


Plvodce

je G+ fakultativhe anaerobni sporulujici
tycka, Spory. jSou VVSOCce rezistentni
(Destrukee prit 121°C po 8,6 min. v.medu

a az po 30 min. ve vosku) (Hansen a
Brodsgaard 1999).



Plvodce

Biochemické vlastnosti

Vetsina kmenul je katalaza -, roste v pritomnosti
0,001% lysozymu a 2% NaCl, rozklada zelatinu
a kasein, utilizuje D-glukozu, glycerol, D-
mMannozu, ribozu, D-trehalozu,
N-acetylglukesamin, hydrolyzuje eskulin, ostatnr
aktivity: jsou variabilni (Heyndrickx et al, 1996).

Produkee pyrazint (Bzdil, 2010).

Produkce enolazy’ (hydrolyza proteinu — faktor
patogenity (Antunez et al, 2010).




Plvodce

Genotypoyve Vliastnosti

\/ysoka genotypova variabilita prokazana PCR
fingerprintingem.
System ERIC 4’ genotypove skupiny. (I-1V).
System BOX 4 genotypove skupiny: (A-C, PLP).
System BOX A1R a MBO' REP1 prokazal 9 rtiznych
genotypovych podskupin.
Celkem znamo 18 ruznych genotypu



Diagnostika moru vceliho plodu

Klinicka prohlidka
Laboratorni vysetreni

Epizootologicka situace V. dane zemi nebo
lokalite



Diagnostika moru vceliho plodu

Klinicke vysetreni hodnoti:

silu  veelstva a jeho projevy: (15 — 60 tisic
delnic, 1 matka, 300 = 600 trubet).

intenzitu plodovani, rovnomernost
zakladenita kvalitu plodu.

celkovou Urovenia hygienu chovd.



Diagnostika moru vceliho plodu

Odber vzorkt k laboratornimu vysetreni
\Vceli' plasty. s plodem nebo zasobami
Med
Mel, vosk

Dalsi materialy (pyl, materi kase, stery z
prostredi, propolis, dospele vcely...).



Diagnostika moru vceliho plodu
Metody: vysetreni:

= 1) Nativni preparaty (fazova
mikreskopie).
= 2) Barvene preparaty (Gram, Schaefer —

Eulton acidorezistentni, Schaefer —
Eulton malachitova zelen):.



Diagnostika moru vceliho plodu

Jsou dobre kvantifikovatelng, Ize
Zpracoyavat Vetsi mnozstvi vzorku rutinne,
POresty 1ze snadno kenfirmovat a
archivovat.

Pudy byvaji obehacené glukozou,
thiaminem, kvasnicnym extraktem,
tryptonem, cysteinem. Selektivity je
dosazeno pridavkem kyseliny a

, prip.



Diagnostika moru vceliho plodu

Z pud! jsou pouzivany: napriklad: Kreviaf
agar se 7% ovcei krve (SBA), J-medium,
MYPGP agar, , MYPGP (NALPIA A a B),
MYPPN agar, BHI'agar (BHIA), MYP agar,
TMYGP agar, P. /arvae adar (PLA)...

Inkubace se provadi'obvykle aerobne

(mikroaerofilng) pri 34-37°C po dobu 2-9
dnr.
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Kultivace medu

Smiseni' 15g medu s 15ml dest. vody.
Inkubace pri 88-92°C po dobu' 5 minut.

Po ochlazeni kultivace 0,2ml na 1 KA a 3
MYPPIN.

Inkubace pri 35-37,5°C po dobu 7-9 dni.
Spocteni kolonii'a konfirmace ptivodce.
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Kultivace meli

Smiseni 1g meli, 8,5ml destilovane vody: a
0,5ml Tweenu 80'.

Inkubace 0,5 hodiny prit 70£2°C.

Preneseni 2-5ml ze dna zkumavky do
stejneho objemu destilovane vody.

Inkubace pril 90£2°C po dobu’ 10 minut.
Ochlazeni a kultivace 0,2ml na KA a MYPPN.
Inkubace ploten pri 37£1°C po 5-8' dnl.
Spocteni kolonil a konfirmace ptivodce.
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Diagnostika moru vceliho plodu

Biochemicke metody, (Pestré rady: cukry,
API system, BIOLOG system).

Molekularne biologicke: genotypove (PCR).

Molekularne biologicke fenotypove.
(Analyzal profilu’ metylovanych masnych
kyselin plynovou' chromatografii FAME,
MALDI TOF).

13



Diagnostika moru vceliho plodu

1) Imunologicke (ELISA, IDT, IE, Lateral
Flow: Device Testy) (De Graafi et al, 2006).

2) Molekularne biclogicke (Fenotypove,
genotypove — detekce puvoedce primo Vv
materialt) (Ryba et al, 2009), (Martinez et
al, 2010).

3) Cytochemicke a histochemicke metody
(Gregorc a Bowen, 1998).
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Diagnostika moru vceliho plodu

4) Elektronova mikroskopie (Gregorc a
Bowen, 1998).

5? Kombinovane metody, (FISH =
Fluorescence in situ hybridizace) Protilatky
znacene Indocarbocyaninema Fluorescein
izothiocyandtem se V. histologickem
preparatu vazi na prokaryotni 16S rRNA a
%Iéggyotm 18S rRNA sekvencr) (Yue et al,

6) Detekce pyrazint (Bzdil, 2010).
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Pocty vys. vzorkd medu na SVU
Olomouc v letech 2002-2011




Pocty vysetrenych vzorkid vosku a mell
na SVU Olomouc v letech 2002-2011




Prevalence P. larvae ve vzorcich medu
vysetrenych na SVU Olomouc v letech
2002-2011




Prevalence P. larvae ve vzorcich vosku a
meli vysetrenych na SVU Olomouc v

letech 2002-2011.




Porovnani prevalenci P. larvae v
ceskeém medu s literarnimi udaii.




Pocty novych a zdolanych ohnisek
MVP' v pohranicnich oblastech CR v
letech; 2008-201'1
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Pocty aktivnich ohnisek MVP v CR v
letech 2005-2010







P. larvae jako zoonoticke agens, ?

(Rieg et al, 2010).

V/Sichni' pacienti'i.v. narkemani, vek 20-35 [et.
Paralelne probihajicihepatitis B (I%) a hepatitis
C (5x).

Sympt.: Horecky: 37,8°C — 39,8°C, Unava,
somnolence malatnost X perltonltls 1%

anemie, 1x tachypnoe pllcnl selest, Ix krvaceni
7@ gliznic:

Infekce pravdepodebne zinj. Methadonu's
primesi: medu.
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P, larvae vegetativni bunka
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Molekularnl fenotypova di
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Molekularni fenotypova diagr
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Hmotnostni spektrum P. /arvae
CCM 5680 (MALDI)




Hmotnostni spektrum P. /arvae

CCM 38/ (MALDI)
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Pyraziny V. chromatogramu

T IC: Z1 7.1
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