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1. Uvod

Véely ziji na Zemi miliony let. VEela medonosna piivodné vznikla v Africe a aZ potom
se rozsifila do Evropy. Dnes je zasluhou cloveka rozsSifena téméer po celém svété
s vyjimkou poléarnich oblasti a rozsahlych pousti. Dfive byly véely chovany pouze pro
zisk medu vosk, propolis nebo pyl. Spoleéné s rozvojem zeméd¢lstvi rostl vyznam
véely medonosné jako pfirodniho opylovatele rostlin, ktery hraje dilezitou roli

v ekosystému. (Hrobafova, 2010)

Pokud jsou ohrozeni hmyzi opylovatelé¢, mize byt ohrozen i na$ systém potravinové
sobéstacnosti. Ve vcelafstvi ve celd fada problémii svétovych métitek, které je potieba
zacit postupné fesit dokudto situace umoznuje. V piipad¢ ignorace téchto skutecnosti se
takové problémy mohou stat nefeSitelnymi s vyznamnymi disledky pro budouci

generace. VEtSinu z téchto problémi zpisobuji parazité a patogeny (Tichomirov, 2016).

Jednou z nejrozsifenéjSich chorob véely medonosné je nosematdza. Toto onemocnéni
zazivactho  traktu dospélych vcel je  zplsobeno parazitickymi houbami -
hmyzomorkami. Ma dva ptvodce - Nosema apis (hmyzomorka vceli) a Nosema
ceranae (zatim bez Ceského nazvu). Oba plvodci jsou obligatni parazité, kteti mimo

télo hostitele piezivaji jen v podob& odolnych spor.
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ZkuSeni vcelafi ukazali v praxi, Ze spravnou péci lze vyznamné sniZit materialni ztraty,
zpusobené nosematozou. Vedle spravného oSetfovani vcelstev ma velky vyznam i

dikladna dezifekce vcelaiského vybaveni.

2. Cil prace

Cilem této prace bylo otestovat citlivost spor mikrosporidie Nosema ceranae k
dezinfekénim zasahtim — K organickym kyselinam a k tepelnému osetfeni. Dal§im cilem

bylo otestovat citlivost spor k pH prostiedi.



3. Literarni prehled

3.1 Véela medonosna

Vcela medonosna je jeden znejznadméjSich zastupcl spoleCenského hmyzu. Hraje
velkou ulohu pii rozmnoZovani rostlin. Umoziiuje reprodukci 1 za bezvétii a je schopna

prenaset pyl na velké vzdalenosti (Kuzmichev, 2008).
Zatazeni vCely medonosné do zoologického systému:

e {iSe — zivocichové (Animalia)

e kmen - ¢lenovci (Arthropoda)

e podkmen - vzdusnicovci (Tracheata)
e tiida - hmyz (Insecta)

e podtfida - kiidlati (Pterygota)

e {ad - blanokiidli (Hymenoptera)

e podiad - stihlopasi (Apocrita)

e nadceled - vcely (Apoidea)

e c(eled - v¢eloviti (Apidae)

e rod - vcela (Apis)

e druh - véela medonosna (Apis mellifera)

Krom¢ vcely medonosné existuji i dalsi druhy vcel. Véela zlata (Apis dorsata) je
nejvétsi ze vsech druhti rodu Apis. Zije v tropickych oblastech. M4 vyrazné Zluté
zbarveni. Véela kvétna (Apis florea) je nejmensi. Zije na indickém subkontinentu. Ma
tmavé zbarveni. Véela vychodni (Apis cerana) nejvice podobné véele medonosné. Zije
V jihovychodni Asii (Svamberk, 2003).

Télo véely se sklada ze ti1 Easti — hlavy, hrudi a zadecku. Clankovéni je zfetelné pouze
u zadecku. T¢€lo je na povrchu kryto pevnou kutikulou, jejimZ zakladem je dusikaty
polysacharid chitin. Kutikula je vnéj$i kostrou - zevnitt jsou na ni upevnény svaly 1
organové soustavy. Aby byla pohyblivd, jsou jednotlivé clanky spojeny pruznou
chitinovou blankou. Na hlavé jsou uloZeny smyslové organy a ustni ustroji. Koncetiny a

ktidla vyristaji z hrudi. Travici a rozmnozovaci organy se nachéazeji v zadecku vcely.



K pfijimani, pfenaSeni a zpracovani potravy slouzi vcele travici stroji. Je tvofeno tfemi
zékladnimi ¢astmi. Predni ¢ast zahrnuje hltan, jicen a medny vacek. Zaludek je druhd

¢ast traviciho ustroji a posledni ¢ast tvoii konecnik a vykalovy vak (Vesely, 2003).

Vcela medonosna patii k hmyzu, ktery zije v pocetnych spoleCenstvich. Za ucelem
preziti v tvrdych pfirodnich podminkach se v¢éela medonosna sdruzuje ve spolecenstvu
Citajicim tadove az desitky tisic jedincii. Spolecensky zivot véel vzdycky slouzil jako
vzor pile, spoluprace a efektivnosti. Vcelstvo je fungujici organismus, ve kterém
existuji v¢eli kasty — matky, délnice a trubci. Délnice vykonavaji vétSinu prace v tle a
zajistuji slozitou organizaci zivota vcelstva. Hlavni tloha matky spociva v kladeni
vajicek a produkci matefiho feromonu, ktery zajistuje soudrznost vcelstva. Hlavni
ulohou trubcti je oplodnit mladé matky a zajistit tak pokraCovani Zzivota
véelstva.(Kuzmichev, 2008) Vyvoj délnice od vajicka po dospélce trva 21 dnd, vyvoj
matky 16 dnl a vyvoj trubce 24 dnii. Vceli matka zije 3 az 5 let. Délnice, které se
lihnou na jatfe, Ziji jen asi 6 tydnd, a ty, které se lihnou po letnim slunovratu, az 9

meésict. Véeli matka klade na vrcholu kladeni az 1500 vajicek denné (Vesely a kol.,

1985).

Véely létavky sbiraji venku v terénu pyl, nektar a medovici, pryskyfice pro tvorbu
propolisu nebo vodu. V medném vacku shromazd’uji nasaty nektar. Véeli délnice ma
hmotnost pfiblizn€ 100 mg, v medném vacku je schopna unést okolo 40 mg nektaru
nebo medovice. Po navratu do ulu pfedaji 1étavky ptfineseny nektar nebo medovici
mladuskam (mladym vceldm, vykondvajicim praci v ule). Mladusky ptidaji vymésky
hltanovych Zlaz s obsahem invertazy, ktera Stépi sacharézu na jednoduché cukry.
Odparovanim zahustuji na jazycku vodnaty med a surovinu pfedavaji celému fetézci
dalSich mladusek.

Nasbirany pyl v€ela sbira z chloupkti na povrchu téla proc¢esavanim a piilepuje ho do
kosickli na zadnim paru nohou. V téchto koSiccich ptindseji vcéely i pryskyfice pro
tvorbu propolisu. Propolis véely pouZzivaji k zatmeleni netésnosti v tle.

V plodovém hnizdé¢ udrzuji vcely stalou teplotu 34-35°C. Teplotu vcely zvysSuji

svalovym tfesem. Chlazeni zajist'uji vifenim kiidel.



3.2 Mikrosporidie rodu Nosema

3.2.1 Nosema apis a Nosema ceranae

Do dnesni doby byly popsany dva druhy mikrosporidii, zptsobujici nosematézu vcely
medonosné: Nosema apis (prvni popsal Zander v roce 1909) a Nosema ceranae (Fries a
kol., 1996). Nosema ceranae je puvodnim parazitem asijské vcely vychodni (Apis
cerana) a Nosema apis je ptavodni parazit evropské vcely medonosné (Apis mellifera)
(Fries a kol., 1996).

Pivodni druh Nosema apis nalézame u vcely medonosné ¢im dal méng, novy druh
Nosema ceranae naopak stale cCastéji. Oba uvedené druhy jsou si velmi podobné
stavbou spor a celkovou biologii.

3.3 Historie vyskytu Nosema ceranae u vcely medonosné

Az do roku 2004 byla N. ceranae znama a popsana pouze u vcely vychodni (Apis
cerana), u které byla objevena v Cing v roce 1996 (Fries a kol., 1996). V roce 2004 byla
N. ceranae poprvé nalezena u vcelstev véely medonosné na Taiwanu (Huang a kol.,
2007).

V jizni Evropé byly v poloviné prvni dekady 21. stoleti pozorovany velké ztaty
véelstev. V roce 2005 byla mikrosporidie N. ceranae poprvé nalezena u vcelstev véely

medonosné v Evropé (konkrétné ve Spanélsku) (Higes a kol., 2006).

3.4 Morfologie spor N. apis a N. ceranae

Zralé spory Nosema apis maji ovalny az vejcity tvar . Jejich velikost je 4 x 7 um. Obal
spory je hladky, nékdy mirné zvinény, jeho tloustka je 0,2 - 0,3 um. Uvnitf spory je
sporoplazma (dvojjaderny zarodek), dale polaroplast, tvofeny né¢kolika vrstvami
membranovych lamel, duté svinuté polové vlakno o délce ptiblizn¢ 400 mikrometrd, a

zadni vakuola o délce az 400 um.



Spory N. ceranae maji podobnou vnitini strukturu jako spory N. apis, ale jsou ponékud
mensi a uzsi (Fries a kol., 1996). Nejvétsi spory N. ceranae jsou piiblizné stejné velké
jako nejmensi spory N. apis. V pruméru jsou v8ak spory N. ceranae asi o 1 um mensi
(Fries a kol., 2006). Jsou velké piiblizné 4,4 x2,2 um (Smith, 2012). Pocet zaviti
polového vlakna uvniti spory je 18-21 (Chen a kol., 2009).

3.5 Zivotni cyklus N. apis a N. ceranae

Nosema apis je typicky jednobunéény parazit, ktery potiebuje pro vyvoj velmi
specifické podminky zivotniho prostiedi.. Mimo télo vcely je Nosema apis schopna
piezit pouze ve formé spor.

K ndkaze vcel dochazi pozienim infek¢nich spor. Nosema spp. infikuje epitelidlni
buiiky zaludku dospélych délnic, matek i trubcti. Na pocatku infekce parazit pronika do
bunck zadni c¢asti zaludku. Tady jsou buiiky nejméné ochranény peritrofickou
membranou, kterd je zde jen slabé vyvinuta. Nasleduje napadeni bun¢k dalSich tseki

zaludku.

Nakaza véel sporami Nosema apis je nejucinnéj$i pii teplotach od 10 do 37 °C.
Optimalni teplota pro vyvoj parazita je kolem 30- 35 °C, pokud teplota stoupne nebo
klesne pod tuto hranici, vyvoj se znacné¢ omezi. (KubiSova a Halsbachova, 1998)
Malone a kol. (2001) uvadi, Zze spory Nosema apis jsou zabity pii dlouhodobém

vystaveni teplotam pievySujicim 35 °C.

K napadeni epitelidlnich bunék Zaludku dochazi za 10 - 30 minut po pozieni spor.
Nejdiive pti piisobeni travicich stav polaroplast a zadni vakuola nabobtna, a za¢ne tlacit
na vnitini sténu spory a na jeji obsah. Timto vytla¢i polové vldkno takovou silou, Ze je
schopno proniknout skrze plazmatickou membranu hostitelské buiiky. Sporoplasma
vstupuje pies dutinu polového vldkna dovnitt bunky. Paraziti proniknuvsi do
cytoplazmy buiiky (zfidkakdy do jadra) jsou pokryti jednovrstvou membranou, zvétsuji
se a stavaji se tak meronty (schizonty). Poté prodélavaji nékolik rozmnoZovacich cykla.
V dutsledku jaderného Stépeni vznikd vicejaderné plasmodium, které se délenim
cytoplasmy rozdéli na dvoujaderné¢ bunky. Tento proces (merogonie) se opakuje
dvakrat. Meronty prvni a druhé generace se lisi ve velikosti a intenzité zbarveni jader a

cytoplasmy. Po dokoneni merogonie vznikaji sporoblasty, z nichz se formuji nové
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spory. Za 36 hodin po ndkaze se objevi spora s tenkou endosporou a kratkym pdlovym
vlaknem, skrz které pronika sporoplazma do cytoplazmy infikované buiky a do
sousednich bun¢k epitelu. Spory postupné zcela zaplni vnitiek epitelidlnich bun¢k, ¢imz
bunky ztraceji svoji funkci, odumiraji a odpadaji od stény zaludku. Po rozpadu bunky se
spory dostavaji do lumina zaludku a spolu s vykaly odchézeji ztéla vcely. Cely
vyvojovy cyklus parazita trva 48 az 72 hodin. V zaludku postizené vcely se pfi plné
rozvinuté infekci nachazeji fadove stovky miliont spor, pii¢emz v zadni ¢ésti stfeva se

muze nachazet az 500 milioni spor.

Zivotni cyklus N. ceranae je podobny jako u N.apis. Rozdil je pfedev§im
v tom, ze N. ceranae vytvofi Vv téle nemocné vcely vice infekénich spor

(Huang a Solter 2013).

Nekteti autofi popisuji, ze N.ceranae napada i ostatni tkané (Chen a kol., 2009). Kromé
primarni infekce ve stfednim stievé byla molekuldrnimi metodami prokazana
ptitomnost N. ceranae ve tkanich hltanovycha slinnych zlaz, Malpighiho tubulech a
Vv t€lnim tuku (Chen a kol., 2009, Gisder a kol., 2010, Jabaji, 2012).

3.6 Klinické priznaky a patologické zmény u véely medonosné

V prvnim obdobi onemocnéni se postizené véely zivi velkym mnozstvim pylu. Roste i
spotfeba medu nebo cukru. Ve druhém obdobi onemocnéni se spotieba krmiva snizuje
na normalni. Je prokdzéno, Ze zvySeny obsah bilkovin ve stravé v dobé nemoci
zpusobuje piepliovani vykalového vaku a mimovolni defekaci vcel v tlu a sniZuje
délku jejich Zivota. Nemocné vcely zacnou brzo vykonavat praci neobvyklou pro jejich
vék — mladé veely se predcasné stavaji létavkami. V aktivnim obdobi se nachazeji na
okraji hnizda a hromadi se u ¢esna a v horni ¢asti ulu. V zim¢& a na jafe jsou nemocné
vcely soustfedény v misté s nejvyssi teplotou. Pfi zimovani nakazené vcely vydavaji
nepfetrzity hluk, prchaji z tilu a hynou. Celni sténa ulu, stejné tak i plasty jsou na mnoha

mistech pokryty vykaly. VEely jsou malatné a mélo reaguji na vnéj$i podnéty.

Onemocnéni vede ke Spatnému rozvoji vcelstva a ke ztratdm na vynosech vcelich
produkti. Letova aktivita postizenych vcelstev se snizi o 30 %, vynos medu a
produktivita opyleni se snizi o0 25 % . V¢elstvo se Spatné rozviji, plodova plocha se snizi

4-8 krat, z vajiek, nakladenych matkou zahyne 10-20 % (ve srovnani s 1% normou)
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jesté pred vylihnutim larev. Matky, odchované v napadenych vcelstvech byvaji nemoci
také postizeny. Pomalu se pohybuji a ¢asto padaji na dno 0lu; jsou Spatné ptijimany do
novych vcelstev. Byly zaznamenany vymény nemocnych matek, pfidanych do vcelstev.
Vyména se uskuteCiiuje vyskytuje za 2-6 tydni po piidani, a nezavisi na fazi

onemocnéni; mladé infikované matky ziji v priméru 25,3 dni (Laskotova a kol., 1980).

Stfedni délka zivota nemocnych vcel je témét poloviéni nez u zdravych. Vcely maji
vetsi pravdépodobnost, ze zahynou v Ulu béhem zimy. Na jafe a pocatkem 1éta vcely
hynou v terénu. Intenzivni oslabeni vcelstev na jafe Casto vede ke snizeni teploty v

hnizdé a snizeni rezistence u larev (Grobov a kol., 1987).

Existuji dvé formy onemocnéni nosemoza, kterou zpisobuje Nosema apis: typicka a
skrytd (latentni). Prvni z nich je pozorovana pomérné ziidka, obvykle v oblastech s
mirnym a chladném podnebim. Pfi typickém projevu nosematdzy, prechazi nemoc v
1ét¢ do latentni formy. Latentni forma je zaznamenavana pomérné Casto ve vsech
oblastech svéta, ale zvlasté v subtropickych a tropickych oblastech. Nosematdza se
Casto vyskytuje ve spojeni s dal$imi onemocnénimi a piispiva k rozvoji infekce virem
chronické paralyzy u véel. Pokud jsou v krmivech pro vcely ptitomny bakterialni
patogeny (Hafnia alvei, Bacillus. alvei, Bacillus. mesentericus viscosis, Pseudomonas
apisepticum), usnadiiuje Nosema infekci témito patogeny. Dospélé véely, napadené
mikrosporidiemi, maji také snizenou odolnost vii¢i ur¢itym houbam (Aspergillus niger,

A. fumigatus, Torulopsis dattila, T. stelata) (Grobov a kol., 1987).

Existuji rozdily v sezoénni dynamice onemocnéni, zpusobeného N. apis a N. ceranae.
Zatimco infekce, zpisobena N. apis, ma typicky sezonni pribéh a casto dochazi
k samouzdravovani vcelstev béhem léta, N. ceranae je ve véelstvu pfitomna po cely
rok. Nejvyssi vyskyt zaznamenavame béhem letnich mésict.. Infekce N. ceranae ma
Casto bezsymptomaticky pribéh. Na rozdil od infekce N. apis nebyva nemoc provazena
prijmem. Nakazené vCely hynou vétSinou mimo ul. Pribéh onemocnéni byva mnohem

rychlejsi neZ u nakazy Nosema apis (Silhan, 2017).

3.7 Diagnostika
Nosematoza se diagnostikuje na zéklad€ klinickych ptiznakl (Spatny rozvoj vcelstva,
vykaly v ule). Nosematoza by mela byt odliSena od neinfekéniho prijmu vcel (chybi

patogen) nebo chemické toxicity (kdy se v travicim traktu nalézd toxicka latka).
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Laboratorné se provadi mikroskopie vodné suspenze zhomogenizovaného traviciho
traktu nemocné nebo uhynulé véely (objevuji se ovalné spory nosemy). VEely nakazené
nosematdzou maji zaludek Sedo-bilé barvy, zvétSseného objemu. Pomoci PCR miZzeme
detekovat mikrosporidialni infekce ve vSech fazich zivotniho cyklu patogena (Weiss a
Vossbrinck, 1999).

3.8 Terapie
Nejucinngjsi prostiedek pro 1éEbu mikrosporidiovych infekci u véel jsou 1éCiva na bazi
fumagillinu. V nékterych zemich se pii 1é¢bé a prevenci nosematdzy pouziva naptiklad

ptipravek Fumagillin-B ve formé tésta nebo sirupu.

V Ceské republice a v celé Evropské unii je pouzivani fumagilinu a daliich antibiotik u

v¢el zakazano kvuli riziku kontaminace véelich produkti. (Papezikova a kol., 2015).

3.9 Zootechnicka opatreni pii nosematéze, prevence

Jelikoz se vynos ze vcelnice dosahuje diky zdravym vcelstviim, uskuteciiuji se rizna
profylaktické opatfeni. V nékterych zemich pii vyskytu nosematdzy zavadéji karanténni
opatieni, v jinych zemich se kviili této chorobé nastavuji urcité limity. Aby se zamezilo
Siteni piivodce nesmi byt vcelsta napadend nosematdzou premistovana jinam. Stejné tak
se nesméji pouzivat chovna vcelstva, kterd nebyla pfedem testovdna na piitomnost
patogent. Samoziejmé vSechny uly, plasty a dal$i zafizeni musi byt dezinfikovany.
Nedoporucuje se pouzivani roji nezndmého pivodu. Pii koupi novych vcel se
doporuéuje umistit je do &istych Gla na dezinfikované ramky. Uly s nové zaloZzenymi

oddé€lky se pecliveé utepluji a rozmist'uji se cca 30 metrti od hlavni v¢elnice.

Je zndmo, ze mladé vcely jsou odolnéjsi vici infekci, nez ty star§i. Proto kliCovym
bodem pfi predchazeni chorobé je obnoveni populace pfidainim mladych matek. Matky
pted pfidavanim peclivé zkontrolujeme, doprovodné vcely se eliminuji. Véely je dobré
chovat v uteplenych ulech, které jsou umistény na stojanech, na stanovistich, ktera jsou
dobie osvétlena sluncem a chranéna pted vétrem. Slabym vcelstvim se v tle zuzuje
prostor pomoci piepazky, nebo se spojuji dohromady. V pozdnim podzimnim, zimnim a
pfedjarnim obdobi se vcely nesméji rusit. Po jarnim proletu za piiznivého pocasi se
vcelstvo presazuje do Cistych dezinfikovanych uli. StarSi plasty, nevhodné pro dalsi

vyuziti (3 roky a vic) se zlikviduji, plasty s fermentovanym nebo zkrystalizovanym
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medem se také odstranuji, stejné jako prazdné plasty se stopami vcelich vykala. Z
drevénych casti ulu se odstraiuji skvrny a prach. Po mechanickém ocisténi dfevénych

ramkia se plasty vhodné pro dalsi pouziti dezinfikuji (Grobov a kol., 1987).

Diulezité je také spravné krmeni vcel. Do krmiva se piidavaji komplexni mineradly a
vitaminy. Na jafe je potieba, aby vcely konzumovaly plnohodnotny pyl. Nékdy se
pridavaji bilkovinnd krmiva (drozdi, praskovy cukr a med v poméru 4:6:6 smichané
dohladka, nebo cukerny sirup naptl s 10-20% cerstvym mlékem (Miller, Popov a kol.,
1982). Je velmi dilezité, aby byl v¢elstvim v priabéhu celého obdobi rozvoje zajistén
piisun bilkovin. Pro stimulaci kladeni vajic¢ek ma vysoky uc¢inek pravidelné podavani
malych davek (200-250 g) cCistého medu ze starych zdsob. Véely se nesmé&ji krmit
medem od vcelstev, postizenych nosematdézou. Pred zazimovanim maji byt vcelstva
zasobena sacharidovymi krmivy v mnoZzstvi 18-30 kg v zavislosti na klimatickych
podminkach zemé¢. Nahrazovani medu cukrem musi byt provedeno vcas; cukerny sirup
by m¢l byt dikladn€ zpracovan a umistén v bunikdch jesté pred vytvofenim tzv. vceliho
chumace. Staré matky (tfileté a starSi) se vyménuji za nové. Slaba vcelstva se
ze vcelnice vyfazuji. Aby se zabranilo Sifeni nosematozy na vcelnici, mély by byt uly
natfeny barvami, dobfe diferencovanymi vcelami (bild, Zlutd nebo modra) a umistény na
vzdalenosti 3-4 m od sebe. Na v¢elnici je tfeba zabranit loupezi. UdrZuji se pouze silna
vcelstva. Nelze premist'ovat plasty se v€elim plodem nebo krmivem ze slabych vcelstev

do silnych (Grobov a kol., 1987).

Musi se hlidat &istota okolnich lokalit a vSechny odpadky se musi spalit. Uly se
vybavuji individudlnimi napajeckami nebo se na dobife osvétlenych prostorach umisti
skupinové napajecky s tekouci vodou, zaroven by vcely mély mit pfistup k mirné
osolen¢ vod€. V boji proti nemoci mad velky vyznam také vcasna identifikace
nemocnych vcelstev. Do veterinarni laboratofe se zasilaji vzorky vcel od vcelstev,
podezielych na onemocnéni. V ptipadé neptitomnosti podezielych se zasilaji vzorky od
cca 10 % od vcelstev, ptitomnych na vcelnici. Hlavni metodou prevence nosematdzy je

systematicka kazdoro¢ni dezinfekce plastt (Grobov a kol., 1987).

3.10 Odolnost spor N. apis a N.ceranae v prostiredi

Spory jsou velmi odolné. Ve vykalech pieziji vice nez 2 roky, v medu vice nez 1 rok.

K jejich odolnosti pfispiva chitin, pfitomny v jejich obalu, ktery dokazuje blizkost
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hmyzomorek s houbami. Spory mohou byt zabity zmrazenim pokud je vystavime nizké
teploté dlouhou dobu. Nosema ceranae je oproti N. apis vice citliva na niz$i teploty,
spory N. ceranae mohou byt zabity naptiklad umisténim kontaminovanych plasti na
delsi dobu do mraznic¢ky (Chen a kol., 2009).

Spory je mozno znicit desinfek¢nim prosttedkem Savo, ktery se davkuje dle navodu.
Savo ucinkuje také proti vegetativnim formam plisni, kvasinkdm, fasdm. Fungicidni a
dezinfekéni ucinnost se dostavi okamzité po aplikaci. Usnadiuje likvidaci ptivodct
chorob 1 na obtizné¢ piistupnych mistech, pokud je aplikovan mechanickym

rozpraSovacem (Vesely, 2003, Ritter, 2006).

Jedno z hlavnich preventivnich opatieni proti nemocem jako je nosematdza by méla byt

konstrukce tlu, ktera umoznuje snadnou dezinfekci (Kamler a kol., 2011).

K dezinfekei plasti ve vcelstvu se pouziva kyselina mravenéi, nejcastéji v podobé
pripravku Formidol. Plasty bez vcel se dezinfikuji také parami kyseliny octové nebo
formaldehydem. Uly se dezinfekuji pomoci 5% louhu sodného nebo draselného.
(Vesely a kol., 2003, Ritter, , 2006). Roztoky louhu je nutné pouzit Cerstvé a co

nejteplejsi.

3.11 Organické kyseliny ve vcelarstvi

Organické kyseliny se ve vcelafstvi pouzivaji predevsim k boji proti ektoparazitickym
rozto¢am Varroa destructor. Nejcastéji se pouziva kyselina §tavelova a kyselina
mravenci. Kazda organickd kyselina ma své vyhody i nevyhody. Pii oSetfeni se musi
postupovat piesné¢ podle piedepsanych pravidel a dodrzovat spravné davkovani

(Friedrich Pohl, 2012).

3.11.1 Kyselina mraven¢i

Kyselina mravenéi je za pokojové teploty kapalna latka; aplikuje se odparem.
Odparovaci systémy kyseliny mravenci se v posledni dobé stdvaji velmi pouzivanym a
perspektivnim oSetfenim proti varro6ze vcel a plisobi 1 jako doplitkové opatieni proti
nosematoze. Kyselina mravenci je jedina organicka kyselina, kterd uc¢inkuje i na roztoce
vV plodu. Ale ma spoustu nevyhod: kratkodobé¢ zastavuje plodovani, snadno poskodi

vajicka, nejmladsi larvy a vylihlé vcely. Kyselina mravenc¢i se nesmi pouzivat béhem
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krmeni tekutym krmivem nebo v obdobi vlhka. Za vysokych venkovnich teplot mize

dojit k predavkovani, predevsim u véelstev v malych tlech.

Kratkodobé osSetfovani se provadi pomoci odparnych desek nebo dlouhodobym
odparovacem, krery ale je ve vcelstvu jen nékolik dni misto nékolika tydni. U

produk¢nich veelstev se ¢asto pouzivaji dlouhodobé odpatrovace (Klima, 2010).

3.11.2 Kyselina §tavelova

Kyselina stavelova se vcelam aplikuje sublimaci, postfikem nebo pokapem. Kyselina
Stavelova ma vysokou ucinnost proti rozto¢im ve veelstvu bez plodu, dobie pusobi i na
rozto€e Vroji a smetenci. Ale nema zadny ucinek na roztoce v zavickovaném plodu.

Pouziva se predevsim v zimé, kdyz jsou v¢elstva bez plodu (Pohl, 2012).

3.11.3 Kyselina octova

Kyselina octova se ve véelafstvim pouziva v boji se zavijeCem voskovym. Je uciinna i
proti sporam Nosema apis (Higes a kol., 2008). Pouziva se k dezinfekci vcelafského

vybaveni a ull, v nichZ nejsou pfitomny vcely. Je agresivni vici kovim.

3.12 Fluorescen¢ni mikroskopie, fluorescenéni barviva

Fluorescencni mikroskopie vyuZziva schopnosti fluorescenénich barviv absorbovat
svétlo a vyzafovat svétlo o vyssi vinové délce. UmoZnuje zobrazit urcité latky a
struktury, obsazené v buiikach casto v minimalnim mnozstvi. Principem je vazba
fluorochromu na ur¢itou bunécnou slozku, ktera pak napf. v modrém excitacnim svétle
zaii svétlem Zlutym. Excitaéni svétlo musi byt odstranéno bariérovym filtrem, aby
nevadilo pfi pozorovani. Bariérovy filtr zachyti modré excitacni svétlo a do okularu
propusti jen zluté svétlo vyzafované vzorkem. Vysledkem je tedy obraz zluté zéticich
struktur v temném poli. K vytvofeni obrazu se pouZzije pouze nezbytné nutna Cast
fluorescenéniho svétla. Obraz se miiZze pozorovat nebo se zachyti na mikrofotografii.
Dilezita je spravna volba vinové délky a vhodnych optickych filtr. Fluorescen¢ni
mikroskop ma ctyii zadkladni soucésti : zdroj svétla, excitacni filtr, fluorescencni

preparat, bariérovy filtr.

Fluorofory se déli na vnitini (fluoreskujici latky, pfirozené pfitomné v pozorovaném
vzorku) a vnéjsi (material sim o sob& nefluoreskuje, fluorescence vznika az pti pouziti

fluorescen¢ni sondy nebo znacky).
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Mezi nejcastéji pouzivana barviva patii zejména DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole),

akridinova oranz a propidium jodid.

DAPI je barvivo, které¢ se po pruchodu bunénou membranou pevné vaze na oblasti
v DNA, bohaté¢ na A - T a po ozafeni UV svétlem dochazi k excitaci a nasledné emisi
fluorescence. Pokud se pouzije ve vysoké koncentraci, pronika do Zivych i mrtvych

bun¢k. Do zivych bun€k vSak pronika méné ochotné.

Propodium jodid prochézi ptes poskozenou plazmatickou membranu mrtvych buné€k, do
zivych bunék neprochazi. Molekuly propidium jodidu se zabudovavaji do molekuly
DNA; po vazbé na DNA siln¢ zvysuji svoji fluorescenci. Barveni propidium jodidem je
jedna z nejpouzivanéjSich metod k urCovani zivotnosti bunék Pouziva se i1 ke
stanovovani mnozstvi DNA v buiice a rozliSovani jednotlivych stadii bunééného cyklu

(Barttinkova, Paulik a kol., 2011).
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4. Material a metodika

4.1 1zolace spor

Prvni etapa byla pfiprava vzorku. Spory Nosema ceranae byly ziskany z pfirozené¢
infikovanych vcel. Zadecky 80 vcel byly zhomogenizovany v 10 ml vody. Pak byl
homogenat zfiltrovan pfes dvojitou vrstvu gazy. Poté byla provedena gradientova
centrifugace na médiu Percoll do mikrozkumavek byl napipetovan 100% Percoll a
postupné prevrstven 75%, 50% a 25% Percollem, fedénym v destilované vod¢. Na
hladinu byl opatrné napipetovan homogenat. Byla provedena centrifugace (10000 g, 10
minut pii teploté 25° C). Supernatant byl odstranén, ziskany pelet byl rozsuspendovan
ve fosfatovém pufru (PBS) a cely proces byl opakovan jeSte jednou. Pomoci
gradientové centrifugace na Percollu byla ziskana suspenze spor o vysoké Cistote. Spory

byly rozsuspendovany v PBS a uskladnény v chladnicce.

4.2 Druhové uréeni spor, barveni fluorescen¢nimi barvivy, kontrola
Zivotnosti spor
Ziskané spory byly srovnany se standardy z archivu Ustavu ekologie, chorob zvéie, ryb

a vcel VFU a mikroskopicky identifikovany jako Nosema ceranae. Spory byly

napipetovany na podlozni skli¢ka a obarveny fluorescen¢nimi barvivy.

Byly pouzity fluorochromy DAPI a propidium iodide (PI). Zivé spory, obarvené DAPI,
fluoreskuji modfe; mrtvé spory fluoreskuji intenzivné modro-bile. Propidium iodidem
se zviditelni jen mrtvé spory (fluoreskuji Cervené), do zivych bun€k propidium iodide

neprochazi. Oba fluorofory byly pouzity v koncentraci 0,1 mg/ml.

4.3 Citlivost spor na pH

Pro stanoveni citlivosti spor k pH byla suspenze spor rozpipetovana do mikrozkumavek
a do jednotlivych mikrozkumavek bylo pfidano 1 ml fosfatového pufru o pH 3-12. Po
hodin¢ byly spory zcentrifugovany a supernatant odstranén. Spory byly promyty v PBS
o pH 7,1 zcentrifugovany, rozsuspendovany ve 30 ul PBS, obarveny fluorescen¢nimi

barvivy a pomoci fluorescencni mikroskopie byla vyhodnocena jejich Zivotnost.
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4.4 Citlivost spor na vysokou teplotu
Spory byly tepelné oSetieny ve vodni lazni pii 100° C po dobu 15 minut a 30 minut Poté

byly spory zcentrifugovany, rozsuspendovany ve 30 ul PBS, obarveny fluorescen¢nimi

barvivy a analyzovany pod fluorescen¢nim mikroskopem.

4.5 Citlivost spor k organickym kyselinam
Suspenze spor byla napipetovana na sklenéné Petriho misky. Po zaschnuti suspenze

byly misky se sporami umistény do prazdnych nastavkd. V kazdém nastavku byla
umisténa papirova vata, na kterou bylo napipetovano 20 ml 99% kyseliny octové,
anebo 20 ml 85% kyseliny mravenc¢i. Nastavky byly utésnény a spory byly ponechany

uvniti po dobu 4 dnti. Experiment probihal pii laboratorni teploté.

Dalsi misky se sporami byly oSetfeny kyselinou $tavelovou, aplikovanou sublimaci.
Misky se zaschlymi sporami byly umistény do ulového prostoru, ktery se skladal
z Glového dna, prazdného nastavku a vika. Pies ¢esno byla dovnitt vsunuta sublimaéni
panvicka, na které byl nasypan 1g krystalické kyseliny §tavelové. Cesno bylo utdsnéno
a panvicka byla na 2,5 minuty pfipojena na 12V autobaterii. Pak byla panvicka
odpojena od baterie a ponechana v le dal$i dvé minuty. Misky se sporami byly

ponechédny uvnitf po dobu 4 dnli. Experiment probihal pti laboratorni teploté.

Pfipojenim na autobaterii se panvicka zahteje a dojde k sublimaci kyseliny $tavelové.
Pii laboratorni teploté pary kyseliny $tavelové rychle ptejdou zpatky do pevné faze a

vSechny povrchy v ule 1 misky se sporami se pokryji jemnymi krystalky.

Po ukonceni expozice byly misky se sporami vyndany z néstavkll. Z misek, oSetfenych
kyselinou §tavelovou, byly opatrné otieny krystalky (z celého povrchu, kromé mista, na
kterém byly napipetovany spory). Spory byly z misek oplachnuty 1 ml PBS a
zcentrifugovany. Supernatant byl odstranén, spory byly rozsuspendovany ve 30 ul PBS,

obarveny fluorescen¢nimi barvivy a analyzovany pod fluorescen¢nim mikroskopem.

4.6 Vyhodnoceni Zivotnosti spor

U barveni DAPI byly v zorném poli spocitany modie fluoreskujici spory (Zivé) a spory,

fluoreskujici intenzivné modro — bile (mrtvé).

U barveni propidium jodidem bylo totéz zorné pole vyfotografovano dvakrat — jednou

pod fluorescen¢nim filtrem a jednou pod bilym svétlem. Byly spocitany vSechny spory,
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pfitomné v zorném poli (snimek pod bilym svétlem) a poté vSechny cervené
fluoreskujici (mrtvé) spory (snimek pod filtrem). Bylo spocitdno % mrtvych spor ve

vzorku. V kazdém vzorku bylo vyhodnoceno minimalné 200 spor.

4.7 Statistické zpracovani dat
Statistické zpracovani dat bylo provedeno v programu Microsoft Excel. Data v grafech
predstavuji primér = SEM. Byl pouzit f test k vyhodnoceni rovnosti nebo nerovnosti

rozptyll. Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena pomoci Studentova t testu.
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5. Vysledky a diskuze

Nosematdza je v soucasné dobé jednim z nejrozsifenéjSich onemocnéni dospélych vcel.
Kamler (2011) uvadi, ze v poslednich letech ustupuje druh Nosema apis a jeho misto

zaujima Nosema ceranae. Podobny vyvoj je pozorovan po celém svété. N. ceranae se

vvvvv

Oba ptivodci nosematédzy jsou citlivi na antibiotikum fumagilin. Zadny piipravek na
bazi fumagilinu v8ak neni v CR registrovan pro 1é¢bu véel, nebot’ ptisné normy EU
zakazuji u vc€el uzivani jakychkoliv antibiotik (Hrabak, 2007). V¢elafi tedy mohou
bojovat s nosematézou jen pomoci zootechnickych opatieni a dezinfekce. Pro jiné
druhy mikrosporidii se pouzivaji rizné dezinfekéni metody, které zahrnuji UV zafeni
(Huffman et al., 2002), zahiati na bod varu (Green a kol., 2000) nebo pouziti chemické
dezinfekce, ptikladem je ethanol a hydroxid sodny (Santillana-Hayat a kol., 2002). Pro
likvidaci spor N. apis se doporucuje tepelna dezinfekce anebo dezinfekce parami ledové
kyseliny octové (Cantwell, Shimanuki, 1970; De Ruiter, Van Der Steen, 1989).
Citlivost spor N. ceranae k dezinfekénim postuptim zatim nebyla testovana s vyjimkou

citlivosti k vysokym a nizkym teplotam (Fenoy a kol., 2009).

5.1 Barveni spor N. ceranae fluorescen¢nimi barvivy

Aby bylo mozné vyhodnotit ucinnost dezinfekénich Cinidel na spory Nosema spp., je
tieba mit k dispozici metody k rozliseni zivych a mrtvych spor. Fluorescen¢ni barviva
jsou povazovana za nejcitlivéjsi, nejpiesnéjsi a Casové nejefektivngjsi zpusob pro
zhodnoceni zivotaschopnosti bunék. (Schupp and Erlandsen, 1987; Green et al., 2000)
V naSem experimentu byla k barveni spor pouzita fluorescenni barviva DAPI a
propidium iodide. McGowan (2012) uvadi, Ze tato barviva jsou k barveni spor
mikrosporidii nejvhodnéjsi. Kromé té€chto barviv lze k rozliSovani Zivych a mrtvych
bunék pouzit naptiklad kombinaci propidium iodide a Sytox green (Green a kol., 2000).
Fenoy a kol. (2009) uspésné pouzili pro rozliSeni zivych a mrtvych spor nosemy

kombinaci Sytox green a DAPI.
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Obrazek 1. Spory Nosema ceranae obarvené fluorescen¢nim barvivem DAPI. ZvétSeni

400x. Zivé spory fluoreskuji modfe, mrtvé intenzivné modro — bile.

Obrazek 2. Spory Nosema ceranae obarvené fluorescencnim barvivem propidium

iodide. Zvétseni 400x. Mrtvé spory fluoreskuji Cervené, zivé se nezobrazi.
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Obrazek 3. TotéZ zorné pole jako na obrazku 2, vyfotografované pod bilym svétlem.
Zvé&tSeni 400X.

5.2 Citlivost spor N. ceranae k vyschnuti
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Graf 1. Procento mrtvych spor ve vychozi suspenzi a ve vzorku spor po 4 dny zaschlych
na miskach, které byly v experimentu pouzity jako kontrola. Data ptedstavuji praimér +
SEM.

22




Graf 1 ukazuje, ze mezi vychozi suspenzi (Sporami, vyizolovanymi pomoci gradientové
centrifugace) a sporami, po ¢tyfi dny zaschlymi na miskach, neni statisticky vyznamny
rozdil. To souhlasi s vysledky Fenoy a kol. (2009), ktefi testovali odolnost spor N.
ceranae K vyschnuti a uvadéji, Ze po tiech tydnech nebyl mezi zivotnosti kontrolnich a

vyschlych spor statisticky vyznamny rozdil.

5.3 Citlivost spor N. ceranae ke kyseliné mravenci
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Graf 2. Procento mrtvych spor po ¢tyfdenni expozici param kyseliny mravenci. Data

predstavuji praimér + SEM.

Z Grafu 2 mizeme vidét, ze kyselina mravenci byla uc¢inna proti sporam N. ceranae.
Ctytdenni expozice param kyseliny mravenéi v na§em experimentu vyznamné zvysila

procento mrtvych spor ve vzorku.

Citlivosti spor N. ceranae k param kyseliny mravenéi se zabyvala Papezikova a kol.
(2016). V jeji praci byl testovan vliv dlouhodobé expozice 65% kyseliné mravenci a
kratkodobé expozice 85% kyseliné mravenci. Na rozdil od nasi prace zde byla kyselina
mravenci aplikovdna do la se véelami. Do ulii byly umistény kratkodobé odpatovace
kyseliny mravenci (Formidol 40) nebo dlouhodobé odpatfovace kyseliny mravenci
(Nassenheider). Efekt kyseliny byl zavisly spiSe na jeji koncentraci, nez na délce

expozice. Po ¢tyfdenni expozici 85% kyseliné mravenci bylo devitalizovano 25 % spor,
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zatimco tfitydenni expozice 65% kyseliné¢ mraven¢i neméla vyznamny efekt. V naSem

ptipadé¢ bylo usmrceno 48,8% spor za Ctyfi dni.

Ptipravky pro vcely na bazi kyseliny mravenci jsou urceny predevSim ke tlumeni
varroazy. V. CR se pouziva ptipravek Formidol 40. Jedna se o odparné desky
s kyselinou mravenci, které se vkladaji do ulu. Do podmetu ulu se v prvni fazi umisti
deska v regulacnim obalu. Kyselina mravenci se odpafuje z péti otvorti az do odpafeni
poloviny obsahu. Pak se z desky odstrani regula¢ni obal. Doba oSetfeni u tohoto
systému je 2 dny s regulacnim obalem a dals$i 2 dny bez obalu. Celkem tedy oSetieni
trva 4 dny, takze se jednéd o kratkodoby odpatfovaci systém. Ptipravek se pouziva jen,
kdyz v ule neni konzumni med. Vyrobce uvadi u¢innost tohoto ptipravku proti sporam

Nosema spp., bez specifikace druhu (web USKVBL)

V Némecku se vyuziva odpafova¢ Nassenheider. Je vyroben z potravinaiského
polypropylenu s dobrou odolnosti vii¢i kyseling. Je uréen pro aplikaci 65 % kyseliny
mravenci. Celkova doporucend davka kyseliny je 360 ml. Tato davka se pii primérnych
letnich teplotach odpaii pfiblizné¢ za 10-14 dnd. Pfi chladnéjSich teplotdch trva
odpatovani déle. Z USA k nam byl v minulych letech dovezen odpafova¢ MiteGone ™
zalozeny na kapilarnim efektu porézni hmoty. Doba odparu kyseliny se pohybuje
vrozmezi 10 - 14 dnd, pfi letnim pouziti pti teplotach kolem 25 °C, pii vyssich
teplotach miize byt délka odparu kratsi.

Profesionalni vcelafi v Evropé Uspé€Sné pouZzivaji kyselinu mraven¢i proti larvam
zavijece voskového, které napadaji uskladnéné souse (prazdné vceli dilo bez zasob). Jeji
ucinek proti zavijeCi je srovnatelny s i€inkem kyseliny octové (Charriére a Imdorf
1999). Je i soucasti riznych preparatd proti nosematdze. Jednim z preparatd, urCenych
K tlumeni nosematozy je ,Nozestat“. Je to veterinarni preparat, ureny k 1é¢bé a
prevenci nosematdzy, zaregistrovan je v Bulharsku. Obsahuje jod, jodid draselny,
kyselinu mravenci a stabilizatory. Dalsi slozkou jsou aromatizujici latky, usnadiujici
piijeti léciva v€elami. Poddva se perordln€¢ v cukerném sirupu (1:1) anebo v
medocukrovém tésté. Uvadi se ucinnost 89% az 94% proti Nosema apis a do 74% proti
Nosema ceranae. (K. Gurgulova, 2006). Vlivem kyseliny mraven¢i na nosematozu se
zabyvali Underwood a Currie, ktefi uvadéji, ze kyselina mravenci aplikovana odparem

tlumi rozvoj choroby (Underwood a Currie 2009). Testovali v$ak vliv této latky na
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rozvoj choroby u infikovanych vcelstev, ne na Zivotnost spor. Navic §lo o vcelstva se

smisenou infekci N. apis i N. ceranae.

5.4 Citlivost spor N. ceranae ke kyseliné octové
Kyselina octova se ve vcelafstvi pouziva k dezinfekci plasth a Gla bez vcel. Také se

pouziva k likvidaci larev zavije¢e voskového, podobn¢ jako kyselina mravenc¢i (Grobov
a kol., 1987). OIE manual (2013) popisuje dezinfekci ledovou (99,8%) kyselinou
octovou jako u¢inny postup k usmrceni spor N. apis. Pro N. ceranae zatim kyselina
octovd nebyla testovana. Plasty se umisti do skfin¢ nebo je pifimo v nastavcich
vystavime do uzavieného kominu. Nahofe na ramcich je miska s kyselinou octovou.
Nechame stat 14 dni pii teploté vzduchu 15 °C. Na kazdy 1 m® prostoru (skiing) se
doporucuje pouzit 2 | kyseliny octové. Je tieba pocitat s tim, Ze v kyselém prostiedi
bude dochazet ke korozi kovovych ¢asti. (Vesely, V. a kol. 2003, Ritter, W., , 2006).
V nasem experimentu ctyfdenni expozice kyseliné octové v davce 20 ml/nastavek

vyznamng zvysila procento mrtvych spor (Graf 3).
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Graf 3. Procento mrtvych spor N. ceranae po ¢tyfdennim oSetfeni kyselinou octovou.

Data piedstavuji primér = SEM.

Z Grafu 3 je vidét, Ze mezi kontrolou a kyselinou octovou je statisticky vyznamny
rozdil. Kyselina octova usmrtila 68,8% spor, byla tedy u¢innéj$i nez ostatni organické

kyseliny, pouzité v pokusu (Graf 2, Graf 4).
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5.5 Citlivost spor N. ceranae ke kyseliné st’avelové

Kyselina stavelova se ve vcelafstvi pouziva ke tlumeni varroazy vcel. V CR dosud neni
kyselina $tavelova registrovana jako lé¢ivo pro véely. Rada vcelaia vSak s kyselinou
Stavelovou experimentovala v ramci klinické studie Mendelovy spolecnosti pro

vcelatrsky vyzkum (Klima, 2012).

Ve srovnani se syntetickymi akaricidy (tau-fluvalinat, amitraz, acrinathrin) nezanechava

kyselina $tavelova dlouhodoba rezidua ve véelich produktech (Johnson a kol., 2010).

Neni vhodné pouzit tuto kyselinu v plodovém obdobi, ma v této dob& proti rozto¢tim
nizkou ucinnost a navic poskozuje plod. (Hatjina a Haristos, 2005). Pokud je oSetfeni

provedeno v bezplodém obdobi napt. v listopadu, G¢innost proti varroaze dosahuje az
97 % (Gregorc a Planinc, 2002).

Pti pouziti proti varrodze se kyselina Stavelova aplikuje postiikem vcel na plastech,
pokapem (polévanim vcel v uli¢kach) anebo sublimaci. Po aplikaci sublimaci ziistavaji
krystalky dlouhodobé v ule a je mozné ptedpokladat, Ze budou mit kromé G¢inkd na
roztoCe i dezinfek¢éni G¢inek na plasty. Pouziti kyseliny $tavelové proti nosematdze
testoval Nanetti a kol. (2015). Bylo zjisténo, ze kyselina $tavelova vyznamné tlumi
rozvoj choroby u napadenych vcelstev. Vjejich praci vSak nebyl testovan vliv kyseliny
Stavelové na zivotnost spor; byl sledovan vliv kyseliny $tavelové na intenzitu a

prevalenci infekce.
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Graf 4. Procento mrtvych spor N. ceranae ¢tyfi dny po oSetfeni kyselinou $tavelovou,

aplikovanou sublimaci. Data ptedstavuji primér = SEM.

Schopnost kyseliny $tavelové usmrcovat spory N. ceranae testovala Papezikova a kol.
(2016) ktera zjistila, ze kyselina $tavelova, aplikovana sublimaci po téidenni expozici
usmrtila 27 % spor. Uéinnost tedy byla pomérné nizka. Podobné vysledky byly ziskany
I v naSem experimentu. Za ¢tyfi dny zvysila kyselina §tavelova pocet mrtvych spor ve
vzorku na 33,9% (Graf 4). Pfi porovnani s dalS§imi kyselinami, pouZzitymi v naSem
experimentu tedy nebyla ptili§ efektivni. Kyselina §tavelova je vSak urena predevsim
K tlumeni varroazy, schopnost devitalizovat spory N. ceranae je tedy pfiznivym
ucinkem navic. Kyselina §tavelova se aplikuje v obdobi, kdy vcely zimuji, stazené
v chumaci. Lze tedy predpokladat, ze krystalky zlstanou v tule, dokud se neotepli a
véely nezacnou vyletovat ven z ulu a spory budou kontaktu s kyselinou vystaveny
dlouhodobé.

5.6 Citlivost spor k pH

Vsechny testované latky jsou organické kyseliny. Proto byla testovana i citlivost spor k

alkalickému pH.
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Graf 5. Spory Nosema ceranae po hodinové inkubaci ve fosfatovém pufru o rizném pH.

Data ptredstavuji primér = SEM.

Graf 5 ukazuje, ze spory N. ceranae jsou citlivgjsi Kk vysokému pH nez k nizkému. U
vzorkl, které byly inkubovany v alkalickém prostiedi (pH 11 — 13) se vyznamné
zvysilo procento mrtvych spor oproti kontrole (pH 7), u ostatnich vzorkl nebyla zjiSténa
statistickd vyznamnost oproti kontrole. K dezinfekci =zafizeni, kontaminovaného

sporami N. ceranae by tedy bylo mozné pouzit i alkalické dezinfek¢ni prostiedky.

Pazderka G. 2007 praktikoval profylaktickou dezinfekci ve vcelaistvi alkalickym
chlornanem sodnym. Alkalicky roztok chlornanu sodného je doporucovan v ohniscich
moru v¢eliho plodu k dezinfekci zafizeni, které se nebude palit. Pouziva se roztok Sava
(chlornan sodny) a louhu (hydroxid sodny nebo draselny) v poméru 0,5 kg louhu na 1
litr Sava. Vznikly roztok je vhodny na dezinfekci ramki a dalsiho vybaveni. Je nutné
provadét dezinfekci v odvétravaném prostoru, protoZe =z roztoku se uvoliuje
chlor.K dezinfekci je mozné pouzit i samotny vodny roztok louhu bez Sava. Roztoky o

vyS$ich teplotach ptisobi razantngji.

Ve vsech ptipadech nutné mit celokaucukové rukavice, mit zahalené celé télo a oblicej
st nejlépe chranit prihlednym Stitem nebo alespont brylemi. Pfi pfimém zasahu je tfeba

zasazené Casti téla okamzité oplachnout vodou (Pazderka, 2007).
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5.7 OSetreni teplem
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Graf 6. U¢inost oetieni teplem na spory N. ceranae. Data predstavuji primér + SEM.

V naSem experimentu se ukazalo, ze oSetfeni teplem bylo ze vSech testovanych postupti
nejvice u€inné. Po 15 minutich bylo usmrceno 83,5 % spor, po 30 minutach uz témer

vSechny (98,3 %).

Fenoy a kol.. (2009) pozorovali Zivotaschopnost spor N. ceranae pii teploté 60 ° C az -
20 ° C (celkovy rozsah 80° C). K rozliseni zivych a mrtvych spor pouzili fluorescencni

barviva DAPI a Sytox Green (Fenoy a kol.., 2009).

Podle jejich studie byla po 6 hodinach pii 60°C primérna zivotnost spor N. ceranae
92,1%. Naopak spory N. apis kompletn¢ zahubi 15 minutové zahiati na 60°C (Cantwell
a kol., 1970). Citlivost spor N. ceranae testovala ve své praci také McGowan (2012).
Spory byly vystaveny teploté 80 °C na 5, 15, 30 a 60 minut. Vyznamny ucinek (96,8%
mortalita spor) byl pozorovan az po 60 minutach (McGowan, 2012).

Fenoy a kol. testovali i citlivost spor obou druhti ke zmrazeni. Zjistili, ze spory N.
ceranae jsou sice tolerantn&jsi k vys§im teplotam, ale vice citlivé na nizkou teplotu.

Vyssi citlivost N. ceranae K nizkym teplotdm uvadi ve svém souborném ¢lanku i Oliver
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(2009). To je dulezity faktor pro opakované pouziti a ukladani starych plasti (Fries,
2010).

Dezinfekce teplem se ve vcelafstvi pouziva Casto. Teplem je mozné dezinfikovat uly i
plasty. Plasty staci naskladat ve svislé poloze do termostatu, kde se jeden den udrzuje
teplota 50 °C. Tento dezinfek¢ni postup se pouzival u plastd kontaminovanych sporami
N. apis (OIE manual, 2013). Proti sporam N. ceranae je vSak neucinny (Fenoy a kol.,
2009). U plastd tedy nelze pii napadeni N. ceranae pouzit tepelnou dezinfekci — k
devitalizaci spor je tfeba pouzit vyssi teplotu, pfi které by plasty roztavily (vceli vosk
ma teplotu tani 62 - 65°C (Drasar, 1978). Nastavky se dezinfikuji ponofenim do
parafinu, tak, aby doSlo k prohtati dieva na teplotu 150 °C az 180 °C po dobu 3-5

minut. Tento postup G¢inkuje i na spory moru vceliho plodu (Dobbelaere a kol., 2001)

30



6. Zavér

Vsechny otestované latky byly schopny usmrcovat spory mikrosporidie Nosema
ceranae. Ani jedna z testovanych latek vSak neusmrtila vSechny spory, pfitomné ve
vzorcich. K usmrceni vétSiny spor doslo jen pii tepelném oSetieni (30 minut pti 100°C).
Nejlepsi ucinky byly pozorovany u kyseliny octové. Kyselina mravenci meéla slabsi
devitalizani efekt nez kyselina octova. Nejméné ucinna byla kyselina Stavelova.
Kyselina mravenci a Stavelova se vSak ve vcelaistvi pouziva predevsim ke tlumeni
varrodzy. Schopnost usmrcovat spory Nosema ceranae je tedy u téchto latek

doplitkkovym piiznivym ucinkem.
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8. Abstrakt

Citlivost spor mikrosporidie Nosema ceranae k dezinfekénim ¢inidlam

Shulha, Y
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno
Fakulta veterinarni hygieny a ekologie
Abstrakt

Cilem této prace bylo otestovat citlivost spor mikrosporidie Nosema ceranae k

dezinfekénim zasahum.

Spory N. ceranae byly vyizolovany z pfirozené infikovanych véel pomoci gradientové
centrifugace a oSetfeny organickymi kyselinami (mravenéi, Stavelovd, octovd). U
dalsich vzorki bylo provedeno tepelné oSetfeni a byla otestovana citlivost k pH. Po
ukonceni expozice byly spory obarveny fluorescenénimi barvivy a pomoci

fluorescenéni mikroskopie byla vyhodnocena jejich Zivotnost.

Vsechny otestované latky byly schopny usmrcovat spory mikrosporidie Nosema
ceranae. Ani jedna z testovanych latek vSak neusmrtila vSechny spory, pfitomné ve
vzorcich. K usmrceni vétSiny spor (98,3 %) doslo jen pfi tepelném oSetieni (30 minut
pfi 100°C). Nejlepsi ucinky byly pozorovany u kyseliny octové. Kyselina mravenci
méla mensi efekt neZ kyselina octova; jako nejméné uCinnd se ukédzala kyselina
Stavelova. Bylo zjiSténo, Ze spory jsou citlivé 1 na alkalické pH, bylo by tedy mozné

pouzit k dezinfekci i alkalickd dezinfekéni €inidla.

Kli¢ova slova: mikrosporidie, spory, Nosema ceranae, Nosema apis.
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9. Abstract

Sensitivity of microsporidia Nosema ceranae spores to disinfectants

Shulha, Y
University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences
Fakulty of Veterinary Hygiene and Ecology

Abstract

The aim of this bachelor thesis was to test the sensitivity of microsporidia Nosema

ceranae spores to disinfection interventions.

N. ceranae spores were isolated from naturally infected bees by gradient centrifugation
and treated with organic acids (formic acid, oxalic acid, acetic acid). Other samples
were subjected to heat treatment, and were tested for pH sensitivity. After the exposure,
the spores were stained with fluorescent dyes and, their viability was evaluated with the

use of fluorescence microscopy.

All tested compounds were able to kill spores of microsporidia Nosema ceranae. None
of the tested substances killed all of the spores present in the samples. The highest
mortality (98.3%) was observed after heat treatment (30 minutes at 100°C). Among
organic acids, the best effects were observed using acetic acid. Formic acid was less
effective than acetic acid; the least effective proved to be oxalic acid. It was found, that
N. ceranae spores are sensitive to alkaline pH. Therefore it would be possible to

disinfect beekeeping equipment with the use of alkaline disinfectants.

Key words: microsporidia, spores, Nosema ceranae, Nosema apis.
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