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1. Uvod

Vcela medonosna je nadmiru diillezitou soucasti ekosystému a jakykoliv pokles
jeji populace naptiklad v disledku nemoci ma nedozirné nasledky v mnoha smérech na
zivotni prostiedi i ekonomiku.

Chovatelé véely medonosné se v soucasné dobé¢ musi vypoiadavat s mnoha
problémy, jednim z nich je i1 rozSifujici se nosemova nakaza — onemocnéni traviciho
traktu véel. Diive jsme se potykali pouze s jednim znamym ptivodcem - mikrosporidii
Nosema apis. Ackoli se vzdy jednalo o vazny problém, vétSinou dochazelo k
samouzdravovani vcelstev béhem léta diky malé odolnosti tohoto ptivodce k vysokym
teplotiam. Nyni se vcelaii museji potykat 1 s Nosema ceranae, ktera plvodné
zpusobovala nosemat6zu pouze u veely vychodni, avSak vice nez Gispé$né se v nedavné
dob¢ adaptovala i na nasi véelu medonosnou. Momentalné se jedna o dominantni druh,
infekce se u nas vyskytuji bud’ smisené nebo zptisobené pouze N. ceranae. Informaci o
tomto ptivodci mame zatim mélo, mnoho studii je protichidnych a chybi u¢inna lécba.
Tato mikrosporidie je pravdépodobné podle dosavadnich studii odoInéjsi viéi vysokym
teplotam, proto nedochazi k samouzdravovani v¢elstev béhem letnich mésicti a mnohdy
jsou neucinné 1 bézné pouzivané preventivni postupy. Je Casto vinéna 1 z kolapst
vcelstev, které se v poslednich letech vyskytuji po celém svéte.

Ve své diplomové praci se zabyvam optimalizaci a srovnanim metod vhodnych
k rozliSeni zivych a devitalizovanych spor mikrosporidii rodu Nosema. Konkrétné se
jedna o porovnani vysledkt fluorescenéni mikroskopie a fluorimetrie a o srovnani

pritokové cytometrie s fluorescencni mikroskopii.



2. Literarni piehled

2.1. V¢ela medonosna, taxonomické zarrazeni

Kmen ¢lenovci (Arthropoda)

Podkmen vzdus$nicovci (Tracheata)

Ttida hmyz (Insecta)

Podtfida ktidlati (Pterygota)

Rad blanokiidli (Hymenoptera)
Podrad Stihlopasi (Apocrita)

Nadceled’ vc¢ely (Apoidea)

Celed véeloviti (Apidae)

Rod vcela (Apis)

Druh v¢ela medonosna (Apis mellifera)

Nad¢eled’ véely (Apoidea) tvoii celkem sedm &eledi. Sest z nich v sobé zahrnuje
samotaiské véely, které jsou druhové velmi rozmanité. Jen na tizemi Ceské republiky a
na Slovensku zije 609 druhil v€el samotaiek. Sedmou celed predstavuje celed’ veeloviti
(Apidae) do niz patii nase véela medonosna (a ostatni druhy rodu Apis), ¢melaci a

tropické bezzihadlové véely (Nezbeda 2012).

2.2. Vyznam v¢ely medonosné pro ¢lovéka

V¢elafstvi je jednim z nejstarSich oboru lidské ¢innosti (Vesely a kol., 2009).
Kamler (1999) uvadi, Ze pfinos vcelaistvi pro spole¢nost miizeme rozdélit do dvou
zékladnich oblasti. Vcela zajistuje opyleni polnich plodin a volné rostoucich rostlin
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Vv prirod¢; ve stfedoevropskych podminkéch je to 90% uzitku véel. Jen zbyvajicich 10%
uzitku je ve form¢ vcelich produktu, které ale zajist'uji ekonomiku chovu vcel.

Svamberk (2000) uvadi, ze véelaistvi je dodavatelem medu, pylu, matefi
kasSicky, jedu, vosku a propolisu. Podle KubiSové a Haslbachové (1998) ktomu
v nékterych oblastech svéta pristupuji jesté nckteré pro néas exotické produkty, jako
napft. trub¢i larvy a kukly, slouzici bud’ jako potravina (napt. v nékterych castech Asie),
nebo jako surovina pro vyrobu l€éka proti starnuti (napf. v Rumunsku). Titéra (2006)
uvadi, ze sloZeni téla trubCich larev a kukel je srovnatelné s hovézim masem nebo
sojou. Vyluéné postaveni mezi vSemi témito produkty ma ovSem med, ktery je
vcelstviim odebiran od prvopocatkl vcelafeni (KubiSova a Haslbachova, 1998).

S postupem intenzity vyuzivani piady kzeméd€lskym Ucelim nabyvalo
véelafstvi vyznam i pii opylovani hmyzosnubnych rostlin (Vesely a kol. 2009).
V soucasné dob€ je opylovani rostlin véelami hodnoceno jako nejvétsi hospodarsky
pfinos chovu vcel. Uvadi se, ze hodnota vynosi zemédélské produkce ovlivnéna
opylovaci ¢innosti vcel je 10 - 15 X vysS§i nez hodnota ziskaného medu (Lucky, 1984).
Dale bylo zjiSténo, Ze v€ela medonosnd se podili thrnem piimo i nepfimo jednou
tietinou na zajistovani lidské vyzivy — to rozhodujici je pravé jeji opylovaci ¢innost
(Pridal, 2005).

KubiSova a Haslbachova (1998) uvadégji, Ze kromé opylovaci ¢innosti je veela 1
indikatorem kvality Zivotniho prostiedi. Je velmi citliva viici Skodlivym latkam. Podle
Ptidala (2005) se dnes téchto bioindikacnich vlastnosti v€ely medonosné vyuziva 1
cilen€. Probihaji testy, kdy se pravidelné odebiraji vzorky medu a pylu, ale 1 v¢el na
rozbory na obsah téZkych kovl a radioaktivnich latek.

Nemaly vyznam maé vcelafstvi jako obor zdjmové Cinnosti lidi pfi vyuZivani
volného Casu. Veelafstvim se u nas zabyva kolem 53000 lidi vSech vékovych skupin.
S rozvojem védy a s novymi objevy v oblasti vCelafstvi vznikla v 19. stoleti i potieba
vCelafli schazet se a pfedavat si zkuSenosti a poznatky, ale 1 spole¢né hgjit své zajmy.
Proto ve druhé poloving 19. stoleti vznikly na izemi Cech, Moravy a Slezska prvni
véelatské spolky. V roce 1951 byl ustaven Cesky svaz véelafii jako jednotna organizace

sdruzujici chovatele véel, zajemce a odborniky u oboru véelatstvi (Vesely a kol. 2009).



2.3. Vyznam vCely medonosné pro ekosystém

V¢éela medonosna neopyluje jen zemédélské entomofilni plodiny, nybrz i vétSinu
divoce v ptirodé rostoucich entomofilnich rostlin (KubiSova a Haslbachova, 1998).

Dle Nezbedy (2012) bylo pii porovnavani vyznamu vcel béhem opylovani vuci
Vétsina expertl uvadi vice jak 95% zasluh. Vcely jsou velikosti a tvarem téla
prizptasobeny k vniknuti do kvéta, které opyluji. Ochlupeni celého téla jim umoznuje
sbirat pyl na co nejvétsi plochu téla a doslo také k vyvoji specializovanych organti na
sbér pylu (Ptidal, 2005). Velkou ptednosti véely medonosné je, Ze je florokonstatni. Lze
fici, Zze kdyz najde vydatny zdroj snisky, kvetouci porost jednoho druhu rostlin, dokaze
tuto informaci predat ostatnim létavkam. Tyto véely pak témét vSechny navstévuji
vyhradné tento druh. Proto se pyl zjednoho kvétu dostdva na blizny dalSich kvéth
stejného druhu. Jejich opyleni je vice cilené a ucinn€j$i nez u ostatnich druht
opylovatelti. | ztéchto divodid ma vcela nezastupitelné misto mezi opylovateli
hmyzosnubnych rostlin a je nezbytna pro zachovani rozmanitosti krajiny.

Podle Veselého a kol. (2003) dochazi nedokonalym opylenim divoce rostouci
hmyzosnubné zelené k jednostrannému posunu struktury druhového slozeni rostlin ve
prospéch vétrosnubnych rostlin, pfedevsim trav, piipadné az k vymizeni rostlinného
druhu na daném uzemi.

Baumgartner a Loritz (2014) uvadéji, ze vedle vlastniho opylovéani a tvorby
semen je dilezité 1 kiiZeni zprostfedkované hmyzem ptendSejicim pyl, které zabranuje
genetickému chudnuti mistnich populaci. Kromé& toho slouzi hmyz navstévujici kvéty
jako zakladni zdroj potravy pro hmyzoZzravé ptaky a savce.

Navratil a kol. (2011) uvadi, Ze uplatnéni vcely medonosné ve vSech jejich
vyznamech je ovlivnéno také zdravotnim stavem vcelstev. Ne vSechny vynosy z chovu
vcel je mozné ekonomicky vycislit. Jen vynosy medu vSak ptredstavuji (vycisleno
v cenach zemédé€lskych vyrobeil) kazdoroéné az pil miliardy korun. Vynosy opylenim
se pak odhaduji zhruba na 3 miliardy ro¢né. Vyznam zdravotniho stavu vcel a
pfedevS§im vyznam péce o zdravi v€el pak vynikne, kdyZ si pfedstavime, Ze ztraty
v disledku chorob se odhaduji na 1,5 nasobek vynosu z produkce medu a predstavuji
tedy rocné nékolik set miliont korun. Tyto ztraty zahrnuji ztraty vcelstev uhynem,

ztraty utracenim v ramci protinadkazovych opatfeni, naklady na léc¢bu a eradikaci chorob,



ztraty na vcelich produktech a ztrdty na vynosech hospodaisky vyznamnych
entomofilnich rostlin.

Vcela a jeji plod mohou onemocnét fadou nemoci. Jsou to jednak nemoci
nenakazlivé, které se nedaji pienést na okolni v¢elstva a jednak nemoci nakazlivé, které
lze prenést na ostatni jedince ve vcelstvu nebo na sousedni zdravé vcelstva (Vesely a
kol, 2009). Jelikoz jsou vcely vysoce eusocialnim druhem, dokonce u nich probiha
trophalaxe (vzajemné predavani potravy mezi ¢leny kolonie oralni cestou), kazdy
patogen, ktery se v ule vyskytne se mize §ifit velice snadno a rychle (Ritter, 2005).

V poslednich letech postihuji riizné zdravotni problémy véelstva po celém svéte.
Kromé negativniho vlivu pesticidii se za nejvétsi problém povazuji choroby vcel.
Jednou z nejrozsifenéjSich nemoci vcely medonosné je nosematdza, zplusobena
mikrosporidiemi Nosema apis a Nosema ceranae (Toporc¢ak, 2015). Tyto mikrosporidie
napadaji travici trakt véel (Traver, 2012). V nékterych oblastech svéta je Nosema spp.

fazena mezi faktory, pfispivajici ke hromadnym kolapsim vcelstev (Paxton, 2010).

2.4. Travici ustroji véely medonosné

Toto ustroji slouzi vcele k piijimani, pfenaSeni a zpracovani potravy a spolu
s vymé&Sovacim ustrojim rovnéz i k odstranovani nestravenych zbytka potravy z téla,
jakoZz 1 k jejich hromadéni v dob¢, kdy véela nemuze z Glu vylétat (Vesely a kol. 2009).
Podle Pfidala (2003) rozdélujeme travici soustavu vcely medonosné na tfi Casti
(stomodeum — ptedni ¢ast, mesenteron — stiedni ¢ast a proctodeum — zadni ¢ast).Podle
Veselého a kol. (2009) z nich pouze stfedni Cast, tj. zaludek, vznikla z vnitiniho
zarode¢ného listu a ma tedy vlastni Zlaznaty epitel, ktery umoziiuje traveni. Ostatni dveé
¢asti vznikly vchlipenim vnégj§iho zarode¢ného listu a maji obdobnou stavbu jako
pokozka. Schonfeld (1955) uvadi, ze k prednimu cili ordlnimu oddilu patii hitan
(pharynx) a jicen (aesophagus) s mednym vac¢kem zvanym téz vole (ingluvies). Stfedni
oddil zaZivaciho traktu (mesenteron) tvoii Zaludek (ventriculus) a zadni oddil analni
tvofi stievo (intestinum) a konecnik (rectum). Stievo se dé€li na tenké stievo (ileum) a
tlusté stfevo (colon). Konec¢nik se rozdéluje na rektalni vak a vlastni rectum.

Zazivaci Ustroji zacina ustnim otvorem umisténym na spodiné hlavy. Ten je
opatien nékolika dileZitymi castmi. Na Celisti je svrchni pysk (labrum), jehoZ tkolem je
kryt bazi kusadel. Spodni pysk (labium) je ulozen mezi kmeny maxil a je dilezitou

soucasti v¢eliho soséku, ktery neni jednolitym samostatnym Utvarem, ale byl vytvoien
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spole¢n¢ vSemi castmi cCelisti. Sosék (proboscis) slouzi k sani tekutiny (vody, nektaru,
medu), dale ke krmeni larev, matky, trubct i délnic. Délka sosdku kolisa. Délnice
V nasich podminkach maji sosak asi 6,2 mm dlouhy. Matka a trubci maji sosak kratsi.
Tekutiny protékaji sosdkovou rourkou, v niZ je uloZen jazyk (glossa) (Lucky, 1984).
Jazyk je zakoncen l1zickou (labellum), kterou vcely pouzivaji hlavné k predavani
potravy (Vesely a kol. 2009).

Na ustni Stérbinu navazuje hltan (Svoboda a kol. 1968). Haslbachova (1992)
uvadi, ze hltan prochéazi hlavou od ustniho otvoru do tylniho otvoru. Trubici hltanu
obepinaji okruzni a podélné svaly, které spolu se svaly, upinajicimi se k hltanu a vnitini
stran¢ Celniho Stitku umoziuji rozSifovani a zuzovani hltanu a tim nasavani potravy a
jeji posun do jicnu. Pfi nasdvani potravy jsou soucasné strhovany do hltanu vymésky
zlaz. Svoboda a kol. (1968) uvadi, Ze na sténach hltanu jsou dvé hltanové desticky, na
kterych u délnic vyust'uji hltanové zlazy.

Hltan se jesté v hlavé zuzuje v jicen (Svoboda a kol. 1968). Jicen (oesophagus)
prochézi sttedem hrudi mezi svaly a stopkou vstupuje do zadecku. Jicen se mlze pii
prichodu vétsiho sousta znacné rozsitit (Lucky, 1984).

Po vstupu do zadeCku se jicen rozsiti v medny vacek (Lucky, 1984).
Haslbachova (1992) uvadi, ze je to organ dulezity nejen pro vcelu, jako jedince, ale i
pro celé véelstvo. V ném totiz véela ptenasi do ulu veskery nektar, medovici i vodu,
které v pfirodé nasbira. Medny vacek ma schopnost se roztahnout, pojme obycejné 15 -
20 mm? tekutiny, miaze viak pojmout i 50 mm?>. Vesely a kol. (2009) uvadi, ze zde
nedochazi k traveni potravy. Vlivem vyméski zlaz vyustujicich do traviciho Ustroji
v hlavové ¢asti vsak dochazi k postupné chemické preméné tekuté potravy (nektar,
medovice) na fidky med. V medném vacku rovnéz mladé vcely vyrdbéji krmnou
kasicku z pylu, medu a vyméskl hltanovych 714z a krmi ji stars$i larvy.

Prichod potravy z medného vacku do Zaludku je regulovan tzv. ceslem
(proventriculus), které je vklinéno jak do medného véacku, tak do Zaludku a kromé
uvedené funkce brani i zpétnému posunu natravené potravy ze zaludku zpét do
medného vacku. Do medného vacku ¢ni hlava Cesla. Hlava cesla vlastné tvoii prava
,usta® v€ely — jedince; teprve to, co projde hlavou Cesla, se dostane do zaludku vcely a
je traveno (Vesely a kol. 2009).

(2009) uvadi, ze jako jediny vznikl z vnitiniho zarodecného listu a ma jinou
anatomickou stavbu nez ostatni ¢asti traviciho tstroji. Haslbachova (1992) uvadi, ze az
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v zaludku je travena potrava, kterou vcela potiebuje pro vlastni vyzivu. Trubice zaludku
je dlouha u délnice 10 mm, u matky 13 mm a u trubce 19 mm a $iroka 1,5-2 mm. Sténa
zaludku je zvrasnéna do kruhovych zahybt, ¢imz se zvétsuje travici plocha.

Podle Svobody a kol. (1968) je sténa zaludku sloZena ze tii vrstev. Na zevni
stran¢ jsou dvé vrstvy svall (pfi¢né a podélné), potom nasleduje bazalni membrana na
ji vysoké valcovité buiky, které maji na strané obracené¢ do nitra zaludku jemna
plazmaticka vlakénka, tzv. rhabdorium. Pii ¢innosti bun¢k béhem traveni se rhabdorium
odd¢luje a tvori se z n¢ho peritrofickda membrana, kterd souvisle v né¢kolika vrstvach
obaluje pfijatou potravu, postupuje s ni a asi v 3/4 délky zaludku se trha a spolu s
nestravenymi zbytky potravy odchazi tenkym stfevem do vykalového vaku. Podle
Klimy a Babincové (2012) brani peritrofickd membrana poranéni Zzalude¢niho epitelu
ostrymi ¢astmi potravy (napiiklad obaly pylovych zrn) a je zaroven bariérou proti
vstupu infek¢nich agens.

Vystelkové bunky tvotfi zdhyby, ve kterych jsou mens$i buiky, tzv. buiky
kryptové; z nich se tvofi nové vystelkové buiiky, nahrazujici bunky opotiebované. Ve
vystelkovych burkach jsou krystalky uhli¢itanu vapenatého, jez mizi pii poruchach
zazivani, jaké nastavaji napt. pfi nosemové nakaze. (Svoboda, 1968).

Dale uvadi, Ze vystelkové bunky produkuji travici §t'avy, které obsahuji vSechny
enzymy potfebné ke Stépeni slozitych soudsti potravy pii traveni; jsou to napf.
invertaza ke Stépeni sachardzy, pepsin ke Stépeni bilkovin, lipolytické enzymy ke
Stépeni tukll aj. Jednotlivé slozky potravy se v Zaludku $tépi na jednoduché latky, jako
jsou jednoduché cukry glukéza a fruktéza, mastné kyseliny a aminokyseliny.
Vystelkové buiky tyto latky vstfebavaji a dopravuji je sténou Zaludku do hemolymfy.
Nestravené Casti prechdzeji tenkym stievem do vykalového vaku.

Rovnéz Rada a kol. (2009) uvadi, Ze zbytky potravy a produkty vymeéSovaci
soustavy jsou pied vylouCenim z téla hromadény ve vykalovém vaku. To vytvari
vhodné prostiedi pro rozvoj mikroflory uvniti vykalového vaku. Velky vyznam ma
tento organ predev$im v zimnim obdobi, kdy se vC€ely nemohou zbavit zbytkli potravy
po dlouhou dobu. Podle Veselého a kol. (2009) rektalni zlazy v podobé Sesti prouzkl na
povrchu piedni ¢asti vykalového vaku brani svym sekretem kvaseni a hniti
nestravenych zbytkll potravy a ovliviiuji zfejmé vodni rezim v zivoté vcely. Titéra
(2006) uvadi, ze vykalovy vak umozinuje zadrzet vykaly v objemu az poloviny vahy
téla veely, tedy asi 50 mg.
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2.4.1. VyméSovaci ustroji v€éely medonosné

S travicim ustrojim velmi tzce souvisi i UGstroji vyméSovaci, tzv. Malpighiovy
trubice, které funguji obdobné jako ledviny u obratlovci.(Vesely a kol. 2009). Je to
soubor 100 — 150 trubic, volné uloZzenych kolem jednotlivych organi v zadecku véely.
Jeden jejich konec je uzavieny, druhym vyustuji do traviciho ustroji v krajiné pyloru.
Jsou velmi dlouhé (17 — 21 mm) a uzké (0,05 — 0,1 mm) (Vesely a kol. 2009).

Rada a kol. (2009) uvadi, ze v€ely vylucuji metabolizovany dusik desitkami
malpighickych trubic obvykle ve form¢ kyseliny mocové. Produkty vyméSovaciho
ustroji jsou stejn¢ jako nestrdvené zbytky potravy dopraveny do vykalového vaku

(Svoboda a kol. 1968).

2.5. Charakteristika mikrosporidii

Podle Corradi (2009) jsou mikrosporidie obligdtn¢ vnitrobunééni parazité.
Vyznacuji se vyraznym snizenim poctu nebo dokonce neptitomnosti bunécnych slozek,
jako jsou mitochondrie, Golgiho aparat a biciky, typickych pro eukaryotické organismy.
Déle uvadi, ze se po 150 letech vyzkum evoluce mikrosporidii dostdva zpét na zacatek:
z nejasnych divodi byly prvotné fazeny mezi houby, dale prosly cestu skrze rtzné
skupiny prvokii k Archezoa a nyni jsou opét zafazeny mezi houby.

Od jejich prvniho rozpoznani jako patogenu u bource morusového
(Nagéli, 1857), byly mikrosporidie identifikovany jako plivodci mnoha infek¢nich
chorob u obratlovcil a bezobratlych véetné ¢lovéka, ryb a hmyzu. Je popséno 143 rodi a
vice nez 1200 druhti mikrosporidii a bylo zjisténo, Ze jejich nejcastéjSim hostitelem je
hmyz. VétSina z entomopatogennich mikrosporidii patfi do rodu Nosema, ktery
zahrnuje vice nez 150 popsanych druht a infikuje téméf vSechny taxonomické tady
hmyzu, zvlasté z fadu Lepidoptera a Hymenoptera (Chen a kol.2009).

Vzhledem k velkému poctu rodt a druhti se kmen vyznacuje velkou rozmanitosti
morfologie a strategii Zivotniho cyklu. Obecna charakteristika, kterd spojuje vSechny
zastupce kmene a kvalifikuje organismus jako mikrosporidii je, Ze mimo hostitelskou
buiiku pifezivaji jen jako metabolicky inaktivni spory a Ze infikovani hostitelskych
bun¢k zahrnuje kliceni spor (germinaci). Pfi germinaci dojde k vymrsténi polového
vlakna, stoeného uvnitf spory, které prorazi cytoplazmatickou membranu hostitelské

buriky a pfimo do jeji cytoplazmy aplikuje infekéni sporoplazmu (Bigliardi 2011).
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Weiss (2001) uvadi, ze nejcastéjSim klinickym projevem je infekce traviciho
traktu, ale mohou se vyskytnout i infekce reprodukcniho a respiracniho aparatu, svald,
vyluCovaciho Ustroji a nervové tkané.

K pienosu vétSiny druhit dochazi pozienim spor vnimavym hostitelem, spory se
dostavaji do vné&jsiho prostiedi trusem, moci nebo po rozpadu téla uhynulého hostitele.
U néekterych zastupct parazitujicich u hmyzu dochazi i k transovaridlnimu pfenosu
(Chroust a kol. 1998)

U v€ely medonosné byly popsany druhy Nosema apis a Nosema ceranae
(Maside a kol. 2015).

2.6. Nosemova nakaza v€ely medonosné

Nosematoza je jednim z nejvaznéjsich a nejCastéji se vyskytujicich onemocnéni
vcely medonosné na svété. Je zplisobena mikrosporididlnimi intracelularnimi parazity
rodu Nosema (Chen, 2010).

Peng (2014) uvadi, ze se tato nemoc projevuje dysenterii hostitele, snizenou
schopnosti véelstva sbirat pyl a nektar, zkracenim zivota délnic a zvySenou mortalitou
zimujicich vcelstev. O Nosemé se mluvi jako o ,,tichém zabijaku* vcel, protoZe infekce
ze zacatku zlstavaji nezjiStény, ale mohou ve vysledku vést ke znacnym ztratdm ve
veelstvu. VEtsi pozornost se v poslednich letech této nemoci vénuje po zpravach o tom,
ze druh Nosema ceranae, ktery je bézné¢ nachazen u asijské véely vychodni (Apis

cerana) se uspésné prosadil jako novy patogen A. mellifera.

2.6.1. Historie vyskytu nosematozy u véely medonosné

V roce 1909 byl popsan piivodce nosematdzy véely medonosné (Zander, 1909),
- mikrosporidie Nosema apis. Nosematoza postihovala vcelstva pravdépodobné jiz
v davnych dobéch, ale uplavice vcel se diive piipisovala na vrub pouze nevhodné
potravé. Diky védeckym postupim se pak podafilo zjistit detailni patogenezi a
vypracovat preventivni opatfeni v chovech vcel vii¢i této chorobé (Svoboda a kol,
1968).

Po zavleCeni roztoCe Varroa destructor do Evropy se varroaza stala
pozadi. V poslednich letech se vSak nosemat6za opét dostava do popiedi zdjmu (Peng,

2014). Pocatek 3. tisicileti je ve vcelafském odvétvi spojen s vaznymi problémy.
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Celosvétove se vyskytuji masivni thyny vcelstev a v piripadé nosematdzy vcel se
objevuje zasadni milnik — ve Spanélsku a na Taiwanu je u v&ely medonosné Apis
mellifera prokazan novy druh Nosema ceranae. Stejn¢ jako v piipadé rozsifeni roztoce
Varroa destructor se objevuje stejny scénai — mikrosporidie Nosema ceranae je
puvodné popsana pouze u veely vychodni Apis cerana, avsak diky rozsiteni vcelafstvi a
v¢ely medonosné do vsech koutt svéta ziskava nového hostitele — véelu medonosnou
(Kamler, 2011).

N. ceranae se postupné rozsifila na populace A. mellifera po celém svéte a je
povazovana za jeden z faktord, podilejicich se na syndromu hromadného kolapsu
véelstev (Peng, 2014). Infekce se vyskytuji bud’ samostatné, tedy N. apis nebo N.
ceranae, nebo jako smisené infekce obéma druhy Nosema spp. (Kamler, 2011). Nemoc
zpusobend N. ceranae se v soucasné dobé oznacuje jako nosematdza typu C (Higes a
kol., 2010 (a)). Sokot a Michalczyk (2016) uvadéji, ze v soucasné dobé je vétSina
vcelstev v Evropé infikovana jiz pouze N. ceranae, coz bylo hladSeno i z ostatnich
oblasti ve svété. V Ceské republice se v ramci prevence dlouhodobé sleduje a kontroluje
vyskyt nosematozy u chovatelli s komeréni produkci matek. Napiiklad v roce 2011 bylo
vySetieno celkem 4 010 vcelstev ze 113 lokalit. Prevalence Nosema spp. dosahovala 54
% (2167 vcelstev), z toho samostatnd infekce N. ceranae byla zjisténa v 52,3 % ptipadi
(1 134 vcelstev) a smisena infekce N. apis a N. ceranae v 16,4 % piipadi (356
véelstev). Doposud nebyla N. ceranae detekovana jako primarni patogen, ktery vede ke
kolapsu véelstev v CR (Kamler, 2011).

2.6.2. Morfologie spor Nosema apis a Nosema ceranae

Spory N. apis jsou malych rozméru: 4.5 az 6 x 2 az 3 um (Kilani 1999) a maji
ovalny tvar (Kamler, 2011). Pouzdro spor je sklerotizovano a pii pozorovani v
mikroskopu je napadné svou svétlolomnosti. Spory jsou velmi odolné (Kubisova,
Halsbachova, 1997). Uvnitt spor je polysacharidova cepicka, polaroplast, zadni
vakuola, duté polové vlakno (dlouhé az 400 um) a dvoujaderny zarodek (sporoplazma)
(Ptidal, 2005). Na jednom poélu spory je otvor — mikropyle. Jim pii germinaci spory
proniké pdlové vlakno, kterym projde do zaludku véely ménavkovity zarodek. Spory N.
apis vzdy obsahuji vice nez 30 zavitd polového vlakna (Traver a Fell, 2012). Pocet
zavith polového vldkna je dilezitym kritériem pii rozliSovani rznych druhli rodu

Nosema (Chen, 2009).
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Morfologie spor N. ceranae je podobna jako u N. apis. Velikost spor N. ceranae
se pohybuje mezi 4.4 x 2.2 um. Pocet zavitu polového vlakna uvniti spory je 18-21,
tedy vyrazné méné nez u N. apis. (Chen, 2009). Spory jsou spise cylindrického tvaru
(Kamler, 2011).

Ptaszynska (2014) uvadi, ze pomoci elektronové mikroskopie lze sledovat i
rozdily v povrchu spor a identifikovat tak oba druhy. Spory N. ceranae byly vice
vytvarovany s hlub$i ornamentaci nez u N. apis. Spory N. apis mély vyrazné veétsi
zéhyby nez N. ceranae a vétsi vzdalenosti mezi brazdami ornamentace a SirSi hrany

brazd.

2.6.3. Cesty prenosu

Infikovani mohou byt vSichni ¢lenové véelstva — dospélé délnice, trubci i matky
(Chen, 2009). Horizontalni pienos spor je pravdépodobné podobny u obou druhi
Nosemy a dochazi k nému diky trophalaxi (vzdjemné vyméné potravy), pozienim Spor
pti Cisténi kontaminovaného plastu (Maistrello a kol., 2008), pozienim infikovanych
vykalt (Fries a kol., 1996), kontaminované¢ho pylu a medu (Higes a kol., 2010 (b)) a
vody (Maistrello a kol., 2008). Do v¢elstva pienesou spory zalétlé nemocné vcely nebo
loupezici véely. Spory miiZze do vcelstva zanést 1 vyménéna nemocna matka, poptipadé
Skidei. Velmi Casto $ifi nosematdzu | sam véelaf spojovanim nemocnych véelstev se
zdravymi, ptfidavanim plasti a souSi od nakazenych vcelstev nebo pii posilovani
véelstev. Zdrojem spor jsou i nevhodna napajedla a pokalené ramky a uly. Vykaly
nemocnych véel, kalejicich vle, jsou sladké a jsou rychle odklizeny vcelami
Cistickami, které se pii této Cinnosti nakazi. Vcely létavky pak ve vnéjSim prostredi
kontaminuji zdroje potravy — vodu i pyl. Tim se infekce §iii dale. (Kamler, 2011).

Mnohé houby rodu Nosema napadaji vajecniky plodnych samicek a dochézi
k prenosu infekce na potomky.V pfipadé nosematdzy vcel mize mit infekce vliv na
vyvoj vajicek, mize dokonce i1 zastavit reprodukci, ale k transovaridlnimu pienosu
patogenu nedochazi. (Huang a Solter, 2013). Rovnéz podle Pfidala a kol. (2005) jsou
Cerstvé¢ vylihlé vcely prosté ndkazy a k jejich nakaZeni dochdzi aZz zminovanou

alimentarni cestou.
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2.6.4. Zivotni cyklus

e ve

spora zkonzumovana vcelou, prochazi pies medny vacek do zaludku. Specifické
prostiedi v luminu Zaludku nastartuje germinaci (kli¢eni) spory. V procesu germinace
velmi dlouhé polové vldkno vystieli ze své stocené pozice uvniti spory. Tato everze
(vystfeleni) je velice rychld. V pribéhu nékolika vtetin se vlakno natdhne na 200 pm
nebo vice, na skoro stokrat vétsi délku nez ma spora. Ve vldkné dochazi také
k teleskopickému prodlouzeni, tim padem je jesté delsi, nez kdyz bylo sto¢ené ve spore.
Hrot vldkna potom muze prorazit hostitelskou buiiku v epitelu Zzaludku vcely. Potom
sporoplazma, ktera obsahuje jadro a cytoplazmu spory projde skrze polové vlakno do
epitelidlni bunky vcely. Intraceluldrni zivotni cyklus ma dvé faze, proliferacni fazi
(merogonii) a sporogenni fazi (sporogonii). V prabéhu nékolika dni se vyvinou primarni
neboli autoinfekeni spory. Tyto spory kli¢i uvnitt epitelidlni buniky vcely. Maji kratké
polové vlakno, skrze néjz infikuji buniky v tésném sousedstvi. V téchto vedlejsich
bunkach se béhem 1 — 2 tydnd vyvinou silnosténné environmentalni spory (druha faze).
KdyZ environmentélni spory dozraji, epitelidlni buiika se roztrhne a uvolni spory do
lumina Zaludku. Mnoho z téchto spor prochdzi do recta a opousti télo vcely ve
vykalech. Neékteré environmentalni spory mohou vykli¢it kratce potom, co jsou

vypustény do stfeva, ¢imz zac¢inaji novou fazi infekce.

2.6.5. Pribéh onemocnéni, klinické priznaky

Navratil a kol. (2011) uvadi, Zze inkubac¢ni doba u nosematdzy je 3-5 dni.
KubiSova a Haslbachova (1998) uvadi, ze za pét dni po invazi dochéazi v disledku
poruseni stievni bariéry k infekci hemolymfy saprofytickymi bakteriemi z traviciho
ustroji a k moznému uhynu vcel na septikémii. Poskozené buiiky Zaludecni vystelky
prestavaji také vytvaret peritrofickou membranu. Podle Veselého a kol. (2009) tim
dochézi k poruseni Cinnosti Zaludku a k nedokonalému traveni. Vcela nemiize plné
vyuzit z potravy predevSim bilkoviny. Nedostatek bilkovin zplisobuje atrofii hltanovych
zlaz. V dusledku atrofie hltanovych zlaz potom nemohou nosematické véely krmit plod
ani matku a pfedcasné starnou.

Nedokonale jsou vstfebavany také sacharidy, které predev§im v zimnim obdobi
zatézuji vykalovy vak a zplisobuji uplavici véel. Nemocné vcely jsou malatné, nemohou
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1état a pred¢asné hynou (Lucky, 1984). Podle KubiSové a Haslbachové (1998) nejsou na
zacatku onemocnéni piiznaky piili§ napadné, az v pozdé¢jsi fazi nemoci se objevuji
vcely se zdutfelymi zadecky od pfeplnénych vykalovych vacka, které se snazi dostat z
ulu ven i v zimé¢ a vykalet se. Rovnéz podle Veselého a kol. (2009) na nosematézu u
jednotlivych véel mizeme usuzovat podle zvétSenych zadeckli nemocnych véel. Pri
preparaci samotného traviciho ustroji zjistime u nosematickych vcel zvétSeny a bélavy
zaludek, jehoz sténa se trha. Naopak zaludek zdravé vcely je zlutorizovy a sténa je
pevna.

Matky a trubci byvaji napadeni nejméné, protoze se na rozdil od délnic netcastni
¢isténi bunck. Pokud je napadena matka, je to pro ni zhoubné. Ztraty matek v prvnich 3
tydnech po Uspé$ném piidani do vcelstev jsou davany do souvislosti s nosematdzou
(Ptidal, 2005). U infikované matky dochézi k degeneraci vajecnikll, matka Spatné klade
a de¢lnice casto provedou tichou vyménu. Od roku 2015 jsou registrovani chovatelé
matek povinni kazdorocné dodat k vySetfeni do akreditované laboratoie vzorek 30 vcel
z kazdého vcelstva (Papezikova a kol. 2015).

Napadena vcelstva neklidn€ zimuji, na jafe nach4dzime v ule hodné mrtvolek a
stopy kaleni v ule a na letdku. Nejnapadnéjsi je zeslabeni vcelstva v dasledku zkraceni
délky zivota vcel. K thynu vcelstva dochazi hlavné v jarnich mésicich, u silné
napadenych vcelstev, kde Ubytek starych vcel neni vyrovnan mladou generaci, dochazi
k uhynuti celého vcelstva (KubiSova a Haslbachova, 1998). Siln€ nosematické vcelstvo
uhyne jesté v zimnim obdobi (Vesely a kol., 2009).

Svoboda a kol. (1968) uvadi, ze vcelstvo zeslabené nosemovou nakazou Spatné
obseda plasty a Casto nedovede obsadit ani plasty s plodem. Tim méné se pak mulzZe
vénovat ¢innosti mimo Ul, téméf nevyletuje za sniskou. Dale uvadi, ze ptiznakem
nosemové ndkazy ve vcelstvu jsou Cetné uhynulé véely na letdku Ulu nebo v jeho
blizkosti. Instinkt nuti véelu nezahynout v ule, ale nemocnd vcela jiz nemiiZze odletét
daleko od letdku. Na jafe je typickym pfiznakem nosematickych vcelstev kolisavé
mnozstvi jedinci ve veelstvu. Vcelstvo sili, pak ndhle zeslabne a tak se to stale opakuje.

Pted Uplnym vyhynutim nalezneme v ule pouze matku v chumacku mladusek.
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2.6.5.1. Rozdilné pfiznaky u nosematozy typu C

Vyse uvedené piiznaky se tykaji predevsim infekce N. apis. Higes a kol. (2010
(@) uvadi, ze na rozdil od infekce N. apis nenachazime u infekce N. ceranae pokalené
plasty, bezletné vcely ani makroskopické zmény na zaludku. V obdobi, kdy vcely
vyletuji za sntiSkou, hynou napadené délnice mimo ul a vcelstvo slabne. Pti¢ina rozdilt
v Klinickych projevech obou typti nosematdézy neni dosud objasnéna — oba druhy
mikrosporidii napadaji stejnou tkan a zptisobuji podobné histologické zmény.

Studie vyuzivajici metodu PCR od Chen a kol. (2009) vsak ukazala, ze infekce
N. ceranae neni omezena pouze na zaludek, ale Sifi se i do ostatnich tkéani, vCetné
Malpighiho tubult, hitanovych zlaz, slinnych zlaz a tukového télesa. Mezi vySetienymi
a vypreparovanymi véelimi tkdnémi byla N. ceranae 100% detekovana v zazivacim
traktu, Malpighiho tubulech a v hltanovych Zlazach, v 87% slinnych Zlaz a ve 20%
V tukovém télese.

Naproti tomu Huang a Solter (2013) ve své srovnavaci studii N. apis a N.
ceranae u hostitele vcely medonosné tvrdi, ze N. ceranae nemuze proniknout ze
zaludku do hemolymfy ani do ostatnich tkani. Dale uvadi, ze N. ceranae vyprodukuje
pfiblizn¢ 8 miliond spor denné, zatimco N. apis pii pln¢ rozvinuté infekci pouhou
polovinu. N. ceranae ma v porovnani obou druhii také vyhodu spocivajici ve vyssim
poméru zralych infek¢nich spor. V zavéru studie uvadi, ze N. ceranae napada stejné
tkan¢ jako N. apis, a neni dle jejich studii nakazlivéjsi. V jeji prospéch hraje rychlejsi
zivotni cyklus a produkce vétsitho poctu infek¢nich spor. Z tohoto divodu Uspé$né
konkuruje N. apis a stava se dominantnim patogenem vcel v kategorii mikroskopickych
hub.

Co se tyka sezonnosti u infekce zptisobenou N. ceranae, byla provedena fada
studii, jejichz vysledky se rovnéz lisi. Nekteré prace udéavaji, ze u nosematdzy typu C
chybi sezénnost a plivodce je ve vcelstvu pfitomen po cely rok (Hernandez a kol.,
2007). Jini autofi popisuji sezonni dynamiku podobnou jako u infekce N. apis. Pétileta
studie, provadéna na 22 vcelnicich na severozdpadé¢ Némecka ukazala vyssi prevalenci
onemocnéni na jatfe (Gisder a kol., 2010). K podobnym vysledkiim dosli i jini autofi
(Traver a kol., 2012). Sezénni dynamiku onemocnéni v podminkach Ceské republiky

popisuje Kamler (2012), ktery udava nejvyssi prevalenci onemocnéni v 1ét¢.
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Nanneti (2015) uvadi, ze v poslednich letech se Nosema ceranae stala jednim z
nejrozsirengjsich vcelich patogenti po celém svété. V nékterych castech svéta (zejména
v teplych oblastech) se udajné podili na obecném fenoménu ztrat vcelstev, ale v
chladnéjsich oblastech byla jeji zodpoveédnost za rozsahlé thyny vyloucena.

Bahreini and Currie (2015) uvadi, ze infekce N. ceranae inhibuje funkci
imunitniho systému vcel, ktery pak muze snizit odolnost hostitele proti jinym

patogentim.

2.6.6. Diagnostika

Navratil a kol. (2011) uvadi, ze diagnézu stanovime na zaklad¢ anamnestickych
udajii, vySe popsanych klinickych ptiznaklia patologickych zmén a identifikace
puvodce. Véely mizeme vySetfovat individudlné nebo hromadné. Pfi individualnim
vySetfeni se uhynulé nebo utracené vcele odstrani hlava a za posledni zadeckovy ¢lanek
se vytdhne celé travici ustroji. Zaludek se rozetie po podloznim sklicku nebo se
rozmackne krycim sklickem. Pfi zvétseni 400-600x se pod mikroskopem hledaji spory
puvodce. Spory mizeme zjiStovat i v obsahu zadecku. Ten se odstfihne a s nékolika
kapkami vody se rozette ve tfeci misce. Roztér se opét vysetiuje pod mikroskopem.

Svoboda a kol. (1968) uvadi, ze zadkladnim vySetfenim je tzv. skupinové
vySetfeni vcel. Zpravidla vysetfujeme 30 zimnich mrtvolek. Postup pfipravy vzorku
pied vySetfenim v laboratofi je tento: Do tfeci misky nastfihdme zade€ky vcel. Prilijeme
asi 5 ml destilované vody a pomoci tloucku ditkladné rozetfeme. Papezikova a kol.
(2015) uvadi, ze homogenat zfiltrujeme pies dvojitou vrstvu gazy a prohlizime pod
mikroskopem pod 400nasobnym zvétSenim. Pied mikroskopovanim je tieba zfiltrovany
homogenét dobfe promichat, protoze spory rychle klesaji ke dnu. Spory obou druhti
pfipominaji zrnka ryze. Jejich sténa odrazi svétlo, takze spory v zorném poli mirné zati
a jevi se jako homogenni objekty bez vnitini struktury. Svoboda a kol. (1968) dale
uvadi, Ze pfi prohlizeni vySetfime alespoi 10 zornych poli. Nélez hodnotime
kvantitativné: + znamena malé mnozstvi spor (slaba infekce), ++ = stfedni mnoZzstvi
spor (pokrocild infekce), +++ = velké mnozstvi spor (silnd infekce). Pii vysetfovani
nativnich preparatii musime umét rozlisit od spor i jiné utvary, sporam podobné. Jsou to
spory plisni a kvasinky 1 néktera pylova zrna, ktera jsou vSak zpravidla vétsi, maji jinou

barvu nebo zietelné viditelnou vnitini strukturu. Kvasinky maji rizny tvar a jsou
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zbarveny do rtizova nebo fialova. Nékdy se na preparatu pohybuji, puci, kdezto spory

nosemy jsou nepohyblivé.

2.6.6.1. RozliSeni druhti

Do roku 1996 kdy byl zndm pouze jeden druh Nosemy napadajici A. mellifera
nebylo tfeba rozliSovat jednotlivé druhy Objev N. ceranae u vcely medonosné si
vyzadal vyvoj molekularnich metod, umoznujicich rozlisit N. apis od N. ceranae. Tyto
metody jsou obvykle zalozeny na PCR (Fries a kol. 2013). Molekularni detekce nabizi
jak specifi¢nost tak citlivost. Molekuldrni metody jsou v soucasné dobé nezbytné,
jelikoz je velmi jednoduché zmylit se v druzich pouze na zakladé morfologie spor a
jelikoz je u téchto metod snizené riziko falesn¢ pozitivnich ¢i negativnich vysledkt
(Traver a Fell, 2012).

Pii mikroskopickém vySetfeni Ize pozorovat patrny rozdil ve velikosti a tvaru
spor u obou druhlt Nosemy (Kamler, 2011), ale tato metoda neni k odliSeni jednotlivych
druhd zcela spolehliva (Giersch a kol., 2009).

K vizualnimu rozliSeni N. apis od N. ceranae je nejcastéji pouzivana elektronova
mikroskopie, pomoci které lze pozorovat ultrastrukturalni znaky spor (Weber a kol.,
2000). Jednotlivé druhy je mozné identifikovat na zakladé pocétu zavitd polového vlakna
(spory N. ceranae maji 20 - 23 zavitt polového vlakna, u spor N. apis vzdy napocitame

vice nez 30 zaviti, v rozsahu 30-44), (Traver a Fell, 2012).

2.6.7. Terapie

Diive se k terapii nosematdzy pouZzival fumagilin (antibiotikum z houby
Aspergillus fumigatus). Dnes je v EU pouzivani fumagilinu pro vcely zakazano kvuli
riziku kontaminace vcelich produktd, takze chovatelé jsou odkazani pouze na
preventivni a chovatelska opatieni (PapeZikova a kol. 2015).

lljasov a kol. (2013) rovnéz uvadi, ze po zakazu fumagilinu jako lécebného
ptipravku pro vcely Evropskou komisi v roce 2002 se vcelaii mohou dnes spolehnout
pouze na symptomatickou 1é€bu a zootechnickd a preventivni opatieni. Bylo zjiSténo, ze
na nosematéozu maji tlumivy ucinek latky jako thymol, resveratrol, enteroseptol,
sulfadimezin, monomycin, sulfapyridazin, sulfadimetoxin, kyselina askorbova, nebo

vodno-alkoholové extrakty méesicku, maty, pelynku a andéliky 1ékarské.
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Navratil a kol. (2011) uvadi,ze volné dostupnym prostiedkem pouzitelnym k
tlumeni nosematdzy jsou odparné desky s kyselinou mravenci (FORMIDOL), primarné

uréené pro 1é¢bu varrodzy. Pary kyseliny mravenci jsou schopny spory devitalizovat.

2.6.8. Prevence

Nosematoza je ndkazou, ktera je potlacovana nejlépe prevenci - dikladnou
dezinfekci a dodrzovanim zootechnickych zasad. Prokazalo se totiz, ze jakkoliv peclivé

podavani 1¢kti bez soucasné dezinfekce nema potiebnou ucinnost (Ptidal, 2005).

2.6.8.1. Zootechnické opatfeni

Zootechnicka opatieni vychazeji z faktu, Ze na nachylnost k infekci a pribéh
maji zna¢ny vliv podminky, v nichz v¢ely Ziji a pfitomnost dalSich infekci. Nejvétsi
vyznam pii tlumeni nosematézy ma spravné oSetfovani vcelstev. Silnd vcelstva, ktera
bez ndmahy udrzuji potfebny tepelny rezim, jsou vii¢i nosemeé méné nachylna (Vesely a
kol., 2009).

Véelstva by neméla byt umisténa na vlhkém, studeném stanovisti a neméla by
byt stresovana pfili§ Castymi nebo nevhodnymi zésahy. Méla by zimovat neruSen¢ a na
vhodnych zasobach (kvétovy med nebo kvalitni cukr s nizkym podilem balastnich
latek). Samoziejmosti by méla byt hygiena krmeni (Cistd krmitka a napajecky, ve
kterych se véely netopi a nekontaminuji je vykaly) a pravidelna obmeéna vceliho dila —
vCelstva by meéla postavit alespon tfetinu nového dila ro¢né. Dilezita je péce o
geneticky material. Je tfeba rozchovavat pouze zdrava, negativni vcelstva, u nichz je
pfedpoklad vyS$§i odolnosti, piestoze zatim dokonale nezndme jeji mechanismy
(Papezikova a kol.2015).

Navratil a kol. (2011) uvadi, Ze mezi opatfeni patii také povinné vySetfeni
komer¢nich chovli matek a zdkaz komeréniho chovu matek pfi vyskytu nosematézy u

vice nez 50 % vcelstev.

2.6.8.2. Dezinfekce

Zdrojem infekce mohou byt napadené véely, infikované plodové plasty, zasobni
plasty, ul, med, vosk, rizné pomocné vcelatské nastroje (klesté, rozpérak, smetacek,

puda pied véelinem, napajedlo, poptipad¢ vcelar sam (Svoboda a kol. 1968).

22



Dale uvadi, ze pti dezinfekci se pouziva ve veelarstvi ohné, vrouci vody i pary a
chemickych prostiedki. U¢innost uvedenych prostiedki je riizna. Nejadinngjsi je ohe,
ktery znici (spali) veSkerou organickou hmotu, tedy i ptivodce nékaz a jejich zarodky.
Jeho pouziti je ovSsem omezené. Pii riznych ndkazach je nutno volit vhodné dezinfek¢ni
prostiedky.

Ve véelafstvi se nejéastéji setkavame s pouzitim nésledujicich postupi:

e Dezinfekce ohném se pouziva predevS§im u dievénych predméti - nastavkd,
plemenéct, oplodnacki apod. Plamenem se musi pisobit tak dlouho, az dfevo
zhnédne. Pozor na styk stén a na rohy, které se vypaluji obtizné.

e Tepelna dezinfekce se pouziva zvlasté u drobnych predmétd, hlavné proti
nosematoze a zvapenaténi vceliho plodu. Dilezité je zajiSténi rovnomérného
vyhtati prostoru, v némz jsou dezinfikované predméty ulozeny. Potom je nutné
na n¢ pusobit po dobu potiebnou pro vlastni dezinfekci.

e Ohfev v horkém parafinu je urcen k penetraci dieva. Pro dezinfekci udrzujeme
teplotu parafinové lazné na hranici 200 °C, pfedmét se ponoiuje na dobu 5
minut.

e Vosk pro vyrobu mezistén se sterilizuje pii teplot€¢ 117 °C po dobu 60 minut.
5% roztok louhu s ptidavkem 0,5 % chlornanu sodného se pouZiva hlavné na
nehoflavé predméty (Kamler, 2014).

Kamler (2014) dale uvadi, Ze v soucasné dob¢ lze vyuzit piipravek Beesafe na bazi
aktivniho jodu - jodoforu. Spolu se silnymi minerdlnimi kyselinami a uG€innym
smacedlem je tento piipravek u¢inny proti vS§em patogeniim vcetné spor.

K dezinfekei ulii a veeliho dila je mozné pouzit pary kyseliny octové (minimalné
60% roztok) anebo néktery z odpafovacl kyseliny mravenci, pouzivanych k tlumeni
varroazy. Dokud se u nas vyskytovala jen infekce N.apis bylo mozné vydezinfikovat
plasty teplem - ulozenim na 24 hodin do termokomory nastavené na 49°C (OIE manual,
2013). Fenoy a kol. (2009) ve své studii uvadi, ze N. ceranae vsak snasi vysoké teploty
daleko 1épe nez N.apis. Pii vystaveni spor N. ceranae teplot¢ 60°C po dobu 6h, ktera
jiné intraceluldrni parazity bézné eliminuje, doslo k zachovani Zivotaschopnosti zhruba
u 90% spor. Z toho vyplyva dobra odolnost vii¢i vysokym teplotdm. Pfi vystaveni spor
N. apis teploté 60°C po dobu 15 minut doslo k Gplné devitalizaci spor. Tento vysledek
je v souladu s ptedchozimi studiemi, ve kterych bylo pozorovano lepsi ptizptsobeni N.

ceranae vysokym teplotdam nez N. apis. Higes a kol. (2010 b) popsal vysokou
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prevalenci infekce N. ceranae béhem vsech ¢ty ro¢nich obdobi. Naproti tomu infekce
N. apis vice pfevlada v mirnéjsich obdobich jako na jafe a na podzim; pies 1éto Casto
dochazi k samouzdravovani napadenych vcelstev. Je pravdépodobné, Ze tato niz$i
citlivost na vysoké teploty byla onou vyhodou, kterda umoznila N. ceranae pievladnout
nad N. apis (Papezikova a kol. 2015).

Naptiklad podle Forsgren a kol. (2013) a dalsSich autorti (Peng 2014, Sanchez
2014, Fenoy 2009) je Nosema cerenae naopak daleko nachylnéjsi na chlad nez N. apis.
Po tydnu zmrazeni dochazi k vyrazné vétsi ztraté zivotnosti spor nez je tomu u N. apis.
S tim pravdépodobné také souvisi mensi rozsifeni a nasledky infekce N. ceranae v

chladnéjsich klimatech.

2.7. Fluorescenéni techniky

Fluorescen¢ni techniky jsou zaloZzeny na poznatku, Ze nékteré latky (fluorofory)
jsou po ozéfeni (excitaci) svétlem schopny absorbovat svétlo o urcité vlnové délce a
nasledné¢ vyzafovat (emitovat) svétlo o vyssi vinové délce (Pavlik, 2009). Mnoho
organickych latek ma schopnost zékladni fluorescence (autofluorescence) a nékteré z
nich jsou uZitecné pro specifické oznacovani slozek v potravinidch rostlinného a
zivociSného plivodu. V rostlindch jsou to pigmenty (napi. chlorofyl a karotenoidy) a
fenolové slouceniny s vysokou 1 nizkou molekularni hmotnosti a v zivocisSnych tkanich
kosti a chrupavky, kolagen, elastin a n€které tuky. Pro zvyraznéni dalSich struktur se
pouzivaji fluorescencni barviva. V soucasnosti je k dispozici velky spektralni rozsah
fluoroforti, ktery umoZiluje sou€asné zobrazeni riznych bunécnych, subcelularnich
nebo molekuldrnich komponent. Ke specifickému zviditelnéni struktur, které
nevykazuji autofluorescenci se vyuziva nékolik postupti, napiiklad:

1/ pouzije se fluorofor, ktery se specificky vaze na jednotlivé komponenty v
buiice (napt. DAPI na DNA) (Brychtové, Hlobilkova , 2008.).

2/ pouzije se fluorofor, kovalentné spojeny s latkou, ktera se specificky vaze na
ur€ité struktury (napt. s phalloidinem, ktery se specificky vaze na polymerovany aktin)

3/ pouzije se fluorofor, vazany na protilatku, specificky namifenou proti urcité

struktufe ve studovaném objektu (Pospiech a kol. 2014).
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2.7.1. Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskop je konstruovan podobné jako bézny svételny
mikroskop; je doplnén o silny svételny zdroj (nejcastéji rtutovou nebo xenonovou
vybojku) a dva typy filtri — excitacni a bariérovy (emisni). Excitacni filtr propousti
Z barevného spektra pouze ¢ast, vhodnou pro excitaci vybraného fluoroforu a zabraiuje
prichodu svétla o stejné vinové délce, jako mé emitované svétlo. Bariérovy (emisni)
filtr propousti pouze emisni ¢ast spektra a zabranuje prichodu excitaéniho svétla, které
je mnohem intenzivnéj§i nez svétlo emitované fluoroforem (Lakowicz, 2007). Vybér
vhodnych excitanich/emisnich filtri je ddn excitacnim a emisnim spektrem pouzité¢ho
fluoroforu. Jako excitaéni spektrum oznaCujeme rozsah vinovych délek, schopnych
excitovat dany fluorofor. Vinova délka, ktera navodi maximalni excitaci (a tudiz
nejintenzivngj$i fluorescenci) fluoroforu, se nazyva excitaéni maximum. Jako emisni
spektrum oznacujeme rozsah vinovych délek, emitovanych fluoroforem. Vinova délka,
pii které pozorujeme nejintenzivngjsi fluorescenci, se nazyva emisni maximum (Pavlik,

2009).

2.7.2. Princip priitokové cytometrie

Pratokova cytometrie je vysoce citlivd metoda ke sledovani tady vlastnosti
bunék (popf. 1 jinych korpuskularnich objektil) v suspenzi s rychlosti detekce az n€kolik
tisic bun€k za sekundu. Pouziva se k fenotypizaci bunék na zdkladé rozliSeni jejich
povrchovych znakl nebo k prikazu intracelularnich molekul, ale i ke sledovani fazi
buné¢ného cyklu a dalsich funk¢nich vlastnosti (Toman a kol., 2009).

Analyzované bunky jsou unaseny proudem nosné kapaliny a kazda jednotliva
bunika prochézi optickou ¢asti, kde je osvétlena zdrojem svétla (laser, UV lampa).
Rozptyl svétla a barevné definovana fluorescence, kterou buiika emituje pii excitaci
zdrojem, je zaznamenana. Analyza bunék je zalozena na jejich relativni velikosti,
granularité, na tom, zda bunika nese fluorescenéni molekulu a v jakém mnozstvi.
Fluorescenéni proba nam dava informaci o specificky definovanych parametrech jako
jsou napiiklad povrchové receptory, membranovy potencial, pH, aktivita enzymt nebo
obsah DNA. Je mozné pouzivat i n€kolik flurochromii zaroven, kdy kazdy mize mit
stejnou excita¢ni vinovou délku, ale jinou emitujici, coz umoziuje simultanni méfeni
nékolika riznych parametrt (Fedr a kol.2013).
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Signaly z optiky jsou v detektorech pievedeny na elektrické impulsy, které jsou
zpracovany pocitatovym programem. Pro jednotlivé buniky jsou generovana
multiparametrickd data, kterd se ukladaji do pocitace. Vysledek je vyjadien graficky v
podob¢ jednoparametrového histogramu (osa x — intenzita signalu, osa Y — Cetnost) nebo

dvouparametrové pomoci dot ploti (Bursova a kol. 2014).

2.7.3. Princip flurometrie

Fluorimetrie je zaloZzena na podobném principu jako fluorescenc¢ni mikroskopie.
Vzorek je ozafen svétlem o urcité vinové délce. Emitované svétlo prochazi pres emisni
filtr, ktery zachyti excita¢ni svétlo a do detektoru propusti jen pozadovanou vinovou
délku, emitovanou fluoroforem. Metoda je vysoce citlivd, ale md fadu omezeni
(naptiklad citlivost fluoroford na minimalni zmény pH, iontové sily nebo polarity a na
latky, ,,zhasejici* fluorescenci), (Matousek, 2013).

V souCasné¢ dob& se prudce rozvijeji bioanalytické techniky vyuZzivajici
mikrotitracni desticky. I sem pronikla fluorimetrie a dnes jsou komer¢né k dispozici
¢tecky ("readery"), které pomoci optickych vlaken umoznuji méfit fluorescenci v

jamkach desticek (Kas, 2007).

2.8. Metody rozliSeni Zivych a mrtvych bunék

Zastoupeni zivotaschopnych neboli viabilnich bun¢k v populaci je jednou z
klicovych informaci (Branské a kol., 2011). Pro stanoveni aktualni viability bunc¢k ve
vzorku je velmi Casto pouzivana metoda vyuZivajici trypanovou modi. Test vylu€ovani
trypanové modii je pouzivan pro urCeni poruSeni strukturdlni integrity bunécné
membrany. Barvivo nemize prostoupit do bun¢k s neporusenou buné¢énou membranou
(zivych buné€k), to znamena, ze tyto builky ziistavaji neobarvené. Pro prostup barvy
musi byt bunécnd membrana jiz znacné poSkozena (mrtvé builky), makromolekuly
barviva témito mezerami projdou a bunku obarvi modfe. Pomoci trypanové modii je
mozno detekovat asi 60% mrtvych bun€k, protoze pro detekci musi byt buiiky barvivem
siln€ prostoupeny (Mascotti, 2000).

U mikroorganismti je nejCastéj$i a zaroven i1 tradicni technikou stanoveni
zivotaschopnosti kultivace na pevnych médiich. Tato metodika ma ale svd omezeni, a to
zejména Casovou narocnost, ktera neumoziuje dostatecné rychlou zpétnou odezvu na

ziskany vysledek. Problematické je taktéz jeji vyuziti u tézko kultivovatelnych
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mikroorganismu, které za danych podminek ¢i v uritém fyziologickém stavu na
povrchu pevnych médii nerostou, byt maji zachovany své zivotni funkce (Branska a
kol. 2011). Tak je tomu i v pfipad¢ intracelularniho parazita Nosema spp., ktery je
zcela zavisly na zivinach a metabolickych procesech hostitelské bunky (Webster a
Aronstein, 2012).

Branska a kol. (2011) uvadi, Zze z tohoto diivodu byly vyvinuty alternativni
postupy stanoveni viability. Vyznamné postaveni mezi nimi zaujima polymerazova
fetézova reakce (PCR). Standardni PCR vSak neumoziuje rozlisSeni DNA izolované
z zivych a mrtvych bunék. Intaktni DNA, amplifikovatelnd pomoci PCR, muize byt
pritomna i v mrtvych bunkéch. Rozliseni DNA pochdazejici z zivych a mrtvych bunék
lze docilit kombinaci metod stanoveni membranové integrity a PCR. K testovani
membranové integrity lze pouzit barveni bunék ethidium monoazidem (EMA) nebo
propidium monoazidem (PMA). Metoda je zalozena na poznatku, Ze barviva
EMA/PMA nemohou vstoupit do cytoplazmy zivych bunék s neporusenou
cytoplazmatickou membranou a navazat se na DNA, zatimco do mrtvych bun¢k tato
barviva prochazeji, vazou se na DNA a brani jeji amplifikaci (Nocker a kol. 2006).

Dalsi metodou nezavislou na kultivacnich postupech je naptiklad fluorescencni
analyza. Stanoveni zZivotaschopnosti bunck je zaloZeno na detekci Zivotné dilezitych
funkei, které jsou sledovany pomoci selektivniho znaceni fluorescenénimi sondami. Ke
sledovani znacenych bunék je tradicné vyuZivan fluorescenéni mikroskop, ktery
poskytuje nahled na jednotlivé buiiky, pocet analyzovanych castic za urcitou dobu je
vSak omezeny a 1 s vyuZitim analyzatorli obrazu mnohdy pracny. Fluorimetry naopak
mohou meéfit velky pocet bun€k, ale neumoziuji pohled na vlastnosti konkrétni buiky.
K velkému rozvoji fluorescenéniho znaceni tak vedlo pfedevSim rozSifeni pritokové
cytometrie, kterd umoznuje analyzu jednotlivych bun¢k rychlosti aZz nékolik tisic ¢astic
za sekundu (Bréanska a kol., 2011).

Z hlediska principu detekce viability lze fluorescenéni sondy rozdélit do
nékolika nésledujicich skupin: nejcastéjSimi jsou méfeni intracelularni esterazové
aktivity, sledovani integrity bunéné membrany a existence transmembranového
potencialu, v mens$i mife je pak u mikroorganismil vyuzivana detekce respiracni aktivity
¢1 méfeni intracelularniho pH (Breeuwer, 2000). Stanoveni viability bun¢k pomoci
detekce membranové integrity je zaloZeno na aplikaci latek, které za béznych podminek
neprochdzeji neporusenymi bunéénymi membranami, piipadné jsou ihned vylucovany
zpét do extracelularniho prostfedi. Naopak, je-li cytoplazmatickd membrana naruSena
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natolik, ze mohou do buiiky projit, dojde k vazbé na slozky bunécné hmoty a k zesileni
a/nebo posunu spektra fluorescence. Bunky s takto narusenymi membranami ¢i
membranovymi funkcemi nejsou povazovany za zivotaschopné. Do této skupiny patii
vubec nejrozsitené]si fluorescencni sonda propidium jodid (Branska a kol. 2011).
Kombinovani barviva k rozliSovani mrtvych a zivych bun¢k (Pl nebo Sytox
green) s dobarvovanim (Calcofluor nebo DAPI) je vSeobecna metoda pro posuzovani

zivotaschopnosti spor mikrosporidii, ktera byla zavedena jiz v piedchozich studiich

(Fenoy a kol. 2009, Green a kol. 2000).

2.8.1. Propidium iodide

Jedna se o jednu z nejvice pouzivanych sond, pouzivanych pro stanoveni
viability. Zivé buiiky se od mrtvych li§i schopnosti vylu¢ovat molekuly propidium
iodidu, popf. molekulam Gplné zabranit v proniknuti skrze plazmatickou membranu, coz
u mrtvych bunck s poskozenou membranou neni mozné. Velkou vyhodou této sondy je
jeji siroké vyuziti at’ uz U eukaryotickych ¢i prokraryotickych bunék. Dalsi vyhodou je
jednoduchost pouziti, emitované svétlo je jasné a vysledky presné (Nevel a kol. 2013).
V mrtvych buiikkdch se PI interkaluje mezi vldkna DNA a emituje svétlo prevazné
v Cervené oblasti svételného spektra. Vazbou na DNA se 20 — 30x zvysuje jeho
fluorescenéni signdl. Excitaéni maximum u PI je 535nm a jeho emisni maximum
617nm. Metodické a piistrojové vyuziti propidium iodidu je Siroké, hodi se jak pro
cytometrické stanovovani, tak i pro fluorescen¢ni mikroskopii (McCarthy a kol. 2001).
Peng (2014) uvadi, ze molekuly membranové nepropustnych barviv jako je PI jsou vétsi
ve srovnani s bunééné propustnymi barvivy a prochdzeji tedy pouze pres fyzicky

poruSené bunécné membrany.

2.8.2. DAPI

Dalsim barvivem, vazicim se na DNA je DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol). Pti
vysokych koncentracich tento fluorofor pronikd i pfes nepoSkozenou plazmatickou
membranu zivych bunék (Hughes a Mehmet, 2003) a barvi tedy zivé 1 mrtvé buiky
(Falugi a kol. 2015). Do bunék s poskozenou membranou vS§ak pronika mnohem snaze.
Zivé buiiky od mrtvych se tak daji rozlidit podle riizné intenzity fluorescence
(Thermofisher, online). Zivé spory, obarvené DAPI, fluoreskuji modfe, mrtvé spory

intenzivné modro-bile (Papezikova a kol. 2016). Jez (2016) uvadi, ze maximalni
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excitace celku DAPI-DNA je dosazena UV-zafenim o vinové délce 358 nm, maximum

emise probiha v oblasti viditelného svétla s vinovou délkou 461 nm.
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3. Material a metodika

V réamci diplomové prace bylo provedeno srovnani metod k rozliSeni zivych a
devitalizovanych mikrosporidii rodu Nosema, konkrétné se jedna o porovnani vysledka
z fluorescen¢ni mikroskopie a fluorimetrie a o srovnani prutokové cytometrie s
fluorescencni mikroskopiii. Pod fluorescencnim mikroskopem byly vyhodnoceny
snimky spor, obarvenych fluorescenénimi barvivy DAPI a PI. Dale bylo provedeno i
barveni spor pomoci trypanové modfi a porovnani u¢innosti metod, devitalizujicich

spory - teplené inaktivace, osetfeni ultrazvukem a pouziti detergentu Triton - X100.

3.1. Prehled pouzitych chemikalii a roztokii

Propidium iodide - viz. kapitola 2.8.1 Propidium ioide

DAPI- viz. kapitola 2.8.2. DAPI

Trypanova modi- viz. kapitola 2.8. Metody rozliSeni zivych a mrtvych bunék

Percoll- Percoll je vyrabén specialné¢ pro tcely centrifugace. Percoll je suspenze
koloidnich silikonovych ¢astic o priméru 15-30 nm. Koloidni Castice jsou pokryty
polyvinyl - pyrrolidinem (PVP), ktery minimalizuje jejich interakci s biologickym
materidlem a stabilizuje je. Osmoticka sila percollu je velmi nizkda a malo se méni s
hustotou (Sharpe, 1988).

Cell wash — roztok pro pratokovou cytometrii (navazka na 2 1 destilované vody)

Chemikalie Mnozstvi
NaCl 169
Na;HPO4.12H,0 5,78¢
KCI 0,49
KH2PO4 (PBS) 0,49
EDTA 3,689
NaNs3 (azid sodny) 29
Zelatina 8ml

PBS - Fosfatovy pufr (neboli PBS - phosphate buffered solution) je vodny roztok
hydrogenfosfore¢nanu sodného, chloridu sodného, a v nékterych formach i chloridu

draselného a dihydrogenfosfore€nanu draselného. Jednd se o nej€astéji vyuzivany
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pufrovaci roztok v biologickych vyzkumech, ptevazné ke stabilizaci pH v neutralni a
lehce zasadité oblasti (zhruba pH 6 - 8,5), (Kanoatov, 2016).

Triton X - 100 - Jedna z nejvice vyuzivanych neiontovych povrchové aktivnich latek
pouzivana pro lyzu bun¢k (napft. pfed extrakci bilkovin nebo bunéénych organel) nebo

k permeabilizaci membran zivych bunék pro transfekcei (Koley, 2017).

3.2. Priprava zasobnich roztoki DAPI a PI

Ob¢ fluorescencni barviva byla nafedéna na koncentraci 1 mg/ml. 1 mg
praskového fluorescen¢niho barviva byl rozpustén v 1 ml destilované vody. Oba

zasobni roztoky byly skladovany v lednicce pii 4°C.

3.3. Priprava vzorki

Spory byly ziskdny z pfirozené¢ infikovanych vcéel. Mrtvé vcely byly pied
zpracovanim skladovany v ledni¢ce. Zadecky z 50 vcel byly nasttihany do tfeci misky a
zhomogenizovany v 5 ml destilované vody. Poté byl obsah misky pfefiltrovan pies
dvojitou vrstvu gazy. Pii pozorovani pod mikroskopem pii zvétSeni 40x-100x byla v
natéru na podloZznim sklicku zjiSténa pfitomnost spor Nosemy. Morfologii spor
v ziskaném filtratu jsme porovnaly s Cistymi suspenzemi spor Nosema apis a Nosema
ceranae z archivu Ustavu ekologie, chorob zvéie, ryb a véel VFU. Spory, piitomné
v nasem vzorku jsme identifikovaly jako N. ceranae. Spory N. ceranae byly viditelné
mensi nez spory N. apis a konce mély vice zaSpicatélé. Jak jiz bylo uvedeno,
mikroskopické vysetieni je povazovano pouze za orientacni (Giersch a kol., 2009), a

pro spolehlivou identifikaci druhu je nutné provést PCR (Fries a kol, 2013).

3.4. 1zolace spor

Izolaci spor jsme provedly pomoci gradientové centrifugace na médiu Percoll
(Sigma-Aldrich, Némecko).

Ptipravily jsme si 4 zkumavky s Percollem o rtznych koncentracich - 25%,
50%, 75% a 95%. Poté jsme na sebe navrstvily do mikrozkumavek jednotlivé
koncentrace) jsme opatrné navrstvily filtrat, ziskany pii pfedchozi piipraveé vzorki. Poté

jsme vzorky umistily do centrifugy, kde probihala centrifugace pti 10000 otackach/min
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N A4

na dné mikrozkumavky. VétSina dal$iho materidlu zdstane na hladiné a nebo je
zachycena jednotlivymi vrstvami Percollu. Supernatant byl opatrné odstranén, spory
byly rozsuspendovany ve 100 mikrolitrech PBS a cely proces gradientové centrifugace
byl opakovan jesté jednou, aby byla ziskana co nejCist$i suspenze spor. Ziskané spory
byly rozsuspendovany v 1 ml PBS, pH 7,1 a az do pouziti skladovany v ledni¢ce pii
4°C. Spory Nosema ceranae je mozné timto zpuisobem skladovat v ledni¢ce minimalné

dva mésice, aniz by ztratily zivotnost ( McGowan, 2012).

3.5. Barveni trypanovou modri

K barveni byla pouzita 0,4% trypanova modf, kterou jsme pridali k nativni
suspenzi vyizolovanych spor v poméru 1:1 (10 pl : 10 pl) na podlozni sklicko. Ptikryli
jsme krycim sklickem a pozorovali pod fluorescenénim mikroskopem Olympus BX 51

pod bilym svétlem.

3.6. Priprava vzorkii na méreni

Nejprve jsme vyizolované spory diukladné¢ promichali a rozdélili na dvé
poloviny. Jedna polovina spor byla tepelné inaktivovana (zahiivani suspenze na teplotu
95°C po dobu 30 minut). Poté jsme smichali nativni a tepelné inaktivované spory v
ruznych pomérech. Byly pfipraveny smési se 100%, 75%, 50%, 25% a 0 % podilem

inaktivovanych spor.

3.7. Prutokova cytometrie

Vzorky byly analyzovany na pratokovém cytometru FACScalibur. Spory byly
rozsuspendovany v 50 mikrolitrech fosfdtového pufru (pH 7,1). Poté jsme je obarvily
fluorescencnim barvivem propidium iodide (0,01 mg/ml) a promichaly. Nasledovalo
promyti suspenze 1 ml roztoku Cell Wash. Poté byla suspenze zcentrifugovéana
(rychlost 1500 otacek za minutu, ¢as 5 minut, laboratorni teplota). Poté jsme opatrné
odsaly supernatant, spory byly rozsuspendovany ve 100 mikrolitrech Cell Wash,
piepipetovany do zkumavek na pratokovou cytometrii a analyzovany. Jako prvni byla
analyzovana nativni suspenze (0% tepeln¢ inaktivovanych spor), a poté tepelné

inaktivovana suspenze (100 % tepeln¢ inaktivovanych spor). Na zékladé vysledka byl
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vytvofen gate (byla definovédna oblast, v niZ se na dot plotu vyskytuji mrtvé spory). Poté
byly analyzovany zbyvajici vzorky. V kazdém vzorku bylo analyzovano 20000 spor.
Zbytky smési byly uchovany a nasledné obarveny fluorescentnimi barvivy a
vyfotografovany pod fluorescenénim mikroskopem pro pozdé€jsi vyhodnoceni a

srovnani.

3.8. Méreni na fluorimetru

Méieni bylo provadéno na multifunkénim modularnim readeru pro meéieni
fluorescence, absorbance a luminiscence - Tecan Infinite M 200.

Ptipravili jsme celkem 5 smési (se 100%, 75%, 50%, 25% a 0% podilem tepelné
inaktivovanych spor) po 300 ul. Do jamek bylo pipetovano vzdy 40 ul spor celkem v
Sesti paralelach. Zasobni smési byly pfed pipetovanim dikladn¢ promichavany, aby
vysledky nebyly zkresleny rozdilnym mnoZstvim spor v jednotlivych jamkéach. Do
jamek bylo nasledné ptidano po 100 pl PBS (pH 7,1) s PI (koncentrace 0,01 mg/ml). U
kazdé koncentrace spor byl méfen i blank - blank ¢. 1 (40 pul PBS + 100 pl PBS s 0,01
mg/ml PI) a blank ¢. 2 (40 ul spor + 100 ul PBS bez PI). Zbytky smési byly uchovany a
nasledné obarveny fluorescencnimi barvivy a vyfotografovany pod fluorescencnim
mikroskopem pro pozdé&jsi vyhodnoceni a srovnani.

Kromé¢ tepelné inaktivace byly otestovany 1 dal§i zplsoby inaktivace spor —
osSetfeni ultrazvukem a permeabilizace plazmatické membrany pomoci detergentu
Triton X - 100. Suspenze spor byla rozdé€lena na tii ¢asti. Prvni dil byl inaktivovan
teplem (ve vodni ldzni 95°C po dobu 30 minut), druhy byl oSetfen po dobu dvou minut
Vv ultrazvukové lazni a posledni byl po dobu 10 minut inkubovan s 0,2% roztokem
detergentu Triton X-100 v PBS. Osetiené suspenze spor byly nasledné rozpipetovany
do jamek a byl ptidan PBS s propidium iodidem (0,01 mg/ml), podobn¢ jako u

predchoziho méfeni.

3.9. Fluorescencni mikroskopie

Vzorky byly pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem Olympus BX 51.
K 18 mikrolitriim suspenze spor jsme piimo na podloznim skli¢ku ptidaly 2 mikrolitry
DAPI (Sigma-Aldrich, Némecko), nebo 2 mikrolitry PI (Sigma-Aldrich, Némecko).

Finalni koncentrace byla u obou fluorescen¢nich barviv 0,1 mg/ml. Kapku suspenze
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obarvenych spor jsme piikryly krycim sklem a pozorovaly. U vzorki, obarvenych
DAPI byla pouzita sestava UMWU2 - zrcadlova kostka se zabudovanym excita¢nim
filtrem (BP 330 — 385), dichroickym zrcadlem (DM 400) a bariérovym filtrem (BA
420). U vzorka, obarvenych PI byla pouzita sestava UMWIG3 - zrcadlova kostka se
zabudovanym excitaénim filtrem (BP 530 - 550), dichroickym zrcadlem (DM 570) a
bariérovym filtrem (BA 575 IF).

3.10. Porizeni fotodokumentace a vyhodnoceni

U barveni DAPI jsme u kazdého vzorku vyfotografovaly ¢tyfi zorna pole
(zvétseni 400x) pod fluorescencnim filtrem. Byly spocitany modte fluoreskujici spory
(zivé) a spory, fluoreskujici jasné modro — bile (mrtvé). Bylo vypocitdno procento
mrtvych spor ve vzorku. V kazdém vzorku bylo vyhodnoceno minimalné 200 spor.

U barveni PI jsme u kazdého vzorku vyfotografovaly ¢tyfi zorna pole (zvétSeni
400x) pod fluorescencnim filtrem a tataz zornd pole bez fluorescenc¢niho filtru. Pri
vyhodnocovani jsme porovnavaly snimek, pofizeny pod fluorescenénim filtrem, se
snimkem téhoz zorného pole bez filtru. Byly spocitany vSechny spory Vv zorném poli
(snimek bez filtru) a poté vSechny mrtvé, cervené fluoreskujici spory (snimek pod
filtrem). Byl vypocitan podil mrtvych spor ve vzorku. V kazdém vzorku bylo

vyhodnoceno minimalné 200 spor.

3.11. Statistické vyhodnoceni vysledkii

Statistické zpracovani dat bylo provedeno Vv programu Microsoft Excel.
Porovnani dat bylo provedeno pomoci Studentova t-testu. Data, uvedena v tabulkach a
grafech predstavuji primér + sttedni chybu priiméru. Oznaceni statistickych prikaznosti
mezi hodnocenymi metodami je v grafech znazornéno symbolem ** pii hladiné

vyznamnosti < 0,01.
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4. Vysledky a diskuze

Zivotaschopnost spor mikrosporidii je obvykle stanovovana infek&nimi testy
(experimentalni infekci vnimavého hostitele) nebo in vitro, uréenim schopnosti spor
germinovat po kontaktu s germinacnim roztokem, alternativné muze byt
Zivotaschopnost ur¢ena pomoci barvicich technik, jako je napf. barveni trypanovou
modii (Sanchez, 2014). Dalsi rozSifenou metodou ke stanovovani zivotaschopnosti
mikrosporidii je pouziti fluorescen¢nich barviv ¢i jejich kombinaci (Fenoy a kol. 2009,
Green a kol. 2000). K vyhodnoceni intenzity fluorescence je mozné pouzit
automatizované metody jako je pritokova cytometrie nebo fluorimetrie (Sénchez,
2014). V této diplomové praci byly pfi posuzovani viability srovnavany zminéné
metody - pritokova cytometrie a fluorimetrie s fluorescenéni mikroskopii.

Papezikova a kol. (2015) uvadi, Ze v Ceské republice jsou véely napadeny bud’
pouze druhem N. ceranae nebo se muze jednat o smiSenou infekci obéma druhy (N.
ceranae a N. apis). Podle Kamlera (2011) Ize pfi mikroskopickém vySetfeni pozorovat
patrny rozdil ve velikosti a tvaru spor u obou druh@i. Pomoci gradientové centrifugace se
podafilo ziskat relativné Cistou koncentrovanou suspenzi spor a pii pohledu pod

mikroskopem (obrazek ¢. 1) lze vidét, Ze se jedna pouze o spory druhu N. ceranae.

50 um

Obrazek €. 1: Suspenze spor Nosema spp. (zvétseni 400x)

Barveni trypanovou modii (Trypan blue exclusion test) je bézné pouzivéano
k rozliSeni Zivych a mrtvych bun¢k v buné¢nych kulturach. Vyhodou tohoto barveni je,

ze k vyhodnoceni Zivotnosti staci bézny svételny mikroskop. Piestoze bylo popséno
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uspésné pouziti tohoto barveni i u spor Nosemy (Webster 2012, Martin-Hernandez a
kol., 2009; Higes a kol., 2010 (a)), nam se neosvéd¢ilo. Spory se barvily nevyrazné a
zivé od mrtvych bylo obtizné rozliSit. K dal§im testim bylo tedy pouzivano znaceni
fluorescennimi barvivy. Rovnéz Strober (2001) udavéa ziskani daleko ptesnéjSich
vysledkti u mikrosporidii pomoci fluorescenc¢nich barviv ve srovnani s barvenim

trypanovou modfi.

50:.um

Obrazek €. 2: Spory Nosema spp. obarvené trypanovou modri (zvétSeni 400x)

Znaceni spor mikrosporidii rodu Nosema fluorescencnimi barvivy za ucelem
odliseni zivych a mrtvych bylo popsano nékolika autory. Green a kol. (2000) ve své
studii k rozliSeni mrtvych a zivych spor mikrosporidii pouzival dvoji barveni - Sytox
green a Calcofluor White M2R, Fenoy a kol. (2009) vyuzil k Sytox green barvivo
DAPI. Peng a kol. (2014) ve své praci porovnava dokonce ucinky dvou riznych
kombinaci fluorofort - SYTO a SYBR , a dile PI a SYTOX. McGowan (2012) uvadi,
ze po provedeni predbéznych experimenti u vySe zminovanych barviv bylo
rozhodnuto, Ze kombinace fluorescenénich barviv DAPI/PI je k posuzovani Zivotnosti
spor nejvhodnéjsi, protoze mély ze vSech testovanych fluorofori nejmensi
autofluorescenci a barvily spory dobfe rozliSitelnymi barvami. My jsme testovali praveé
tato dv¢ fluorescenéni barviva, ktera jsme vSak na rozdil od McGowan nekombinovali,
ale pouzivali samostatné:

DAPI — Jak jiz bylo uvedeno, DAPI lze pouZit k barveni jak Zivych tak mrtvych bunék,

do bunck s poskozenou membranou vSak pronikd mnohem sndze. Zivé buiky od
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mrtvych se tak daji rozlisit podle rizné intenzity fluorescence. Zivé spory fluoreskuji

slab¢ modie, mrtvé spory vyrazné¢ modro — bile.

Obrazek €. 3: Spory obarvené fluorescen¢im barvivem DAPI (zvétSeni 400x)

Barveni propidium iodidem — zivé spory nefluoreskuji, mrtvé spory fluoreskuji cervené
(vlevo foto pod fluorescen¢nim filtrem, vpravo foto téhoz zorného pole bez filtru,

zvétSeni 400x)

50 um 4 " = 50 50Um

Obrazek ¢. 4: Spory obarvené PI Obrazek ¢.5: Nativni pole
4.1.Srovnani fluorescenénich barviv

Pro vyhodnoceni Zivotnosti pomoci fluorescencni mikroskopie byl pouzit DAPI
a PI. Vyhodou fluorescencni mikroskopie je piima kontrola UspéSnosti barveni.
Nevyhodou je velka pracnost pfi vyhodnocovani, které je naro¢né na lidskou praci a

obecné nizsi presnost (kvili malému poctu vyhodnocenych spor) nez u nasledujicich

metod.
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Provedli jsme srovnani obou fluorescen¢nich barviv. Suspenzi spor N. ceranae,
V niz byly obsazeny zivé i mrtvé spory jsme obarvili DAPI anebo PI. U barveni DAPI
jsme vyfotografovali pét zornych poli pod 200 nasobnym zvétSenim. U barveni PI jsme
vyfotografovali pét zornych poli pod 200 ndsobnym zvétSenim pod fluorescenénim
filtrem a tatdz zorna pole pod bilym svétlem. Provedli jsme vyhodnoceni Zivotnosti a
srovnani obou zptsobl barveni. K vyhodnoceni bylo pouzito vzdy nejméné 200 spor.

Vysledky jsou zaznamenény v nasledujicim grafu.

70

60

50

m DAPI
HPI

20

10 ~

% mrtvych spor % zivych spor

Graf ¢. 1: Srovnani barveni fluorescenénimi barvivy DAPI a PI

Zjisténé procentualni zastoupeni zivych a mrtvych spor v suspenzi bylo u obou
barveni srovnatelné, mezi skupinami nebyl zjiStén statisticky vyrazny rozdil. Oba typy
barveni lze tedy uspésné pouzit k rozliSeni zivych a devitalizovanych spor.

Vyhodou DAPI oproti PI je, ze zivé i mrtvé spory se daji odeCitat z jednoho
snimku takze neni potfeba porovndvat kazdé zorné pole se snimkem téhoz pole,
potizenym bez fluorescenéniho filtru. Z tohoto divodu bylo v dalsi praci pro stanoveni
zivotnosti pomoci fluorescencni mikroskopie vzdy pouzito pouze barveni DAPI.

V dalsi praci byla srovnavdna prutokova cytometrie a fluorimetrie s
fluorescencni mikroskopii. Fluorescencni mikroskopie byla pro srovnani s obéma
dal§imi metodami vybrdna proto, Ze pii mikroskopovani mame pod piimou vizudlni

kontrolou jak vysledek barveni, tak ¢istotu suspenze.
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4.2. Srovnani priutokové cytometrie a fluorescencni mikroskopie
4.2.1. Fluorescen¢ni mikroskopie

Bylo testovano, zda je mezi zjiSténym procentudlnim zastoupenim mrtvych spor

a procentem tepelné inaktivované suspenze ve vzorku linedrni zavislost. K obarveni

suspenze bylo pouZito barveni DAPIL.

Podil tepelné inaktivované Mrtvé spory (%)
suspenze (%)
0 36,6 4,7
25 41,5+11,5
50 65,4 +4,3
75 775+28
100 98,8+3.4

Tabulka €. 1: Fluorescenéni mikroskopie. Procentualni zastoupeni mrtvych spor,
namérené v jednotlivych smésich. Hodnoty predstavuji priiomér £ SEM.
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Graf ¢. 2: Fluorescen¢ni mikroskopie. Zavislost mezi podilem tepelné inaktivované
suspenze ve vzorku a naméfenymi hodnotami (% usmrcenych spor).
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Mezi podilem mrtvych spor, napipetovanych v jednotlivych suspenzich a
zjisténymi hodnotami byla linedrni zavislost (R? = 0,97) (graf &. 2). Absolutni hodnoty
(tabulka ¢. 1) neodpovidaly piesné podilu tepelné inaktivované suspenze ve smési,
jelikoz v suspenzi spor, vyizolované ze vcel, se jiz mize urCité procento mrtvych spor
vyskytovat. Napiiklad Sanchez (2014) ve své studii uvadi, ze pred zacatkem
experimentl byla bazalni mortalita spor pouze po pouziti Percollu jiz primérné 28,26%
u spor N. apis a 14,65% u spor N. ceranae.

Vysoka linearni zéavislost ukazuje na vysokou piesnost, navzdory pivodnimu
predpokladu, ze piesnost bude nizsi kvili malému poc¢tu vyhodnocenych spor. Pro
kazdy vzorek bylo vyhodnoceno minimalné 200 spor. Tento pocet se tedy pro

vyhodnoceni Zivotnosti ukdzal jako dostatecny.

4.2.2. Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je vysoce citlivd metoda ke sledovdni fady vlastnosti
bunck v suspenzi (Toman a kol. 2009). Hlavni pfednosti FCM je vysoké frekvence
analyzy jednotlivych bun¢k. Moderni analyzatory i sortery dokéazi zpracovat za vtetinu
titisice bun¢k (nebo jinych mikroskopickych objektl) unadSenych v okamziku analyzy
rychlosti nékolika metrti za vtefinu (Sinkorova a Zarybnicka, 2008). Pritokova
cytometrie je hojné vyuzivana i pfi analyzach mikrosporidii , napf. Encephalitozoon
cuniculi (Franzen, 2014) nebo Microsporidium ovoideum (Amigo, 1994 ) a uspésné
byla pouZzita v n¢kolika studiich zabyvajicich se pfimo rozliSenim zivych a mrtvych
bun¢k u Nosema spp. Podle Penga (2014), ktery ve své studii testoval vyuziti prutokové
cytometrie pii zjisStovani Zivotnosti spor Nosema apis je to velmi spolehliva a vhodna
metoda. Rovnéz Sanchéz (2014) udava uspésné vyuziti prutokové cytometrie pii
zjistovani viability u spor N. apis a N. ceranae.

Stejné jako u fluorescencni mikroskopie bylo zjistovano, zda je mezi
naméfenym procentem mrtvych spor a procentem tepelné inaktivované suspenze ve
vzorku linearni zavislost.

Na nasledujicich dot plotech 1ze vidét rozlozeni populaci Zivych a mrtvych spor.

Procenta znazornuji podil mrtvych spor v suspenzi.
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Podil tepelné inaktivované Mrtvé spory (%)

suspenze (%)

0 27,3+3.,8
25 429+ 1,3
50 52,1+04
75 68,5+ 1,3
100 925+44

Tabulka €. 2: Priitokova cytometrie. Procentualni zastoupeni mrtvych spor,
naméi‘ené v jednotlivych smésich. Hodnoty piedstavuji pramér £ SEM.

100

2=
oo | R?=09747 'S

Procento mrtvych spor
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Podil tepelné inaktivované suspenze

Graf ¢. 3: Priitokova cytometrie. Zavislost mezi podilem tepelné inaktivované
suspenze ve vzorku a namérenymi hodnotami (% usmrcenych spor).

Byla zjisténa linearni zavislost a vysoky stupen korelace (R? = 0,974) mezi
podilem tepelné inaktivované suspenze, napipetované ve smeési a mezi zjisténym
procentem Pl — pozitivnich spor (Graf €. 3).

Vyhodou této metody je jiz zminovana velka rychlost méfeni, vyhodnocujeme
vysoky pocet ¢astic s vysokou piesnosti. Dale je na dot plotu mozné odlisit nezadouci
objekty (necistoty, prach, pylova zrna). Pro uspésné meteni je potieba mit suspenzi spor
o vysoké cistoté. Méfeni také vyzaduje zkuSenost, pro sprdvné vymezeni oblasti, ve

které se na dot plotu vyskytuji Zivé a mrtvé spory (gate).
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Podil tepelné¢ % mrtvych spor (fluorescencni % mrtvych Statisticka

inaktivované  mikroskopie) spor vyznamnost
suspenze (pratokova (p)
cytometrie)

0% 36,6 £ 4,7 27,3+3,8 0,135
25% 415+11,5 429+13 0,630
50% 65,4+ 4,3 52,1+0/4 0,002
75% 775+28 68,5+2,3 0,233
100% 98,8+3,4 925+44 0,282

Tabulka ¢. 3: Srovnani vysledkii, zjiSténych pomoci fluorescen¢ni mikroskopie a
pritokové cytometrie. Data predstavuji primér £ SEM.

120,0 -

W % mrtvych spor (fluorescenéni mikroskopie)

100,0 - B % mrtvych spor (pritokovd cytometrie)

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0

0% 25% 50% 75% 100%

podil tepelné inaktivované suspenze ve vzorku

Graf ¢. 4: Srovnani vysledku, zjiSténych pomoci priitokové cytometrie a
fluorescen¢ni mikroskopie.Data piedstavuji prumér + SEM. Statisticky vyznamné
rozdily mezi vysledky jsou dvéma hvézdickami (p<0,01).

Zivotnost spor Vv jednotlivych suspenzich, zjiténd pomoci fluorescenéni
mikroskopie, byla mirné nizs§i nez zivotnost, zjisténa pratokovou cytometrii. Statisticky
vyznamny rozdil vSak byl zji§tén pouze v suspenzi s 50% mrtvych spor. Peng (2014)
uvadi, Ze fluorescenni mikroskopie ma ve srovnani s pritokovou cytometrii sklon

podhodnocovat viabilitu spor (tj. vice spor je zafazeno mezi mrtvé). Diivodem by mohlo
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byt pouziti vyssi koncentrace PI, ktery mtize vliv na Zivotaschopnost spor, a pii delsi
expozici (nez jsme stihli spory vyfotografovat pod fluorescen¢nim mikroskopem) mize
¢ast spor usmrtit, jak rovnéz Peng (2014) udava ve své studii. Z naSich vysledka
vyplyva, ze obé metody jsou vhodné k pouziti pro zjiStovani zivotnosti spor Nosema

spp., ovsem prutokova cytometrie je mnohem rychlejs$i a méné narocna.

4.3. Srovnani fluorimetrie a fluorescencni mikroskopie
4.3.1. Fluorescenéni mikroskopie

Stejné jako u predchoziho méfeni bylo testovano, zda zjistény pomér Zivych a
usmrcenych spor odpovidé skute¢nému poméru, pfitomnému ve vzorku. K obarveni

suspenze bylo rovnéz pouzito barveni DAPIL

Podil tepelné inaktivované suspenze (%) Mrtvé spory (%)

0 1,6+17.8
25 28.6+49
50 53.0 18,0
75 74,6 £ 5,8
100 97.0 % 0,9

Tabulka €. 4: Fluorescen¢ni mikroskopie. Procentualni zastoupeni mrtvych spor,
namérené v jednotlivych smésich. Hodnoty piedstavuji primér + SEM.
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Graf ¢. 5: Fluorescen¢ni mikroskopie. Zavislost mezi podilem tepelné inaktivované
suspenze ve vzorku a namérenymi hodnotami (% usmrcenych spor).

Podobné jako u ptfedchoziho experimentu byl u fluorescenéni mikroskopie
zjistén vysoky stuperi korelace (R? = 0,998) mezi zjisténymi hodnotami a podilem
usmrcenych spor, ptitomnych ve vzorku (Graf 5). Také absolutni hodnoty se shodovaly

(Tabulka 5).

4.3.2. Fluorimetrie

Vyuziti fluorimetrie k rozliSeni Zivych a mrtvych spor zmitiuje jako alternativu k
mikroskopickému vySetfeni naptiklad Sanchez a kol. (2014). Vyhoda této metody
spociva predevSim ve vysoké rychlosti méfeni. Hodnoti fluorescenci vSech spor,
ptitomnych v jamce, coz dava predpoklady pro vysokou ptesnost. Nevyhodou je, Ze
suspenzi spor je potfeba mit Cistou, aby nebyly vysledky zkresleny fluorescenci
nezadoucich objektl. To se v ptipad€ spor nosemy, izolovanych z homogenatu traviciho
traktu tykd hlavné pylovych zrn, kterd jsou vétSinou mnohanasobné vetsi nez spory a

maji vyraznou fluorescenci.
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Obrazky €. 11, 12: Pylové zrno v suspenzi spor, obarvené propidium iodidem.
Vlevo foto pod foto pod fluorescen¢nim filtrem, vpravo foto téhoz zorného pole bez
filtru (zvétSeni 200x)

U ptedchozich metod bylo vysledkem méfeni % Zzivych a mrtvych spor ve
vzorku. U fluorimetrie je vysledkem bezrozmérné ¢islo (fluorescence, vyjadiena
v relativnich fluorescencnich jednotkach). Pokud chceme zjistit podil zivych a mrtvych
spor ve vzorku, je potieba vysledky vyjadiit jako % fluorescence inaktivovaného
vzorku (suspenze usmrcenych spor). Dalsi podstatnou nevyhodou je, Ze pokud méfime
rizné¢ koncentrované suspenze spor, je potieba prepocitat fluorescenci naptiklad na
mnozstvi proteinti, obsazenych ve vzorku, aby vysledky nebyly ovlivnény rozdilnymi
pocty spor ve vzorcich. Spory je potieba zlyzovat, v lyzatu zméfit koncentraci proteinti
a ziskanymi hodnotami potom vyd¢lit namétenou fluorescenci. To zvySuje naroky na
lidskou praci. Dalsi moznosti by bylo vyuzit misto koncentrace proteinti piimou
absorbanci vzorkl, podobné jako u bakterilnich suspenzi (absorbance je pfimo timérna
koncentraci suspendovanych ¢astic).

Pfi naSem testovani jsme dbali na to, aby byla ve vSech jamkach stejna
koncentrace spor a predpokladali jsme, Ze poté otestujeme zpusoby, jak prekonat
rozdily zptisobené riznou koncentraci spor ve vzorcich. Vzhledem k dosazenym

vysledklim jsme vSak uz k tomuto kroku nepfistoupili.
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Podil tepelné inaktivované suspenze (%) Mrtvé spory (%)

0 15,9 +3,2
25 228+25
50 348+27
75 55.4+33
100 100,1 +1,3

Tabulka ¢. 5: Fluorimetrie. Procentualni zastoupeni mrtvych spor, naméiené
Vv jednotlivych smésich. Hodnoty predstavuji primér = SEM.
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Graf ¢. 6: Fluorimetrie. Zavislost mezi podilem tepelné inaktivované suspenze ve
vzorku a namérenymi hodnotami (% usmrcenych spor).

Mezi podilem usmrcenych spor, naméfenym pomoci fluorimetrie a podilem
tepelné inaktivované suspenze ve vzorku byla zjisténa linearni zavislost, ale niz$i stupen
korelace (R? = 0,881) nez u fluorescencni mikroskopie nebo priitokové cytometrie (graf

¢. 6). Lisily se 1 absolutni hodnoty (tabulka €. 6).
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Podil tepelné % mrtvych spor % mrtvych spor  Statisticka

inaktivované suspenze (fluorescencni (fluorimetrie) vyznamnost
mikroskopie) (p)

0% 1,6+17,8 15,9 +3,2 0,005

25% 28,6 +4.9 22.8+2,5 0,173

50% 53.0+ 18,0 348+27 0,004

75% 74,6 £ 5.8 554+33 0,004

100% 97.0 £ 0,9 100,1 = 1,3 0,191

Tabulka €. 6: Srovnani vysledkii, zjiSténych pomoci fluorescenéni mikroskopie a
fluorimetrie. Data ptedstavuji praimér + SEM.

120 1 | % mrtvych spor (fluorescencni mikroskopie)
100 - | % mrtvych spor (fluorimetrie)

80 - * %

60 -

40 *%

20 I i

0]
10% 25% 50% 75% 100%
_20 .
podil tepelné inaktivované suspenze ve vzorku

_40 .

Graf €. 7: Srovnani vysledkii, zjiSténych pomoci fluorimetrie a fluorescencni
mikroskopie. Data piedstavuji pramér = SEM. Statisticky vyznamny rozdil mezi
vysledky je oznacen dvéma hvézdickami (p<0,01).

Mezi vysledky, ziskanymi méfenim na fluorimetru a vysledky z fluorescencni
mikroskopie nebyla zjisténa dobra shoda. Statisticky vyznamné rozdily se vyskytovaly
dokonce ve tfech suspenzich (s 0%, 50% a 75% mrtvych spor). Rozdily byly
pravdépodobné zplsobeny necistotami, piitomnymi ve vzorcich, které¢ kviili vysoké

citlivosti metody zkreslily vysledky.
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V porovnéni s fluorimetriii se fluorescencni mikroskopie ukdzala byt piesnéjsi a
vhodnéjsi metodou pro analyzu Zivotnosti spor Nosema spp.

r

4.4. Srovnani uinnosti riznych zpiisobui permeabilizace spor

Cilem této Casti experimentu bylo ziskat metodu k permeabilizaci spor pro
molekulu propidium iodidu za ucelem ziskani pozitivni kontroly pro fluorimetrii.
Jednou z moznosti bylo sporu usmrtit teplem. Dale jsme se pokusili pouze
permeabilizovat plazmatickou membranu pomoci organického rozpoustédla Triton
X100. Triton X100 se bézné vyuziva k permeabilizaci plazmatické membrany naptiklad
u  genetické modifikace bunc¢k (Kiizkova a kol. 2003). Tretim zpisobem
permeabilizace bylo oSetfeni suspenze spor v ultrazvukové lazni. Desintegrace bunck
pomoci ultrazvuku je rovnéz hojné pouZivana u celé fady mikroorganismil (Safaiik,

1982).

1400 ~

1200 -

1000 -

800 -

600 -

Fluorescence (RFU)

400 -

200 -

spory, inaktivované spory, osetrené spory, permeabilizované suspenze s 25% mrtvych
teplem ultrazvukem Tritonem X100 spor

Graf ¢. 8: Srovnani riznych typt permeabilizace spor

V grafu je zndzornéna intenzita fluorescence vzorkl, oSetfenych teplem,
ultrazvukem a Tritonem X100. Ve ctvrtém sloupecku je pro srovnani fluorescence
smési s 25% podilem mrtvych spor. Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze oSetieni

ultrazvukem ani permeabilizace Tritonem X100 nebyla dostate¢né uc¢inna, jelikoz
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ziskané signaly jsou podstatné niz$i a nejsou srovnatelné se signalem u tepelné
inaktivovanych spor.

Fenoy a kol. (2009) popisuje ve své studii velkou odolnost N. ceranae vuci
vysoké teploté (pfi vystaveni spor N. ceranae teploté 60°C po dobu 6h, kterd jiné
intracelularni parazity bézn¢ eliminuje, doSlo k zachovéni zivotaschopnosti zhruba u
90% spor), kazdopadné nas zpasob tepelné inaktivace (95°C po dobu 30 min.) byl
dostate¢né ucinny. Spolehlivou U¢innost srovnatelné tepelné inaktivace spor doklada

ve své praci napiiklad Peng (2014).
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4.5. Vyhodnoceni

Metoda Vyhody Nevyhody

" o MenS$i mnozstvi
Moznost odliSeni

Fluorescencni .. o vysetienych spor,
. . necistot pri < L
mikroskopie . ¢asova narocnost a
pozorovani
pracnost
o . y Nérocnost na
Pratokova Rychlost, ptesnost, | ., . .
. . pfistrojové vybaveni
cytometrie spolehlivost y .
a zkuSenosti
Néro¢nost na Cistotu
Fluorimetrie Rychlost suspenze, mensi

piesnost

Tabulka €. 7: Vyhody a nevyhody pouZzitych metod

Jako nejvhodnégj$i metoda k rozliSeni Zivych a devitalizovanych spor rodu
Nosema se ukazala pritokova cytometrie, a v obou piipadech téz fluorescenéni
mikroskopie. Obecné je za nevyhodu fluorescenéni mikroskopie povazovano mensi
mnozstvi vySetfovanych objekti a tim tedy niz8i pfesnost (i kdyZ v naSem ptipadé
vychazela v obou piipadech linearni zavislost s vysokym stupném korelace) a velka
naro¢nost na lidskou praci a €as. Pfi1 pocitani spor je vSak dobfe mozné odlisit ptipadné
necistoty v suspenzi a neovlinit jimi potom kone¢né vysledky.

V piipad¢é pritokové cytometrie je mozné analyzovat velké mnozstvi spor
vysokou rychlosti az tisice bun€k za sekundu ( Toman a kol. 2009) a s velkou ptesnosti,
avSak je nutna véEtSi investice do pfistrojového vybaveni (1- 12 miliont korun),
(Sinkorova a Zarybnicka, 2008) a k obsluze cytometru je zapotfebi $koleny personal
(Bursova, 2014).

Stejné vysledky popisuje ve své praci pfi porovnani téchto dvou metod i Peng
(2014). Uvadi, ze vyhodnoceni zivotnosti spor Nosema spp. bylo pfi pouziti pritokové
cytometrie ve vysledku 45krat rychlej$i nez vyhodnoceni stejného mnozstvi vzorki
fluorescenéni mikroskopii. Dale wuvadi, Ze rychlé méfeni Zzivotaschopnosti
individualnich spor poskytlo mnozstvi dodate¢nych vyhod. Pritokova cytometrie
operuje v takovém casovém radmci, Ze ztrata fluorescencniho signalu (fotovybélovani)

je zanedbatelna a nema zadny vliv na fluorescenéni signaly vydavané sporami. Metoda
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poskytuje velmi presné méfeni fluorescencnich signalti pro kazdou sporu a vysledkem
je jasna separace mezi zivymi a mrtvymi populacemi spor Nosemy. Déle diky zvySené
citlivosti a rychlej§imu zpracovani, které umoznuje prutokovy cytometr v porovnani s
lidskym okem mize byt podstatné snizeno mnozstvi barviva potfebného na
vyhodnoceni jednoho vzorku. I v nasem piipad¢ jsme pii fluoresceéni mikroskopii
museli pouzit desetindsobné vétsi mnozstvi PI nez pfi méfeni na prutokovém cytometru
¢1 fluorimetru. Kromé snizeni ceny vzorku, nizs$i koncentrace barviva také minimalizuje
potencialni negativni efekt, které¢ by barvivo mohlo mit na zivotaschopnost spor, coz
muze byt dilezité pokud vzorky spor maji byt po ¢ase znovu preméieny.

Sanchez (2014) udava, ze analyza spor obarvenych PI pomoci pritokové
cytometrie byla vyuZita nejen u spor rodu Nosema, ale je uspé$né pouzivana i u
ostatnich druht mikrosporidii a pfedstavuje nastroj k rychlému rozliSeni mrtvych a
zivych bun¢k a k urceni délky zivota a zivotaschopnosti spor.

Nejmén¢ vhodné je podle naSich vysledi fluorimetrie. Jeji vysoké naroky na
absolutni Cistotu suspenze jsou v piipadé hodnoceni Zivotnosti spor Nosemy velkym
problémem. V roce 2011 byla vyvinuta metoda kultivace N. apis a N. ceranae na
bunécnych kulturach (Gisder, 2011). Z bunééné kultury by bylo mozné ziskat suspenzi
spor s minimalnim podilem necistot. Kultivace se vSak zatim vyuziva pouze vyjimecné.
Spory Nosema spp. jsou pro experimentalni ucely vétSinou izolovany z traviciho traktu
infikovanych véel, pfipadné z jejich vykali. Ve vyizolované suspenzi se vzdy vyskytuje
urcity podil nezddoucich objektii, které se mohou barvit fluorescenénimi barvivy.
Nejcastéji jsou pfitomna pylova zrna, kterd jsou mnohem vétsi nez spory Nosema spp. a
vydavaji tedy mnohonasobné vyssi fluorescenéni signaly neZ samotné obarvené spory.
Do kazdé jamky na mikrotitracni desticce mizeme ndhodné napipetovat kromé spor 1
rizné mnozstvi téchto nezddoucich objekti. Jelikoz vysledkem fluorimetrie je
bezrozmérné Cislo, které je zapotiebi dale prepocitat (napt. vyjadiit jako % fluorescence
tepeln¢ inaktivovaného vzorku), zkresleny signél se potom promitne do vSech vysledka

a metoda se stava neptesnou.
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5. Zavér

Z nasich vysledki vyplyva, Ze k rozliSeni zivych a devitalizovanych spor Ize
uspésné vyuzit jak pritokovou cytometrii tak fluorescencni mikroskopii. Nevyhodou
fluorescen¢ni mikroskopie jsou vysoké naroky na ¢as a lidskou praci a obecné udavana
mensi presnost kviilli mensimu poctu vySetfovanych spor, i kdyz v nasi praci se toto
tvrzeni nepotvrdilo, jelikoZ v obou pfipadech vychazela vysoka linearita i vysoky
stupenn korelace. Pritokova cytometrie je n¢kolikandsobné rychlejsi, ptesnd a kromé
relativné vysoké pofizovaci ceny samotného cytomeru a potieby Skoleného personalu
nema zadné dalsi nevyhody. Diky tomu je t0 nejvice vyuzivana metoda k odliseni
zivych a devitalizovanych spor nejen u Nosemy spp., ale i u ostatnich mikrosporidii.
Nejméné vhodna je podle nasich vysledkii fluorimetrie. Jelikoz se ve vyizolovanych
sporach i po dikladném precisténi vzdy vyskytuje urcité mnozstvi nezadoucich objektl
(napf. pylova zrna), které se rovnez jako spory mohou barvit fluorescencnimi barvivy,
vysledky u tak citlivé metody, jako je fluorimetrie jsou témito signaly velmi ovlivnény.
U obou dalSich metod miiZzeme tomuto zkresleni ptedejit. V ptipad€ fluorescenéni
mikroskopie Ize ostatni necistoty odliSit pouhym okem a jednoduse je nezapocitat, v
prutokové cytometrii zase na zacatku méfeni oddélime nezadouci objekty spravnym
vymezenim oblasti, ve které se na dot plotu vyskytuje zadana populace. I kdyz je jinak
fluorimetrie velmi rychlou a pfesnou metodou, u Nosemy spp. zatim nejsme schopni
soucasnymi metodami ziskat dostatené Cistou suspenzi pro jeji vyuZiti.

Ziskané vysledky bude mozné vyuzit pii vyhodnocovani odolnosti spor
mikrosporidii rodu Nosema ve vn&j$im prostiedi 1 pfi testovani jejich odolnosti viici

dezinfekénim postuptim.
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7. Abstrakt

Jednou z nejrozsitenéjSich chorob vcely medonosné (Apis mellifera) je
nosematéza - onemocnéni traviciho traktu dospélych vcel, zplisobované
mikrosporidiemi Nosema apis a Nosema ceranae. Jedna se o obligatni intracelularni
parazity, ktefi mimo télo hostitele pfezivaji pouze v podob¢ spor, odolnych vici vlivim
problémem, je zapotiebi mnoha dalsich vyzkumi k nalezeni u¢inné 1écby a prevence.

Ve své préci se zabyvam srovnanim metod k rozliSeni zivych a devitalizovanych
spor mikrosporidii rodu Nosema. Jedna se o porovnani pratokové cytometrie s
fluorescencni mikroskopii a dale o srovnani fluorimetrie, rovnéz s fluorescen¢ni
mikroskopiii. K barveni byla pouzita fluorescen¢ni barviva 4',6-diamidin-2-fenylindol a
propidium iodide. Z vysledka prace vyplyva, Ze prutokovou cytometrii i fluorescenéni
mikroskopii lze uspé$né vyuzit k rozliSovani spor, nicméné pritokova cytometrie je
mnohonasobné rychlejsi a nabizi fadu dalSich vyhod. Nejméné vhodné se ukédzalo byt
pouziti fluorimetrie, jelikoz vysledné signaly jsou zkresleny necistotami pfitomnymi v
suspenzi, které zatim nejsme schopni soucasnymi metodami izolace spor kompletné
odstranit.

Ziskané vysledky bude také mozné vyuzit pfi vyhodnocovani odolnosti spor
mikrosporidii rodu Nosema ve vn&j$im prostiedi 1 pfi testovani jejich odolnosti viici

dezinfekénim postuptiim.

Klic¢ova slova: Nosema ceranae, Nosema apis, prutokova cytometrie, fluorescenéni

mikroskopie, fluorimetrie
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8. Abstract

Nosemosis is one of the most widespread diseases of the honeybee (Apis
mellifera). It is caused by two microsporidian species Nosema apis and Nosema
ceranae. Both of them are obligatory intracellular parasites affecting digestive tract of
adult bees. Outside the host body they are able to survive only in the form of spores
which are highly resistant to influences of the outside enviroment. As nosemosis is
nowadays becoming an increasingly serious problem, a large amount of aditional
research is needed to develope effective treatment and prevention.

My work was aimed at comparison of methods which can be used to diferentiate
between living and devitalized microsporidian spores of Nosema spp. Fluorescence
microscopy was compared to flow cytometry and fluorimetry. Two fluorescent dyes,
4' 6-diamidin-2-fenylindol and propidium iodide were used for staining. Our results
indicate, that both flow cytometry and fluorescence microscopy can be succesfully used
to distinguish between living and dead Nosema spores. However flow cytometry is
many times faster and offers several other advantages. The least suitable method proved
to be fluorimetry, because the resulting signals are affected by the impurities present in
the spore suspension, that we are unable to completely remove with current methods.

The acquired results will also be usable for evaluation of resistance of the
microsporidian spores of the Nosema spp. in the outside enviroment and for testing

their resistance to disinfection methods.

Keywords: Nosema ceranae, Nosema apis, flow cytometry, fluorescence microscopy,

fluorimetry
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9. Prilohy

Priloha €. 1: Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX 51

63



PROHLASENI AUTORA

Jsem si védom, Ze

- odevzdanim zavere¢né prace souhlasim s jejim zvetejnénim dle zakona ¢. 111/1998 Sb.,
o vysokych skolach a o zméné a doplnéni dalsich zakoni, ve znéni pozdé&jsich predpist,
a to i bez ohledu na vysledek jeji obhajoby,

- moje zavérecna prace bude uloZena v elektronické podobé v univerzitni databazi a bude
vetejné piistupna k nahlédnuti,

- na moji zadvérecnou praci se pln¢ vztahuje zédkon ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o
pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zakonl, ve znéni
pozdé&jsich predpist, predevsim ustanoveni § 35 odst. 3 tohoto zakona, tj. o uziti tohoto
dila.

Jméno a prijmeni autora, titul: Hana Peterova, Bc.

Nazev prace: Metody rozliSeni Zivych a devitalizovanych spor
mikrosporidii rodu Nosema

V Brné dne ..........ccceeuueee. Podpis autora: .........coeeueeees

1) zakon ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o zmené a doplnéni dalsich zakonii, ve znéenit
pozdéjsich predpisii, ustanoveni § 47b Zverejiiovani zavérecnych praci:

(1) Vysoka skola nevydélecné zverejnuje disertacni, diplomové, bakalarské a rigorozni prace, u kterych
probéhla obhajoba, véetné posudkii oponentii a zaznamu o priubéhu a vysledku obhajoby prostrednictvim
databaze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zpiisob zverejnéni stanovi vnitini predpis vysoké skoly.
(2) Disertacni, diplomové, bakalarské a rigorozni prace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téz
nejméné pét pracovnich dnii pred konanim obhajoby zverejnény k nahlizeni verejnosti v misté urceném
vnitinim predpisem vysoké Skoly nebo neni-li tak urceno, v misté pracovisté vysoke skoly, kde se ma konat
obhajoba prace. Kazdy si miize ze zverejnéné prdce porizovat na své naklady vypisy, opisy nebo
rozmnozeniny.

(3) Plati, Ze odevzdanim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prace podle tohoto zdkona, bez ohledu
na vysledek obhajoby.

2) zakon ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné
nekterych zakonii, ve znént pozdejsich predpisit, ustanoveni § 35 odst. 3:

(3) Do prava autorského také nezasahuje skola nebo Skolské ¢i vzdélavaci zavizeni, uzije-li nikoli za
uicelem primého nebo neprimého hospodarského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni
vnitini potiebé dilo vytvorené Zakem nebo studentem ke splnéni skolnich nebo studijnich povinnosti
vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke Skole nebo Skolskému ¢i vzdélavacimu zarizent (Skolni dilo).

3) zakon ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné
nékterych zakonii, ve znéni pozdéjsich predpisii, ustanoveni § 60:

64



(1) Skola nebo skolské ¢i vzdélavaci zarizent maji za obvyklych podminek pravo na uzavieni licencni
smlouvy o uziti Skolniho dila (§ 35 odst. 3). Odpira-li autor takového dila udélit svoleni bez zavazného
duvodu, mohou se tyto osoby domahat nahrazent chybéjiciho projevu jeho viile u soudu. Ustanoveni § 35
odst. 3 ziistava nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miize autor Skolniho dila své dilo uzit ¢&i poskytnout jinému licenci, neni-li to v
rozporu s opravnénymi zajmy Skoly nebo Skolského ci vzdélavaciho zarizeni.

(3) Skola nebo skolské ¢i vzdélavaci zarizeni jsou opravnény pozadovat, aby jim autor skolniho dila z
vydeélku jim dosazeného v souvislosti s uzitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 primérené
prispel na uhradu nakladu, které na vytvoreni dila vynalozily, a to podle okolnosti az do jejich skutecné
vySe, pritom se prihlédne k vysi vydélku dosazeného Skolou nebo Skolskym ¢i vzdélavacim zarizenim z
uziti Skolniho dila podle odstavce 1.

65



POTVRZENI AUTORA

Svym podpisem potvrzuji, Ze pisemna verze
odevzdanébakalarské / diplomové / rigorozni / dizertaéni*
prace je shodna s elektronickou verzi prace, ktera je pod
stejnojmennym nazvem v pdf formé uloZena v Informac¢nim
systému VFU Brno (STAG), prip. na predaném nosici (CD,
DVD).

Jméno a prijmeni | Hana Peterova, Bc.

autora, titul:

Nazev prace v Metody rozliSeni Zivych a

Cestiné: devitalizovanych spor mikrosporidii
rodu Nosema

Nazev prace v Differentiation between living and

angli¢tiné: devitalized spores of microsporidia
Nosema spp.

V Brné dne ............... Podpis autora: ....eeeeeeeeeeeennnennns

66



