Analyzováno zymografií a SDS-PAGE. Jednotlivé profily ozna�ené písmeny jsou 

zobrazeny na obr. 15.  

 Z tabulky III. vyplývají rovn�ž �etnosti r�zných kombinací. Kombinace Aa se 

vyskytuje u celkem 14ti izolát� a je tedy nej�etn�jší. Kombinace Ab se vyskytuje u p�ti, 

kombinace Ba u žádného a kombinace Bb u deseti izolát�.  

4.3. Stabilita sekretovaných proteáz 

 Teplotní stabilitu proteáz zjiš�ovanou metodikou popsanou v odstavci 3.6 ukazuje 

obrázek 16. Z n�j je patrné, že aktivita proteáz z�stala tak�ka beze zm�ny až do 60 °C. Poté 

došlo k poklesu aktivity. P�i 90 °C byla již aktivita patrná slab�, ale je z�ejmé, že ur�itá �ást 

enzymu z�stala stále aktivní. 
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�asová stabilita p�i pokojové teplot� je dokumentována obrázkem 17. Proteázy 

z�staly stabilní po minimáln� 3 dny bez zymograficky detekovatelné ztráty aktivity. Zna�ná 

�ást aktivity 87, 74 kDa proteáz z�stala zachována i po osmi dnech. Po 14ti dnech  došlo ke 

ztrát� aktivity t�chto vysokomolekulárních proteáz, a naopak se objevila aktivní proteáza 

v oblasti 56 kDa. 

Obr. 16. Teplotní stabilita proteáz zjiš�ovaná zymografií - 10% polyakrylamidový gel s 0,2 

% želatiny. 1 – vzorek bez expozice, 2 – vzorek zah�átý na 50 °C, 3 – vzorek zah�átý na 60 

°C, 4 – vzorek zah�átý na 70 °C, 5 – vzorek zah�átý na 80 °C, 6 – vzorek zah�átý na 90 °C.  

Obr. 17. Stabilita proteáz v �ase p�i pokojové teplot�. 1 – 0 dn�, 2 – 1 den, 3 – 2 dny, 4 – 4 

dny, 5 – 8 dn�, 6 – 14 dn�. Zymografie - 10% polyakrylamidový gel s 0,2 % želatiny. 
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 P�i 4 °C z�staly proteázy bez patrné ztráty aktivity i po �trnáctém dnu inkubace (viz 

obr. 18). P�i teplot� 35 °C došlo k poklesu proteolytické aktivity již druhý den. �trnáctý den 

byla p�i zymografii stále patrná aktivita 87/74kDa proteáz. Aktivita v oblasti 56 kDa nebyla 

p�i této teplot� zjišt�na (obr. 19). 

Obr. 18.  Stabilita proteáz p�i 4 °C. 1 – 0 dn�, 2 – 1 den, 3 – 2 dny, 4 – 4 dny, 5 – 8 dn�, 6 – 

14 dn�. Zymografie - 10% polyakrylamidový gel s 0,2 % želatiny. 

Obr. 19. Stabilita proteáz p�i 35 °C. 1 – 0 dn�, 2 – 1 den, 3 – 2 dny, 4 – 4 dny, 5 – 8 dn�, 6 

– 14 dn�. Zymografie - 10% polyakrylamidový gel s 0,2 % želatiny. 
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4.4. Purifika�ní postupy pro izolaci sekretovaných proteáz P. larvae

4.4.1. Afinitní chromatografie

 Proteinový profil po chromatografii na afinitním nosi�i (bis-carboxymethyl amino 

agaróza – viz 3.9.) zobrazuje obr. 20. Z tohoto grafu je z�ejmé, že došlo k navázání protein�

na p�ipravený afinitní nosi�. P�i eluci pufry o pH 6,5 a 4,5 docházelo ješt� k vymývání 

nespecificky navázaných protein�. Proteolytická aktivita je na zymogramu slab� patrná ve 

frakci s ozna�ením 32, tj. jedná se o pufr s p�ídavkem 0,05M EDTA. 

Proteinový profil po chromatografii HIIU5
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Obr. 20. Proteinový profil po afinitní chromatografii (bis-carboxymethyl amino agaróza). 

Ozna�ení frakcí: Ab – A �íslo elu�ního pufru (1-3), b �íslo frakce eluované tímtéž pufrem 

(1-3 frakce od každého pufru). 

 Obrázek 21 ukazuje analýzu vstupních a výstupních vzork� po afinitní 

chromatografii. Dráha 1 obsahuje analýzu nanášky na afinitní kolonu (vzorek p�evedený do 

vhodného pufru p�es Sephadex G-50). Dráha 2 analýzu frakce �. 32, která byla zahušt�na 

pomocí ultrafiltru 10×. Z analýz je patrné, že b�hem purifika�ního procesu došlo 

k významné ztrát� aktivity proteázy. P�i analýze protein� lze zaznamenat, krom�

dominantního proužku v oblasti cca 75 kDa (m�že p�edstavovat proteázu), další pruhy 

v oblasti od cca 60 do 70 kDa a v oblasti malých molekul (do cca 20 kDa). 



Jaroslav Hrabák  Dizerta�ní práce 

62

Obr. 21. Analýza vstupních (1) a výstupních (2) vzork� afinitní chromatografie. Pruh vlevo 

– SDS-PAGE analýza (10% polyakrylamidový gel), vpravo – zymografie (10% 

polyakrylamidový gel + 0,2% želatina). 

4.4.2. Purifikace na DEAE celulóze s p�edchozí inkubací nanášeného vzorku p�i pokojové 

teplot�

 Proteinový profil výchozího vzorku je stejný jako na obr. 21 (1). Po odstran�ní 

bun�k z média byl výchozí materiál pro purifikaci inkubován 24 hod. p�i pokojové teplot�. 

Po této dob� nebyly ve vzorku detekovány tak�ka žádné proteiny (SDS-PAGE p�i detekci 

protein� st�íbrem), avšak aktivita proteáz z�stala zachována. Purifikované proteázy nebyly 

ve vzorku p�i SDS-PAGE analýze reprezentovány žádným pruhem (detekce st�íbrem). 

V �ele elektroforézy byl patrný silný pruh nízkomolekulárních složek. Po jejich odstran�ní 

na SEPHADEXu G-200 (jímány pouze 2 frakce – nízko- a vysokomolekulární složky – viz 

kapitola 3.7.) byl tento vzorek nanesen na kolonu DEAE celulózy (kapitola 3.8.).   

 Profil koncentrace protein� v jednotlivých frakcích je znázorn�n na obr. 22. Z tohoto 

grafu je patrné, že chromatografie prob�hla za optimálních podmínek a ve frakcích se 

nacházely relativn� vysoké koncentrace protein�. 
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Profil protein� po chromatografii HIIIL2
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Obr. 22. Proteinový profil po chromatografii na DEAE celulóze. Nanášený vzorek byl 

inkubován 24 hod. p�i pokojové teplot� s následným odstran�ním nízkomolekulárních 

složek na kolon� SEPHADEXu G-200 

  

 Analýza vybraných frakcí zymografií (viz obr. 23) potvrdila úsp�šnost 

chromatografie. Poda�ilo se odd�lit jak proteázy oblasti 87-74 kDa, tak proteázy v oblasti 42 

a 40 kDa. Aktivita reprezentovaná proteolytickým pruhem na zymografickém gelu 

potvrzuje rovn�ž zahušt�ní vzorku b�hem chromatografie. K významnému zahušt�ní 

dochází p�edevším u proteáz 42,40 kDa, které byly v nanášeném vzorku p�i zymografii 

pouze slab� patrné. Tyto proteázy však nejsou, na rozdíl od proteáz 87,74 kDa, 

reprezentovány žádným lokálním maximem v profilu koncentrace protein� jednotlivých 

frakcí (viz obr. 22). 

I p�esto, že profil koncentrace protein� jednotlivých chromatografických frakcí 

nazna�il jejich velkou koncentraci, SDS-PAGE analýza potvrdila pouze p�ítomnost jediného 

pruhu, který je v hledané oblasti 74 kDa (viz  obr. 24).  
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Obr. 23. Analýza frakcí po chromatografii na DEAE celulóze (10% polyakrylamidový gel 

+ 0,2% želatina). Nad dráhou je ozna�eno �íslo frakce, N – vzorek nanášený na kolonu 

s DEAE celulózou. 

Obr. 24. SDS-PAGE analýza frakce �. 22 (10% polyakrylamidový gel). Viditelný protein se 

nachází v oblasti 74 kDa.  
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4.5. Št�pení BSA/kaseinu 

 P�i analýze št�pení BSA (viz 3.12.) nešt�pila purifikovaná 74 kDa proteáza ani 

42kDa proteáza bovinní sérový albumin na fragmenty detekovatelné p�i SDS-PAGE 

analýze mezi �elem elektroforézy a pruhem BSA. Bylo možné však zaregistrovat zvyšování 

intenzity pruhu nízkomolekulárních složek v �ele elektroforézy. Spektrofotometrické m��ení 

neprokázalo žádné zm�ny reagujícího vzorku. 

 Ani jeden z testovaných druh� kaseinu (celkem 3 druhy od r�zných firem) nebyl 

testovanými vzorky št�pen. 

4.6. Sporulace na MYPGP a HCBB agaru 

 P�i použití složky Mueller-Hintonova bujónu od firmy HiMedia v MYPGP agaru 

nebyla na n�m zaznamenána sporulace u žádného z kmen�. P�i nahrazení této složky 

produktem firmy Difco již k �áste�né sporulaci docházelo. 

 Porovnání sporulace na MYPGP a HCBB agaru ukazuje obrázek 25. 
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Obr. 25. Srovnání sporulace na HCBB a MYPGP agaru (Mueller-Hinton bujón od firmy 

Difco). Hodnoty z plochy 5 cm2. �ísla kmen� uvád�na ve formátu BRD 205 xx.  

 Statistická analýza jednozna�n� prokázala (p < 0,05), že sporulace na HCBB agaru 

je lepší než na agaru MYPGP. Medián hodnot pro HCBB médium �inil 4,2 × 106 spor/cm2
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(p�epo�teno na plochu agaru) (σx = 7,71 × 105) a pro MYPGP médium 2,5 × 106 spor/cm2

(σx = 1,23 × 105). 

 Dále byl srovnáván vliv kultiva�ních podmínek, tj. sporulace v aerobní atmosfé�e a 

atmosfé�e s 10 % CO2. Výsledky pro jednotlivé kmeny ukazuje tabulka IV. V aerobních 

podmínkách bylo získáno pr�m�rn� 7,78 × 106 CFU/cm2 (σx = 1,10 × 106, medián = 4,20 ×

106), zatímco v atmosfé�e s 10 % CO2 6,81 × 106 CFU/cm2 (σx = 7,78 × 106, medián = 5,65 

× 106). Rozdíl mezi t�mito hodnotami je statisticky nepr�kazný na zvolené hladin�

významnosti p < 0,05.        

  Po�et spor [CFU/cm2] 
Celkový po�et Po�et termorez. Spor 

�íslo kmene AE CO2 AE CO2

BRD20501 1,28×105 4,80×105 1,36×104 1,34×104

BRD20502 8,00×105 1,02×106 1,32×104 3,82×104

BRD20506 3,20×105 1,46×106 2,02×104 4,20×104

BRD20507 3,80×104 1,00×105 3,00×103 8,20×103

FMP20508 9,60×104 1,94×106 2,40×103 3,10×104

FMP20510 6,70×104 8,54×104 3,08×103 3,22×104

BRD20512 1,00×105 2,50×105 1,00×103 3,80×104

BRD20513 8,32×104 1,58×105 1,00×103 1,90×104

BRD20514 4,80×104 6,40×104 8,64×103 3,32×103

BRD20516 9,06×104 1,03×105 7,60×103 2,37×104

BRD20517 4,80×104 3,68×105 2,95×103 2,00×103

BRD20518 3,43×105 2,00×105 6,00×103 1,32×104

BRD20522 2,47×105 1,87×106 7,98×104 1,35×105

BRD20523 5,60×106 3,17×105 8,74×104 5,89×104

BRD20525 1,37×105 2,27×105 9,02×104 1,14×104

BRD20526 8,64×104 4,80×104 4,40×103 2,85×103

BRD20527 2,81×105 1,02×105 1,14×104 1,92×104

BRD20529 7,52×106 5,28×106 1,70×106 1,76×105

BRD20534 1,70×105 1,23×105 8,53×103 9,20×103

BRD20535 8,00×104 2,24×104 1,62×103 1,00×103

BRD20536 4,48×104 8,64×104 3,34×104 5,00×104

Tab. IV. Sporulace jednotlivých kmen� na HCBB agaru a aerobních podmínkách (AE) a 

v atmosfé�e s 10 % CO2 (CO2). 

 Obrázek 26 ukazuje vývoj r�zných stádií dob�e sporulujícího kmene P. larvae BRD 

205 29 na HCBB agaru. Z obrázku je patrné, že v aerobní atmosfé�e došlo ke sporulaci 

d�íve, než za p�ítomnosti  CO2. Avšak sporulace je skon�ena shodn� šestý den kultivace. 
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Obr. 26. R�zná stádia bakterie P. larvae BRD 205 29 na HCBB agaru v aerobní atmosfé�e 

(A) a atmosfé�e s 10 % CO2 (B). 

vegetativní bu�ky,                     sporangia,             celkový po�et spor. 

 Výsledky po�tu termorezistentních spor ukazují, že se v aerobní atmosfé�e tvo�í 

pouze 3,48 % t�chto spor z celkového množství. V atmosfé�e s 10 % CO2 se jedná o 5,09 %. 

Jedná se však o rozdíl statisticky nepr�kazný (p < 0,05).  

 V anaerobních podmínkách nedocházelo ke sporulaci na žádném z médií a u 

žádného z kmen�. 

 Na obrázku 27 je možné porovnat charakter r�stu P. larvae na r�zných kultiva�ních 

médiích. Na krevních agarech a na agaru MYPGP tvo�il tento mikrob drsné kolonie veliké 

dle nutri�ní kapacity média. Na agaru HCBB se jednalo o kolonie hladké velikosti do 3 mm.  

Obr. 27. R�st P. larvae BRD 205 29 na r�zných kultiva�ních médiích. HCBB agar (A), 

krevní agar se základem Columbia (B) a PVX �okoládový agar (C) po 3 dnech kultivace p�i 

35 °C v aerobní atmosfé�e s 10 % CO2. 



Jaroslav Hrabák  Dizerta�ní práce 

68

4.7. Extrakce proteáz z povrchových struktur spory

4.7.1. Extrakce Tritonem X-100

 P�i extrakci Tritonem X-100 došlo k uvoln�ní proteáz z povrchových struktur spory, 

avšak p�i použití SDS-PAGE a p�i zymografii docházelo k interakci Tritonu X-100 

s dodecylsulfátem sodným, takže byly tyto techniky nepoužitelné (viz obr. 28). Úsp�šné 

nebylo ani snižování koncentrace Tritonu X-100. K dobrému rozd�lení došlo p�i použití 

nativní elektroforézy (tj. bez SDS) (viz obr. 29). O detekovaných proteázách lze pouze 

konstatovat, že se jednalo o molekuly s malou molekulovou hmotností bez jejího p�esného 

stanovení (z podstaty metody).  

Obr. 28. Proteázy extrahované z povrchu spor Tritonem X-100. Zymografie - 10% 

polyakrylamidový gel + 0,2% želatina. 

Obr. 29. Proteázy extrahované z povrchu spor Tritonem X-100. Nativní elektroforéza (pH 

8,5), A – 10% polyakrylamidový gel, B – zymografie 10% polyakrylamidový gel + 0,2% 

želatina. 
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4.7.2. Extrakce proteáz extrak�ním pufrem podle C.S. Hayese a P. Setlowa (1997) 

 Výsledky extrakce proteinového plášt� chemickou cestou podle C.S. Hayese a P. 

Setlowa (viz kapitola 3.16.) ukazuje obrázek 30. Z tohoto obrázku je patrné, že došlo 

k extrakci minimáln� osmnácti protein�, avšak p�i zymografii nebyla detekována žádná 

aktivita. Aktivita nebyla zjišt�na ani ve vzorku p�ed ani po dialýze.  

Obr. 30. SDS-PAGE analýza protein� izolovaných ze spor chemickou cestou podle C.S. 

Hayese a P. Setlowa (1997). 10% polyakrylamidový gel. 

4.7.3. Elektroeluce povrchových protein�

 Bylo odzkoušeno n�kolik r�zných nap�tí a r�zných �as� pro extrakci protein�

z povrchových struktur spory (viz kapitola 3.15.). Nejlépe se osv�d�ilo nap�tí 200 V po 

dobu 4 hodin. B�hem elektroeluce docházelo k ubývání pufru z malé jamky elektroforetické 

vany, v níž je koncentrován eluát. Proto musel být dopl�ován do této jamky pufr tak, aby 

nedocházelo ke zm�nám v pr�chodu elektrického proudu. Následkem zah�ívání docházelo 

rovn�ž  k deformacím agarózového gelu (závislé na teplot� v laborato�i), což však nem�lo 

vliv na výsledek. Eluát nebyl v žádném p�ípad� kontaminován sporami.   

 Výsledky elektroeluce p�i 200 V po 4 hodiny ukazuje obrázek 31. Ve srovnání 

s výsledky extrakce chemickou cestou lze pozorovat úbytek n�kterých protein� v oblasti 60 

– 80 kDa, avšak rámcový profil protein� z�stává shodný (srovnej obr. 29 a 30). Zymografie 

(viz obr. 31) však ukázala excelentní schopnost elektroeluce extrahovat povrchové proteázy 

ze spor (100 μl vzorku extrahováno z 108 spor). Obrázek 31 rovn�ž poukazuje na zajímavou 
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shodu mezi proteázami extrahovanými ze spor a proteázami sekretovanými vegetativními 

formami P. larvae do MYPGP média. 42 a 40kDa proteázy se velikostn� shodují.  

Obr. 31. Výsledky elektroeluce povrchových protein� proteinového plášt� spory. 1 – SDS-

PAGE analýza elektroeluátu - 10% polyakrylamidový gel, 2,3 – zymografie - 10% 

polyakrylamydový gel + 0,2% želatina. 2 – vzorek povrchových protein� spor, 3 – sekre�ní 

produkt P. larvae BRD 205 01 po 5denní kultivaci v MYPGP médiu (pro srovnání). 

4.8. Germinace spor zbavených plášt�

 Po kultivaci inokula stejné kvantity spor zbavených plášt� všemi výše zmín�nými 

metodami bylo zjišt�no, že schopnost germinace spor zbavených plášt� z�stává shodná se 

schopností germinace spor neošet�ených. 

  

4.9. Srovnání proteolytické aktivity proteáz izolovaných z povrchových struktur spor u 

r�zných kmen� P. larvae

 Spory všech deponovaných kmen� P. larvae byly zpracovány metodou elektroeluce 

(metodika viz 3.15.) a výsledné vzorky zpracovány zymografií (metodika viz 3.3.). Z obr. 

32 jsou patrné 3 profily, které byly u r�zných kmen� P. larvae detekovány. Profil A 

obsahuje pouze proteázy velikosti 40 a 42 kDa. U profilu B je ješt� p�ítomná proteolytická 

aktivita v �ele elektroforézy, u níž nebylo možné stanovit molekulovou hmotnost. Jedná se o 
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molekulu menší 10ti kDa. U profilu C je navíc patrná aktivita v oblasti 56 kDa. Tabulka V. 

ukazuje profily proteáz u jednotlivých izolát� P. larvae. Z tabulky V. vyplývá, že profil C je 

nej�ast�jší kombinací proteáz u námi deponovaných izolát� P. larvae (15/31). Profil B 

vykazuje celkem 10 izolát�. Profil A je zastoupen nejmén�, a to u pouhých šesti izolát�

z 31.   

 Analýza SDS-PAGE (kapitola 3.2.) neukázala žádné diference mezi jednotlivými 

kmeny. Všechny profily se shodovaly s profilem zobrazeným na obrázku 31. 

Obr. 32. Profily proteáz izolovaných z povrchu spor r�zných kmen� P. larvae. Zymografie 

– 15% polyakrylamidový gel + 0,2% želatina. 

�íslo 
izolátu 

Profil �íslo 
izolátu 

Profil �íslo 
izolátu 

Profil �íslo 
izolátu 

Profil 

BRD 205 01 A BRD 205 12 A BRD 205 20 B BRD 205 28 C
BRD 205 02 C BRD 205 13 A BRD 205 21 A BRD 205 29 C
BRD 205 04 C BRD 205 14 C BRD 205 22 C BRD 205 31 C
BRD 205 06 C BRD 205 15 C BRD 205 23 C BRD 205 33 B
BRD 205 07 B BRD 205 16 C BRD 205 24 C BRD 205 34 A
BRD 205 08 C BRD 205 17 B BRD 205 25 C BRD 205 35 C
BRD 205 10 B BRD 205 18 B BRD 205 26 B BRD 205 36 B
BRD 205 11 B BRD 205 19 B BRD 205 27 A     

Tab. V. Profil proteáz izolovaných ze spor u r�zných izolát� P. larvae. Vyšet�ováno 

zymografií 10% polyakrylamidový gel s 0,2 % želatiny. Profil A,B,C – viz obr. 32 
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4.10. Biochemické vlastnosti proteáz vázaných ve vn�jších strukturách spory 

 Pro biochemické analýzy (viz kapitola 3.14.) byl použit kmen BRD 205 02, který ve 

svém proteinovém plášti obsahoval všechny �ty�i detekované proteázy (viz tab. V). Dle 

analýzy zymografií bylo zjišt�no, že všechny viditelné pruhy mají shodné biochemické 

vlastnosti. Nejvhodn�jší pH pro inkubaci gel� bylo 7,0. Proteázy byly inhibovány pouze 

1,10-phenantrolinem, žádný z ostatních testovaných inhibitor�, ani EDTA v koncentraci 8 

mM, proteázy izolované z proteinového plášt� spory neinhibovaly. Reaktivace inhibice 

proteáz se nepoda�ila p�ídavkem žádného kovového iontu (testovány soli CaCl2, ZnSO4, 

CuSO4, MgCl2 a Fe2(SO4)3).   

4.11. Infek�ní pokusy  

4.11.1. Infek�ní pokus in vitro podle E. Genersch a kol. (2006) 

�tvrtý den od zahájení pokusu došlo k úhynu 50/53/60 % larev, v�etn� larev 

kontrolních skupin. Rozdíl úhynu mezi pozitivní a negativní kontrolou nebyl zaznamenán. 

Osmý den dosahovala mortalita u všech skupin 100 %. U žádné z larev potenciáln�

infikovaných suspenzí z p�íškvaru, suspenzí spor promytých destilovanou vodou, ani spor 

zbavených proteinového plášt� podle C.S. Hayese a P. Setlowa (1997), nebyl kultiva�n� ani 

mikroskopicky prokázán P. larvae.   

4.11.2. Infek�ní pokus v pokusném v�elstvu I. 

 V p�ípad� suspenze z p�íškvaru a promytých spor došlo p�i každém opakování 

pokusu b�hem 24 hodin od inokulace k odstran�ní více než 92 % larvi�ek. U vegetativních 

forem a spor zbavených plášt� bylo odstra�ování larvi�ek v�elami nižší, avšak dosahovalo 

v pr�m�ru 54 %. B�hem trojnásobného opakování pokusu se poda�ilo infikovat pouze 

jedinou larvu suspenzí z p�íškvaru. Ostatní larvy byly odstran�ny v�elami bez pozorování 

klinické manifestace moru v�elího plodu. 

4.11.3. Infek�ní pokus v pokusném v�elstvu II. 

 P�i tomto testu se poda�ilo infikovat larvy v pokusném v�elstvu krmené sm�sí do níž 

byla p�idána suspenze z p�íškvar� a rovn�ž larvy v pokusném v�elstvu krmeném sm�sí se 

suspenzí spor zbavených plášt� podle C.S. Hayese a P. Setlowa (1997). Mor v�elího plodu 

byl u larev prokázán podle klinických p�íznak� a mikrobiologickým pr�kazem P. larvae. 
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5. Diskuze 
5.1. Kultivace v MYPGP bujónu 

 Výsledky analýzy sekretovaných protein� dokazují, že P. larvae sekretuje b�hem 

svého r�stu velké množství protein�. Ty mohou hrát významnou roli v patogenezi moru 

v�elího plodu, avšak jejich význam ani bližší charakterizace nebyla dosud nikdy popsána. 

 Lýza bun�k bez zjevné sporulace ve v�tšin� sporula�ních médií zásadn� komplikuje 

výzkum látek, jež jsou uvol�ovány sporulujícími bu�kami. My jsme p�edpokládali, že tato 

lytická aktivita m�že být zp�sobena aktivitou látek podobných lysozymu, které by mohl P. 

larvae produkovat a proti nimž by mohl b�hem r�stu in vitro ztrácet odolnost. Dále pak jako 

následek vysoké koncentrace metabolit�, jenž zp�sobí úhyn vegetativních forem, a 

v neposlední �ad� jako d�sledek indukce temperovaného bakteriofága. Práv� lysogenie byla 

pozorována u v�tšiny izolát� P. larvae a bylo popsáno n�kolik druh� bakteriofág�

napadajících tuto bakterii (Drobníková a Ludvík, 1982; Benada a kol., 1984; Dingman a kol. 

1984; Campana a kol., 1991).  

 Temperovaný bakteriofág m�že být indukován prost�ednictvím poškození bun��né 

DNA a r�znými stresovými faktory (Benada a kol., 1984). K jeho indukci u P. larvae byla 

nej�ast�ji používána cis-platina a její deriváty a expozice ultrafialovému zá�ení (Drobníková 

a Ludvík, 1982; Benada a kol., 1984; Drobníková a kol., 1988). Mezi stresové faktory, 

zp�sobující indukci je možné �adit i pokles pH média a akumulaci metabolit�. Prudký 

pokles pH média b�hem exponenciální fáze r�stu P. larvae byl pozorován již d�íve G. St. 

Julianem a L. A. Bullou (1971), kte�í tento jev p�isoudili akumulaci organických kyselin 

v médiu jako d�sledku metabolismu glukózy. Oba auto�i však lýzu kultury nepozorovali, 

což m�že být zp�sobeno odlišným kultiva�ním médiem.  

Naše výsledky prokázaly, že p�í�inou lýzy kultury je práv� indukce temperovaného 

bakteriofága. K té dochází následkem poklesu pH a akumulací metabolit� v médiu. Jak bylo 

ukázáno, ani jedna z podmínek není sama o sob� podmínkou posta�ující. Proto by bylo 

v budoucnu vhodné studovat proces indukce bakteriofága na tomto modelu detailn�, a to 

studiem signálních drah, které nejspíše vyústí v autoproteolytickou destrukci represoru 

temperovaného bakteriofága a tím ke spušt�ní lytické fáze r�stu, jak bylo popsáno u jiných 

bakterií a jejich temperovaných bakteriofág� (Koudelka a kol., 2004).  

 Námi nalezený bakteriofág byl identifikován podle morfologických vlastností 

jako BLA (Drobníková a Ludvík, 1982), resp. PBL1 (Dingman a kol., 1984). Jeho bližší 

charakterizace nebyla možná, nebo� sekvence DNA žádného z popsaných bakteriofág� P. 
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larvae není dosud známa. Vzhledem k tomu, že ve vzorcích p�evažoval výskyt bakteriofág�

bez DNA, nemohla být provedena kvantifikace fágových partikulí metodou PFU. 

 Z výše uvedených d�vod� je nutné postupovat opatrn� p�i interpretaci výsledk�

sekre�ních produkt� získaných in vitro v pozdních fázích r�stu, nebo� ty mohou obsahovat 

produkty kódované fágovou DNA.    

N�kdy bývá zmi�ována antibiotická aktivita sekre�ních produkt� P. larvae. Ta je 

zd�vod�ována tím, že se vždy v p�íškvaru nachází pouze �istá kultura P. larvae

(Drobníková, 1983). V dostupné literatu�e však nelze najít žádný d�kaz, který by 

antimikrobiální aktivitu produkt� této bakterie prokazoval. Naše testy, zabývající se 

lytickou aktivitou sekre�ních produkt� P. larvae, žádné látky 

s baktericidními/bakteriostatickými ú�inky neprokázaly. Naopak p�i pokusech docházelo 

k nár�stu testovaných bakteriálních kultur. Lytická aktivita vzork� odebraných z lyzující 

kultury nem�la žádný vliv na tentýž kmen P. larvae, i když pH pufru bylo v oblasti, kdy 

kultura lyzovala. Tím byl potvrzen výše diskutovaný výsledek, že pokles pH není 

posta�ující podmínkou lýzy kultury. Rovn�ž byla potvrzena indukce temperovaného 

bakteriofága, jako kauzální p�í�ina tohoto jevu, nebo� lysogenní kmeny bakterií se obvykle 

vyzna�ují rezistencí k superinfekci tímtéž bakteriofágem (Prescott a kol., 1996).  

 V souvislosti s nenalezením látek s antibiotickou aktivitou je však pravda, že tato 

aktivita se u sporulujících gram pozitivních aerobních ty�inek obvykle objevuje až v dob�

sporulace (Silo-Suh a kol., 1994), proto by námi provád�nou metodikou nemusela být 

zaznamenána. Ovšem p�i kultivaci P. larvae na r�zných agarech dochází �asto k p�er�stání 

sporulující kultury zástupci gram negativních i gram pozitivních bakterií a hub (�etná 

pozorování autora nedokumentovaná ve výsledcích).     

  

5.2. Srovnání proteolytické aktivity sekretovaných produkt� u r�zných kmen� P. 

larvae 

Výsledky srovnání izolát� po 6denní kultivaci v MYPGP médiu ukazují na velkou 

variabilitu sekre�ní aktivity r�zných kmen� P. larvae.  

P�i srovnání proteolytické aktivity sekre�ních produkt� byly zjišt�ny dva odlišné 

profily sekretovaných protein� a dva profily sekretovaných proteáz. Profily sekretovaných 

protein� se lišily pouze v n�kolika detekovatelných pruzích v oblasti malých a velkých 

molekulových hmotností. Profil proteáz se lišil pouze p�ítomností 98kDa proteázy v profilu 

námi ozna�eném jako „b“. Tyto výsledky ukazují nevelké rozdíly mezi jednotlivými kmeny 
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P. larvae. Je ale pravdou, že n�které proteiny, které mohou být esenciální v patogenezi 

moru v�elího plodu, nemusí být metodou SDS-PAGE v�bec detekovány. V tom p�ípad� by 

se mohly jednotlivé izoláty lišit podstatn�ji. Z pokusu je zárove� patrné, že 98kDa proteáza 

není p�i metod� SDS-PAGE reprezentována žádným pruhem.  

 V každém p�ípad� by bylo vhodné srovnat virulenci jednotlivých kmen� s ohledem 

na profil sekre�ních produkt� in vitro.  Je však z�ejmé, že žádná ze zjišt�ných kombinací 

nereprezentuje nepatogenní kmen, nebo� izoláty z p�íškvar�, tj. izoláty signifikantn�

patogenní, vykazovaly všechny kombinace krom� kombinace „Ba“, která nebyla zjišt�na u 

žádného z testovaných kmen�. 

5.3. Stabilita sekretovaných proteáz 

 Zjišt�né údaje o stabilit� proteáz dokazují, že se jedná o proteázy relativn� velmi 

stabilní. I když N.G. Patel a T.A. Gochnauer (1972) a B.N. Dancer a P. Chantawannakul 

(1997) použili odlišný materiál, i oni zjistili dobrou teplotní stabilitu proteáz P. larvae. 

Otázkou z�stává p�vod t�chto proteáz z hlediska evoluce mikroorganismu. Fyziologická 

teplota ve v�elstvu bývá obvykle okolo 35 °C v dob�, kdy v�ely plodují (Veselý a kol., 

2003). K jejímu p�ekro�ení dochází z�ídka a m�že se projevit patologickými stavy v�elího 

plodu, až kolapsem v�elstva (Hrabák, 2006). Je z�ejmé, že vegetativní formy P. larvae 

nejsou exponovány vysokým teplotám, proto tedy nelze p�edpokládat ani selek�ní tlak na 

vysoké pH optimum a teplotní stabilitu proteáz.    

 Degradaci proteáz v �ase a nár�st aktivity 56 kDa proteázy, která m�že vznikat 

št�pením z 87/74 kDa proteáz, ukázal již autor ve své diplomové práci (Hrabák, 2004a; 

Hrabák a Martínek, 2006). 

  

5.4. Purifika�ní postupy pro izolaci sekretovaných proteáz P. larvae  

 Na základ� analýzy sekretovaných produkt� P. larvae b�hem r�stu v tekutém 

MYPGP médiu, byla jako výchozí materiál pro purifikaci použita 24 hodinová kultura 

v MYPGP médiu.  

 V naší práci jsme se dále zam��ili na purifikaci vysokomolekulárních proteáz. 

Z analýzy sekretovaných produkt� se jako nejvhodn�jší vstupní vzorek pro zpracování jeví 

24 hodinová kultura v klasickém MYPGP médiu. Ta již vykazuje aktivitu 87 a 74kDa 

proteázy, která se v �ase m�ní pouze nepatrn�. Ve vzorku je rovn�ž p�ítomné malé množství 

balastních protein�.  
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5.4.1. Afinitní chromatografie 

 Metoda afinitní chromatografie na bis-carboxymethyl amino agaróze sice p�inesla 

o�ekávané výsledky ve smyslu purifikace jediného proteinu ze vzorku. Ve stejné oblasti 

byla rovn�ž patrná proteolytická aktivita, avšak intenzita proteolytického pruhu p�i 

zymografii byla velmi slabá. Úsp�ch nep�ineslo ani následné zahušt�ní ultrafiltrací. Na 

základ� zmín�ných výsledk� lze konstatovat, že afinitní chromatografie na bis-

carboxymethyl amino agaróze je sice ú�innou, avšak nevhodnou metodou purifikace proteáz 

sekretovaných P. larvae do MYPGP média. 

5.4.2. Purifikace na DEA celulóze s p�edchozí inkubací nanášeného vzorku p�i pokojové 

teplot�

 St�žejním p�i purifikaci se ukázala inkubace vzorku p�i pokojové teplot� po dobu 

min. 18 hodin. Po této dob� dochází k proteolytické destrukci v�tšiny protein� p�ítomných 

ve vzorku. B�hem tohoto procesu lze zjistit nár�st intenzity pruhu v �ele elektroforézy, ale 

proteinový profil se, krom� slábnutí pruh�, nem�ní. Z toho lze usuzovat na p�ítomnost 

proteázy s exopeptidázovým charakterem, nikoliv však endoproteázy. Aktivita proteáz se 

b�hem inkubace z�eteln� nem�ní.  

 Takto p�edp�ipravený vzorek sta�í již zbavit nízkomolekulárních složek použitím 

molekulárního síta, kdy dojde zárove� k p�evedení do vhodného pufru. Po aplikaci na 

kolonu s nosi�em pro iontovou vým�nu nedochází k ucpávání kolony nízkomolekulárními 

složkami a celý proces chromatografie poskytuje mnohem lepší výsledky (viz obr. 22, 23). 

Dochází zárove� ke koncentraci protein�, takže již není pot�eba purifika�ní postup ni�ím 

dopl�ovat.  

 Z obrázku 23 je rovn�ž patrná neo�ekávaná purifikace nízkomolekulárních složek. 

Ty nebyly v nanášce v�bec detekovány. Lze usuzovat, že k tomuto jevu došlo bu	 díky 

zahušt�ní vzorku, nebo posttransla�ní úpravou prekurzoru v aktivní formu enzymu. 

K aktivaci m�že dojít b�hem purifikace z dosud neznámých d�vod�. Lze tak�ka vylou�it, že 

by tato aktivace mohla být zp�sobena pouhým proteolytickým št�pením n�kterou 

z detekovaných proteáz nebo autokatalytickou reakcí, nebo� ke zvýšení aktivity 

nízkomolekulárních proteáz nikdy nedocházelo p�i pouhé inkubaci vzorku p�i r�zných 

teplotách. 

  Výsledný vzorek po provedené purifikaci obsahuje pouze jediný pruh p�i SDS-

PAGE analýze v oblasti 74 kDa. Ten sice není p�íliš silný, což zna�í nízkou koncentraci 



Jaroslav Hrabák  Dizerta�ní práce 

77

proteázy, potvrzenou i stanovením koncentrace protein� ve vzorku, avšak p�i zymografii 

byla zjišt�na vysoká aktivita purifikované proteázy. Na základ� tohoto výsledku lze 

konstatovat, že p�i purifikaci došlo k vy�išt�ní hledané proteázy na 99 % (Hooper, 1999; 

Bauer a Stubbs, 1999). U frakcí s detekovanou aktivitou 40,42 kDa nebyl p�i SDS-PAGE 

analýze detekován žádný pruh ani po deseti násobném zahušt�ní vzorku ultrafiltrací, což 

ukazuje na vysokou aktivitu t�chto molekul. 

 Dosažené výsledky rovn�ž ukazují, že proteázy ve vstupním vzorku nejsou p�i SDS-

PAGE analýze a detekci protein� st�íbrem reprezentovány žádným pruhem. Tato skute�nost 

dokazuje jak zmi�ovanou vysokou aktivitu, tak zárove� vysokou senzitivitu zymografie.  

 A� byla testována celá �ada purifika�ních postup� a jejich kombinací, ukázal se výše 

zmín�ný postup s inkubací vzorku p�i pokojové teplot� jako nejefektivn�jší. 

5.5. Št�pení BSA/kaseinu 

 Výsledky št�pení BSA lze srovnávat s prací N.G. Patela a T.A. Gochnauera (1972), 

kte�í použili ovalbumin k detekci proteolytické aktivity extraktu z p�íškvar� a 

intracelulárních proteáz vegetativních forem P. larvae. V jejich p�ípad� byl albumin št�pen. 

�áste�ný neúsp�ch p�i našem pokusu m�že spo�ívat v nízké citlivosti spektrofotometrické 

metody, pop�ípad� v odlišnosti druhu použitého albuminu. 

 Negativní výsledky št�pení kaseinu jsou v rozporu s pracemi N.G. Patela a T.A. 

Gochnauera (1972) a B.N. Dancera a P. Chantawannakula (1997), kte�í št�pení kaseinu u 

produkt� P. larvae detekovali a dokonce byli schopni p�i použití azokaseinu zm��it základní 

kinetická data. Ani jeden z námi použitých druh� kaseinu nebyl proteázami št�pen 

(produkty firmy Sigma, Difco a Imuna) i p�esto, že byly testovány metodiky z obou 

citovaných prací.  

 Náš výsledek je rovn�ž v korelaci s d�ív�jšími zjišt�ními autora této práce 

(nepublikovaná data), který zjistil rozpory v uvád�ném srážení mléka proteázami P. larvae. 

I p�es použití r�zných druh� odst�ed�ného mléka, v�etn� odst�ed�ného �erstv� nadojeného 

mléka, nedošlo po p�idání vzorku P. larvae k jeho sražení ani peptonizaci, jak je uvád�no 

n�kterými autory (Holst a Stuertevant, 1940; Drobníková, 1983; Carpana a kol., 1995). 

5.6. Sporulace na MYPGP a HCBB agaru 

 Sporulace P. larvae na um�lých živných médiích je problematická. Schopnost 

sporulace na MYPGP agaru je dána p�vodem surovin k p�íprav� média. V p�ípad� použití 
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Mueller-Hintonova bujónu od firmy HiMedia jsme v naší laborato�i nezaznamenali žádný 

náznak sporulace u deponovaných kmen� P. larvae. Úsp�chu bylo dosaženo až p�i použití 

této složky od firmy Difco. To potvrzuje tvrzení D.W. Dingmana a D.P. Stahlyho (1983), že 

Mueller-Hinton�v bujón m�že být inhibitorem sporulace. Respektive lze tento výsledek 

zp�esnit tvrzením, že Mueller-Hinton�v bujón m�že obsahovat komponenty, které jsou 

inhibitorem sporulace. D.W. Dingman a D.P. Stahly (1983) tvrdí, že pro sporulaci je nutná 

p�ítomnost glukózy, pyruvátu a kvasni�ného extraktu. V námi navrženém HCBB agaru není 

žádná z t�chto složek implicitn� p�ítomna a ke sporulaci na tomto médiu dochází. Jako zdroj 

bílkovin je zde p�ítomen hemoglobin. Látky produkované b�hem r�stu P. larvae mohou být 

absorbovány aktivním uhlím, pro�ež nedochází k jejich akumulaci v médiu. To m�že mít 

p�íznivý vliv na vitalitu a sporulaci mikroba. Jako zdroj r�stových faktor� obsahuje HCBB 

agar základ pro krevní agar. Jednou z jejích komponent je i agar, sloužící coby zpev�ující 

složka. 

 Rovn�ž zajímavý je fakt, že na HCBB agaru roste P. larvae v hladkých hlenovitých 

koloniích (forma S), kdežto na ostatních používaných médiích (MYPGP, krevní agar, 

�okoládový agar,…) ve form� R. Tento fakt je nutné vzít v úvahu v p�ípad�, že by se 

kultivace na HCBB agaru prosadila do diagnostické praxe.           

Obr. 33. V�elí bu�ky proražené díky vznikajícím plyn�m p�i infekci v�elích larev P. larvae 

I když je P. larvae fakultativn� anaerobním mikrobem schopným r�st i v anaerobní 

atmosfé�e bez p�ítomnosti kyslíku (St. Julian a Bulla, 1971; Hansen a Brodsgaard, 2001), 
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byla zjišt�na sporulace pouze za p�ítomnosti kyslíku. Lze tedy vyslovit hypotézu, že kyslík 

(aerobní respirace) je d�ležitým faktorem pro jeho sporulaci. Ta je potvrzena tím, že ke 

sporulaci nedocházelo v anaerobním kultiva�ních podmínkách. Podobnost by bylo možné 

hledat u ostatních gram pozitivních sporulujících ty�inek, jako nap�íklad u Bacillus 

anthracis. Zde bylo dokázáno, že k jeho sporulaci dochází ve striktn� aerobních 

podmínkách (Liu a kol., 2004), nap�íklad až po otev�ení t�la p�i pitv�. Jistou obdobu této 

situace by bylo teoreticky možné hledat i v patogenezi moru v�elího plodu. V ur�ité fázi 

onemocn�ní dochází k nár�stu tlaku plyn� uvnit� v�elí bu�ky a následnému protržení ví�ka 

bu�ky (viz obr. 33) (Hrabák, 2004b). Vznikající plyny jsou p�evážn� na bázi slou�enin síry 

(Tit�ra a kol., 2003) a mohou tedy v bu�ce snižovat oxido-reduk�ní potenciál. Po jejich 

uvoln�ní dochází k odv�trání bu�ky a tím k vytvo�ení striktn� aerobních podmínek 

pot�ebných pro sporulaci. Tuto hypotézu je pot�eba doplnit pokusem in vivo, který by byl 

náro�ný, nikoliv však nerealizovatelný. 

5.7. Extrakce proteáz z povrchových struktur spory

 V literatu�e je popsána �ada extrak�ních postup� k odstran�ní proteinového plášt�

spory (Driks, 1999). 

 Jako první extrak�ní �inidlo byl zvolen Triton X-100 (Bollag a Edelstein, 1991). P�i 

tomto postupu k extrakci proteáz sice došlo, avšak následná práce se vzorkem byla 

komplikovaná. Díky interakci s dodecylsulfátem sodným nebylo možné použít ani metodu 

SDS-PAGE, ani zymografii za p�ítomnosti SDS. Jedinou možnou metodou byla nativní 

elektroforéza. Ta však nep�ináší informace o molekulové hmotnosti, nebo� rychlost 

migrujících molekul je závislá nejen na velikosti, ale i na jejich náboji. Takto extrahovaný 

vzorek by se také obtížn� purifikoval.  

  Další metoda extrakce pomocí komplexního extrak�ního pufru (Hayes a Setlow, 

1997) se rovn�ž ukázala být nevhodnou. I když složky pufru bylo možné odstranit ze vzorku 

dialýzou, vedl tento postup k ireverzibilní inaktivaci proteolytické aktivity. Tento postup je 

spíše vhodný k získání spor zbavených plášt�, na což byl p�vodn� navržen (Hayes a Setlow, 

1997).  

Na základ� p�edchozích experiment� z naší laborato�e, kdy byly bu�ky z nichž m�ly 

být extrahovány povrchové proteiny, naneseny p�ímo do elektroforézy, bylo sestrojeno 

za�ízení pro velkokapacitní extrakci protein�. P�edpokládali jsme, že kortex spory je velice 
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odolný a k jeho rozrušení nedochází. Tato hypotéza byla potvrzena i p�i barvení spor, které 

se ve sv�telném mikroskopu jevily stejn� jako spory s plášt�m. 

 K zabrán�ní kontaktu eluovaného vzorku s elektrodou, byla jamka s tímto vzorkem 

odd�lena od elektrodového prostoru celofánovou membránou. Po optimalizaci podmínek 

elektroeluce se tato metoda ukázala být nejvhodn�jší k extrakci povrchových protein�

z plášt� spory. S takto získaným vzorkem lze pracovat bez jeho dalších úprav.  

 Elektroeluce povrchových protein� pomocí standardních elektroforetických systém�

umož�uje nanášku cca 20 μl vzorku (dle typu elektroforézy), kdežto námi zkonstruované 

za�ízení umož�uje zpracování až 1 ml vzorku. Optimální koncentrace spor ve vzorku se zdá 

být okolo 1×108 spor/ml. B�hem procesu elektroeluce dochází zárove� k odstran�ní 

nízkomolekulárních složek s elektrickým nábojem z výstupního vzorku. Tyto jsou 

odplavovány do prostoru elektrody. Vyplavování t�chto složek by bylo možné regulovat 

použitou membránou na za�ízení.  

 Výsledky dále ukázaly, že spory obsahují velké množství vysoce aktivních proteáz, 

jejichž pH optimum je podobné proteázám sekretovaným do média (zymografické gely byly 

inkubovány stejným zp�sobem jako p�i analýze sekre�ních produkt�). 

5.8. Germinace spor zbavených plášt�

 Naše výsledky zcela korespondují s pozorováními popsanými A. Driksem (1999) u 

druhu Bacillus subtilis. Proteinový pláš� není ani u bakterie P. larvae nutnou komponentou 

pot�ebnou pro germinaci a je pro sporu postradatelný.  

5.9. Srovnání proteolytické aktivity proteáz izolovaných z povrchových struktur spor u 

r�zných kmen� P. larvae 

 P�i srovnávání proteolytické aktivity proteáz izolovaných z plášt� spory lze �áste�n�

vycházet z práce B.N. Dancera a P. Chantawannakula (1997), kte�í srovnávali 

proteolytickou aktivitu vodných extrakt� z p�íškvar�. Tyto extrakty však nejsou 

standardními vzorky a mohou být kontaminovány proteiny a proteázami hostitele.  

 V p�ípad� našeho postupu se jedná o vzorky získané za p�ísn� standardizovaných 

podmínek, nekontaminované hostitelskými tkán�mi. Výsledky našich pokus� ukazují, že se 

ve sbírce deponovaných kmen� nachází t�i r�zné varianty podle zastoupení jednotlivých 

velikostí proteáz, stejn� jako v práci B.N. Dancera a P. Chantawannakula (1997). Ti však 

k analýze použili nativní elektroforézu, avšak stejn� jako oni, i my jsme zaznamenali ve 
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vzorcích �ty�i r�zné proteázy. Na základ� získaných údaj� je nepravd�podobné, že by 

výskyt pouze jediné z t�chto proteáz byl významným faktorem patogenity, nebo� všechny 

tyto profily byly zastoupeny u izolát� získaných z p�íškvar�, tj. izolát� signifikantn�

patogenních.     

5.10. Biochemické vlastnosti proteáz vázaných ve vn�jší struktu�e spory 

 Na základ� biochemických vlastností proteáz izolovaných z vn�jších struktur spory 

lze p�edpokládat, že se jedná o enzymy podobné s t�mi, které izolovali n�kte�í auto�i (Patel 

a Gochnauer, 1972; Dancer a Chantawannakul, 1997) z p�íškvar�. Vzhledem k tomu, že 

p�íškvar je v podstat� �istá sporová kultura, lze p�edpokládat, že k uvol�ování t�chto proteáz 

z plášt� spory dochází.  

5.11. Infek�ní pokusy 

 Dle literárních p�edpoklad� (Driks, 1999) není proteinový pláš� nutnou podmínkou 

germinace spor u sporulujících ty�inek. Vzhledem k tomu, že však tento pláš� obsahuje 

vysoce aktivní proteázy, p�edpokládali jsme jeho významnou úlohu ve virulenci P. larvae. 

Náš p�edpoklad byl umocn�n pozorováním u sporulujících mikrob� významných v humánní 

medicín�, p�edevším u Bacillus anthracis, kde se p�edpokládá, že jediným infek�ním 

stádiem jsou práv� spory, nikoliv vegetativní formy (Liu a kol., 2004). Obdobné pozorování 

u p�vodce moru v�elího plodu zdokumentoval i H.L.A. Tarr (1937), který uvádí, že 

peroráln� podávané vegetativní formy P. larvae nejsou pro v�elí larvy infek�ní. Naopak M. 

Haklová (osobní sd�lení, 2006) na základ� experiment� provád�ných ve Výzkumném 

ústavu v�ela�ském uvádí, že je možné v�elí larvi�ky peroráln� nakazit suspenzí 24 hodinové 

kultury P. larvae.  

 Naše pokusy ukázaly možnost nakazit v�elí larvy i sporami zbavenými vn�jšího 

proteinového plášt�, které již nevykazují jakoukoliv vn�jší proteolytickou aktivitu. Na 

základ� t�chto výsledk� lze jednozna�n� konstatovat, že proteázy vázané v proteinovém 

plášti spory nemají esenciální úlohu ve virulenci P. larvae a patogenezi moru v�elího plodu. 

Výsledky p�edchozích prací (Hrabák, 2004a; Hrabák a Martínek, 2006) ukazují, že proteázy 

podobné proteázám vázaným ve struktu�e spory jsou sekretovány až v pozd�jších fázích 

r�stu. Proto se lze domnívat, že tyto proteázy hrají pouze nutri�ní význam spo�ívající 

v kompletní destrukci tkání hostitele a p�i procesu sporulace jsou zakomponovány do 

proteinového plášt� spory.  
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 Nelze tedy usuzovat na schopnost proteinového plášt� spory být nositelem faktor�

patogenity u P. larvae. Spíše se bude jednat o strukturu chránící sporu p�ed vn�jšími vlivy 

(Driks, 1999). 

 Bez povšimnutí nem�že z�stat obtížnost nakažení v�elích larvi�ek morem v�elího 

plodu. Opomineme-li pokus in vitro, bylo v p�ípad� p�ímé inokulace infek�ní suspenze do 

bu�ky s larvi�kou zaznamenáno výborné �istící chování v�el, tj. v�ely kontaminované 

larvi�ky okamžit� odstranily bez klinické manifestace onemocn�ní a sporulace mikroba. To 

i p�esto, že pokusné v�elstvo bylo vystaveno stresovým podmínkám laboratorního chovu. 

Toto chování bylo zaznamenáno i p�i nízkých dávkách suspenze (1 μl) pipetovanými 

tenkými špi�kami (použity špi�ky pro nanášku vzorku na elektroforézu) tak, aby nedošlo 

k jakémukoliv kontaktu s larvi�kou. Úsp�chu bylo dosaženo pouze tehdy, bylo-li pokusné 

v�elstvo nakaženo potravou s vysokou koncentrací spor.   

 Ve v�ela�ské literatu�e se uvádí (Hrabák, 2004b) celá �ada okolností, p�i nichž m�že 

být mor v�elího plodu p�enesen, nap�íklad p�enos zavíje�em voskovým (Galleria 

mellonella), rozto�em Varroa destructor a v�ela�skými pom�ckami. Na základ� získaných 

zkušeností, v�domi si nebezpe�nosti této informace pro laickou v�ela�skou ve�ejnost, lze 

p�edpokládat, že hlavním mechanizmem p�enosu je loupež v�el v infikovaných v�elstvech 

(resp. donesení infikovaného medu obecn�) a ší�ení v�elími plásty s p�íškvary. Rizikovost 

ostatních hypotetických mechanizm� p�enosu by bylo nutné verifikovat vhodnými pokusy, 

nebo� v dostupné literatu�e nejsou o rizikovosti p�enosu moru v�elího plodu údaje.  
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6. Dosažené výsledky
B�hem práce se poda�ilo: 

- optimalizovat kultivaci P. larvae s ohledem na následnou purifikaci 

sekretovaných proteáz, 

- zjistit stabilitu sekretovaných proteáz, 

- nalézt vhodný postup pro purifikaci 87/74 a 42/40 kDa proteáz, 

- srovnat profily sekretovaných proteáz u 31 sbírkových kmen�, 

- navrhnout nové sporula�ní médium pro P. larvae, 

- nalézt vhodný extrak�ní postup pro proteázy vázané v proteinovém plášti spory, 

- provést základní biochemickou charakterizaci proteáz vázaných v proteinovém 

plášti spory, 

- prokázat, že proteázy vázané v proteinovém plášti spory nejsou esenciálním 

faktorem virulence P. larvae. 
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Použité zkratky 
Zkratka  Anglický ekvivalent   �eský ekvivalent/význam       

                                        (pokud je používáno) 

APS   amonium persulfate   persulfát amonný 

BLA        ozna�ení bakteriofága 

BSA   bovine serum albumin  bovinní serový albumin 

CFU   colony forming unit   jednotka tvo�ící kolonii (po�et  

živých bakterií) 

DEAE-cell.  diethylaminoethyl cellulose  diethylaminoethyl celulóza 

E64   L-trans-epoxysuccinyl-leucylamido 

-(4-guanido)butane 

DTT   dithiothreitol 

EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid etylendiamintetraoctová kyselina 

EGTA   ethylene glycol-bis(β-aminoethyl  

ether)N,N,N´,N´-tetraacetic acid 

HCBB        ozna�ení agaru 

HCl        kyselina chlorovodíková 

ME   mercaptoethanol   merkaptoethanol 

MYPGP       ozna�ení agaru 

NADH   nicotinamide adenine dinucleotide nikotin amid adenin dinukleotid 

    

PBL1        ozna�ení bakteriofága 

PFU   plaque forming unit   jenotka tvo�ící plaky (po�et  

živých bakteriofág�) 

PMSF   phenylmethysulfonylfluoride 

PVX    ozna�ení �okoládového agaru  

firmy Biomerieux 

SDS   sodiumdodecylsulfate   dodecylsulfát sodný 

SDS-PAGE  sodiumdodecylsulfate –   polyakrilamidová elektroforéza 

polyacrylamide gel electro-  za denaturujících podmínek 

phoresis    dodecylsulfátu sodného 
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Zkratka  Anglický ekvivalent   �eský ekvivalent/význam  

(pokud je používáno) 

TEMED  N,N,N´,N´-tetramethylene- 

ethylenediamine 

Tris   2-hydroximethyl-2-methyl-1,3- 

propanediol 

σx         rozptyl (statistická veli�ina) 
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