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Vyšetření včel na vybrané onemocnění pomocí metody PCR 
  

Abstrakt 

Nosema ceranae je druh mikrosporidie, která působí negativně nejen na včelu 

medonosnou (Apis mellifera). Nejčastěji je přenášena koprofagií neboli pojídáním výkalů 

při naplnění výkalových vaků. Je to celosvětově rozšířený patogen, který je považován 

za jednu z příčin CCD (colony collaps disorder). Méně známá Crithidia mellificae patřící 

do třídy Trypanosomatidae působí podobně jako N. ceranae. Oba tyto patogeny napadají 

střeva včel medonosných, nakažené včely slábnou a včelstvo hyne.  

Cílem této bakalářské práce bylo praktické vyšetření vybraných vzorků včel ze včelnice 

Jihočeské univerzity fakulty zemědělské a technologické pomocí metody PCR.  

V teoretické části popisuji Nosemu ceranae a Crithidii mellificae a jejich vliv na včely 

medonosné. Dále je zmíněná i cesta přenosu těchto patogenů a také potenciální léčba 

nakažených včelstev. 

V praktické části, kterou jsem vykonávala v laboratoři na katedře rostlinné výroby 

Fakulty zemědělské a technologické, je detailně popsán postup izolace DNA, PCR a 

gelová elektroforéza.  V této části je také uvedeno vyhodnocení výsledků.  
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PCR testing for selected diseases of bees 
  

Abstrakt 

Nosema ceranae is a species of microsporidia that negatively affects Apis mellifera. It is 

most commonly transmitted by coprophagy, or eating faeces when filling faecal sacs. It 

is a worldwide pathogen that is considered to be one of the causes of CCD (colony 

collapse disorder). The lesser known Crithidia mellificae belongs to the class 

Trypanosomatidae, which acts similarly like N. ceranae. Both of these pathogens target 

the guts of honey bees. As a result, infected bees weaken and the colony dies.  

The aim of this bachelor thesis was the practical examination of selected Apis mellifera 

samples from the beehive of the University of South Bohemia Faculty of Agriculture and 

Technology using the PCR method.  

In the theoretical part I describe Nosema ceranae and Crithidii mellificae and their effect 

on honey bees. Furthermore, the route of transmission of these pathogens and the possible 

treatment of infected honey bee colonies are mentioned. 

In the practical part, which I did in the laboratory at the Department of Plant Production 

of the Faculty of Agriculture and Technology, the procedure of DNA isolation, PCR and 

gel electrophoresis is described in detail.  The evaluation of the results is also presented 

in this part. 
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1 Úvod 

Včelařství můžeme zařadit mezi nejstarší obory lidské činnosti. Zájem člověka o včely 

vzbudily včelí produkty, zejména med a vosk. Později se však ukázalo, že včely mají 

důležitou roli i při opylování rostlin. Tento proces je nezbytný k jejich reprodukci, které 

díky opylovací činnosti vytvářejí plody a semena a mnohé z nich jsou základ pro 

potravinový řetězec. Opylování také přispívá k větší rozmanitosti druhů rostlin, proto 

mají včely pozitivní vliv na ekonomiku a zemědělství. 

Včely se bohužel setkávají s mnoha hrozbami a dochází k jejich celkovému úbytku. Mezi 

hlavní příčiny patří biotické a abiotické faktory, ale zejména infekce a paraziti. Toto vše 

má negativní vliv na opylování rostlin a na celkovou ekosystémovou stabilitu.  

Tento důležitý hmyz má široké spektrum škůdců, převážně bakterie, viry, houby nebo 

parazity. Nosema ceranae je druh mikrosporidie (parazitická houba) rozšířená po celém 

světě. Méně známá Crithidia mellificae je jednobuněčný parazit schopný infikovat nejen 

včely. Oba tyto patogeny způsobují onemocnění trávicího traktu. Včely se infikují 

požitím kontaminované potravy nebo mohou být tyto patogeny zavlečeny do úlu již 

nakaženými včelami.  

V důsledku těchto nemocí včely hynou a včelstvo slábne. K zabránění úbytku včel je 

nutné provádět pravidelné kontroly včelstev. Podle konkrétní nákazové situace se zvyšuje 

význam dezinfekce úlů nebo plástů, tedy zničení choroboplodných zárodků.  
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2 Literární rešerše 

2.1 Včela medonosná  

Včela medonosná (Apis mellifera) patří do skupiny blanokřídlého hmyzu. Její původ sahá 

až do Afriky, odkud se rozšířila na Blízký východ a Evropu (Šefčík, 2014). 

Nyní se ve střední Evropě vyskytují stovky jiných druhů včel. Medonosné včely jsou 

společenský hmyz, kteří žijí ve společenství trvale. Ostatní druhy včel jsou nazývány 

poustevníky a označovány jako divoké včely (Liebig, 1998). 

2.2 Stavba těla včely 

Včela medonosná patří do skupiny členovců (Anthropoda), kteří mají tělo složené 

z chitinových článků, umožňující pohyb. Tělo se skládá ze 3 částí – hlava, hruď a 

zadeček. Původní článkování můžeme nalézt pouze na zadečku, na hlavě není vůbec 

rozlišitelné. Povrch těla tvoří chitinový krunýř tzv. vnější kostra. Vnitřní kostra je 

vyvinuta pouze částečně (Veselý a kol., 1985). 

 

Obr. č. 1: Tělo včely (Šefčík, 2014) 

2.2.1 Hlava 

S hrudí je spojena zúžením, které umožňuje pohyb (Šefčík, 2014). 
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Hlava je zploštělá ve směru podélné osy těla a její tvar je trojúhelníkový. Temeno (vertex) 

je horní část hlavy, kde jsou uložena tři jednoduchá očka a po bocích dvě oči složené. 

Složené oči jsou uložené do tvaru trojúhelníku směřující vrcholem dolů k tenké 

brázdičce, která se rozděluje a končí u kořene tykadel. Tykadla jsou umístěna v jamkách 

na čele včely. Na nich se nachází mnoho smyslových orgánů jako je čich nebo hmat 

(Veselý a kol., 1985). 

2.2.2 Hruď 

Hruď je hlavním nosičem pohybových orgánů, tomu nasvědčuje i to, že se hrudní články 

během vývoje utvořili tak, aby se zajistil efektivní pohyb (Veselý a kol., 1985). 

Včela má tři páry nohou sloužící k pohybu, čištění těla nebo ukládání pylu. Nohy jsou 

stejně jako tělo článkované (Šefčík, 2014). Mezi drápky na končetinách mají polštářky, 

umožňující včele lézt i po skle (Hanousek, 1991).   

Na bocích těla má dva páry blanitých křídel, které jsou pokryty jemnými chloupky. Křídla 

obsahují různě velké žilky, podle kterých se zjišťuje tzv. loketní index. Ten může pomoci 

při určení plemena včely (Šefčík, 2014). 

Za letu jsou křídla spojena háčky, které zapadají do žlábku na zadním okraji předního 

křídla (Veselý a kol., 1985). 

2.2.3 Zadeček  

V zadečku je uložena většina orgánů – část trávicího ústrojí, medný váček, část cévní a 

nervové soustavy, vyměšovací a pohlavní ústrojí, vzdušné vaky a vzdušnice, jedový 

váček a žihadlo. Díky stálému rozšiřování a smršťování zadečku je umožněno i dýchání 

(Veselý a kol., 1985). 

Článkovaný zadeček je rozdělen na dvě části – hřbetní (tergit) a břišní (sternit). Mezi 

těmito částmi se nachází svaly, které ovládají rozšiřování a smršťování zadečku (Veselý 

a kol., 1985).  

2.3 Trávicí soustava  

Trávicí ústrojí se skládá se tří částí: přední (stomadeum), žaludku (mesenteron) a zadní 

(proctoreum) (Veselý a kol., 1985).  
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Přední část začíná ústy (os), které se nachází mezi horním a dolním vnitřním pyskem 

(epipharynx a hypopharynx). Dále pokračuje hltanem (pharynx) a jícnem (oesophagus) 

(Veselý a kol., 1985). Trubicovitý jícen se na konci rozšiřuje na medný váček, ve kterém 

enzymatickým štěpením vzniká med (Snodgrass et al., 1984, pp. 90-150).  

Česlo (proventriculus) zajišťuje průchod potravy z medného váčku do žaludku, střední 

části trávicí soustavy. To zároveň brání zpětnému posunutí potravy ze žaludku do 

medného váčku. Všechny tři části trávicího ústrojí jsou k sobě napojeny pomocí chlopní. 

Napojení žaludku k přední části zajišťuje chlopeň valvula cardiaca a k zadní části 

chlopeň valvula pylorica (Veselý a kol., 1985). 

Pylorickou chlopní je s žaludkem spojeno tenké střevo, které už je součástí proctodea. 

Funkce tenkého střeva je rozdrolení nestrávených zbytků potravy, které se posouvají do 

konečníku (rectum). Konečník, často nazývaný jako výkalový vak, je poslední část 

trávicího ústrojí (Veselý a kol., 1985). Rectum slouží jako rezervoár nestrávených zbytků 

v zimních měsících, kdy se včela nemůže vyprazdňovat mimo úl. Konečník se tedy může 

rozšířit a pojmout velké množství výkalů. Vylučování odpadních látek z těla zajišťují 

Malpigické trubice (Snodgrass et al., 1984, pp. 90-150). 

2.3.1 Přirozená mikroflóra trávicí soustavy 

Střevní mikroflóra se podílí na růstu a vývoji včel a přispívá ke zdraví hostitele. Její 

funkce zahrnují trávení potravy, modulaci imunitního systému a obranu proti patogenům. 

Pokud jsou tyto funkce narušeny, může to mít dopad na schopnosti včel vyrovnat se 

s enviromentálními stresory, jako jsou paraziti (Jabal-Uriel et al., 2022).  

Mikroorganismy jsou všudypřítomné a nevyskytují se jen v trávicím traktu, ale mohou 

být přítomny například i na povrchu těla nebo v úlu. Nejpočetnější složkou mikroflóry 

zažívacího traktu jsou bakterie (Gilliam, 1997), z velké části omezené na zadní střevo. 

Menší počet bakterií se vyskytuje v předžaludku a středním střevě (Reyman, Moran, 

2018). U zdravých včel se gramnegativní a grampozitivní bakterie vyskytují ve stejném 

množství (Gilliam, 1997). Za základní střevní mikrobiom lze považovat bakterie 

Snodgrassella alvi a Gilliamella apicola. Druhy Lactobacillus a Bifidobacterium jsou 

všudypřítomné (Raymann, Moran, 2018). Zástupci gramnegativních bakterií jsou rody 

Acinetobacter nebo Erwinia (Drobníková, 1983). Z grampozitivních bakterií jsou 

zastoupeny rody Bacilus, Micrococcus (Inglis et al. 1993). Mnoho vzácnějších 
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bakteriálních druhů ve střevech včely medonosné představují oportunní organismy 

schopné invaze. Zahrnuje to druhy Enterobacteriaceae, Enterobacter, Klebsiella a 

Serratia (Raymann, Moran, 2018). 

V trávicím traktu včel se mohou objevit i plísně a kvasinky. Nejčastěji se vyskytující 

plísně jsou rody Penicillium a Aspergillus. Z kvasinek jsou to především rody Candida 

nebo Hansenula (Gilliam, 1997). 

Mnoho z těchto mikroorganismů jsou trvale přítomny u dospělých dělnic, zatímco jejich 

množství se může u jednotlivých včel lišit. Hluboký vliv na střevní mikroflóru má typ  

a množství živin (tj. pylu a nektaru), což může mít za následek změnu metabolické 

aktivity. Střevní mikroflóru mohou ovlivnit také špatné stravovací návyky nebo rozdíly 

v délce života včel (Kešnerová et al., 2020). 

2.4 Příčiny úbytku včelstev  

Mnoho včelařů se potýká s úbytky včelstev. Důvodem jsou především nemoci včel, které 

se rozšířili v důsledku jejich oslabené imunity. Úbytky včel z důvodu nemocí 

způsobenými různými patogeny není jediné, s čím se včelaři potýkají. Včela však může 

zemřít i přirozenou smrtí ve stáří nebo z jiných důvodů (Titěra, 2020). 

Kolaps včelstva je označován jako CCD – colony collapse disorder. Potencionální příčiny 

kolapsu včelstva jsou způsobeny parazity a patogeny, zvyšujícím se používáním pesticidů 

v zemědělství, podvýživou, ale i špatným hospodařením se včelami (Titěra, 2020), avšak 

podle Cornman et al., 2012 neexistuje žádný přímý důkaz, který by spojoval kolaps včel 

s potravními zdroji, protože včely ze zhroucených včelstev vykazovaly typickou tělesnou 

hmotnost, proteinové komplementy i zásoby lipidů. Včely také ovlivňuje globální 

oteplování. Zvyšující se teplota způsobuje aktivace opylovatelů dříve, než jsou dostupné 

zdroje potravy v podobě kvetoucích rostlin (Willmer, 2012). 

Existuje mnoho mikroorganismů, které negativně ovlivňují včely medonosné, od bakterií 

po viry, houby, trypanosomy. Je proto důležité dbát zvýšené opatrnosti a v případě 

sebemenšího náznaku podniknout první kroky k léčbě (Cornman et al., 2012). Ke vzniku 

nákazy (popř. rozšíření) nestačí pouze nakažení příslušným původcem onemocnění. Musí 

být splněny určité podmínky, aby se mohl původce nemoci vyvinout a rozmnožit. 

Uplatňují se různé faktory např. teplota a vlhkost, chov a rozmnožování a mnoho dalších 
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(Lampeitl, 1996). I přes splnění určitých podmínek, se zdá být pravděpodobné, že 

patogeny hrají významnou roli v CCD (Cornman et al., 2012). 

2.4.1 Úbytky včelstev z důvodu nemocí  

Abychom pochopili, co je příčinou úbytku včelstev, je důležité objasnit hlavní škůdce  

a nemoci s nimi spojené, které ovlivňují zdraví včel. Včely jsou postiženy řadou škůdců 

a nemocí, včetně roztočů, virů, bakterií, mikrosporidií a plísňových onemocnění. 

V důsledku zátěže infekčními chorobami a jejich původci mohou včelstva vykazovat 

výrazné oslabení a dokonce úhyn (Hristov et al., 2021). 

Včelu medonosnou napadají roztoči druhů Varroa destructor, Varroa jacobsoni nebo 

Tropilae clareae. Ektoparazitický roztoč Varroa destructor je rozšířený po celém světě a 

je považován za hlavní hrozbu včelařství (Rosenkranz et al., 2010). V současné době se 

V. destructor vyskytuje po celém světě s výjimkou Austrálie a některých severních území 

a odlehlých ostrovů (Hristov et al., 2021). 

Nejběžnějším a nejnebezpečnějším virem je virus deformovaných křídel (DWV). Tento 

jednovláknový RNA virus způsobuje vývojové deformace a předčasné stárnutí, což vede 

k vysokým ztrátám přezimujících včelstev (Ryabov et al., 2014). Dalšími běžnými viry 

včely medonosné jsou virus pomalé paralýzy včel (SBPV), virus akutní paralýzy včel 

(ABPV), virus černé královny (BQCV), virus jezera Sinaj (LSV) atd. Jejich rostoucí 

rozšíření je způsobeno všudypřítomným roztočem V. destructor, který slouží jako 

přenašeč (Mráz et al., 2021). 

Poměrně častou bakterií, která napadá včelí plod, je Paenibacillus larvae. Je to původce 

bakteriální nákazy moru včelího plodu (Hrabák, 2014). Spory této bakterie jsou velmi 

odolné, proto jediným opatřením zůstává spálení infikovaných úlů (Mráz et al., 2021). 

Významnými parazity jsou mikrosporidie (parazitické houby) Nosema apis a Nosema 

ceranae, které způsobují onemocnění trávicího traktu dospělých včel. Onemocnění 

nosemóza, způsobené těmito mikrosporidiemi, je v současné době považováno za jednu 

z hlavních příčin CCD v zimním období (Mráz et al., 2021). 

Crithidia mellificae a Lotmaria passim jsou nebezpeční parazitičtí prvoci z řádu 

Trypanosomatida. Byly považovány za neškodné, nyní se však ukazuje, že mohou být 
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příčinou ztráty včelstev, zejména při koinfekci Nosema caranae. Trypanosomatidy 

působí negativně na včelí střevní mikrobiom (Mráz et al., 2021). 

2.4.2 Nosema ceranae  

Nosema ceranae patří do skupiny mikrosporidií. Je to intracelulární parazit a šíří se mezi 

hostiteli ve formě spor (Fries, 2010). Rod Nosema infikuje hmyz, nejen včely medonosné, 

ale i čmeláky a bource morušové. Parazitují na dospělých včelách a jejich mikrosporidie 

napadají epiteliální buňky středního střeva (Hristov et al., 2021). 

2.4.2.1 Výskyt N. ceranae 

Byla objevena jako přirozená infekce včelstev Apis mellifera v roce 2005 ve Španělsku. 

Do této doby byla popsána jen u včely východní (Apis carana) v Číně (Titěra, 2017). 

Avšak podle Paxton et al. (2007) se N. ceranae vyskytovala v Evropě minimálně od roku 

1998, a to ve Finsku. Než byla objevena, byla N. apis považována za jediný faktor 

nosemózy pozorovatelný u včel medonosných. V současné době je N. ceranae nalézána 

v Evropě, Severní a Jižní Americe, severní Africe a Austrálii. V západní Evropě a 

Austrálii došlo k výraznému poklesu N. apis, tudíž má N. ceranae vyšší virulenci (Ozgor 

et Al., 2015). 

Zjistilo se, že klimatické podmínky ovlivňují míru infekce druhů Nosemy. V horkém 

podnebí Evropy i Severní Ameriky byla pozorována dominantnější míra infekce N. 

ceranae. Předpokládá se, že v mírném podnebí dochází k jejímu častějšímu šíření a 

zvyšuje se míra infekce s rostoucí teplotou (Ozgor et al., 2015). Proto se infekce N. 

ceranae objevují především v letních měsících (Runckel et al., 2011). 

V ČR je stav nosemózy včel monitorován. V roce 2011 bylo vyšetřeno 4010 včelstev 

z různých částí České republiky od různých chovatelů. Celkový výskyt a prevalence 

Nosema spp. je následující:  

Tabulka č. 1: Výskyt nosemózy v ČR v roce 2011 (Kampler et al., 2011)  

 

 

 

 Nosema spp. N. apis N. ceranae N. apis + N. ceranae 

N = 4010 2167 678 1134 356 

Prevalence  54,0 % 31,3 % 52,3 % 16,4 % 
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2.4.2.2 Vliv infekce na včely medonosné  

Infekce začíná požitím spor s jídlem nebo vodou. Spory do včelstva mohou být zaneseny 

infikovanými cizími včelami. Infekce se šíří koprofágií neboli pojídáním výkalů, které 

jsou během onemocnění sladké. Další šíření nosemózy je výměna matky. Ta může být 

infikovaná a svými výkaly může ohrozit ostatní včely (Titěra, 2017). Po požití se spory 

začnou vyvíjet v místě primární infekce a namnožení parazité se mohou rozšířit do 

různých tkání. Mimo středního střeva může infekce zasahovat do malpighických tubulů, 

hypofaryngeálních žláz nebo tukových tělísek (Chen, Huang, 2010). Výsledky studie 

Traver and Fell (2012) uvádí nízké hladiny N. ceranae i v břiše, hrudníku, hlavě a 

vaječnících. Nízké hladiny ve vaječnících by mohli ukazovat na vertikální přenos N. 

ceranae. Roberts et al. (2015) se zabývali tím, zda může být N. ceranae přenášena i 

sexuálně. Výsledky ukázali přítomnost spor ve spermatu samců a u královen uměle 

inseminovaných spermatem samců infikovaných Nosemou. Tato studie poskytuje důkaz, 

že N. ceranae se nemusí šířit pouze koprofagií a ukazuje na další cestu přenosu.  

Nejčastějšími příznaky onemocnění nosemóza jsou úplavice, plazení nebo mléčné 

zbarvení střeva (Chen, Huang, 2010). Při onemocnění byl u některých včel pozorován i 

zvětšený zadeček. Nakažené včely mají i bělavý zvětšený žaludek, který se trhá. U 

zdravých včel nacházíme žlutý a pevný žaludek (Titěra, 217). U nakažených včelstev 

však nemoc může probíhat i bezpříznakově (Chen, Huang, 2010). 

Sporogonie je disporoblastická. Živá zralá spora je ovocylindrická, rovná až mírně 

zakřivená a měří cca 4,7 x 2,7 μm (Fries et al., 1996). Na povrchu se nachází stěna 

z exospor, endospor a plazmatické membrány (Cali et al., 2017). Dále obsahují 

dvojjadernou cytoplazmu a pólové vlákno. Do nového hostitele se spory dostanou 

s potravou. V žaludku nebo ve střevě se aktivují a dochází k vystřelení dutého vlákna. To 

propíchne buněčnou stěnu a sporoplazma infikuje hostitelskou buňku. Po pomnožení spor 

buňka praská a uvolněné spory infikují další buňky v okolí nebo jsou vylučovány 

s výkaly. Ve stěně spor se nachází chitin, který podporuje odolnost ve vnějším prostředí 

(Titěra, 2017). 
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Obr. 2: Intracelulární životní cyklus N. ceranae: a) sporoplazma v hostitelské buňce jako 

kulovité tělísko; b) vyvine se ve vřetenovitý meront; c) začíná se dělit a vznikne párový 

meront; d) a e) páry merontů projdou několika koly buněčného dělení; f) oddělí se a 

vyvinou se v kulaté až oválné sporonty, které jsou kondenzované a vyznačují se zesílenou 

plazmatickou membránou (Gisder et al., 2011) 

V prvních dnech napadení dojde k porušení střevní bariéry včely. Napadené epiteliální 

buňky střeva ztrácejí plazmu a v žaludku se přestává tvořit tzv. peritrofická membrána 

(Titěra, 2017), což má za následek vznik dalších infekcí (Naree et al., 2021). N. ceranae 

napadá také epiteliální buňky žaludku. To způsobuje nesprávnou funkci žaludku a 

poruchu trávení potravy. Je napadena i aktivita genů imunitního systému, konkrétně je 

snížena tvorba abaecinu a vitellogeninu, což má vliv na dlouhověkost dělnic (Titěra, 

2017). Způsobuje také imunitní supresi, která usnadňuje mnohočetné koinfekce u včel 

medonosných. N. ceranae se vyvíjí v přímém kontaktu s cytoplazmou hostitelské buňky, 

což naznačuje, že parazit může vyžadovat externí dávku energie k reprodukci (Martín-

Hernández et al., 2011). 

Nosema ceranae, jako intracelulární parazit, způsobuje silný energetický stres, který je 

pravděpodobně způsoben samotným parazitem, který soutěží o živiny a zdroje energie, 

jako většina druhů mikrosporidií (Martín-Hernández et al., 2011). Využívá ATP z buněk 

k vlastní reprodukci (Williams et al., 2014). Infikované včely mají nižší hladiny bílkovin, 

což má za následek sníženou hypofarengeální žlázu a také změněné složení mastných 

kyselin v hemolymfě (Mayack, Naug, 2009). Infekce N. ceranae může obsadit velkou 

část středního střeva a mít vliv na fyziologii a imunitní reakce. Poruchy fyziologie 

infikovaného střeva mohou ovlivnit složení nestrávených zbytků potravy, které putují do 

zadního střeva a dále mohou měnit složení mikroflóry v této oblasti (Zhang et al., 2019). 

Kvůli narušení střevního mikrobiomu dochází k poruše schopnosti trávení a příjmu 
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potravy (Naree et al., 2021). Odumírající nebo již mrtvé buňky střevní výstelky 

vyvolávají špatnou absorpci živin ve středním střevě. To nakonec vede k předčasné smrti 

včel v důsledku hladovění (Martín-Hernández et al., 2011). V zimním období může také 

nedostatečné trávení přispívat k nadměrnému naplňování výkalových vaků včel, což 

vyvolá průjem. Nastává domino efekt, kdy infekce postihuje další včely, jenž se snaží 

uklidit kontaminované hnízdo (Titěra, 2017). 

Negativní vliv nosemózy na úrovni včelstva se týká produktivity, dlouhověkosti 

dospělých včel, odchovu včelího plodu, biochemie včel, sběru pylu a dalších projevů 

chování včel. N. ceranae je spojována s nemocnými včelstvy a uvažuje se o ni jako o 

potenciální příčině CCD (Hristov, 2021). Nakažená včelstva vykazují snížené počty 

dělnic, což vede k nízkému výnosu medu. N. ceranae totiž může negativně ovlivnit 

schopnost letu infikovaných včel shánějící med, a proto hodnota nektaru a pylu závisí na 

stavu včelstva (Botías et al., 2013). Vysoký podíl vajíček nakladených královnou včelstva 

trpícího nosemózou neprodukuje kukly. Populace včel se tedy začíná snižovat 

s rozšiřující se infekcí (Martín-Hernández et al., 2007). 

N. ceranae je vysoce patogenní pro Apis mellifera. Její úmrtnost je vázána na přítomnost 

autoinfekčních spor, které usnadňují rychlé dělení a invazi trávicí tkáně (Martín-

Hernández et al., 2007). 

2.4.2.3 Léčba 

K boji proti N. ceranae včelaři používají antibiotika fumagillin, který narušuje replikaci 

DNA tohoto parazita (Williams et al., 2008). V současné době není fumagillin v zemích 

EU registrován. Brání tomu pochybnosti o účinnosti a vedlejších účincích a problém 

potenciálních reziduí antibiotik (Titěra, 2017). 

Michalczyk et al. (2015) zkoumali účinnost tří přípravků na infikovaných včelách. Cílem 

této studie bylo vyhodnotit účinnost přípravků při kontrole infekcí způsobených Nosema 

spp. Analýzy ukázali, že Nozevit, Api Herb a ApiX snížili počet spor v průměru o 

31,15 %. Největší pokles byl zaznamenám u přípravků Nozevit a ApiX. Testovaná 

ošetření neměla negativní účinky na včelstvo.  

Bylo prokázáno, že suplementace proteiny, jako je propolis a pyl, zabraňuje klinickým 

příznakům infekce. Suplementace pylem zvyšuje transkripci genů souvisejících s expresí 
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vitellogeninu. Podávání extraktu propolisu snižuje hladiny spor N. ceranae u včel (Marín-

García et al., 2022). 

Klassen et al. (2021) zjišťovali vliv probiotik (eugenol, chitosan, naringenin) a 

komerčního probiotika Protexin na infekce N. ceranae. Ošetření eugenolem v cukrovém 

sirupu snižovalo počet spor u včel, pravděpodobně proto, že zesílil vnitřní vrstvy 

střevního traktu, což zvýšilo odolnost vůči střevním patogenům. Léčba Protexinem 

snížila počty spor a tím i infekci N. ceranae. V této studii bylo také zjištěno, že Protexin 

byl konzistentnější ve schopnosti kontrolovat infekci N. caranae než fumagillin. Léčba 

naringeninem v cukrovém sirupu podobně snížila počet spor. Snížené množství N. 

ceranae naringeninem by mohlo být způsobeno jeho protilátkovou aktivitou, která 

zvyšuje množství antioxidantů a snižuje hladiny prozánětlivých cytokinů. Naopak 

chitosan nebyl spojen s významným snížením počtu spor.  

Nechemická ošetření, jako je kyselina mravenčí, přírodní extrakt na bázi extraktu řepy a 

melasy a fenylsalicylát, neprokázali podle Marín-García et al. (2022) pozitivní vliv na 

kontrolu N. ceranae. Zato léčba kyselinou šťavelovou snížila počet spor v 8denním 

laboratorním experimentu a prevalence infekce se snížila.  

2.4.3 Crithidia mellificae 

V současnosti uznávaní jednobuněční parazité A. mellifera představují čtyři skupiny 

eukaryot: Amoebozoa, Chromalveolata, Excavata a Opisthokonta (Schwarz et al., 2015). 

Třída Kinetoplastea (bičivky), která patří do skupiny Excavata, zahrnuje čeleď 

Trypanosomatidae sestávající z několik desítek druhů, které zahrnují obligátní parazity, 

obratlovce a hostitelé rostlin (Dario et al., 2021). Kinetoplastea obsahují hmoty 

kinetoplastové DNA (kDNA) v prodloužených mitochondriích těchto buněk. kDNA 

poskytuje alternativní zdroj genetického materiálu. Gen cytochromu b kódovaný na 

kDNA, Cytb, je důležitým lokusem pro rozlišení genotypů v rámci některých druhů. 

Čeleď Trypanosomatidae byly kategorizovány podle šesti hlavních morfotypů na základě 

bičíkaté fáze vývoje. Nejvýraznější je to patrné u morfotypu promastigota, který byl 

popsán u několika rodů, ke kterým patří i Crithidia. Trypanosomatidy postupně získávají 

uznání jako dominantní skupina patogenů u evropských včel medonosných a obvykle 

jsou přiřazovány k jednomu již uznávanému druhu, Crithidia mellificae (Schwarz et al., 

2015). 



19 
 

2.4.3.1 Výskyt C. mellificae 

Z trypanosomatid patřících do Excavata je známo, že infikují A. mellifera již od roku 

1912, s ohledem na množství zpráv o jejich běžné a globální distribuci včetně Evropy, 

Afriky, Jižní Ameriky a Asie (Schwarz et al., 2015). Rod Crithidia byl poprvé popsán 

jako typ infikující komáry Anopheles maculipennis s Crithidia fasciculata. Kromě 

komárů byly popsány v různých skupinách hmyzu s celosvětovou distribucí, včetně včel 

z rodů Bombus a Apis, štěnic z rodů Leptopetalops a Largus a pestřenek z rodu Eristalis. 

Druhy C. mellificae a C. bombi jsou v přírodních podmínkách nejvíce studovanými 

druhy, protože jsou patogenní pro včely a čmeláky a představují ekonomické ztráty 

v zemědělství (Dario et al., 2021). 

C. mellificae byla poprvé popsána u australských včel v roce 1967. Během 60. a 70. let 

20. století byla považována za převládající u Apis mellifera. Později se zjistilo, že 

izolovaná nukleotidová sekvence označená jako C. mellificae, patřila ve skutečnosti 

novému druhu, Lotmaria passim, kvůli morfologii jejich buněk, které nelze se 100 % 

jistotou rozlišit (Stevanovic et al., 2016). 

Parazituje převážně na včelách, ale infikování tímto parazitem bylo pozorováno i u jiných 

bezobratlých hostitelů, jako je Vaspula squamosa (vosa), Osmia cornuta (sadová včela) 

nebo Haematopota griseicoxa (koňský hmyz) (Dario et al., 2021). 

Byla prokázáno, že C. mellificae je schopna růst a udržovat se při různých teplotách. 

Dokáže přežít i při teplotách vyšších než 27 °C. Je tedy termotolerantní vůči vysokým 

teplotám, což vysvětluje výskyt této trypanosomatidy u různých druhů hostitelů po celém 

světě (Dario et al., 2021). Sezónní výskyt parazita se zdá být výrazně nižší na jaře ve 

srovnání s létem a podzimem (Cersini et al., 2015). 

V roce 2021 byl publikován článek o screeningu patogenů včely medonosné v ČR a jejich 

prevalence v různých biotopech. Sledoval se výskyt pěti patogenů v městském biotopu. 

Nejčastějšími patogeny byly L. passim (72 %) a N. ceranae (64 %), na třetím místě C. 

mellificae (38 %).  
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Obr. č. 3: Porovnání podílu výskytu patogenů bez ohledu na stanoviště. Černé tečky 

představují průměr a chybové úsečky představují 95 % intervaly spolehlivosti. (Mráz et 

al., 2021)  

2.4.3.2 Vliv infekce na včely medonosné  

C. mellificae se může vyskytovat ve formě choanomastigotů nebo promastigotů. 

Promastigoti vykazují protáhlejší tvar buňky ve tvaru slzy s krátkým kaudálním 

(ocasním) prodloužením. Choanomastigoti jsou charakterističtí hlubokými, úzkými 

bočními rýhami a bičíkem vloženým do úzké přední kapsy, která sahá přibližně do 

poloviny délky buňky. Ten se skládá z axonémy s typickou strukturou mikrotubulů a 

kryptické paraflagelární tyčinky (Schwarz et al., 2015). Bičík je obklopen rezervoárem 

nebo bičíkovitou kapsou, ve které se vyskytují váčky (Buendía-Abad et al., 2022). Buňka 

choanomastigotů se pohybuje v průměru 6,62 μm na délku, u promastigotů je průměrná 

délka 7,44 μm (Schwarz et al., 2015). 

 

Obr. č. 4: Snímky Crithidia mellificae. Pohled na typické choanomastigoty s hlubokými, 

úzkými bočními rýhami a předním bodem vložení bičíku. (Schwarz et al., 2015)  
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C. mellificae kolonizuje zadní střevo (ileum a konečník). Parazit vykazuje větší 

tropismus pro ileum, ale může se vyskytovat i v konečníku. Přichycení trypanosomatid 

k zadnímu střevu včely je zprostředkováno bičíkovou strukturou, která se nazývá 

flagellopodium. Bičík kontaktuje střevní buňky prostřednictvím struktur podobných 

hemidesmozomům. Dojde k hlavní přestavbě bičíku v distální oblasti, kde haptomonády 

vytvářejí připevňovací polštářek, který se spojuje s epiteliálními buňkami 

prostřednictvím rozsáhlých výdutí na bázi bičíku. Povrch této struktury se zarovná a 

rozšíří přes hostitelské buňky, čímž se vytvoří bod kontaktu mezi trypanosomatidou a 

hostitelem. Spojení mezi bičíkovcem a zadním střevem včely mohou být ve vzdálenosti 

10-20 nm a mezeru mezi membránami vyplňují zabalená pole elektronových hustých 

vláken (Buendía-Abad et al., 2022). 

Trypanosomatidy se přenášejí cestou kontaminace, predace nebo koprofagie. 

Předpokládá se, že orální přenos je hlavní cestou infekce C. mellificae (Dario et al., 

2021). 

Výzkumy o patologických účincích C. mellificae ve střevech včel medonosných se liší. 

Gómez-Moracho et al. (2020) zjistili, že v porovnání s L. passim, která patří také mezi 

trypanosomatidy, dosahovala C. mellificae vyšší hustoty buněk. Zdá se, že 

suplementace heminem zvyšuje množení Crithidie. V této studii bylo také zjištěno, že 

C. mellificae a L. passim zkracují délku života infikovaných včel, což podporuje 

patogenní vliv těchto trypanosomatid. Podle výzkumu Strobl et al. (2019) nebyl zjištěn 

žádný významný účinek infekce C. mellificae na tělesnou hmotnost hostitele. Data 

z této studie ukazují významné snížení přežití ve srovnání s kontrolami. Ravoet et al. 

(2013) ve své studii potvrdil úmrtnost C. mellificae. Analýza prokázala velký účinek 

výskytu v létě na pozdější zimní ztráty, především s koinfekcí N. ceranae. Oproti tomu 

Higes et al. (2016) zjistili, že C. mellificae nemá patologický účinek na včely 

medonosné. V této studii také potvrdili to, že N. ceranae způsobuje vyšší mortalitu 

včelích dělnic bez ohledu na přítomnost C. mellificae.  

Patogenita C. mellificae na střevní mikrobiom není zcela jasná a dostupných informací 

je velice málo. C. mellificae ale parazituje v zadním střevě, kde pokrývá stěny střeva a 

tvoří koberce, které by mohly ohrozit absorpci metabolitů nebo tento proces blokovat. 

Alternativně by mohli haptomonádové buňky sekvestrovat molekuly a sloučeniny, buď 

přímo z lumen nebo ze střevních buněk včely. Oba tyto procesy by mohly generovat 
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nutriční deficit včely, což by mohlo zvýšit jejich úmrtnost. Přesto budou zapotřebí další 

studie k objasnění (Buendía-Abad et al., 2022). 

Molekulární dopady C. mellificae na včely medonosné včetně imunitních reakcí, ať už 

samotných nebo ve spojení s jinými mikroby, jsou neprozkoumané oblasti důležité pro 

pochopení dynamiky hostitel-patogen na zdraví včel (Schwarz and Evans, 2013). 

2.4.3.3 Léčba  

Léčba C. mellificae je stále velice málo prozkoumána, podobně jako její vliv na střevní 

mikrobiom včely medonosné. I přesto existuje pár studií, které se léčbou trapanosomatid 

zabývají. Podle výzkumu Palmer-Young et al. (2022) by mohli fytochemické bariéry 

omezit rozmanitost trypanosomatid, které infikují včely medonosné. Flavonoidy jsou 

jednou třídou antimikrobiálních sloučenin, které jsou všudypřítomné jak v nektaru, tak 

v pylu. Včely se dále vyznačují sbírkou rostlinných pryskyřic bohatých na sekundární 

metabolity (propolis), které často obsahují více než 20 % flavonoidů. 

Studie Alotaibi et al. (2019) se zabývala účinky propolisu. Propolis je pryskyřičná látka 

sbíraná včelami, obvykle z pupenů rostlin. Propolis téměř vždy vykazoval aktivitu proti 

prvokům, zejména z řádu Kinetoplastida. Antiprotozoální aktivita byla zajištěna u 

propolisu z Libye, Nigérie, Kamerunu, Saúdské Arábie a Brazílie. Zatím neexistuje žádný 

důkaz o tom, že by včely požívali propolis, ale protože k šíření protozoální infekce 

dochází prostřednictvím výkalů, potažení povrchů v úlu propolisem, by mohlo zabránit 

přenosu. Zůstává však nezodpovězenou otázkou, jak důležitý je propolis pro včely a jaký 

je jeho přesný mechanismus při zadržování infekcí v úlu.  
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3 Cíle práce 

Cílem této práce bylo vyšetřit vybraná včelstva chovaná na včelnici Fakulty zemědělské 

a technologické Jihočeské univerzity v Českých Budějovicích. Vyšetření bylo provedeno 

metodou PCR na vybraná onemocnění způsobené patogeny Nosema ceranae a Crithidia 

mellificae. Dalším úkolem bylo zjištěné výsledky porovnat se zimními úhyny těchto 

včelstev.  
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4 Materiál a metody 

4.1 Přehled vyšetřovaných vzorků  

Pro detekci patogenů bylo vyšetřeno 33 vzorků včel medonosných. Z každého včelstva 

bylo smeteno z rámku cca 50 dělnic, které byly usmrceny uložením do -20°C.  

Tabulka č. 2: Seznam vzorků (1)                        Tabulka č. 3: Seznam vzorků (2) 

 

 

 

4.2 Příprava vzorků  

Zmražené včely byly vyndány z mrazáku a rozdrceny v třecí misce s tloučkem. 

Následovala izolace DNA pomocí extrakčního pufru CTAB-PVP. 

4.3 Izolace DNA 

1. Včely byly rozdrceny a bylo přidáno 495 μl CTAB-PVP a 5 μl mercaptoethanolu 

(na jeden vzorek).  

2. Do sterilních, řádně označených, mikrocentrifugačních zkumavek byl 

přepipetován vzniklý roztok z třecích misek.  

3. Zkumavky byly inkubovány 10 minut při 65 °C, během inkubace byly zkumavky 

lehce promíchány.  

Číslo vzorku  

 

Datum odebrání  

1 14.11.2023 

2 14.11.2023 

3 14.11.2023 

4 14.11.2023 

5 14.11.2023 

7 14.11.2023 

8 14.11.2023 

9 14.11.2023 

10 14.11.2023 

11 14.11.2023 

14 14.11.2023 

15 14.11.2023 

16 14.11.2023 

22 14.11.2023 

25 14.11.2023 

26 21.11.2023 

27 21.11.2023 

28 21.11.2023 

29 21.11.2023 

Číslo vzorku  Datum odebrání  

26 14.2.2024 

27 14.2.2024 

28 14.2.2024 

29 14.2.2024 

1 16.2.2024 

2 16.2.2024 

3 16.2.2024 

4 16.2.2024 

5 16.2.2024 

7 16.2.2024 

8 16.2.2024 

9 16.2.2024 

10 16.2.2024 

25 16.2.2024 
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4. Po inkubaci proběhla centrifugace 5 minut na maximální rychlost při pokojové 

teplotě.  

5. K vzorkům bylo přidáno 500 μl chloroformu – IAA a 5 minut byly zkumavky se 

vzorky protřepávány.  

6. Následně proběhla znovu centrifugace 5 minut na maximální rychlost při 

pokojové teplotě.  

7. Po centrifugaci byla přepipetována vodná fáze do nových, označených zkumavek 

a bylo přidáno 2/3 objemu izopropanolu. Zkumavky byly 2 - 3x lehce promíchány.  

8. Zkumavky byly inkubovány na 10 minut v mrazáku (-20 °C).  

9. Zkumavky byly centrifugovány 5 minut při 4 °C na maximální rychlost. Po 

centrifugaci byl odstraněn supernatant.  

10. Bylo přidáno 1 ml ledového 70 % ethanolu a vzorky centrifugovány 5 minut na 

maximální rychlost při 4 °C. Znovu byl odstraněn supernatant. Suché zkumavky 

byly usušeny při 37 °C cca 30 minut.  

11. K usušeným vzorkům bylo přidáno 100 μl TE-pufru.  

12. Zkumavky s DNA byly uchovány při – 20 °C. 

4.4 Ověření kvality izolace DNA  

Měření kvality a koncentrace získané DNA bylo provedeno pomocí analyzátoru BioSpec-

nano, který funguje na principu spektrofotometrie, a počítačového softwaru.  
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Obr. č. 5 Analyzátor BioSpec-nano  

1. Před měřením byl do analyzátoru pipetován negativní (blank) vzorek na předem 

označené místo.  

2. V počítačovém softwaru byl spuštěn start.  

3. Po změření bylo místo, na které bylo pipetováno, automaticky otřeno hadříkem.  

4. Po blanku bylo pipetováno 1 μl izolované DNA na předem označené místo.  

5. V počítačovém softwaru byl spuštěn start. 

6. Po každém měření bylo označené místo automaticky otíráno hadříkem. 

7. Takto byla změřena kvalita u všech vzorků.  

8. Výsledné hodnoty byly změřeny a přeneseny do počítače. Soubor byl uložen ve 

formátu PDF.  

4.5 PCR 

Reakční směs pro metodu PCR byla namíchána z Master mixu, reverse primeru, forward 

primeru, PCR H2O a DNA. Před použitím byly složky reakce uchovány v lednici a 

namíchány pro každý vzorek následovně: 
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Tabulka č. 4 Reakční směs pro PCR  

Složky PCR μl 

Master mix 5 

Forward primer 0,25 

Reverse primer 0,25 

DNA 1 

PCR H2O 3,5 

 

V následujících tabulkách č. 5–8 jsou shrnuty sekvence a délky amplikonů pro jednotlivé 

primery použité v této práci.   

Tabulka č. 5 Sekvence původních primerů pro N. ceranae (Mráz et al., 2021) 

 

Tabulka č. 6 Sekvence původních primerů pro C. mellificae (Mráz et al., 2021) 

 

Tabulka č. 7 Sekvence nových primerů pro N. ceranae (Naudi et al., 2021) 

 

Tabulka č. 8 Sekvence nových primerů pro C. mellificae (Stevanovic et al., 2016)   

 

 

Typ primeru  Sekvence Délka amplikonu 

Forward 5´- CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3´ 218 bp 

Reverse  5´-CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG -3´  

Typ primeru  Sekvence Délka amplikonu  

Forward 5´-AGTTTGAGCTGTTGGATTTGTT -3´ 140 bp 

Reverse  5´-AACCTATTACAGGCACAGTTGC-3´  

Typ primeru  Sekvence Délka amplikonu  

Forward 5´-CGTTAAAGTAGATAAGATGTT-3´ 143 bp 

Reverse (uni) 5´-GACTTAGTAGCCGTCTCTC-3´  

Typ primeru  Sekvence Délka amplikonu  

Forward 5´-AGTtTGAgCtGTtGGaTTTgTt-3´ 160 bp 

Reverse  5´-AACCtATtACaGGcACaGTTGC -3´  
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Po napipetování reakční směsi do PCR stripů byly vzorky vloženy do termocycleru, kde 

byl použit amplifikační program podle použitých primerů pro N. ceranae a C. mellificae.  

Tabulka č. 9 Amplifikační program pro N. ceranae a C. mellificae (původní primery): 

 

Tabulka č. 10 Amplifikační program pro N. ceranae C. mellificae (nové primery): 

 

 

Obr. č. 6 Termocycler  

 

 

Krok  Počet cyklů Teplota Čas 

Počáteční denaturace 1 95 °C 02:00 

Denaturace  

35 

95 °C 00:30 

Annealing 55 °C 00:30 

Elongace 72 °C 00:59 

Finální elongace 1 72 °C 05:00 

Ochlazení  4 °C Bez limitu 

Krok  Počet cyklů Teplota Čas 

Počáteční denaturace 1 94 °C 00:45 

Denaturace  

35 

94 °C 00:45 

Annealing 55 °C 00:45 

Elongace 72 °C 01:00 

Finální elongace 1 72 °C 10:00 

Ochlazení  4 °C Bez limitu 
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4.6 Gelová elektroforéza 

Na zhotovení agarózového gelu bylo použito 115 ml TBE, 1,5 g agarózy a 4 μl Ethidium 

bromide.  

1. Bylo smícháno 1,5 g agarózy a 115 ml TBE v Erlenmeyerově baňce a následně 

postupně zahříváno a rozpuštěno v mikrovlnné troubě.  

2. Směs byla ochlazena na cca 50 °C pod tekoucí vodou.  

3. Bylo přidáno 4 μl barviva Ethidium bromide a lehce promícháno.  

4. Do předem připravené formy s hřebínky na vytvoření jamek byl nalit gel.  

5. Za cca 30 minut byly opatrně vyjmuty hřebínky a vanička s gelem byla vložena 

do elektroforetické vany s TBE pufrem.  

6. Do vytvořených jamek bylo pipetováno cca 7 μl 100bp Ladderu (žebříčku) a za 

ním směs DNA.  

7. Po nanesení všech vzorku byla elektroforetická vana zakryta víkem s přívodními 

kabely. Elektroforéza byla připojena ke zdroji a bylo nastaveno napětí 90 V na 30 

minut.  

 

Obr. č. 7 Elektroforetická vana s agarozovým gelem a napipetovanými vzorky 
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4.7 Vizualizace 

Po skončení elektroforézy proběhla vizualizace gelu za pomoci UV transluminátoru s UV 

světlem, snímacího kamerového systému a počítačového programu.  
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5 Výsledky  

5.1 Kontrola kvality a koncentrace izolované DNA 

Po izolaci DNA byla změřena kvalita a koncentrace nukleových kyselin na analyzátoru 

BioSpec-nano.  

 

Obr. č. 8 Kontrola kvality DNA (vzorky 1-11, 14.11.2023) 

 

Obr. č. 9 Kontrola kvality DNA (vzorky 14-25, 14.11.2023; 26–29 v tabulce značeno 1b-

4b, 14.2.2024; 26, 21.11.2023) 
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Obr. č. 10 Kontrola kvality DNA (vzorky 27-29, 21.11.2023)  

 

Obr. č. 11 Kontrola kvality DNA (vzorky 1-25, 16.2.2024)  

5.2 Výsledky z gelové elektroforézy  

Všechny vzorky byly otestovány nejprve s primery pro včelu medonosnou pro kontrolu 

amplifikovatelnosit vzorků Ilustrační obr. č. 12 zobrazuje první sadu testovaných 26 

vzorků. Většina vzorků byla pozitivní na přítomnost DNA včely medonosné. Světelná 

výraznost se odvíjí od množství specifické DNAve vzorku.  
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Obr. č. 12 Elektroforetický snímek s primery Apis mellifera.  

Všechny vzorky byly následně vyšetřovány na přítomnost patogenů Nosema ceranae a 

Crithidia mellificae.  

 

Obr. č. 13 Elektroforetický snímek s původními primery  

Na obrázku č. 13 je testováno 10 vzorků s původními primery. V horní části gelu jsou 

vzorky s původními primery, které měly detekovat N. ceranae, v dolní části jsou vzorky 

s primery, které měly detekovat C. mellificae. Vzhledem k tomu, že všechny vzorky měly 

negativní výsledek (včetně pozitivních kontrol, které nejsou na obrázku), byly objednány 

nové primery s odlišnou sekvencí.  
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Obr. č. 14 Elektroforetický snímek s novými primery Nosema ceranae 

Z 33 vzorků byly na přítomnost mikrosporidie Nosema ceranae pozitivní pouze 4, 

konkrétně vzorky ze včelstev č. 15 (14.11.23), č. 25 (14.11.23), č. 4 (16.2.24) a č. 5 

(16.2.24).  

 

Obr. č. 15 Elektroforetický snímek s novými primery C. mellificae 
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Z elektroforetického snímku (obr. č. 14) nebylo možné hodnotit pozitivitu vzorků 

vyšetřované na C. mellificae. Všechny vzorky vyšly opakovaně negativní.  

V následující tabulce jsou shrnuty údaje o úhynech včelstev na včelnici FZT JU. 

Tabulka č. 11: Zimní úhyn včelstev na včelnici FZT JU 

 

 

 

Číslo včelstva  

 

Datum úhynu  

1  

2  

3  

4  

5  

7  

8 Březen 2024 

9  

10  

11  

14 Březen 2024 

15 Březen 2024 

16  

22  

25  

26  

27  

28  

29  
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6 Diskuse  

Cílem této práce bylo vyšetřit vybraná včelstva chovaná na včelnici FZT JU na přítomnost 

patogenů Nosema ceranae a Crithidia mellificae. K tomuto účelu byly odebrány vzorky 

včel v dvou opakováních v průběhu zimního období 2023/2024. Tato sezona byla 

specifická velmi dlouhým, teplým podzimem, což mohlo určitým způsobem ovlivnit 

zdravotní stav včelstev. 

Nosema ceranae je intracelulární parazit a šíří se mezi hostiteli ve formě spor (Fries, 

2010). U včel v posledních letech nahradila původně převládající Nosemu apis (Mráz et 

al. 2021). U včel chovaných na FZT JU jsem testovala přítomnost Nosema ceranae za 

použití primerů, které byly použity při screeningu patogenů včely medonosné v ČR v roce 

2020 (Mráz et al., 2021). V mých vzorcích se pomocí těchto primerů nepodařilo 

amplifikovat žádné fragmenty DNA. Pravděpodobnost, že by všechny moje vzorky byly 

negativní, jsem vyhodnotila jako velmi nízkou, vzhledem k tomu, že autoři uvádějí 

prevalenci N. ceranae ve včelstvech chovaných na území ČR 64 %.  DNA z mých vzorků 

byla extrahována metodou CTAB, tedy stejnou metodou, kterou použili Mráz et al. 

(2021). Autoři skladovali již vyizolovanou DNA při 4 °C, zatímco mé vzorky s časně 

izolovanou DNA byly skladovány při -20 °C a poté při 4 °C. Skladovány byly pouze pár 

týdnů, ale je možné, že vlivem kontaminace, byla urychlena degradace DNA, která je 

zřejmá díky „šmouze“ v elektroforetickém gelu (obr. č. 13). Provedla jsem ale zkoušku 

amplifikovatelnosti pomocí primerů pro včelí gen actin, kdy vzorky vyšly pozitivně, čímž 

byla potvrzena jejich amplifikovatelnost.  

V publikaci Mráz et al. (2021) jsou malé odlišnosti v amplifikačním programu. Pro N. 

ceranae byl program nastaven na počáteční denaturaci při 95 °C po dobu 5 minut a finální 

elongaci při 72 °C po dobu 10 minut. Amplifikační program, který jsem používala byl 

nastaven na počáteční denaturaci ve stejné teplotě, ale po dobu pouze 2 minut. Finální 

elongace byla nastavena na 72 °C po dobu 5 minut. Nemyslím si však, že by toto bylo 

důvodem, proč by pozitivní vzorky vycházely falešně negativní.  

Tyto primery pro N. ceranae také používali Martín-Hernández et al. (2007) k vyšetření 

včel. Primery fungovaly a autoři potvrdili přítomnost N. ceranae v 53,8 % ze všech 

zkoumaných vzorků.  
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I přes opakované testování primerů se mi nepodařilo amplifikovat specifické fragmenty 

pro N. ceranae, proto jsem použila nový pár primerů podle publikace Naudi et al. (2021) 

Přítomnost N. ceranae byla potvrzena u 4 vzorků včel., jak je vidět na obr. č. 14. Jedním 

z pozitivně testovaných včelstev bylo včelstvo č. 15, které v březnu uhynulo. Tento zimní 

úhyn mohl být způsoben rozšiřující se N. ceranae.  

Druhým patogenem, jehož přítomnost ve včelstvech jsem testovala v rámci této práce je 

C. mellificeae, která parazituje na dospělých včelách, napadá epiteliální buňky jejich 

středního střeva (Hristov et al., 2021). Opět jsem použila nejdříve primery, které použili 

i Mráz et al. (2021). Přítomnost C. mellificae nebyla opakovaně prokázána u žádného 

vzorku. Vzhledem k tomu, že Mráz et al. (2021) popisují ve své práci prevalenci C. 

mellificeae u 38 % včelstev chovaných v ČR, byla pravděpodobnost negativity všech 

vzorků nízká, proto jsem opět opakovala testování všech vzorků s jinými primery.  

Stevanovic et al. (2016) použili na diagnostiku trypanosomatid nové primery. Tyto 

primery byly použity pro můj druhý pokus o vyšetření vzorků na přítomnost patogenu C. 

mellificae. I v tomto případě vyšly všechny testované vzorky negativně. Mnou použitý 

amplifikační program se lišil pouze v počáteční denaturaci, která probíhala při 95 °C po 

dobu 2 minut a ve finální elongaci, která se lišila pouze ve zkrácené době tohoto kroku.  

Ravoet et al. (2015) použili nově navržené primery pro C. mellifiace (F – 

CCCACGGGAATATCCTCAGC; R – GGTAAAACCCGCCGATGAGT), které byly 

navrženy v polymorfních oblastech genu pro cytochrom b (Cytb). Vědcům se podařilo 

identifikovat C. mellificae u belgických včel se stejným amplifikačním programem, který 

jsem použila pro C. mellificae.  

Jednotlivé amplifikační programy se od sebe tedy natolik neliší, aby to výrazně ovlivnilo 

výsledek PCR testu. Je tedy pravděpodobné, že včelstva chovaná na FZT JU nejsou tímto 

patogenem napadena.  
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7 Závěr  

Cílem této práce bylo vyšetřit vybraná včelstva chovaná na včelnici FZT JU na přítomnost 

patogenů Nosema ceranae a Crithidia mellificae v průběhu zimního období 2023/2024. 

Bylo otestováno 33 vzorků včel medonosných na tyto patogeny. Vzorky byly odebrané 

ve dvou opakováních v listopadu 2023 a v únoru 2024. Byla potvrzena pouze přítomnost 

N. ceranae, a to ve 4 vzorcích, přičemž u jednoho pozitivně testovaného včelstva došlo 

k úhynu. Přítomnost C. mellificae nebyla potvrzena u žádného vzorku.  
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