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Abstrakt

Tato prace se zabyva zavaznym vcelim onemocnénim — morem vceliho plodu
(MVP) a moznostmi kontroly této nemoci a je rozd€lena na dvé ¢asti, teoretickou a
experimentalni. Teoretickd Cast je zpracovana formou reSerSe a obsahuje 2 velké
kapitoly. Prvni pojedndva o moru vceliho plodu a plivodci onemocnéni MVP,
bakterii Paenibacillus larvae, od jeji klasifikace, vyskytu, patogeneze az po metody
tlumeni a 1écby onemocnéni MVP. Druha cast se zabyva zavijeCem voskovym
(Galleria mellonella), pfevazné vyvojovym cyklem, organovymi soustavami a také
pro¢ a jak Skodi ve vcelafstvi spolu s metodami prevence a kontroly.

Experimentalni ¢ast poté kombinuje tato témata ve snaze nalezeni vztahu
mezi zavijeCem voskovym a P. larvae, ktery by mohl pomoci pti kontrole MVP.
Paenibacillus larvae vytvaii velmi odolné sedmivrstevné spory, které jsou
zivotaschopné 1 po mnoha letech a pokud se dostanou do vceli larvy, nejcastéji
potravou, rychle vykli¢i do vegetativni formy, usmrti hostitele a za¢nou produkovat
velké mnozstvi novych spor. To je obrovsky problém ve vcelaistvi, nebot’ po
vypuknuti onemocnéni se v Ceské republice dle zdkona 166/1999 Sb., o veterinarni
péci a o zmeéné souvisejicich zdkonu (veterinarni zakon) museji vcelstva spalit, i se
v§im spalitelnym vybavenim, které piislo s nakazou do styku. Toto je jediné Géinné
opatieni k potlaceni MVP a v¢elatfiim zplisobuje znacné Skody.

Cilem prace tedy bylo zjistit, zda je zavije¢ voskovy diky svému dobie
ptizplisobenému travicimu traktu, ktery dokaze rozlozit i velmi stabilni latky, jako je
véeli vosk, schopen narusit odolné vrstvy spory P. larvae, ¢imz by mohlo dojit ke
zméné kli¢ivosti téchto spor. Vyzkum spocival v naockovani bakterie P. larvae na
mezistény, na kterych se poté krmily larvy zavijeCe voskového. Nekteré se
pohybovaly volng, jiné byly fixované ve specidlnich klickach, které zabranovaly
kontaminaci sporami povrchu téla larev. Po nékolika dnech krmeni se larvam
vypitvaly travici soustavy a nasledné z nich izolovaly spory toluenovou metodou.
Tyto vzorky se naockovali na MYPGP agar a nechaly 10 dni kultivovat. Nakonec
jeste probéhla PCR analyza s naslednym vyhodnocenim elektroforézou. Vysledky
kultiva¢niho testu nebyly prikazné z divodu nizkého mnozstvi narostlych spor, ale
PCR a elektroforetické vyhodnoceni ukazalo, Ze pravdépodobné nejvice spor se
vyskytovalo na zacatku travici soustavy housenky zavijece voskového, méné potom
ve stfedni ¢asti a v zadni ¢asti dokonce zadné.

Klic¢ova slova: Mor v¢eliho plodu, Paenibacillus larvae, Zavije¢ voskovy (Galleria
mellonella), kultivace, PCR metoda, elektroforéza



Abstract

This diploma thesis deals with a serious honey bee (Apis mellifera) disease,
the American foulbrood (AFB), and with possibilities of its control. The thesis is
divided into two parts, the theoretical and the experimental. The theoretical part is
written as a research and contains two big chapters. The first one describes
American foulbrood disease and its causative agent, bacteria Paenibacillus larvae,
from its classification, occurrence and pathogenesis to the control methods of AFB
disease treating. The second part deals with the wax moth (Galleria mellonella),
focusing on its development cycle, organ systems and exploring why and how is the
wax moth detrimental to the beekeeping. It also contains methods of its control and
prevention.

The experimental part then combines above mentioned themes in an effort to
find the relationship between the wax moth caterpillars and bacteria P. larvae that
could possibly help to control the AFB. P. larvae create very resistant spores that are
viable even after many years and when they get into the bee larvae, mostly via food,
they quickly germinate into vegetative forms, kill the host and begin to produce large
amounts of new spores. This is a huge problem in beekeeping, especially because the
beehives must be burned after the outbreak of the disease even with all the
flammable equipment that had come in contact with the infection, according to the
Act No 166/1999 Coll. (On veterinary care and amending related laws - Veterinary
Act) in the Czech Republic. It is the only effective measure to suppress the AFB but
it also causes significant economic losses to beekeepers.

The aim of this work was to determine whether the wax moth can disrupt
resistant layers of P. larvae spores thanks to its well adapted digestive tract and
whether it could change their germination. The research consisted in inoculation of
P. larvae on a wax partition and the wax moth larvae were then fed on it. Some
larvae moved freely, others were fixed in special cages that prevented contamination
via larvae’s body surface spores. After several days of feeding, larvae’s digestive
systems were dissected and subsequently the spores were isolated using the toluene
method. These samples were then inoculated on MYPGP agar and cultivated for 10
days. Finally, a PCR analysis was carried out with subsequent electrophoretic
evaluation. Results of the culture tests were inconclusive due to the low amount of
spores grown on the MYPGP agar plate but PCR and electrophoretic evaluations
revealed that most spores probably occurred at the beginning of the wax moth
caterpillar’s digestive system, a little bit less occurred in the middle and the rear part
of the digestive system contained even no spores.

Keywords: American foulbrood, Paenibacillus larvae, wax moth (Galleria
mellonella), the cultivation method, the PCR method, the electrophoresis
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1. UVOD A CILE PRACE

Opylovaci, jako je hmyz, ptaci, netopyii a dalsi, jsou velmi dileziti pro
pohlavni rozmnozovani mnoha kulturnich plodin i plané rostoucich rostlin. Nejvice
se na opylovani podileji veely, pfevazné véela medonosna (Apis mellifera), ktera je
nejpocetnéj$im a také nejuniverzalnéjSim opylovacem, avSak zanedbatelné nejsou ani
véely samotaiky. Vcela je nezbytna i pro zZivot ostatnich zvifat v prirodé. Mnoho
druhti ptakd se zivi semeny, plody, bobulovinami, které se vyvinou, pouze pokud
jsou kvéty opyleny. Velarstvi ma tedy velmi Gzky vztah se Zivotnim prostiedim,
vyznamné prispiva k posileni ekologické stability krajiny. Casto také véely byvaji
jedinym zptisobem pro zeméd¢lce, jak zajistit dostate¢né opyleni plodin, jestlize jsou
dalsi druhy opylovaci vzacné nebo zcela chybi. Proto patii véely mezi velmi dilezita
hospodatska zvitata (Morse a Calderon, 2000).

Avsak navzdory hospodaiskému i ekologickému vyznamu vcel je véelatstvi v
celé Evropé v tpadku. Véely jsou napadany mnoha patogeny, napt. viry, bakteriemi,
houbami a parazity, kteti velmi poskozuji jejich zdravi a tim se také snizuje Groven
trvale udrzitelného zemédé€lstvi a mnozstvi celkové produkce. Velkym rizikem je i
nepiimétend aplikace chemickych latek (pesticidy, desikanty, morforegulatory aj.) do
poli, coz také vyznamné oslabuje vcelstva. Pfed pfichodem parazitického roztoce

wev

plodu (MVP) a hniloba véeliho plodu (Genersch, 2010).

Tato prace se zabyva zadvaznym vcelim onemocnénim — morem vceliho plodu
a moznostmi kontroly této nemoci a je rozdélena na dvé casti, teoretickou a
experimentalni. Teoretickd ¢ast je zpracovana formou reSerSe a obsahuje 2 velké
kapitoly. Prvni pojednava o moru vceliho plodu a pivodci onemocnéni MVP,
bakterii Paenibacillus larvae, od jeji klasifikace, vyskytu, patogeneze az po metody
tlumeni a 1écby onemocnéni MVP. Druha ¢ast se zabyva zavijeCem voskovym
(Galleria mellonella), pfevazné vyvojovym cyklem, organovymi soustavami a také
pro¢ a jak skodi ve v¢elaistvi spolu s metodami prevence a kontroly. Experimentalni
¢ast poté kombinuje tyto témata ve snaze nalezeni vztahu mezi zavijeCem voskovym
a bakterii P. larvae, ktery by mohl objasnit n€které aspekty a pomoci pii kontrole
MVP.

Mor véeliho plodu (anglicky American foulbrood) je zavazné bakterialni
onemocnéni vceliho plodu zpisobené bakterii Paenibacillus larvae. Sviyj anglicky
nazev nema proto, Zze by pochazel z Ameriky, ale proto, ze ho poprvé popsal
americky védec White vroce 1906 (Lindstrom, 2006). Mor véeliho plodu neni
onemocnéni, jelikoZz nezabiji pouze vceli larvy, ale je velmi nebezpeény pro celé
infikované vcelstvo a muize zlikvidovat i celou v¢elnici. Jakmile je larva infikovana,
umird béhem 3 az 12 dnl. Dospélé vcéely se nakazit nemohou, ale slouzi jako

11



prenase¢. MVP se §ifi velmi snadno jak mezi uly, tak i mezi lokalitami a
jednotlivymi staty. Nejcastéjsi pfi¢inou je vymeéna materialii, zalétavani vcel, nebo
prodej oddelki a vcelich produktii, které mohou byt infikované touto nemoci
(Ashiralieva a Genersch, 2006; von der Ohe, 2003; Morrissey a kol., 2015).
V koevoluci véel a puvodce moru vceliho plodu se jisté vyvinula pfirozena
schopnost obrany hostitele proti patogentim, ktera vSak muze byt naruSena vlivem
¢loveéka. Moderni technologie véelafeni jiz pfili§ neodrazi ptirozeny Zivot divokych
veel.

Podle zakona 166/1999 Sb., o veterinarni péci a o zméné¢ souvisejicich
zakont (veterindrni zakon) je mor vé&eliho plodu chorobou v Ceské republice
povinnou k ohlaseni ptislusnému tfadu, jimz je Krajskd veterinarni sprava (KVS),
ktery po prokazani MVP vyhlasi ohnisko nebezpecné nakazy o poloméru 5 km a
stanovi mimoiadna veterinarni opatfeni (Titéra, 2009). V zavislosti na vysledku se
poté piipadné provede likvidace vcelstev a spalitelného véelafského vybaveni a
pomucek, které s infikovanym véelstvem pfisly do styku. Dle soucasné vyhlasky
299/2003 muze byt likvidace pouze Caste¢nd, pokud pocet pozitivnich vcelstev na
stanovisti nepfesahuje 15 % z celkového poctu. V tomto piipad¢ se utrati pouze
pozitivni vcelstva. Pokud je ale na stanovisti vice nez 15% infikovanych vcelstev,
dochazi k likvidaci kompletni, tedy spaleni vSech vcelstev na stanovisti.
V ochranném pasmu je zdkaz pifemistovani vcelstev a je téZ nafizeno plosné
vySetfeni méli (Krpec, 2015). Kvili paleni infikovanych véelstev a kontaminovaného
materidlu dochazi ke znanym ekonomickym ztratdm vcelaiim po celém svété
(Ashiralieva a Genersch, 2006; von der Ohe, 2003; Morrissey a kol., 2015).
Vzhledem Kk identifikaci a izolaci piivodce moru v¢eliho plodu se tato nemoc stala
jednou z nejvice studovanych vcelich nemoci, piesto mnohé aspekty zdstavaji i
nadale neobjasnéné (Ashiralieva a Genersch, 2006).

Zavije¢ voskovy se mize vyskytovat ve vcelim tlu nebo na starém dile
divokych vcel, takze se s bakterii zptisobujici MVP miize snadno setkat. Vcelafi je
povazovan za Skldce, protoZe se jeho larvy zivi pievazné star§im vcelim voskem
s piimési vcelich ,kosilek™ a dalSich ,,necistot, nebo plasty Se zasobami pylu.
V ptirodé vSak zastava dlleZitou funkci, a to biologickou degradaci ve€eliho vosku a
navraceni zivin zpatky do uzavieného cyklu. Pokud divoké veely v pfirod¢ uhynou,
nebo zméni stanovisté, napf. za Ucelem hygienickym (ozdravnym) nebo za
nedostatku sntisky, coz je typické zejména pro véelu vychodni (Apis cerana), zistane
po nich vceli dilo. To je velmi Spatné¢ odbouratelné a mize byt zdrojem riznych
nemoci. Zavije¢ voskovy tyto plasty vyhledava a klade na né vajicka. Z nich se poté
vylihnou larvy, které se ihned zacinaji krmit voskem. Z tohoto pohledu maji larvy
zavijeCe voskového i hygienickou funkci v krajingé. A zde se také nabizi otazka.
Poradi si i s pivodcem moru v¢eliho plodu, bakterii P. larvae, ktera se b&zné
vyskytuje ve velim vosku, primarni slozce potravy housenky zavijece voskového?
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Cilem prace bylo zjistit, zda je zavije¢ voskovy diky svému dobie
ptizpisobenému travicimu traktu schopen narusit odolné vrstvy spory P. larvae,
¢imz by mohlo dojit ke zméné klicivosti téchto spor. Vyzkum spocival v naockovani
bakterii P. larvae na mezistény, na kterych se poté krmily larvy zavijece voskového.
Nekteré se pohybovaly volné€, jiné byly fixované ve specialnich klickéach, které
zabranovaly kontaminaci sporami povrchu téla larev. Po nékolika dnech krmeni se
larvam vypitvaly travici soustavy a nasledné z nich izolovaly spory toluenovou
metodou. Tyto vzorky se naockovali na MYPGP agar a nechaly 10 dni kultivovat.
Nakonec jesté probéhla PCR analyza s naslednym vyhodnocenim elektroforézou.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1  Mor v¢eliho plodu

2.1.1 Obecna charakteristika vcelstva

Vcely jsou eusocidlni hmyz, to znamena, Ze ziji v koloniich s pfekryvajicimi
se generacemi a maji rozdélené povinnosti v ulu, vétSinou podle stari vcely. Nekteré
z téchto povinnosti maji velky vliv na pfenos onemocnéni, jako je naptiklad MVP.
Nejmladsi veely po vylihnuti Cisti buniky a poté krmi larvy a matku. Tyto ¢innosti
jsou nejrizikovéjsi ohledné Sifeni MVP ve vcelstvu, protoze pokud vcela vycisti
buniku po infikované larvé, ulpi na ni velké mnozstvi spor a krmenim dal$ich larvicek
je snadno infikuje. StarSi vcCely stavéji voskové plasty, ventilaci vzduchu udrzuji
vhodnou teplotu v ulu, pfenasi a zahust'uji medné zasoby, strazi Cesno a po dvacatém
dni Zivota se stavaji 1étavkami a sbiraji pyl, nektar, medovici, pryskyfi¢naté latky a
vodu. Na konci léta, kdy uz dochézi k nedostatku sniisky, patraji véely po oslabenych
vcelstvech, které si své zdsoby nedokdzi ochranit. Oslabené vcelstvo muze byt
infikovano MVP, a silné loupici vcelstvo si tak spolu s veskerymi mednymi
zasobami odnese i spory pivodce onemocnéni MVP. A pravé loupeni muize byt
jednou z hlavnich cest horizontalniho pienosu MVP v piirodnich podminkach
(Lindstrom, 2006).

VSechny tyto ¢innosti vykonéavaji pouze v¢ely délnice, které maji na rozdil od
matky nevyvinuté pohlavni ustroji. Matka je ve vcelstvu obvykle jen jedna a jeji
hlavni uloha je kladeni vajicek. Pari se pouze jedenkrat za zZivot s nékolika trubci,
aby si vytvofila dostatené zasoby spermatu na oplodiiovani vaji¢ek. Pomoci
feromonu, tzv. matefi latky, se stard mimo jiné o soudrznost vcelstva a inhibuje
vyvin vajeénikil véel délnic. Dale jsou v tilu trubci. Ziji pouze v letnim obdobi, na
podzim jsou vyhnani z alu. Trubci maji oplodiiovaci funkci a spolu s matkou jsou
zodpovédni za reprodukei vcelstva. Z jiného ihlu pohledu se mize véelstvo mnozit
(rozdélit) také rojenim. V tomto piipad¢ se v Glu vylihne mladd matka a ta stara
odlétne s Casti v€elstva zalozit jinou kolonii. To je velmi dillezité pro pieZiti vcelstva,
pokud dojde napf. k riznym onemocnénim nebo hladovénim v piipadé nedostatku
snusky (Lindstrém, 2006).

Vcelstvo byva oznaCovano jako superorganismus, protoze selektivni tlak je
vyvijen na celou kolonii, nikoliv na jednotlivé vcely. Jednotlivé veely dé€lnice jsou
stejné postradatelné jako napf. bunky v organismu. Z tohoto pohledu je rojeni
povazovano za jediny zpusob rozmnozovani. A pravé takto musime nahlizet na
vcelstvo 1 pfi onemocnéni MVP. Nelze vybrat jednotlivé véely nebo larvy, které se
zdaji byt zdravé, ale zachazime s vcelstvem jako s jednim celkem. I v¢elstvo samotné
se dokaze ptizplsobit neCekanym okolnostem, napt. pferozdélenim povinnosti véel,
pokud néktera vékova kategorie chybi, nebo zvySenim hygienického a cisticiho pudu
pfi prvnich naznacich onemocnéni (Lindstrom, 2006).
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2.1.2 Pavodce moru v¢eliho plodu, historie a klasifikace

Bakterie zptuisobujici mor véeliho plodu se nazyva Paenibacillus larvae a byla
poprvé popsana Whitem (1906). Jedna se o tyCinkovitou gram pozitivni a
fakultativné anaerobni bakterii (viz obr. ¢. 1), dosahujici délky 2,5-5 um. Bakterie za
nepiiznivych podminek vytvaii spory (viz obr. ¢. 2) o velikosti 0,6-1,3 um. Tyto
extrémné odolné spory, které mohou na lokalité piezivat i vice nez 35 let, jsou
jedinou infek¢ni formou tohoto organismu, a jak uz ndzev onemocnéni napovida,
mohou infikovat pouze vceli plod (Hansen a Bredsgaard, 1999; Hitchcock a kol.,
1979; Neuendorf a kol., 2004). Spora je vybavena silnym mnohovrstevnym obalem,
ktery zarodku uvnitt umoziuje piezivat sucho i vlhko, zimu i horko, slune¢ni zareni i
vétsinu dezinfekEnich prostredki. Idedlnim materidlem pro vyckavani na hostitele je
dfevo. Spory bakterie P. larvae jsou mensi nez pory ve dievé, a proto se v nich
snadno ukryji. Jak dfevo vlhne a opét vysychd, spory se dostavaji hloubéji a dochazi
k jejich dlouholeté konzervaci. Pokud toto dievo za¢ne trouchnivét, spory se zaénou
dostavat opét na povrch a mohou piijit do kontaktu se vcelami. Tomu pomdha i
pfirozend vlastnost vcel, okousdvat dievéné Casti uvnitt Glu. Témito zplsoby se
obnovuji stara ohniska nakazy, kde se jiz predpokladalo, Ze jsou prostda MVP (Titéra,
2009). Larvy jsou nejvice nachylné v raném stadiu asi 12-36 hodin po vylihnuti, kdy
se mohou infikovat stravou obsahujici i malé mnozstvi spor P. larvae (Genersch a
kol., 2005; Bailey, 1981). Titéra (2009) udava mnozstvi piiblizné 10 spor, které je jiz
schopno nakazit nejmladsi larvy. Dospélé véely se nakazit nemohou (Genersch a
kol., 2005; Bailey, 1981).

Obr. ¢. 1 Vegetativni stadia P. larvae (Titéra, 2009)
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Obr. ¢. 2 Sporangia a spory P. larvae (Titéra, 2009)
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Nejstarsi zprava o moru vceliho plodu saha az do obdobi Aristotela kolem
roku 384-322 pi. n. 1. V roce 1769 popsal sasky ptirodovédec Schirach onemocnéni
véel, vyznacujici se specifickym zapachem a pojmenoval ho American foulbrood
(AFB), cesky - mor vceliho plodu. V roce 1885 byla pfi¢ina moru vceliho plodu
piipisovana bakterii Bacillus alvei, ovsem v roce 1906 vyslo najevo, ze se jedna ve
skutecnosti 0 2 odlisné bakterie a onemocnéni. Prvni choroba znama jako hniloba
v¢eliho plodu (EFB — European foulbrood) je mirngj$i a zptsobuje ji bakterie
Melissococcus plutonius casto spolu s Bacillus alvei. Druha choroba, nelécitelna a
velmi nebezpecna je mor véeliho plodu zplsobena bakterii Paenibacillus larvae
(Ashiralieva a Genersch, 2006; Genersch, 2010; Hansen a Bredsgaard, 1999). V roce
1950 Katznelson identifikoval podobné bakterialni onemocnéni véel, které¢ se od
moru vceliho plodu liSilo tvrdSimi pozistatky po larvach. Pavodce tohoto
onemocnéni byla bakterie velmi podobna Paenibacillus larvae, ale pfes nékteré
rozdily byla povazovana za jiny druh, a to Paenibacillus pulvifaciens. Tento ptivodce
je velmi vzacny. Existuji také protichiidné nazory o jeho patogenité, i kdyz byla
potvrzena Hitchcockem a kol. (1979). Ptesto je Paenibacillus pulvifaciens
povazovan za patogen ziidka zpusobujici viditelné poSkozeni vcelich larev
(Ashiralieva a Genersch, 2006; Genersch, 2010; Hansen a Bredsgaard, 1999).

S ptichodem molekularn¢ genetickych metod se velmi usnadnilo zatfazovani
druhti a diky sekvenaci genomu se naSlo minimaln¢ 5 rozdilnych fylogenetickych
linii ptivodce moru veeliho plodu podle ptitomnosti ur¢itych genti (Ash a kol. 1991).
Bakterie Bacillus larvae a Bacillus pulvifaciens byly natolik odlisné od ostatnich, ze
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vznikl v roce 1993 zcela novy rod Paenibacillus a tyto bakterie do néj byly ptefazeny
(Ash a kol. 1993).

V roce 1996 byly tyto druhy znova piezkoumany a zejména ve vzorcich DNA
byla podobnost opravdu velkd a tak byla snaha pietadit tyto druhy pod jeden
spole¢ny. Na fenotypové Grovni a v patogenité se vsak ukéazaly drobné odchylky, a
proto systematické zarazeni zlstalo jesté stejné (Heyndrickx a kol. 1996). Nakonec
v disledku nejnovéjSich studii z riznych sbirek a kment z Némecka, Finska a
Svédska doslo k taxonomické revizi této skupiny a P. larvae a P. pulvifaciens byly
klasifikovany jako jeden druh - P. larvae. V nékolika naslednych pokusech se vS§ak
zjistilo, ze byvaly druh P. pulvifaciens ma odlisny prubéh infekce i jinou inkubaéni
dobu a posléze v tentyZz rok byly vytvoreny poddruhy P. larvae subs. larvae a P.
larvae subs. pulvifaciens. (Genersch a kol. 2006; Heyndrickx a kol. 1996; Hansen a
Bredsgaard, 1999).

K zatim poslednimu pteklasifikovani piivodce moru vceliho plodu doslo
vroce 2006 zkoumanim genotypt provadéném pomoci ERIC (Enterobacterial
repetitive intergenic consensus) primert v rep-PCR (polymerazova fetézova reakce).
Tato reakce byla zalozena na sekvenci konkrétnich 127 dusikatych bazi v genetické
informaci, podle které se urcuji jednotlivé poddruhy. Tentokrat se ustoupilo od
pouzivani dvou poddruhi a doSlo k slouceni v jednu taxonomickou jednotku
Paenibacillus larvae. Tato studie ukazala, Ze kazdy byvaly poddruh P. larvae mize
mit 2 rozdilné genotypy (viz tab. ¢. 1), vysledkem jsou tedy 4 celkové genotypy
(ERIC | — 1V). Experimentalni infekce vcelich larev P. larvae a P. pulvifaciens
ukézaly ptiznaky onemocnéni a naslednou smrt larev (viz tab. €. 1). Z toho je patrné,
ze oba poddruhy jsou patogenni. Z tabulky je také ziejmé, ze genotyp ERIC I je
méné virulentni (méfitelnd schopnost vyvolat onemocnéni) nez ERIC II- IV
(Ashiralieva a Genersch, 2006; Genersch, 2010; Morrissey a kol., 2015; Poppinga a
Genersch, 2015). Za klasicky genotyp zpusobujici vétSinu ohnisek po celém svéte je
povazovan nepigmentovany ERIC I. Kmen ERIC 1II se vice vyskytuje v Némecku a
Rakousku, odkud bylo jasné prokdzano odstrafiovani ptiskvarl pfed zavickovanim,
coz je pro ngj typické (Genersch a kol., 2005; Genersch, 2010).

Tab. ¢. 1 ERIC genotypy Paeniballus larvae (Ashiralieva a Genersch, 2006;
Genersch, 2010)

Paenibacillus larvae

Genotyp ERIC | ERIC II ERIC 11l ERIC IV

Morfologie kolonii | naSedla oranZzova oranZzova naSedla

Poddruh P.l. larvae | P.l. larvae P. I P. I
pulvifaciens pulvifaciens

Zpiusobuji ano ano ano ano

onemocnéni larev

LT100 12 d 7d 7d 7d
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Morrissey a kol. (2015) vsak uvadi, ze PCR metoda ma i své nevyhody, napft.
neni dobfe mozné porovnavat vysledky mezi laboratofemi kvili obtiznému
opakovani a standardizaci a doporucuje pozivat novou metodu MLST (multilocus
sequence typing) pro lepsi rozpoznani kmene P. larvae. Tato metoda je zaloZena na
sekvenovani 7 geni, které koduji hlavni metabolické drahy. Vzhledem k tomu, Ze
tato metoda sekvenuje piimo DNA, mohou byt vysledky snadno porovnavany
Vv riznych laboratofich, na rozdil od jinych metod, které urcuji fenotyp.

2.1.3 Taxonomické zafazeni P. larvae (Sedlacek, 2007)

Doména: Bacteria
Kmen: Firmicutes
Tiida: Bacilli

Rad: Bacillales

Celed’: Paenibacillaceae
Rod: Paenibacillus

2.1.4 Rozsifeni

MVP je rozsifen témét po celém svété s vyjimkou subsaharské Afriky a
Indického subkontinentu. V jizni Americe byl poprvé MVP nalezen v roce 1980
v Argentinském medu a v roce 1989 se naslo prvni ohnisko této nemoci na tzemi
Argentiny. V Evropé je MVP postizeno primémé 3-10% vcelstev, v nékterych
oblastech i vice. V byvalém Ceskoslovensku byl zaznamenan prvni vyskyt moru
vceliho plodu v roce 1939 a ptitomnost podobného onemocnéni zpisobeného P.
pulvifaciens byla zjisténa v roce 1984 (Hansen a Brodsgaard, 1999).

2.1.5 Patogeneze

Larvy v¢ely medonosné jsou nejvice nachylné v raném stadiu asi 12-36 hodin
po vylihnuti, kdy se mohou infikovat stravou obsahujici i malé mnoZstvi spor P.
larvae. Titéra (2009) udava mnozstvi pfiblizné¢ 10 spor, které jsou jiz schopny
nakazit nejmladsi larvy. Po této dob¢ ziskavaji veeli larvy stale vétSi odolnost, jejiz
uroven je ddna mimo jiné geneticky a dospélé vcely se jiz nakazit nemohou. Spory
vS8ak v nich mohou pietrvavat azZ do konce Zivota a z takovéto vcely se stava pienaSec
P. larvae (Genersch a kol., 2005; Hansen a Bredsgaard, 1999; Poppinga a Genersch,
2015; Bailey, 1981). Uvnitt larvy spory P. larvae snadno piejdou pies piedni stievo
a po 12 hodinéch za¢nou klicit a pfemeéni se na aktivni vegetativni formu v stfednim
sttevu. Vegetativni bakterie osidluji stfedni stievo a zaCinaji se rychle mnozit bez
toho, aby viditelné¢ poskozovaly tkané. V této casti infekce ziejmé nastava
komensalismus a bakterie se Zivi pfijimanou potravou larvy. Obsahuji totiz enzymy,
které se podili na metabolismu sacharidi. Timto zplisobem P. larvae dokaze
vyuzivat nékteré cukry (glukozu a fruktdzu) a podpofit tak sviij rist. Infikovane larvé
pomaha peritrofickd membrana udrZet bakterie ve stfevech, nicméné ty se pies ni
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nakonec dokdzi dostat. Bakterie ovSem vyckavaji, dokud se nenamnoZzi a zaplni
velkou ¢ast stieva (Genersch, 2010; Hansen a Bredsgaard, 1999; Morrissey a kol.,
2015; Neuendorf a kol., 2004; Poppinga a Genersch, 2015; Yue a kol., 2008).
Vzhledem k tomu, Ze vegetativni forma bakterie je na rozdil od spory schopna
pohybu, mohl by byt vyraznym faktorem K pruniku bakterii do hemolymfy pravé
jejich pohyb, zpisobujici mechanické rozruseni tkané (Salyers a Whitt, 2002). Tento
zpusob jako samotny se ale zda jako nepravdépodobny a urcité se bude jednat o
souhru nékolika riznych faktor. Bakterie P. larvae se také vyznacuji sekreci vysoce
aktivnich extraceluldrnich protedz (napf. enzym chitindza) béhem rustu a infekce,
které pomahaji rozrusit membrany a proniknout do hemolymfy. Tyto proteazy jsou
také pottebné pro rozklad zbytkli po larvé a pfeménu na polotekutou, nahnédlou a
lepidlu podobnou hmotu, ktera se po uschnuti méni na tzv. ptiskvar, typicky pravé
pro mor véeliho plodu. Vegetativni forma P. larvae v rozkladajicim se v¢elim plodu
sporuluje, coz umoziuje této bakterii uniknout z uhynulého téla larvy a $ifit se dale.
To je z hlediska rozmnozovani této bakterie velice podstatné, protoze vegetativni
forma neni schopna napadnout dalsi plod ani vyvolat infekci (Genersch, 2010;
Hansen a Bredsgaard, 1999; Morrissey a kol., 2015; Neuendorf a kol., 2004;
Poppinga a Genersch, 2015; Yue a kol., 2008). S postupujici nakazou se rodi méné a
méné mladusek a vcelstvo sldbne, az uhyne. K uhynu vcelstva dochazi ¢asto v zimé,
kdy je ve v€elstvu minimum plodu nebo zadny (Titéra 2009).

Sporulace nastava tehdy, pokud jiz rozkladajici se larva neobsahuje dostatek
Zivin pro bakterie. Pramé&rny pocet spor v uhynulé larvé je priblizné 2,5x10°. Spory
P. larvae mohou pfezit v pudé¢, ve vosku, v dievé Glu nebo pfisuscich po larvach po
mnoho let. V pokusech bylo nejvice zaznamenano 35 let, ale je velice
pravdépodobné, ze spory mohou pieZit mnohem déle. Jsou také velmi odolné vici
teplu (viz tab €. 2), pficemZ rizné kmeny mohou mit riznou odolnost. Z toho diivodu
spaleni infikovaného ulu casto nezni¢i vSechny spory, ale snizi jejich pocet na
minimum. Toto velmi malé mnozstvi spor jiZ neni schopné vyvolat onemocnéni.
AvSak kvili t€émto vlastnostem a obrovskému mnoZstvi spor je efektivni kontrola
moru vceliho plodu velmi slozitd a problematicka (Genersch, 2010; Hansen a
Bredsgaard, 1999; Morrissey a kol., 2015; Neuendorf a kol., 2004; Poppinga a
Genersch, 2015; Yue a kol., 2008).

Tab. ¢. 2 Teplota a ¢as pasobeni nutny k likvidaci spor v riiznych mediich (Hansen a
Bredsgaard, 1999)

Material Faze bakterie Teplota (°C) Cas (min)
Ve¢eli plod vegetativni 60 15
Voda spory 100 30
Vosk spory 121 30
spory 100 160
Med spory 110 41
spory 121 8,6
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2.1.6 Metabolity P. larvae

Béhem poslednich desetileti pfitahoval P. larvae velkou pozornost a pomoci
sekvenace genomu bylo dosazeno vyznamného pokroku v objasnéni jeho biologie a
patogeneze, ale mnohé informace o virulenci a patogenité na molekularni arovni jsou
stale nejasné. Tyto udaje jsou dilezité¢ k dalSimu pochopeni tohoto patogenu a jsou
prvnim krokem do molekularni éry MVP (Ashiralieva a kol., 2008; Fiinfhaus a kol.,
2009; Fiinthaus a Genersch, 2008; Pentikdinen a kol., 2009; Genersch, 2010).
Vétsina bakteridlnich patogenii je charakterizovana urcitou tfidou specifickych
ostruvkd (PAI) v DNA, které nesou jeden nebo vice virulentnich gent. Tyto ostrivky
v DNA vsak chybi nepatogennim ¢lentim stejného nebo blizce piibuzného druhu.
Charakteristickym prvkem PAI je procentudlni zastoupeni cytosinu (C) a guaninu
(G) lisici se od jadra genomu. Toho se Casto vyuziva k identifikaci nového PAI
(Schmidt a Hensel, 2004). U P. larvae vsak molekularné genetické metody dosud
neodhalily oblasti, které by se lisily obsahem G + C, coz naznacuje, Ze tento patogen
postrada PAI (Heyndrickx a kol., 1996). VétSina patogent s chybé&jicim PAI je
ptizplisobena pouze na svého hostitele a ztratila schopnost replikovat se mimo n¢j
Vv pfirodnim prostiedi. Naopak bakterie s PAI jsou velmi flexibilni a mohou zit na
riznych ¢astech hostitele nebo i mimo néj. Z toho vyplyva, ze P. larvae je velmi
specializovana bakterie (Schmidt a Hensel, 2004). Za pouziti komparativni genomiky
se zjistila pfitomnost velkych genovych klastri kodujicich syntézu polyketid (PKS)
a neribozomalnich peptidi (NRPS) a dale pifitomnost nékterych genti kodujicich
toxiny. Zatimco toxiny jsou obvyklé spiSe pro patogeny, velké genové klastry
nikoliv. PKS/NPRS jsou velké neribozomalni enzymy, produkujici rtiznorodé
peptidy s antimikrobialni, fungicidni a proti parazitni funkci. PKS a NPRS jsou
kodovany ve velkych genovych klastrech, jejichz délka je od 5 do vice nez 25 kb.
Syntéza téchto obfich proteint je velmi ndro¢na z hlediska energie, Casu, substratu a
proto zisk konecného produktu (antibiotik) musi byt podstatny. Tato siln antibiotika
jsou ziejme& potiebnd proti antagonistickym bakteriim ve stfevech vceliho plodu.
Tvorbu antibiotik dokazuji 1 kultivace pouze Cd&istych kolonii P. larvae
z rozkladajicich se zbytkll potravy larev vcel (Evans a Armstrong, 2005; Evans a
Armstrong, 2006).

Pro P. larvae jsou velmi dulezité metabolity s antimikrobialni aktivitou, diky
kterym dokazi osidlit celé stfevo hostitele téméf bez konkurence. Dals§i velmi
vyznamnou skupinou metabolitd jsou latky s cytotoxickou aktivitou. Tyto metabolity
pomahaji bakteriim prolomit epitelovou bariéru ve stfevé a dostat se do celého téla
larev v¢ely medonosné (Poppinga a Genersch, 2015).

U zastupci P. larvae ERIC II kmene byl nalezen gen kodujici tripeptid
sevadicin. Tento metabolit je produkovan béhem vegetativniho riistu bakterie, ale
jelikoz vykazuje pouze nizSi antimikrobidlni aktivitu, Ize ptedpokladat, ze se
pravdépodobné nechova jako antibiotikum pii patogenezi (Garcia-Gonzales a kol.,
2014 A). Také byl nalezen shluk gent, zodpovédnych za produkci iturinu, coz je
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lipopeptid vykazujici silné antifungicidni ucinky. Jejich uloha je pravdépodobné
v likvidaci plisni béhem vegetativniho rustu bakterie (Sood a kol., 2014). Jiny
NRPS/PKS genovy klastr koduje aparat pro paenilamiciny (PAM). To jsou slozité
latky peptidové povahy s Sirokou antimikrobidlni a antifungicidni aktivitou (Garcia-
Gonzales a kol., 2014 B; Poppinga a Genersch, 2015; Miiller a kol., 2014). Dalsi
objasnény genovy klastr se nachazi v obou genotypech P. larvae (ERIC I a II). Jedna
se o geneticky usek zodpovédny za produkci latky catechol-type siderophore
bacillibactin (Dhb). Tato latka se tvofi pti nedostatku zeleza a za téchto podminek
vyznamné pomaha konkurovat P. larvae ostatnim bakteriim (Hertlein a kol., 2014;
Poppinga a Genersch, 2015). Klicovou roli béhem patogeneze ma enzym PICBP49,
ktery rozkladéa peritrofickou membranu v zazivacim traktu larvy vcely medonosné.
Pokud je narusen gen, zpusobujici produkci tohoto enzymu, ztraci P. larvae svou
virulenci a nedokaze se pfes peritrofickou membranu dostat. Pokud ale tento gen
maji, narus$i peritrofickou membranu a dostavaji se dale k epitelovym bunkdm. V této
fazi se pak uplatiuji toxiny, které narusuji ptilehlé hostitelské buniky. (Poppinga a
Genersch, 2015; Garcia-Gonzalez 2013, 2014 C).

2.1.7 Virulence P. larvae a odolnost vielstva

Virulence (méfitelna schopnost vyvolat onemocnéni) patogeni se hodnoti
podle LD50 (davka latky, kterd zpiisobi uhyn 50% testovanych Zzivocichi), LC50
(koncentrace latky, kterd zptsobi thyn 50% zivoc€ichi) a LT50 (¢asovy interval mezi
podanim latky a thynem 50% objektti). Ackoliv je P. larvae schopen zabit vSechna
véelstva na stanovisti, nékteré kolonie nejen ze dokéazi pfezit, ale ani se u nich
neprojevi viditelné piiznaky onemocnéni (Hansen a Bradsgaard, 1999). Tyto rozdily
se prisuzovaly rizné toleranci vcel na toto onemocnéni a urovné hygienického
chovani. Zalezi ale také na virulenci patogenniho kmene P. larvae. Vysoce virulentni
kmeny usmrtily 50% larev s mén¢ nez 100 CFU/ml (jednotky tvofici kolonie),
zatimco jiné kmeny stejného vysledku dosahly s800 CFU/ml (Hoage a
Rothenbuhler, 1966). Z tohoto divodu je tézké predvidat klinické piiznaky podle
mnozstvi spor v infikované kolonii. Dal$i problémy s detekci P. larvae mohou nastat
pfi rychlejsim prabéhu nemoci, zptisobeném zejména genotypem ERIC 11, kdy larvy
umiraji jeSté¢ pred zavickovanim builkky a vcely tyto buiky wvyc€isti (az 90%
odstranénych piiSkavrii oproti pomalejSimu pribéhu ERIC I, kde je to pfiblizné
60%). Proto ¢im vice larev zemfe az po zavickovani, tim vice bude klinickych
ptiznakd onemocnéni v kolonii. Na druhou stranu odstranéni pifiSkvart z bunék pred
zavickovanim efektivné naruSuje produkci spor a Sifeni onemocnéni v ulu, ¢imZz
zpomaluje a oddaluje celkovy kolaps vcelstva (Genersch a kol., 2005; Genersch,
2010). Paradoxné tedy nejvice virulentni kmeny na urovni jedince ve skutecnosti
mohou byt méné virulentni na Grovni vcelstva (Lindstrom, 2006). ,,Z dlouhodobych
sledovani vcelstev s nepatrnym nalezem zarodki moru vyplyva, ze velstva se sama
bacilti nezbavi, ale dokud je jich malo, ndkaza nepropukne. Je to ¢asovand bomba,
mor ¢ekd na prilezitost, kdy vcelstvo bude oslabeno* (Titéra, 2009).
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Nékteré studie uvadéji, Ze 1 kolonie bez klinickych piiznakli mohou
prechovavat med kontaminovany sporami P. larvae. Stim souvisi i fakt, ze
neexistuje jednoduchy vztah mezi poétem spor vmedu a prvnimi viditelnymi
pfiznaky onemocnéni. Pocet spor nutnych K propuknuti MVP ve véelstvu byl
zjiStovan krmenim sladkou vodou infikovanou spory P. larvae. Hansen a
Bredsgaard (1999) zjistili, Ze mnoZzstvi 2x10° spor mize zpusobit klinické piiznaky.
L'Arrivée (1958) udava pocet stejnou metodou 5x10° a Sturtevant (1932) dokonce
5x10°. Titéra (2009) ve své praci zmifiuje, Ze uz pii mnozstvi 10% se mohou objevit
klinické piiznaky a pii mnozstvi 10* tyto ptiznaky zpravidla jiz byvaji ptitomny (viz
tabulka ¢. 3).

Tab. ¢. 3 Mnozstvi spor schopné vyvolat klinické ptfiznaky onemocnéni MVP
(Titéra, 2009)

MnozZstvi spor MnozZstvi spor Klinické priznaky
<10? Z4dné, piipadné méné nez | nejsou
sto
10° stovky nejsou
10° tisice mohou se objevit v
budoucnu

10” desetitisice zpravidla byvaji
10° statisice zpravidla byvaji
10° miliony zpravidla byvaji

Tyto rozdily mohou byt zpiisobeny riiznou odolnosti a silou jednotlivych
vcelstev, dale pak podilem dospé€lych vcel k plodu, geografickou polohou, pocasim,
mnozstvim a slozenim pylu a nektaru nebo virulenci kmene Paenibacillus larvae
(Hansen a Breadsgaard, 1999). Velky vyznam na celkovém stavu a odolnosti v¢éel ma
roztoce Varroa destructor (klestik vceli), ktery zptisobuje onemocnéni varroazu a tim
vyznamné oslabuje vcelstva. Z tohoto divodu je vhodné chovat vcelstva s vyssi
odolnosti k tomuto rozto¢i a samoziejmosti by méla byt spravna péce o tyto véelstva
a také prevence. K vyraznéjSimu pokroku timto smérem by mohl pfispét 1 stat
vhodnou podporou (Neuendorf a kol., 2004).

Vypuknuti MVP neni zavislé jen na poctu spor, ale také na stupni rezistence
jednotlivych vcelstev. Vcelstvo ma urcitou pfirozenou imunitu. To znamend, Ze
pokud je jinak zdravé, mensi pocet spor P. larvae propuknuti nakazy nezputsobi.
S nakazou v okoli ptijdou do styku zejména vcely ,,Iétavky®, které se pfimo nestykaji
s mladym plodem a bakterie se tak nemohou mnozit. Pokud se ale bakterie dostanou
ve veét§im poctu do zasob, mohou je kojicky prenést na plod. Pak je dalezita uroven
hygienického chovani a distictho pudu. Pokud je vysoka, vcely stihaji odklizet
nakazeny plod jesté pred sporulaci a k vétSimu mnoZeni bakterii nedochazi. Se
snizujici se schopnosti v€as odstranovat infikovany plod se bakterie vice a vice
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mnozi, az Cistici aktivita v¢elstva nestaci a nemoc propukne naplno (Titéra, 2009).
»Za hygienické chovani jsou zodpovédné dva recesivni geny. Jeden na odvickovani
postizenych bun¢k a druhy na odstranéni infikované¢ho plodu. Vcely s témito geny
jsou schopny se vypotadat s velkym poctem spor bez klinickych piiznakii. Frekvence
téchto genu je v populaci kolem dvaceti procent, je v§ak mozné je podstatné zvysit
selekci (Kovatik, 2016).

Tolerantni vCelstva za norméalnich podminek zvladaji mnozstvi i 2-5x10° spor
na gram medu (Hansen a Bredsgaard, 1999; Bailey, 1981). Za dvé nejrizikovéjsi
skupiny se povazuji vcéely stiedniho veéku, které jsou ve styku s plodem, detekuji
nakazeny plod a poté ho likviduji a cCisti buiikky. Druhou skupinou jsou zimni
dlouhoveké véely, které maji jen omezenou moznost K proletim a vyprazdnéni se
(Riessberger-Galle” a kol., 2001). Ruzné véeli kasty maji také riznou odolnost. Tak
napiiklad larvy budouci v¢eli matky jsou nejnachylnéjsi, protoze jsou jen minimalné
krmeny pylem. Dé€lnice jsou na tom jiz Iépe a nejvyssi odolnosti se vyznacuji trubci,
ktefi jsou krmeni pfevazné pylem. Pyl totiz pfedstavuje zékladni bilkovinou slozku
potravy vcel a pifimo souvisi se zalezitostmi kolem imunity. Déle obsahuje nékteré
mikroorganismy, které plisobi antagonisticky proti bakterii P. larvae a jsou schopny
inhibovat kliceni spor. Velmi uzitecnou inhibi¢ni latkou je také mateti kaSicka. Dalsi
dualezity faktor je rozpoznani a odstranéni této patogenni bakterie véelou diive, nez
sporuluje (Hansen a Bradsgaard, 1999; Bailey, 1981).

Odolnost véelstva také prokazatelné snizuje stres. Stres se dostavi, kdyz ve
vCelstvu chybi matka, nebo naopak pokud na wvcelstvo pulsobi piili§ velka
koncentrace feromond z pfevceleného stanoviSté. DalSim stresovym faktorem je
kocovani. Vcelstva maji vice prace s aklimatizaci a orientaci nebo ptichdzeji o ¢ast
véel, které se ztrati. V neposledni fad€ ke stresu vcel piispivaji necistoty ze Zivotniho
prostfedi a velkd chemicka z4téz (Titéra, 2009).

Vznik onemocnéni je tedy souhrou tii zakladnich faktori. Schopnost dan¢ho
kmene P. larvae vyvolat onemocnéni, stavu a odolnosti vcelstva - individualni
rezistence larvicek viici infekei, Cistici pud veelstva a tfetim faktorem je prostredi -
dostupnost zdroju pylové sntisky, infekéni tlak (Hrabak, 2014).

Vyzkum MVP na Novém Zélandu odhalil tzv. tfetinovy scénaf pribéhu moru
vceliho plodu. ,,Na jeho pocatku vyzkumnici infikovali maximalné¢ pét bunck
vysokou koncentraci spor. U jedné tretiny z infikovanych vcelstev doslo
k exponencialnimu ristu. Patnacty den po naockovani se pocet infikovanych bunek
rozsifil na nezvladatelnou mez a vcelstvo spélo k zaniku. U druhé tietiny vcelstev se
pfechodné zvysil pocet infikovanych bunck o jednotky, po padesati dnech piiznaky
vymizely a do ¢tyt let se nevyskytly. U posledni tfetiny ptiznaky uplné zmizely na tii
tydny, poté se ovSem znovu objevily a vcelstvo spélo k zaniku*. Kvili poslednimu
scénafi neni doporucovdna lécebnd metoda piemeteni vcelstva na mezistény
(Kovartik, 2016).
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2.1.8 Ptenos infekce

Moru vceliho plodu si vcelaf v§imne vétSinou pozdé, kdyz uz jsou patrné
pfiznaky. V tu dobu je jiz MVP znacn¢ rozsifen po celém stanovisti. Pfirozené Sifeni
Paenibacillus larvae je ztizeno piedev$sim odstraovanim spor z ob&éhu dospélymi
vcelami a také proto, ze nejvice nachylné jsou pouze mladé larvy. Piesto se MVP S§ifi
velmi snadno piedevsim z kontaminovaného medu, pylu, vosku a plastd, véelarského
vybaveni nebo infikovaného tulu. Z toho vyplyva, Ze nejlepSim rozSifovatelem
infekce je clovek, ktery vyménuje (kontaminované) ramky mezi jednotlivymi
véelstvy na vcelnici nebo obchoduje s oddélky, vcéelstvy, nebo véelimi produkty a
tim ucinné rozsifuje onemocnéni (Hansen a Bredsgaard, 1999; Ondrus, 2013). Med
obsahujici spory P. larvae 1ze konzumovat, protoze mor vceliho plodu neni pfenosny
na ¢lovéka, ale je velmi nebezpecny pro vcelstvo, pokud bychom ho davali do ulu
pro ucel doplnéni zasob na zimu (Titéra, 2009). V roce 2010 vSak Rieg a kol. (2010)
zvetejnili svij ¢lanek v ¢asopisu Emerging Infectious Diseases, ve kterém informuje
o nalezu bakterie Paenibacillus larvae v krvi péti pacientd. VSech pét pacienti byli
uzivatelé drog na substitucni 1é¢bé metadonem, ktery byl pravdépodobné infikovany
P. larvae. Pacienti vykazovali pfiznaky infekce krevniho tecisté. U 2 pacienti
vymizely pfiznaky samovoln¢ a u 3 doslo k 1é¢bé antibiotiky. VSichni pacienti
infekci ptizili. Jednd se o velmi neobvyklou nakazu a pravdépodobné se muze
vyskytnout pouze u jedincd s oslabenou imunitou nebo jedinc vnimavych. Bakterie
rodi Bacillus a Paenibacillus nejsou pro ¢lovéka vétsinou patogenni. Vyjimku tvofi
Bacillus anthracis a Bacillus cereus. Z druhi Paenibacillus byly popsany piipady
infekci u lidi druhy Paenibacillus thiaminolyticus, Paenibacillus polymyxa a rovnéz
mikrob izolovany ze v¢el — Paenibacillus alvei, ktery zpusobuje piedevsim infekci
Kloubnich nahrad (Hrabak, 2012).

Z mezistén by se nadkaza MVP Sifit neméla, protoZe vSechny schvélené
vyrobny v Ceské republice jsou pod veterinarnim dohledem. Velmi &astou piicinou
nahlého objeveni se infekce je pouziti starych vcelafskych pomucek, casto
Z pozustalosti, které¢ ptivodni majitel odlozil stranou napt. pfi likvidaci morového
ohniska, a poté se na vcelaiské vybaveni zapomnélo, nebo cely dim koupil jiny
mayjitel 1 se v§im zapomenutym vcelarskym nafadim ukrytym na padé. Titéra (2009)
varuje také pred nebezpeCim, které mohou piedstavovat volné Zzijici vcelstva,
zpravidla roje, které uletély nékterému vcelafi. Hornitzky a kol. (1996) vSak ve svém
vyzkumu zjistili, ze u divokych véel se MVP téméf nevyskytuje. To potvrzuje i
Goodwin a kol. (1994) ve své studii, kterou testoval medné zasoby divoce Zijicich
véel. Ze 109 vzorkt objevil spory pouze v 7, coz piedstavuje minimalni infekéni tlak
V porovnani s chovanymi v€elstvy. Nakazu mohou také rozSifovat rozto¢i a Skidci

(Krpec, 2015).

Dalsi zplisob ptfenosu je loupeni infikovanych véelich zasob jinym vcelstvem.
Vcely dé€lnice rozpoznaji nakazeny plod a tyto buiiky vycisti. Tim se také infikuji a
pfenaSi onemocnéni po celém ulu. V nakaZzeném vcelstvu se rodi stile méné
mladusek a veelstvo slabne. Na podzim, kdyz je mélo zdroji nektaru, se tato véelstva

24



stavaji snadnym cilem pro silngjsi vcelstva, ktera je vyloupi. Takto se MVP v nasi
lokalng prevcelené krajin€ snadno §ifi dal. Zalétavani a loupeni véelstev lze vyrazné
omezit, napf. spravnou technikou chovu, ponechavanim dostatku zésob po
medobrani, chovem pouze silnych vcelstvech atd. Pro lepsi orientaci pred ulem je
vhodné umistit po bocich kefe, stromy nebo n¢jaké jiné predméty, podle kterych se
mohou vcely 1épe orientovat (Hansen a Bradsgaard, 1999; Ondrus, 2013).

2.1.8.1 Horizotnalni a vertikalni sifeni onemocnéni

Patogeny, které jsou zavislé svou reprodukcei a prezitim na hostiteli musi byt
schopné pienosu na jiného hostitele béhem svého zivota. Béhem infekce se patogen
reprodukuje a tim rliznou mérou snizuje svému hostiteli fitness. Tato mira je zavisla
na virulenci patogenu a odolnosti vcelstva. V zdjmu téchto patogenti proto neni
vhodné zabit hostitele co nejdiive, ale ve vhodnou dobu, kdy bude mit dobré
podminky pro dalsi rozsifeni. Pti vertikdlnim pifenosu, tj. pfenos patogenl z jedné
generace na druhou, bude patogen vyvijet mén¢ virulentni formy. Tim si zajisti lepsi
reprodukci hostiteld a své snadnéj$i pteziti i1 Sifeni. Oproti tomu patogen
S horizontdlnim pfenosem (pfenos mezi jedinci uvniti populace) neni zavisly na
reprodukci hostitele a mize vytvaret vice virulentni formy (Ashiralieva a Genersch,
2006; von der Ohe, 2003; Morrissey a kol., 2015). MVP bylo doposud povazovano
za vysoce nakazlivé onemocnéni, které se $iii pouze horizontalnim zptisobem. Byly
ale také nalezeny kolonie, které i po propuknuti onemocnéni zlstavaly silné a
nejevily zadné klinické piiznaky nemoci, coz je typické pravé pro vertikalni ptenos.
Nedavné studie ukéazaly, Ze MVP miZze byt Sifen jak horizontalné, napf. loupenim
slabych, infikovanych kolonii, tak i vertikdln€ a to zejména rojenim vcelstev. Tyto
rozdilné zpusoby postupu infekce mohou souviset s riznymi genotypy P. larvae
(ERIC I-II). Jedna otazka je ovSem stale nevyfeSena. Jedna se opravdu o vertikalni
pienos, nebo jde o moznou cestu léCeni rojenim? ROj totiz odléta zulu pouze
s matkou a dé€lnicemi, tzn. bez infikovaného plodu. V¢ely sice ptenasi spory, ale na
druhou stranu by mély byt schopné se jich zbavit jesté pred tim, nez vznikne novy
plod. Tyto studie prokazaly, ze ve véelstvech s méné nez 20 CFU, u kterych jesté
nebyly viditelné pfiznaky infekce, se mnozZstvi spor vyznamné sniZilo béhem 2
mésicli po vyrojeni a ziistalo téméF nedetekovatelné déle nez 13 mésictl. Zadné larvy
tedy nebyly infikovany a tudiz ani nevznikly Zadné nové spory. To se shoduje s
metodou pfemeteni véelstva na mezistény, jako alternativni zptsob kontroly MVP,
kde se vyuzivd umélého rojeni. Na druhou stranu u vcelstva s ptiblizné¢ 6000 CFU se
sice po vyrojeni také snizila zatéz na 5 tydnut, ale po 13 tydnech opét vzrostla a
objevily se klinické piiznaky a tvorba novych spor. Tudiz umélé i pfirodni rojeni
takového vcelstva mize byt efektivni zpisob vertikdlniho pfenosu MVP do
neinfikovanych oblasti. Z téchto vyzkumi je patrné, Ze rozdil mezi vertikalnim
Sifenim a 1é¢ebnou metodou je vV mnozstvi spor ve vcelstvu (Rauch a kol., 2009;
Pernal a kol., 2008; Hansen a Breodsgaard, 1999; Fries a Camazine, 2001; Fries a
kol., 2006; Genersch, 2010).
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2.1.9 Klinické ptiznaky

»2Mor se rozpoznava podle zmén oproti normalnimu plodu. Tyto zmény
oznacujeme jako klinické ptiznaky* (Titéra 2009). Ve vcelstvech s klinickymi
piiznaky MVP se vyskytuje mrtvy plod, nejcastéji vjiz zavickované buiice.
Napadeny vceli plod se rozkladd na hnédou viskozni hmotu, ktera je sandno
rozpoznatelna pomoci tzv. sirkového testu. Tim se snadno odlisi od jiné bakterialni
choroby, a to hniloby vceliho plodu (Hansen a Bredsgaard, 1999; Hrabdk, 2014;
Bailey, 1981). Titéra (2009) vsak udava, ze ,,tento piiznak v n¢kterych fazich moru a
u n¢kterych druhii bacila moru viilbec nemusi byt zfetelny. Proto se na néj v praxi
nelze spoléhat”. Tento rozkladajici se zbytek zapacha a béhem nékolika mésicti se
pfeménuje na priskvar na sténé bunky, ktery vcely odstranuji jen s velkym usilim.
Napaden¢ buiiky byvaji casto propadlé a tmavé. Obcas V nich byva dira po uniklém
plynu, ktery se hromadi pod vickem. Tento plyn vznika pii mnozeni P. larvae, az
nakonec tlakem protrhne vicko buiiky. Nékdy také muize dojit k vytlaceni tekutiny
z rozkladajici se larvy na povrch vicka bunky v podobé malych cervenohnédych
kapek. Dalsim typickym piiznakem je mezerovitost plodu, protoze dospélé véely
maji tendenci odstranovat poskozeny plod (Hansen a Bredsgaard, 1999; Hrabik,
2014; Bailey, 1981). Pfirozena mezerovitost je kolem péti procent, tedy asi 20
prazdnych bunék na jednom decimetru ¢tvere¢nim a pficinou této mezerovitosti je
pievazné odstranovani plodu z genetickych pficin, napt. kdyz se v buiice vyviji misto
délnice diploidni trubec. Dale v&ely rozpoznaji a odstraiiuji i larvy nemocné Castou
pfi¢inou mezerovitosti plodu, které neni nakazliva, je Spatné kladouci matka.
Mezerovité kladou zejména matky staré (Titéra, 2009).

Klinické ptiznaky jsou nékdy velmi typické, n€kdy méné. Proto pro diagndzu
MVP je nutna nejen prohlidka, ale také laboratorni vySetieni, které se od roku 2005
v Ceské republice provadi nejéastéji ze vzorka méli (Titéra, 2009).

2.1.10 Vysetieni na pfitomnost P. larvae a postup pii pozitivnim nalezu

Vcasna detekce této choroby je velmi dulezita vzhledem k dalSim lécebnym
opatienim a zamezeni Sifeni ptivodce MVP. Zptisob vySetfeni véeliho medu na spory
P. larvae poprvé popsal Sturtevant (1936). Metoda se skladd z kvalitativni a
kvantitavni Casti a spociva v odstfedéni a ndsledném mikroskopickém vySetfeni
medu. OvSem odd¢lit spory od sedimentu miZe byt obtizné a také casové narocné.
V Ceské republice se vysetieni na MVP od roku 2005 nejéastéji provadi z odebrané
véeli meli mikroskopickym pozorovanim, kultivaénim testem, nebo PCR metodou.
Dale je pak béZné vySetteni véeliho vosku, plodovych plasth a medu. Méné cCasté
vysetieni se provadi i u matefi kaSicky, propolisu, glycidovych a pylovych zésob,
uhynulych vcel nebo stérti z prostiedi (Titéra, 2009). Velmi ¢astd metoda je piima
kultivace na agaru s riznymi piisadami (Hansen a Bredsgaard, 1999). Hornitzky a
Karlovsky (1989) vynalezli metodu vySetieni dospélych véel na ptitomnost P. larvae
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za pomoci agaru s ov¢i krvi. Touto metodu mohou byt nalezeny spory P. larvae i bez
propuknuti klinickych ptiznakti (Hansen a Brodsgaard, 1999).

Podle zédkona 166/1999 Sb., o veterindrni péci a o zmeéné souvisejicich
zakont (dale jen veterinarni zakon) je mor véeliho plodu chorobou v Ceské republice
povinnou k ohlaseni pfislusnému tradu, jimz je Krajska veterinarni sprava (KVS),
ktera provede vysetieni a stanovi mimofadna veterinarni opatteni (Titéra, 2009). Na
Slovensku jsou vySkoleni pracovnici, ktefi vySetfuji vcelstva pfimo v terénu
(Loffelmann, 2013). V Ceské republice probiha vysetfeni v laboratofich Statni
veterindrni spravy a Vyzkumného ustavu vcelafského v Dole, ktery ma povoleni
provadét diagnostické vysetieni vcelich chorob i pro ucely statniho veterinarniho
dozoru. Existuji i terénni diagnostické soupravy pro vcelafe, které s pomérné
vysokou presnosti dokazi detekovat ptivodce MVP nebo 1 hnilobu vceliho plodu
béhem kratké doby pfimo V terénu. Pokud pozname MVP ve vcelstvu, nebo na n¢j
mame podezieni, je nutné toto zjiSténi dle veterindrniho zdkona ohlésit ptislusné
krajské veterinarni sprave. Krajské veterinarni sprava posle proskoleného odbornika,
ktery provede klinické vySetieni vsech véelstev na stanovisti v souladu s § 13 a § 49
odst. 1 pism. c) a d) veterinarniho zédkona a odebere vzorek pro laboratorni vySetfeni
(Loffelmann, 2013; Bzdil, 2014; Saksun, 2015). Podeziely material (nejlépe mél) je
také mozné zaslat do akreditované laboratote, kde pracovnici laboratofe prohlédnou
zaslany materidl a z vhodnych mist odeberou vzorky a pfipravi mikroskopicky
preparat. Ten se poté specidlnim zplisobem obarvi, a pokud je napadeni bakterii P.
larvae silné, 1ze pod mikroskopem rozeznat vegetativni stadia, sporangia i spory této
bakterie (viz obr. ¢. 1 a 2). U nejasnych vzorkd se dale provadi tzv. kultivaéni
vySetieni, které zahrnuje naockovani na zivna media, nejcastéji MYPGP agar. Po
nckolika dnech se za vhodnych podminek objevuji kolonie namnozenych baktertii,
pfipadné kvasinek nebo plisni (Titéra, 2009). Identifikace narostlé kultury je
pomérné jednoducha a velmi dilezitd. K identifikaci se pouzivaji nejriiznéjsi metody,
jako je morfologicka a mikroskopicka charakteristika, a v posledni dob&é velmi
ucinnd molekularn€ genetickd PCR analyza (Hrabak, 2011). Toto laboratorni
vySetfeni na MVP je povinné také pii piremistovani vcelstev mimo tizemi obce
(Pantticek, 2016).

V zavislosti na vysledku se poté V piipadé pozitivniho nalezu provede
likvidace véelstev a veskerého spalitelného vcelaiského vybaveni i pomicek, které
s infikovanym vcelstvem pfiisly do styku. Dle soucasné vyhlasky 299/2003 miize byt
likvidace pouze ¢astecnd, pokud pocet pozitivnich velstev na stanovisti nepfesahuje
15 % 2z celkového poctu. V tomto piipadé¢ se utrati pouze pozitivni vcelstva.
Stanovisté se dale monitoruje, a pokud by se nakaza opét objevila, piikaze KVS
spalit vSechna vcelstva. Stejné tak pokud je ale na stanovisti vice nez 15%
infikovanych vcelstev, dochazi k likvidaci kompletni, tedy spaleni vSech vcelstev na
stanovisti (Krpec, 2015; Titéra, 2009).
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Pouhy nalez spor ptivodce moru véeliho plodu neni divodem k vyhlaSeni
ohniska nakazy. Pokud se vSak na stanovisti vcelstev objevi klinické pfiznaky a
laboratorni vySetfeni prokaze, ze jde o mor, vyhlasi Krajskd veterindrni sprava
v souladu s veterinarnim zakonem ohnisko nebezpeéné nakazy o poloméru 5 km a
dale KVS stanovi mimoiadna veterinarni opatieni v souladu s § 15 odst. 1 a § 54 odst
1 pism. a), odst. 2 pism. a) a odst. 3 a § 76 odst. 3 veterindrniho zakona.
V ochranném péasmu je zdkaz piemistovani vcelstev a je téz nafizeno plosSné
vySetieni méli (Krpec, 2015; Titéra, 2009). Vzhledem k tomu, ,,ze prohlidka véelstev
v ochrannych pasmech je ukladédna majiteli, ktery ¢asto nema pottebnou kvalifikaci a
navic neni zarucena spolehlivost a objektivita prohlidky vcelstev ani odebranych
vzorkd®, uvazuje se o zarazeni prohlidky vcelstev mezi odborné veterinarni ¢innosti
a zfizeni institutu prohlizitele vcelstev (Panticek, 2016).

Jako ohnisko néakazy se povazuje celé stanovisté veelstev s piiznaky moru
vceliho plodu. Tlumeni ndkazy spocivd v likvidaci vcelstev, uli a veskerého
spalitelného vybaveni, které pfislo do styku s infikovanym véelstvem a neni jej
mozné nijak dezinfikovat, kromé budov a konstrukci veelinii a ko¢ovnych vozi. Je
velmi dulezité spalit vSechno najednou, aby se MVP nesitil dale. O této ¢innosti se
poté provede uiedni zapis, ktery slouzi k ptfipadnému vycisleni néhrady (Titcra,
2009).

Med v plastech se pali spolu s vybavenim. Pokud mame néjaky jiz vytoeny
Z pozorovaci doby, posle se na laboratorni vySetfeni a v ptipadé nalezu spor P.
larvae muze byt pouzit pouze na pramyslové zpracovani za kontrolovanych
podminek, napf. na vyrobu medoviny, do pekaren, kosmetického nebo tabdkového
prumyslu. Na ptfepravu tohoto medu musi byt vystaveno veterinarni osveédceni
(Titéra, 2009).

,Pfed utracenim vcelstev je nutné nejdiive pfipravit misto, kde se bude se
souhlasem hasicii vcelarské vybaveni palit. Vecer, po skonceni letu vcel, se uly
dukladné uzaviou a shora do nich nalije asi 1-2 dl benzinu. Benzin se rychle odpaii,
omami a usmrti v€ely. Tento postup je rychlejsi nez zaplynovani vcelstev oxidem
sifi¢itym ze zapaleného sirného knotu“. Nasleduje spaleni vSech spalitelnych
pomticek. Nesmime zapomenout ani na zalozni uly, rojacky, nastavky nebo souse,
protoZze by po né&jakém case mohly zpusobit propuknuti MVP. Polystyrenové a
plastové vybaveni se nesmi volné palit, ale je potfeba domluvit si spaleni ve
spalovné. Nespalitelné casti, jako jsou treba konstrukce vcelafskych staveb a
koCovnych vozl je tieba velmi dikladné ocistit oSkrabanim a opélenim a nésledné
znovu natfit. Nespalitelné pomicky a vybaveni se dezinfikuje, coZ je postup, ,,pfi
kterém se snizi pocet Zivotaschopnych zarodkd nemoci tak, ze uZ nemohou nemoc
znovu vyvolat®. Dezinfekce se provadi plisobenim vysoké teploty, tlaku, riznych
druhii zafeni a nékterych chemickych latek, které plisobi silné oxidacné nebo
reduk¢né. Kombinace téchto postupti zvySuje ucinnost (Titéra, 2009).
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2.1.10.1 Fyzikalni dezinfekce

Ve vcelaiské praxi se nejvice pouzivaji tlakova zatfizeni a zdroje G¢inného
zateni. Likvidace spor vysokou teplotou je pomérné naroc¢nd, protoze jsou velmi
odolné a vysoké teploté¢ musi byt vystaveny dlouhou dobu. Kratké pisobeni plamene
nestaci. Na dfevéné predméty lze vyuzit horky parafin (150°C) po dobu 10 minut,
avSak pouze jako preventivni oSetfeni. Nelze jim nahradit nafizenou likvidaci ult.
Osetfeni chladem se nejevi jako neucinné, protoze i opakované namoceni do
tekutého dusiku mor beze skody ptezije (Titéra, 2009).

2.1.10.2 Chemicka dezinfekce

Z chemickych dezinfekénich latek je nejbéznéjsi louh (hydroxid sodny nebo
hydroxid draselny). Vyuziva se 5% roztok, ale musi byt zahtaty minimalné na 80°C,
jinak na spory dostatecné neucinkuje. Dale se vyuziva pripravki na bazi kysliku,
predev$im jednoatomového. Mezi tyto piipravky patii naptiklad Savo, kde je
u¢innou latkou chlornan draselny, ktery ve vodé uvoliuje aktivni kyslik. Velmi
efektivni je kombinace Sava slouhem v poméru 5% louhu a 0,5% chlornanu
sodného. Tato smés likviduje spory i za studena. Pouze na dievéné piedméty
neucinkuje, protoze spory se ,zavrtavaji“ hloubé&ji do porézniho dfeva. Doba
pusobeni ptipravku musi byt minimaln¢ 1 hodina. Mezi dal$i dezinfekéni ptipravky
patii Presept a Dismozon (Titéra, 2009).

2.1.10.3 Poskytnuti nahrady za utracena véelstva

Pokud KVS nafidi likvidaci ohniska, mizZe chovatel v souladu s veterinarnim
zakonem pozadat o poskytnuti ndhrady. Néhrada za utracend vcelstva se hradi ze
statniho rozpoétu prostiednictvim Ministerstva zemédélstvi CR. Zadost o nahradu se
musi podat do 6 tydnti od utraceni vcelstev (Titéra, 2006).

2.1.10.4 ZruSeni ohniska MVP a nasledné zavceleni oblasti

ZruSeni ohniska moru vceliho plodu vyhlasi KVS po splnéni vSech
nafizenych opatifeni. Pokud se tato opatfeni organizacné zvladnou, je mozné ohnisko
zrusit jiz po 3 mésicich od likvidace nemocnych véelstev. KVS zhodnoti ndkazovou
situaci a v ptipadé piiznivych vysledki mize povolit zav¢eleni. Je vhodné do téchto
oblasti nejdiive umistit pouze jedno pozorovaci vcelstvo pro pfipad, Ze by byl jesté
v okoli vysoky infek¢ni tlak, napt. ze zapomenutého vcelstva nebo vcelstev volné
zijicich. Pokud toto monitorovaci vcelstvo onemocni, pak nezbyva, nez zdroje
nakazy dale dohledavat a odstranovat. Pokud bude zdravé, muze se pfistoupit
k zavCeleni. Nova vcelstva je tfeba opatiit z davéryhodnych zdroju, tzn. od
dodavatele s certifikatem o vySetfeni méli na mor. NedoporucCuje se umistit nova

vcelstva na stejné misto, jako byla ta ptivodni, nakazend MVP (Titéra, 2009).
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2.1.11 Extrakce a kultivace spor P. larvae
2.1.11.1 Extrakce spor P. larvae z vceli méli

Césti laboratorniho vySetfeni véeli méli na pfitomnost bakterie P. larvae je
extrakce spor ze vzorku. Ugelem této operace je pievedeni spor do mensiho mnoZstvi
kapaliny, kterou snaze kultivujeme na agaru. Metod na extrakci spor je nékolik. Zde
jsou popsany postupy nékterych z nich.

Toluenova metoda

Mnozstvi 1 g v¢eli méli se rozpusti spolu s 9 ml toluenu a poté se 1 hodinu
nechd protiepavat za pokojové teploty. Nasledné se kapalnad cast prevede do jiné
mikrozkumavky spolu s ptidavkem 2 ml destilované vody. Smés se zahieje na 90°C
ve vodni 1azni po dobu 5 minut a protiepe. Po zchlazeni se 200 ul vodni faze ze dna
mikrozkumavky pouZzije jako inokulum na MYPGP agar a dalSich 100 pl pro
nasledny PCR test (Ryba a kol., 2009).

Tweenova metoda:

Mnozstvi 1 g véeli méli se smicha s 8,5 ml destilované vody. Do této smési se
jesté prida 0,5 ml latky tween 80 zahiaté na 70°C. Roztok se protfepe a ponoii do
vodni 1azn€ o teploté 70°C. Nasledné se tato smés zchladi a 3 ml se pfevedou do
stejného mnozstvi destilované vody. Nakonec se smés zahteje na 90°C po dobu 10
minut a po vychladnuti lze kultivovat, opét v mnozstvi max 200 ul do jedné misky s
agarem (Bzdil, 2007).

Extrakce spor v isopropanolu a etanolu:

Mnozstvi 1 g véeli méli se prida k9 ml isopropanolu nebo 96% etanolu a
necha promichavat pii pokojové teploté. Po 1 hodiné se odebere mnozstvi 100 pl na
PCR test (metoda za studena). Zbytek se jesté zahieje na 70°C po dobu 5 minut a
nasledn¢ promicha. Po zchlazeni se odebere 100 pl vodni faze ze dna
mikrozkumavky pro izolaci DNA (metoda za tepla) pomoci PCR analyzy (Ryba a
kol., 2009).

Extrakce spor ve vode¢:

Mnozstvi 1 g vCeli méli se smichd s5 ml destilované vody a necha
promichévat pii pokojové teploté. Po 1 hodiné se odebere mnozstvi 100 ul na PCR
test (metoda za studena). Zbytek se jesté zahieje na 70°C po dobu 5 minut a nasledné
promicha. Po zchlazeni se odebere 100 pl vodni faze ze dna mikrozkumavky
(metoda za tepla) pro izolaci DNA pomoci PRC analyzy (Ryba a kol., 2009).
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2.1.11.2 Kultivace spor

P. larvae se rozmnozuje na umélém mediu jen velmi neochotné. White
(1906) ke kultivaci pouzival agar s bujonem ze vcelich larev nebo s pfidavkem
vajeCného zloutku. Pfiprava vSak byla naro¢nd a nijak zvlast' 0¢innd a proto se
hledaly jiné moznosti. Pozdé&ji se vyuZzivaly kvasni¢né extrakty s pfidavkem mrkve,
ktery zvysSoval citlivost kultivacniho vySetfeni moru vceliho plodu. Pozdé¢ji se ale
ukazalo, ze pravé mrkvovy extrakt je inhibitorem sporulace. V soucasné dob¢ je
velmi oblibené medium MYPGP navrzené Dingmanem a Stahlym (1983). Avsak ani
na nejlepSich umélych mediich nedosahuje P. larvae takového rustu, jako v pfirozené
situaci ve vceli larvé. Postup kultivace je popsan v praktické ¢asti v kapitole ptiprava
vzorku a kultivace.

2.1.12 Prevence

vCelstva, prevazné pak plodovych plasti. Doporucuje se kontrola kazdorocni,
pfipadné 1 castéjsi. DalSi zplsoby pifedchizeni vzniku onemocnéni MVP je
dodrzovani obecnych zasad vcelafeni, udrzovat veelstva v dobré kondici, zbyte¢né je
nestresovat a minimalizovat chemickou zatéz (Titéra, 2009).

Infekéni tlak MVP pisobi na veelstva z okolniho prostiedi. Proto je velmi
dilezité udrzovat potadek a Cistotu na vcelnici nebo ve vceliné. Dulezitym
predpokladem je odhaleni a likvidace ptipadného zdroje nakazy v okoli. Hlavni
zasadou prevence je tedy hygiena. Nepotiebné vybaveni je ve spojeni s touto nemoci
lepsi likvidovat, potfebné obnovovat. Nejlépe a nejvice se obnovuje vceli dilo
(Titéra, 2009). Neni vhodné pouzivat plodové plasty déle nez 3 roky. Ve Skandinavii
se dokonce nevyuzivaji déle nez 1 rok (Hansen a Bradsgaard, 1999).

Pfi pozitivnich nalezech P. larvae ve vcelstvech, ktera nemaji klinické
pfiznaky a nejsou tedy ufedné ohniskem moru, doporucuje Titéra (2009) vymenit
dilo radikalng, a to tak, ze smeteme vcely na mezistény (metoda pfemeteni vcelstva
na mezistény), nejlépe na nové ramky a do novych uli. Pokud smetené vcely
nechame v rojaku opatrné vyhladovét, spotiebuji 1 veSkeré zasoby z medného vacku.
Po usazeni je samoziejmé okamzité prikrmime. Toto ozdraveni se d4 kombinovat 1
S oSetfenim proti varrodze, coz je velmi U€inné, protoZe ve veelstvu neni Zadny
zavickovany plod. Tato metoda navic ozdravi v€ely i1 od spor nosemy, jejichz hlavni
zdroj je také v plastvech.

Pokud chceme odebirat pyl, je dalezité provést vySetfeni na piitomnost P.
larvae. Nékteti vcelafi sbiraji od svych véel pyl, napf. pylochytem, a poté jim krmi
pii nedostatku pylu v krajiné¢ sva vcelstva. Je ovSem znamo, ze ptivodce MVP je
pfenosny pravé na pylu a jeho krmenim se snadno dostava do stiev vcel. Proto se
doporucuje sbirat pyl pouze ze zdravych vcelstev. Vhodné je provést toto vysetieni i
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u medu, protoze v mnoha piipadech byly spory P. larvae detekovany v medu rok
pted tim, nez se ve vcelstvu objevily klinické pfiznaky MVP (Hansen a Bredsgaard,
1999).

V¢étsi mnozstvi spor lze riiznymi metodami ve vcelstvu odhalit jiz nékolik let
pied propuknutim nemoci. Von der Ohe (2003) doporucuje bakteriologické vysetieni
medu. Tato metoda se jevi jako vhodny zpiisob vcasné detekce bakterie
Paenibacillus larvae, protoze ptitomnost této bakterie v medu ¢asto byva o 2-3 roky
diive, nez se zacnou objevovat klinické pfiznaky MVP. Lindstrom (2006) zase
doporucuje k monitoringu nékazové situace pouzivat misto vzorku medu radéji
vzorek dospélych vcel, protoze jsou mnohem citlivéjsi. Tato metoda se zda
nejvhodnéjsi pii velkém poctu veelstev nebo veelnic, kde by bylo velmi pracné kazdé
zvlast kontrolovat a hledat klinické ptiznaky MVP. Spociva v tom, Ze se od kazdého
vCelstva na vcelnici odebere vzorek alespont 100 vcel, poté se vzorky smichaji a
provede se laboratorni vySeteni na piitomnost spor Paenibacillus larvae, napi. pro
kazdou vcelnici. Tento zplsob vySetfeni ndm pomérné piesné ur¢i piitomnost
onemocnéni ve veelstvech, protoze vyskyt ptivodce onemocnéni na tirovni véelstva
je velmi podobny jako na tirovni celé vcelnice.

Mozné preventivni opatfeni by mohlo byt oddélené obhospodarovani
vCelstev, které zjednoduSené spociva ve vkladani plastd pouze do stejnych uld.
Obnasi to oznaceni veSkerych ull, nastavki a rdmkl a jejich kontrolovani pfi
kazdém zasahu do vcelstva nebo vytaceni medu, coz se mize zdat jako velmi pracné,
ale ¢asem si na to dle autora lze zvyknout. Tato metoda hospodafeni muze velmi
pomoci k omezeni ptenosu infekce (Hansen a Bradsgaard, 1999).

2.1.13 Kontrola MVP

V nékterych zemich (USA, Kanada) se Kk potlateni MVP pouzivaji néktera
anitibiotika, nejvice oxytetracyklin hydrochlorid (OTC) a sulfathiazol. Tyto latky
pomahaji zdravym vcelstviim eliminovat infekci pred tvorbou spor. OTC vSak
zanechava v medu rezidua a dlouhodobou aplikaci ve vcelstvu vznika rezistence P.
larvae na tuto latku, coz vede k vyvoji novych antibiotik. OTC se pouziva i k 1écbé
cloveéka pred bakteridlnimi chorobami a tak vznikld rezistence na tuto latku se stava
zavaznym problémem. Z téchto divodi aplikace OTC do vcelstva je zakazana
v mnoha statech, napf. v Ceské republice nebo celé Evropské unii (Hansen a
Bradsgaard, 1999). V roce 2003 bylo v Bulharsku zakazano pouzivat k 16¢bé MVP
antibiotika a sulfonamidy. V Iranu tento zakaz plati jiz od roku 1986. V Kanad¢ se
od roku 2000 pouziva pro kontrolu MVP ,,caspian solution®. Jedna se o smés pylu,
feromont a dalSich pfirodnich ingredienci a malého mnozZstvi antibiotik (Parvanov a
kol., 2006).

Nedavno provedeny vyzkum plasmidu pMA67 izolovaného z OTC
rezistentnich kmend P. larvae ukazal, ze tento plasmid nese geny pro rezistenci na

32



tetracyklin, konkrétné gen tetL. To by mohlo pomoci vytesit dlouhotrvajici otazku
puvodu rezistence na tetracyklin, coz je u¢innd latka pouzivana v antibiotikach prave
proti P. larvae (Evans, 2003). Plasmid pMA67 je prvni nalezeny gen v rodu
Paenibacillus, zptsobujici rezistenci na tetracyklin, ackoliv PCR analyza ukazala, ze
Paenibacillus alvei by také mohl mit podobny plasmid. Pfedpoklada se, ze plasmid
pMAG67 je mobilni a miize byt pienaSen mezi pribuznymi bakteriemi na stejném
stanovisti (Murray a kol., 2007; Murray a Aronstein, 2006; Genersch, 2010).

Mor vceliho plodu se doposud nedé efektivné 1€Cit. Byly provadény pokusy o
1écbu pomoci antibiotik, ale jejich nasazeni jen utlumilo klinické pfiznaky.
Antibiotika totiz nepiisobi na odolné spory, takze pouze potlaci klinické piiznaky,
zkresli pribéh onemocnéni a po jejich odeznéni mor propukne znova. Antibiotika
maji 1 dalsi velké nevyhody. Mohou piechézet do vcelich produktii a negativné
ovlivitovat jejich kvalitu a zdravotni nezdvadnost. V neposledni fadé zabiji uzite¢nou
v¢eli mikrofléru a snizuji Zivotaschopnost véelich larev a dlouhovékost vcel. Jediné
Gginné opatfeni zabrafujici ifeni MVP v Ceské republice je pouze zikonem
nafizené paleni infikovanych vcelstev (Titéra, 2009).

Statni veterinarni sprava doporucuje vSem chovatelim vcel dodrzovat nasledujici
opatieni k tlumeni a zamezeni Sifeni moru véeliho plodu (Statni veterindrni sprava
CR):

e ZjiStovat pfiCiny zimnich thyni a sldbnuti véelstev, pii zvySenych thynech
kontaktovat neprodlené pfislusnou Krajskou veterinarni spravu Statni
veterindrni spravy

e Systémem spravné vcelaiské praxe chovat pouze silna vcelstva s vyvinutym
Cisticim pudem, pravidelné kontrolovat jejich kondici a zdravotni stav

e Utrécet roje nezndmého ptivodu a divoce Zijici vcelstva

e Nepouzivat plasty, med, vosk a pyl z oblasti s nezndamou nakazovou situaci
k chovu a ke krmeni vcel

e Zamezit pfistupu vcel do neobsazenych uld, premistovaného a skladovaného
vceliho dila

e Provadéet pravidelné desinfekei 0la, sousi, véelaiskych potieb a pomitcek a
veSkerého dezinfikovatelného materialu, ktery piichazi do kontaktu se
véelami a véelimi produkty

e Pouzivat pouze mezistény z vyroben, které vosk tepelné opracovavaji (117°C
po dobu 60 minut)

e Nezafazovat veeli dilo, nedezinfikované uly, vcelafské potieby, pomicky a
zafizeni do chovu v¢el v pfipadé¢ neznamé nékazové situace v misté¢ a dobé
jejich ptivodu

e Nov¢ prisunuta vcelstva a oddélky umistovat do novych ult

e Soustavné monitorovat intenzitu varroazy a v ndvaznosti na vysledky tuto
nakazu G¢inn¢ tlumit podle aktudlni situace v priibéhu celého roku
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e Pii podezieni na mor vceliho plodu se nepokouSet o lécbu podezielych
vcelstev, ale o neprodlené nahlaSeni podezieni piislusné krajské veterinarni
spraveé Statni veterinarni spravy

e Pravidelné sledovat nakazovou situaci v okoli stanovist¢ (v doletové
vzdalenosti vcel), napf. spolupracovat s ostatnimi vcelafi, ktefi maji
stanovisté na stejném katastralnim uzemi

e Likvidovat staré nepouzivané uly (prevence usazeni rojii)

e Pravideln¢ kazdé tfi roky obménovat veskeré vceli dilo, napt. kazdy rok
obmenit tretinu

e Pofizovat nova vcelstva (oddé€lky) nebo matky pouze z divéryhodnych zdroji
(pokud mozno vySetfenych na mor vceliho plodu)

e Podporovat chov vcelstev s velmi dobrym c¢isticim instinktem

e Vyvarovat se zasahii a ukoni, které¢ by mohly vést k loupezivosti mezi
vcelstvy — pokles zasob pod 10 kg po vytdfeni, opozdéné zakrmeni po
poslednim vyto€eni medu, drzeni slabych vcelstev

e Nepiekracovat uzivnou kapacitu lokality vysokou koncentraci vcelstev na
stanovisti a usilovat o rovhomérné rozmisténi stanovist’ v krajiné, zejména pfti
koCovani

2.1.14 Alternativni metody kontroly MVP

Béhem poslednich 10 let je velky z4jem o hledani novych alternativnich
metod pro kontrolu MVP. Vzhledem ktomu, Ze se jedna o chorobu povinnou
k ohlaseni, je tato kontrola ¢asto regulovana pravnimi piedpisy, ptikazujicimi spaleni
infikovanych vcelstev a dievéného vybaveni. V nékterych zemich jsou povolena
antibiotika (USA), ale v Evropské unii nikoliv. Nejcastéji se pouziva oxytetracyklin
(OTC) nebo sulfathiazol. Aplikace antibiotik ma ale zna¢né nevyhody (viz vyse).
Proto je tendence Kk rozvoji alternativnich 1écebnych strategii, které se zatim ubiraji
ttemi hlavnimi sméry. Prvni cesta je Slechténi k vys8i odolnosti, jak jednotlivych
véel, tak i celého veelstva k bakterii P. larvae. Dalsi zpisob je biologicka kontrola za
pomoci antagonistickych bakterii, které by onemocnéni udrZovaly pod Unosnou
mezi. Treti smér vede k vyuzivani pfirodnich antimikrobidlnich latek, jakymi jsou
napiiklad rtizné rostlinné silice. Velka pozornost se také vénuje metodé premeteni
vCelstva na mezistény, ktera lze pouZit, pouze pokud se jesté neprojevuji klinické
ptiznaky onemocnéni. (Genersch, 2010; Morrissey a kol., 2015; Spivak a Reuter,
2001; Spivak a Reuter, 1998; Miyagi a kol., 2000; Mussen, 2000).

Slechténim se jiz podafilo dosahnout uréitého uspéchu. Hygienicky pud
MVP je hygienické chovani dospélych vcel, které by méli v€as najit a odstranit
napadeny plod. Tim se zabrani dal$i produkci spor a celkovému Sifeni nemoci
(Spivak a Reuter, 2001; Spivak a Reuter, 1998; Rauch a kol., 2009). N¢které linie
Cisti napadené buniky a mrtvy plod rychle a Uplné, jiné genetické linie Cisti pomaleji a
zanechavaji zbytek ptiSkvaru v bunice. To ma samoziejmé velky vliv na dalsi Sifeni
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spor. Dilezita je také individudlni rezistence larev. Nekteré jsou odolné jiz po 36
hodinach zivota, jiné tuto odolnost ziskavaji az okolo 48 hodin zivota (Wenedig a
kol., 2003).

Dalsi hypotéza je, Ze za rezistenci vcel vuc¢i bakterii Paenibacillus larvae
muze také strava, jak produkovana ,kojickami, tak piinesena z venkovniho
prostiedi. Bylo prokéazano, ze se slozeni larvalni stravy méni v zéavislosti na jejim
vyvoji (Wenedig a kol., 2003). Bilikova a kol. (2001) zjistila, ze peptidova Cast
matefi kasi¢ky royalisin inhibuje rast Paenibacillus larvae.

Eterické oleje a dalsi piirodni antimikrobialni latky se také zdaji byt vhodnym
alternativnim feSenim, uz kvili tomu, ze by se mohly aplikovat kombinované na
oSetfeni proti rozto¢i V. destructor a bakterii P. larvae. Zbyva tedy zjistit jejich
ucinnost, popiipadé nezadouci vedlejsi uCinky na zivotaschopnost véel a mozné
ovlivnéni jakosti medu a dalSich véelich produktt v praxi (Genersch, 2010; Ebert a
kol., 2007; Higes a kol., 1997).

Biologicka kontrola ptes antagonistické bakterie je lakava ptedstava a prvni
uspésné pokusy s kultivovanym kmenem P. larvae byly prezentovany Evansem a
Armstrongem (2005; 2006). OvSem z infikovaného vceliho plodu jsou izolovany
pouze Cisté kultury P. larvae, coz naznacuje Ze, tento patogen sam ziejmé vytvari
silna antibiotika. Uginnost antagonistickych bakterii tak stale ¢eka na své objeveni
(Fiinfhaus a kol., 2009; Genersch, 2010).

2.1.14.1 Piirozena odolnost véel

V roce 2001 probéhla studie vedena Riessberger-Galle” a kol. (2001), ve které
se vypreparoval travici trakt 4-5 véel, smichal s destilovanou vodou, homogenizoval
a jeSte¢ se pridal etanol pro usmrceni vegetativnich forem bakterie. Poté se ke
kazdému vzorku pfidaly kultivované bakterie Paenibacillus larvae v rizném
mnozstvi. Nakonec se tato smés naoCkovala na Columbia agar a pozorovalo se
kliceni spor po plsobeni inhibinich latek z traviciho traktu véel. Cim vice byl
homogenizovany vzorek traviciho traktu vcel nafedén vodou, tim mensi mél
inhibi¢ni u€inek. Diulezitou roli také hraje mnozstvi spor. Mensi pocet spor dokaze
inhibovat nizsi koncentrace ptirozenych inhibi¢nich latek ve vcele. Pro inhibici vice
spor je potfeba vysSi koncentrace inhibi¢nich latek. Jednd se ovSem pouze o
potlaceni rustu bakterii, nikoliv jejich zniceni. Po opétovné kultivaci na Columbia
agaru se tyto bakterie opét zacaly mnozit. V této studii bylo také zjisténo, ze veelstva
s pristupem k pfirozené stravé (pylu a nektaru) méla vySsi inhibi¢ni G¢inek nez
vCelstva, kterda méla dietu sestavenou zumélych latek. Zajimavé je, ze 1 tyto
nespravné zivené vcely inhibovaly bakterie Paenibacillus larvae. Z toho je ziejmé,
ze veely tyto latky neziskavaji jen diky stravé, ale museji si ji 1 samy vyrabét,
naptiklad v oblasti zaZivaciho traktu nebo v nékterych zlazach.
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Inhibi¢ni latky ve vcelim zazivacim traktu objevil také Wilson (1971). Jeho
vyzkum ukazal, ze tyto latky jsou velmi stabilni a i po vystaveni teploté¢ 125 °C po
dobu 15 minut vykazovaly jesté¢ 60% z jejich pivodniho ucinku.

2.1.14.2 Fagova lécba

Narast rezistence P. larvae vuci antibiotikim vede k hledani jinych metod
Kk potlaceni tohoto patogenu. Jednou z moznosti je fagova 1é¢ba pomoci bakteriofagi
specializovanych pravé na bakterie P. larvae. Bakteriofagy jsou viry napadajici
bakterie. Jejich vyzkum a mozné uplatnéni se provadél jiz na pielomu 19. a 20.
stoleti, ale kvili nedostatenym znalostem mikrobiologie, hor§imu vybaveni a
nastupu antibiotik odesel vyvoj timto smérem do Ustrani. Pouze v zemich byvalého
Sovétského svazu se jest€¢ v 90. letech vyrdbéla 1éCiva na bazi bakteriofaga.
Narastajici rezistence na antibiotika a nové technologie vSak opét pfivolaly zajem o
tyto viry a nyni vyzkum bakteriofagii zaziva velky rozmach. Zatim bylo nalezeno asi
9 ruznych bakteriofagii schopnych napadat P. larvae. Bakteriofagy jsou v piirodé
zcela bézné a diky evoluénimu vyvoji je vznik rezistence minimalni. Z tohoto
diavodu také ptredstavuji vhodnou néhrazku antibiotik. Do vcelstva je lze aplikovat
napt. v cukerném roztoku. Vcelam nevadi, protoze jsou uzce specializované na
bakterie P. larvae. Jakmile najdou hostitelské bakterie, rychle se namnozi a tyto
bakterie ti¢inn¢ zahubi. Pokud hostitelské bakterie zmizi, bakteriofag mizi také (Petr,
2015).

2.1.14.3 Metoda pifemeteni vcelstva na mezistény

Tato metoda se pouzivd v raném stadiu ndkazy pro vyléfeni vcelstva od
MVP. Pifemeteni vcelstva na mezistény poprvé navrhnul Schirach v roce 1769 a poté
byla n¢kolikrat upravovana. Spociva v pfemisténi infikovaného vcelstva do nového,
MVP prostého ulu a to bud’ jednou (jednoduché) anebo dvakrat (dvojité). Premist'uji
se pouze dospelé veely, cozZ ma napodobit vyrojeni vCelstva. Radmky a vceli plod se
likviduji. Nez dospélé veely vystavi nové dilo, spotiebuji pfenesené zasoby medu a
poté se jiz nepovazuji za zdroj infekce. Této fazi se fika hladovéni a trva piiblizné 1-
2 dny. VSechny vcely se béhem této doby ocisti a vSechny spory se pak vyskytuji jen
V travicim traktu. Poté jsou spory vynaSeny ven z ulu vyprazdiujicimi se vcelami.
Touto metodou jsou vcelstva oslabena a proto Von der Ohe (2003) navrhuje spojit
dohromady 2-3 a vytvofit jedno silné. Velmi dulezité je sledovat véelstva v celém
okoli a provadét lécebna opatieni na vSech kontaminovanych lokalitach. Pokud by se
tato ¢innost zanedbavala, je velmi pravdépodobné, Ze se ndkaza bude Sifit dale
(Hansen a Bredsgaard, 2003; Von der Ohe, 2003).

Dalsi mozZnost je settast v€ely do krabice a na n€kolik dni ulozit do chladného
sklepa. Mezitim zkonzumuji vSechny své zasoby a pak se na novych rdmcich umisti
do neinfikovaného lu. V nékterych piipadech byvaji jesté 2 mésice az 1 rok po
tomto léceni pfitomny spory P. larvae. Nejedna se totiz o Gplné vymyceni spor, ale o
jejich sniZeni na minimum a udrZeni nemoci pod kontrolou. Je vSak dllezité toto
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lécebné opatfeni kombinovat s dalSimi preventivnimi opatfenimi, jako je napf.
pravidelné taveni plasti a vyména dila. Vyhoda spociva v zachran¢ kolonie a
nezanechava zadna rezidua v medu, v porovnani s chemickou ochranou. Nevyhodou
je vetsi pracnost (Hansen a Bradsgaard, 1999).

V Déansku se na toto téma provadél vyzkum s 15 vcelstvy krmenymi
roztokem obsahujici 1x10° spor Paenibacillus larvae. Po 43 dnech se u 12 véelstev
ukézaly klinické priznaky MVP a mnozstvi spor bylo pramémé 1,7x10° na gram
medu. Poté byla provedena metoda pifemeteni véelstva na mezistény. Po 4 dnech tyto
véelstva zkonzumovala své zasoby a doslo k dalS$imu pfemeteni do MVP prostych
ult, kde jiz byla krmena cukernym roztokem. Po tomto 1écebném opatieni kleslo
mnozstvi spor Paenibacillus larvae o 99,5% a ani po 2 letech se neprojevily klinické
priznaky MVP, stejné¢ tak jako u 3 zbyvajicich vcelstev, ktera léCena nebyla.
Zajimavé je, Ze vSech 15 vcelstev mélo uzce pribuzné matky a i1 pfes stejnou
koncentraci spor Paenibacillus larvae se u 3 neprojevily zadné klinické ptiznaky.
Tato metoda se jevi jako vhodnd alternativa k potlaceni MVP pro linie vcel, které
maji alespont minimalni odolnost proti sporam Paenibacillus larvae. Byly nalezeny i
nékteré linie buckfastské vcéely, které nemaji zddnou odolnost viici sporam pivodce
MVP a tato metoda na n€ nezabird (Hansen a Bredsgaard, 2003).

V Madarsku probéhl vyzkum, ve kterém se pomoci metody piemeteni
vCelstev na mezistény snazili vylécit 3 vcelnice o celkovém poctu 119 vcelstev.
Takto se podaftilo vylécit vSech 28 infikovanych vcelstev a zachréanit celé vcelnice
(Parvanov a kol., 2006). V Pakistanu zase porovnavali véelstva napadena MVP
nelécend s témi, kde byla provedena metoda premeteni vcelstva na mezistény.
Vysledky byly jednoznac¢né. V piemetenych veelstvech jiz nebylo mozné detekovat
spory Paenibacillus larvae, zatimco v nelécenych vcelstvech se jejich pocet stale
zvySoval (Munawar a kol., 2010).

Lindstrom (2006) provadél studii s 25 pozitivnimi vcelstvy na MVP, z nichz
21 mélo klinické ptiznaky. Nechal je vSechny vyrojit, roje poté odchytil a dopravil
mimo dolet matetského vcelstva. Ve vSech téchto rojich vyznamné klesl pocet spor a
zadny z nich nevykazoval klinické ptiznaky MVP. OvSem za 1 rok po vyrojeni se
pocet spor opét piiblizil hodnoté jako v plvodnim matefském vcelstvu. Tato
skutecnost by se dala odiivodnit tim, Ze pfi pfirozeném rojeni si vely zcela naplni
medné vaky potravou a vydrzi jim déle, neZz kdyZ pii rychlém pifemeteni na
mezistény maji zasoby potravy pouze minimalni. Dal$i moZnost je, Ze spory ptivodce
MVP skryté¢ vyckavaji na vhodné podminky a pokud nastanou, dojde opét
K vypuknuti nakazy.

Lindstrom (2006) také provedl vyzkum sumélym vyrojenim celkem 45
vcelstev, z toho 29 vcelstev bylo pfemeteno jednou a 16 vcelstev dvakrat. Sledoval
stav vcelstev po dobu 3 let a na konci experimentu piezilo celkem 19 vcelstev a to
bez klinickych ptiznakti, z toho 11 pfemetenych dvakrat a 8 pfemetenych jednou.
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Z téchto vysledku vyplyva, ze premeteni 2x meélo vyssi ufinnost nez premeteni
jednou.

2.1.14.4 Kontrola v¢elim jedem

Na svou obranu vyuzivaji vcely dé¢lnice zihadlovy aparat. Ten slouzi
k dopravé véeliho jedu na misto uréeni. V¢eli jed produkuji jedové Zlazy a sklada se
z mnoha biologicky aktivnich latek, od amind az po proteiny. To zahrnuje i peptidy,
napf. melitin, apamin, adopalin, dale enzymy (fosfolipazy PLA2) a nepeptidové
slozky. Melitin a PLA?2 jsou nejhojnéjsi proteiny v susiné v¢eliho jedu (Perien a kol.,
2005). Jedové zlazy jsou povazovany za dulezity zdroj antimikrobialnich latek, které
jsou schopny inhibovat rust patogennich bakterii (Han a kol., 2013). V laboratornich
podminkach bylo dokazano, ze pfimichani vysusené¢ho vceliho jedu do cukerného
roztoku mélo vyrazné inhibi¢ni ucinky proti P. larvae a v porovnani s esencialnimi
oleji nebo vytazky rostlin az 50x vyssi ucinnost. Pti vysokych davkach véeliho jedu
byla zaznamenana mnohem niz§i toxicita pro vcely, nez u nékterych rostlinnych
vytazkd (Damiani et al. 2014; Fernandez a kol., 2014). V této souvislosti by mély byt
provedeny studie zaméfené na stanoveni toxikologického rizika, optimalni davky
nebo napt. pouziti jednotlivych peptidi z vceliho jedu. Zajimavé by mohlo byt
zkoumat ucinek véeliho jedu i na jiné v¢eli nemoci (Fernandez a kol., 2014).

2.1.15 Dekontaminace tulu

Hansen a Bredsgaard (1997) porovnavali nasledujici dekontaminaéni metody:

Sezehnuti hotdkem

Vydrhnuti horkou mydlovou vodou

Vysokotlaké ¢isténi studenou vodou

Lécba 1% roztokem Virkon S

Sterilizace parou a ponofeni do vrouciho roztoku louhu s naslednym
vysokotlakym proplachovanim studenou vodou

abrwdE

Z4dna z téchto metod neodstrani spory tiplné. Prvni 4 metody maji u¢innost
kolem 80%, posledni metoda 99.9%. Nasledné pokusy V terénu ukézaly, ze vCelstva
umisténd do dekontaminovaného Ulu pomoci prvni az ¢tvrté metody nevykazovaly
zadné Kklinické piiznaky. Ztoho Ize doporudit, aby dekontamina¢ni metody
méli téinnost nad 80% (Hansen a Bradsgaard, 1999).

Maceni kontaminovaného ulu horkym parafinem (150-160°C) pfineslo také
dobré vysledky na Novém Zélandu, stejné jako vykutfovani etylenoxidem (EtO),
ktery zabije spory a je pouzivan pro sterilizaci vCelarského vybaveni. Nicméné¢ para
EtO je pro Clovéka jedovata a rezidua jsou povazovana za karcinogenni. V Australii
se zase osvédcilo sterilizovat uly pomoci gama zafeni (Hansen a Bredsgaard, 1999).
V Ceské republice je vhodné vyuzivat techniky dekontaminace ulu, ale pouze jako
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preventivni opatieni. V piipadé, ze se jiz vyskytnou klinické ptiznaky MVP,
postupuje se dle veterinarniho zakona a uly se v rdmci kontrolnich opatieni pali.

2.1.16 Nakazova situace v Ceské republice

V Ceské republice se MVP vyskytuje nejvice ve Zlinském kraji, z toho
prevazné ve Vsetinském okrese. Za posledni 3 roky se pocet ohnisek MVP v Ceské
republice vyrazné rozrostl (viz tab. ¢. 4, graf ¢. 1a obr. ¢. 3), zejména ve Zlinském
kraji. Vy$§i pocet ohnisek byl také zaznamenan v kraji Olomouckém a
Moravskoslezském a dale ve Stfednich a Jiznich Cechach. Piesto prevalence neni
opticky pftili§ vysokd. V roce 2014 bylo zjisténo 0,6 % nemocnych vcelstev. I tak
jsou ale Skody vysoké a likvidace nakaZenych vcelstev velmi nakladnd. V roce 2014
se jednalo o zhruba 16 miliont korun (Krpec, 2015).

,Bohuzel si ale nemizeme byt zcela jisti, ze v krajich, které jsou dnes podle
ufednich potvrzeni bez ohnisek nakazy, MVP skute¢né neni“. VySetfeni smésnych
vzorkll méli ukazala také ohniska, kde ndkaza dosud zjiSténa nebyla a nékde chybé;ji
statistickd data. Za oblasti MVP prost¢é mizeme povazovat jen takové, ,kde je
pravidelné provadén monitoring nékazy s negativnim vysledkem a souasné je
zajistén dozor nad premist'ovanim vcelstev* (Pantlcek, 2016).

Tab. &. 4 Poéty novych ohnisek MVP v Ceské republice (Panttiéek, 2016)

Rok 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015
Pocet 149 | 184 | 248 |193 |230 |169 |178 |179 |126 |331 | 248
novych

ohnisek

MVP v CR

Graf ¢. 1 Poéty novych ohnisek MVP v Ceské republice (Pantiéek, 2016)
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Obr. ¢. 3 Nové vyhlasena ohniska v roce 2014 (Statnl veterinarni sprava CR)
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Aktualni ndkazovou situaci moru vceliho plodu i vymezena ochrannad pasma
lze sledovat také na internetu na mapé (viz obr. €. 3) vytvorené Statni veterinarni
spravou. Tato mapa se aktualizuje kazdou hodinu a lze ji nalézt na adrese

www.svscr.cz. (Duben, 2013)

2.2  Zavije¢ voskovy (Galleria mellonella)

Zavije¢ voskovy je globalné rozsifeny sktidce ve vcelaistvi, ktery zpasobuje

znaéné ekonomické ztraty na voskovych buikach i celych plastech. Miize poskodit a

znicit velké mnozstvi zasob medu a hlavné Spatn¢ uskladnéné souse (Ellis a kol.,

2013).

2.2.1 Kilasifikace

Rige: Zivogichové (Animalia)
Kmen: Clenovci (Arthropoda)

Podkmen:  Sestinozi (Hexapoda)

Ttida: Hmyz (Insekta)

Rad: Motyli (Lepidoptera)

Celed: Zavijecoviti (Pyralidae)

Rod: Zavije¢ (Galleria)

Druh: Zavije¢ voskovy (Galleria mellonella, Linaeus, 1758)
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2.2.2 Charakteristika celedi

Celed zavijeGoviti zahrnuje malé az stiedné velké motyli se tihlym télem a
rozpétim 10 - 46 mm. Charakteristicka jsou pro n¢ uzkd trojuhelnikovita dozadu
slozena predni kiidla, zadni jsou Siroce trojuhelnikovita, v klidu sloZzena pod
prednimi. Tykadla jsou nitkovita, u samcii obrvend, vzacné hiebenitd. Sosdk
zpravidla vyvinuty, nékdy zkraceny, nebo chybi uplné. U nékterych druhl jsou
vyrazna pyskova a &elistni makadla. Casteéné se vyskytuje pohlavni dimorfismus.
Housenky jsou jen slabé ochlupené, nékteré produkuji velké mnozstvi hedvabi,
kterym optadaji zivny substrat. Najdeme mezi nimi vétsi pocet Sklidct rostlin,
uskladnénych produktti a potravin. Nekolik druhii se vyviji pod vodou na vodnich
rostlindch. Celed je velmi rozmanitd nejen morfologicky, ale vyrazné se li§i i
bionomii jednotlivych druhi. V CR bylo zjiiténo 254 a v SR 278 druht (Bélin,
2003).

2.2.3 Vyskyt

Se vcelstvy byl zavije¢ voskovy zavlecen témét do celého svéta. Nejvice
Skodi v teplych oblastech, jako jsou subtropy a tropy, méné Skodi v chladné&jSich
severskych oblastech (Williams, 1997).

2.2.4 Binomie

Zavije¢ voskovy mé proménu dokonalou a jeho vyvoj tedy probiha od vajicka
pftes larvu, kuklu az po dospé€lého jedince (Ellis a kol., 2013).

2.2.4.1 Vajitko

Vajicka jsou perletové bila az mirn¢ nartizovéla (viz obr. ¢. 4) s hrubou
strukturou na povrchu. Béhem vyvoje se barva méni do Zluta. Samicka klade vajicka
o priméru 0,3 mm ve shlucich 50-150 kusti. 4 dny ptfed vylihnutim je larva viditelna
jako tmavy kruh uvnitf vajicka a 12 hodin pfed lihnutim lze pfes chorion vidét plné
vyvinutou larvu. Vajicka se vyviji rychle pii teploté 29 °C — 35°C (za optimélnich
podminek 7-9 dni) a pomaleji (kolem 30 dni) za nizSich teplot pod 18°C. Vajicka
nejsou Schopna prezit extrémni teploty pod nulou déle nez 4,5 hodiny a vice nez
46°C po dobu 70 minut (Ellis a kol., 2013).
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Obr. €. 4 Vajicka a larva prvniho instaru zavije¢e voskového (Ellis a kol., 2013)

2.24.2 Larva

Po vylihnuti je larva (viz obr. ¢. 4) bélavé barvy a na délku méti 1-3 mm.
Housenky maji 3 pary clankovanych hrudnich nozek a 5 pari panozek na
zadeékovych ¢&lancich. Ustni Gstroji je kousaci. Nové vylihlé larvy ihned za¢inaji
konzumovat potravu a vytvareji bélavé vlakno. NejvétSiho ristu larvy dosahuji
V poslednich 2 instarech. Vyvoj trva 6-7 tydnid pii teploté 29°C — 32°C a vysoké
vlhkosti. PIn¢ vyvinuta larva (viz obr. ¢ 5) je dlouha asi 20 mm a ma Sedou barvu.
Hlava je mala, mirn¢ $picata. Larva prochazi vyvojem se 7 instary. Larvy poslednich
instard jsou schopné vrtani do dieva, nejéastéji do riznych ¢asti ulu nebo do ramkd.
Poté, co larva najde vhodné misto, zakukli se a za¢ne s pfedenim hedvabného vlakna,
z kterého se pozdé¢ji stane kokon. Vnéjsi vrstva kokonu ztvrdne, zatimco vnitini
(kukla) ztistava mékka. Cas potiebny pro tvorbu celého kokonu je riizny v zavislosti
na teplot€ a vlhkosti a primérné ¢ini asi 2,25 dne. Kdyz je kokon dokoncen, larva se
stavda méné aktivni. Larvy zavijeCe voskového maji tendenci se shromazd’ovat pfi
kukleni v ilu na jednom misté (Ellis a kol., 2013; Williams, 1997; Paddock, 1918).

Obr. €. 5 Larvy vyssiho instaru
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2.24.3 Kukla

V kokonu se formuje kukla (viz obr. €. 6 a 7), ktera je zpoc¢atku bila a po 24
hodinach Zloutne. Po 4 dnech se kukla stane svétle hnédou a postupné dale tmavne.
Zavije¢ voskovy tvoii kukly v priméru o velikosti 5 az 7 mm na §itku a 12 az 20 mm
na délku. Vyvojové stadium kukly trva podle ro¢niho obdobi a teploty od 6 do 55
dnu (Ellis a kol., 2013; Williams, 1997; Paddock, 1918).

Obr. ¢. 6 Kukla zavijece voskového, prvni Sipka ukazuje na typické morfologické
znaky samce, druhd totéz u samice (SalaSkova, 2008)

2.2.4.4 Dospélec

Dospély jedinec je pfiblizné 15 mm dlouhy s rozpétim kiidel kolem 31 mm.
Kftidla jsou hnéda, kromé zadnich tretich ktidel, jez jsou normaln¢ skryta, ktera maji
bronzovou barvu. Samecek byvad o néco mensi a svétlejsi barvy nez samicka a

vyznacuje se ClenitéjSim okrajem ptednich kiidel. Samicky maji o 10-20% delsi
tykadla. Dospé€lci se objevuji v podveCer a vyhledavaji chranéna mista vhodna
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k zalozeni nové kolonie. Dospély jedinec jiz nekonzumuje potravu a samicky ziji
prumémné 12 a samecci 21 dni (Ellis a kol., 2013).

Obr. ¢. 8 Dospély jedinec zavijece voskového, vlevo samec, vpravo samice
(Salaskova, 2008)

2.2.45 Pafeni

K pareni dochazi kratce po vylihnuti dospé€lce. Samecek vabi samicku pomoci
ultrazvukovych signalti. Samicky zacnou mavat kiidly, coz zplsobuje feromon
uvolnény sameckem a vede ke sblizeni pted parenim (Ellis a kol., 2013; Spangler,
1985, 1987; Jones a kol., 2002).

2.2.4.6 Kladeni vajicek

Po péafeni samicka vyhledava Stérbiny, kam naklade vajicka. Pfi tom
prodluzuje své télo, aby kladélkem dosahla co nejdale do Stérbiny. V laboratornich
podminkach samicky pokracuji v kladeni od 3 do 12 dni. Za sviij Zivot mize naklast
az 2000 vajicek, ale primérné klade kolem 700 vajicek (Ellis a kol., 2013; Williams,
1997).

2.2.5 Orgéanové soustavy
2.2.5.1 Travici soustava

Travici soustava slouzi k pfijmu, rozmélnéni a rozkladu potravy az na
nizkomolekularni latky, které je organismus schopen vyuzit a dale pfedat do cévni
soustavy. Nestravitelné zbytky se poté pomoci vylucovaci soustavy dostavaji do
vné&jsiho prostiedi (Kodrik, 2004).

Travici soustava se sklada z travici trubice rozdélené na 3 ¢asti:

1. Stomodeum — piedni stfevo
2. Mesenteron — stfedni stfevo
3. Proctodeum — zadni stfevo
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Ptedni a zadni stfevo jsou ektodermdlniho ptivodu a jsou kryty kutikulou
zvanou intima. Stedni stievo je ptivodu entodermélniho (Kodrik, 2004).

Stomodeum

Stomodeum slouzi k pfijmu a piipraveé potravy na travici proces, pievazné k
mechanickému zpracovani. Sklada se z dutiny ustni, hltanu, jicnu, volete a Zvykaciho
zaludku. Vole ma funkci zasobni. Obsahuje cetné zéhyby, které se pii hromadéni
potravy narovnavaji a vole tak zvySuje sviij objem. Buiiky piedniho stieva nemaji
sekre¢ni ani resorpcni funkei (Kodrik, 2004).

Mesenteron

Mesenteron je hlavni Cast travici trubice, ve které dochazi k chemickému
rozkladu potravy a resorpci zivin. Je tvofen mnoha zidhyby a slepymi vybézky
(caeca), které zvySuji resorpcni povrch. Builky mesenteronu se nazyvaji hlavni
buiiky a membrana na jejich povrchu je tvotfena mikrovilli, které se efektivné podileji
na zvétSeni plochy stfeva. Na zalatku stfedniho stieva je peritrofickd membrana,
kterad obaluje zpracovavanou potravu. Tim chrani bunky epitelu jak chemicky pted
enzymy, tak 1 mechanicky pted jinym poskozenim. Tato membrana obsahuje drobné
pory, diky kterym se Ziviny dostavaji ven, ale vétSi molekuly, jako je nestravena
potrava nebo i rizné bakterie zlstavaji uvnitt a putuji sttevem dale az do zadniho
stfeva. Ve stfednim stfevé se ¢asto nachdzi mymcetomy a fermentacni komory, které
obsahuji symbiotické mikroorganismy podilejici se na traveni hlfe rozlozitelnych
zivin (Kodrik, 2004).

Proctodeum

Zadni stfevo se déli na ileum, colon a rectum a slouZzi k resorpci vody a soli.
Na konci vyUst'uje v fitni otvor. Jednotlivé ¢asti travici trubice jsou od sebe oddéleny
valvami, které zabranuji zpétnému pohybu potravy (Kodrik, 2004).

Svalovina stfeva je pficn€ pruhovana a miize byt dvojiho typu — externi a
interni. Externi svalovina se napojuje na stfevo 1 integument a interni svalovina se
poji pouze se stftevem. Externi svalovina se nachazi ve stomodeu a proctodeu a ma ve
sttevé dilatacni funkci. Interni svalovina zahrnuje kruhové a podélné svaly okolo
stteva. Podili se na drceni potravy a je dobfe vyvinuta zejména okolo hltanu.
V Zadnim stievu se podili na posouvani nestravené potravy ke konecniku. Svalovina
stomodea a mesenteronu je inervovana a ¢innost stfeva fizena stomatogastrickym
nervovym systémem. Proctodeum je kontrolovano z termindlniho abdomindlniho
ganglia (Kodrik, 2004).

Traveni potravy je zahdjeno slinami produkovanymi slinnymi Zldzami na
zacatku travici soustavy. Pfijimanou potravu zvlhéuji a upravuji jeji pH a celkové
podminky pro spravnou funkci enzymu. Velka ¢ast traveni se odehrava ve stfednim
stieve, kde epitelidlni buiky produkuji travici enzymy a také absorbuji zakladni
ziviny (Kodrik, 2004).
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2.2.5.2 Tukové téleso

Tukové téleso predstavuje funkéni analog jater a hraje dilezitou roli
v metabolismu hmyzu. U larev zavijece voskového je nazloutlé barvy a svou velkou
sty¢nou plochou s hemolymfou naznacuje velkou metabolickou aktivitu a umoznuje i
znacnou tracheizaci (Kodrik, 2004).

Tukové téleso obsahuje nékolik typt bun¢k (Kodrik, 2004):

- Trofocyty (adipocyty) - jsou odpovédné za vétSinu metabolickych procesu, slouzi
také k ukladani zivin. Zvétsuji se béhem postembryonalniho vyvoje, dochazi v nich
k akumulaci zivin - tuku, bilkovin, glykogenu. Ke konci vyvoje jsou to jedny z
nejveétsich bunék v organismu.

- Mycetocyty - jsou v nich soustiedény intracelularni bakterie a pomahaji traveni
nékterych slozité rozlozitelnych Zivin.

- Chromatocyty - ovliviuji zbarveni tukového télesa, obsahuji granule pigmentu.

- Oenocyty — vysoce specializované buiiky ektodermalniho ptvodu, podileji se na
tvorb¢ a sekreci lipoproteinovych latek pro novou epikutikulu.

- Uratové bunky (urocyty) - shromazd'uji ne¢které odpadni produkty metabolismu,
jako je napf. kyselina mocova.

Funkce tukového télesa lze rozdélit do 2 skupin:

1. Syntéza a sekrece - Tukové téleso syntetizuje fadu vyznamnych latek, jako
jsou napft. zasobni proteiny nebo lipoproteiny a lipophoriny.

2. Mobilizace a ukladani rezerv - Tyto rezervy se poté vyuzivaji jako prekursory
pro metabolismus v jinych tkanich (Kodrik, 2004).

Tukové téleso také vyznamné ovliviluje metabolismus sacharidi. Hlavnim
hmyzim cukrem je neredukujici disacharid trehal6za a jeho vyznam spociva
V usnadnéni transportu glukozy ze stieva do hemolymfy (Kodrik, 2004).

Hlavnim tkolem tukového télesa larev je syntetizovat a ukladat rezervy pro
rust, svlékani a pro obdobi vyvoje kukly. Dospélci slouzi pfevazné jako misto
syntézy latek nutnych pro reprodukci a let (Kodrik, 2004).

2.25.3 Traveni vosku

Voskové pléasty vcel jsou piirozenou potravou zavijece voskového. Tyto
plasty obsahuji az 60% vosku. Pro vosk je typicky jeho velmi obtizny rozklad,
protoze obsahuje mimo jiné mastné kyseliny a estery s vysokou molekulovou
hmotnosti. Tento proces traveni vosku larvou zavijece voskového neni zcela
prozkouman a predpoklada se, Ze se na ném podili bakterie obsaZené ve stfeve larvy.
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Enzym lipaza extrahovany ze stfeva larvy zavijeCe voskového se sice ucastni
metabolismu nékterych tukd a olejl, ale neni aktivni k myricinu, coz je ester vyssiho
alkoholu obsazeny ve vosku. Bylo zjisténo, ze larvy zavijeCe voskového nedokézi
travit vSechny slozky vceliho vosku. Velkou roli v tomto procesu hraje také tvorba
fosfolipidli,, protoze téméf polovina lipidii ve stievé patii pravé mezi fosfolipidy
(Wigglesworth, 1965).

2.2.5.4 Dychaci soustava

Zavije¢ voskovy mé vzdusnicovou dychaci soustavu, ktera bezprostiedné
zasobuje kyslikem bunky a tkané. Sklada se ze systému otevienych trubic (tracheji,
vzdusnic) postupné se vétvicich az na velmi malé chodbicky vstupujici do tkani.
S vnéj§im prosttedim komunikuji uzaviratelnymi priduchy (stigmaty) (Kodrik,
2004). Nasavani a vypuzovani vzduchu se déje sttidavym prodluzovanim (pasivni
vdech) a zkracovanim (aktivni vydech) zadecku (Dogel, 1961).

2.2.5.5 Vylucovaci soustava

Hlavnim vylu¢ovacim organem jsou malpighické trubice umisténé mezi
sttevem a konecnikem (Dogel, 1961). Jedna se o jednoduché trubicovité zlazy bez
kutikuly voln€ se vznasejici v hemocélu. Jsou slozeny z velkych bun¢k pokrytych
mikroklky a obsahuji velké mnozstvi mitochondrii, protoze jsou metabolicky velmi
aktivni (Kodrik, 2004). Na exkreci latek se také podileji perikardidlni bunky
(nefrocyty) ulozené po stranach srdce (Dogel, 1961).

2.2.5.6 Cévni soustava

Cévni soustava zavijeCe voskového je oteviend, tzn., Ze hemolymfa volné
koluje v dutin¢ zvané hemocél a omyva ostatni organy. Smér a rychlost jejiho toku
jsou regulovany vnitinimi organy. Nejvétsi podil na tomto pohybu ma dorsalni céva,
nekdy nazyvana srdce, které funguje jako pumpa a vhani hemolymfu do téla (Kodrik,
2004; Dogel, 1961).

Hemolymfa v téle plni hned nékolik funkci. Tou zakladni je transport a
vymena latek mezi buiikami i1 celymi orgdny. Déle udrzuje tvar téla, ma obranou
funkci a mize slouzit jako zasobarna vody (Kodrik, 2004; Dogel, 1961).

Hemolymfa ma naZloutlou barvu, vodnatou konzistenci a obsahuje velké
mnozstvi soli, aminokyselin i peptidi. Déle se v ni nachdzeji steroidni latky,
hormony a sacharidy, znichz nejdulezitéjsi je transportni disacharid trehaldza
slozeny ze dvou molekul glukézy. VétSina lipidi je navdzéna na proteiny a tvoii tak
lipoproteidy. PH se pohybuje okolo 6,4-6,8, tedy slab¢ kyselé (Kodrik, 2004; Dogel,
1961).
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2.2.5.7 Nervova soustava

Sklada se znervovych bunék (neurond) a gliovych bun¢k. Pro hmyz je
typicka gangliova soustava — nervové buiiky jsou soustiedény v uzlinach (gangliich)
a predstavuji CNS. Vybézky bunék tvoii obvodové nervstvo. V hlavé je hlavni uzlina
—mozek a dale se vytvareji dal$i mensi uzliny na biisni stran¢ téla (Kodrik, 2004).

Nervova soustava se déli na:

1. CNS - mozek
2. Visceralni nervova soustava
3. Periferni nervova soustava

vvvvv

ostatnich ganglii i smyslovych organii. Po zpracovani informaci je z mozku fizena
¢innost celého téla (Kodrik, 2004).

Viscerdlni nervova soustava inervuje pfedni a zadni stievo, endokrinni
soustavu, reproduk¢éni organy a trachealni soustavu (Kodrik, 2004).

Periferni nervova soustava je tvofena velkym mnozstvim axond, které jsou
nezavislé, nevétvi se a ani netvofi synapse. Axony vedouci informace do ganglia se
nazyvaji senzorické (aferentni) a axony vedouci informace z ganglia se nazyvaji
motorické (eferentni). VEétSina nervli obsahuje oba typy axonil (Kodrik, 2004).

Na nervovou soustavu navazuje smyslova soustava, kterd pfijima podnéty
z vné¢jsiho okoli a predava je nervové soustavé k vyhodnoceni. Sklada se z mnoha
receptort rozmisténych po celém téle, nejvice v tykadlech. Ke vniméani otfesi, zvuki
a vlnéni prostfedi slouZi organy na principu napnuté struny nebo blany a vyskytuji se
pfevazné na koncetinach, hrudi a zadecku (Sedlak, 2000). Vizudlnim orgédnem jsou
sloZené o¢i, které umoziuji obrazové mozaikové vidéni (Kodrik, 2004).

2.2.5.8 Endokrinni soustava

Tato soustava ptfedstavuje mezi bezobratlymi nejdokonalejsi systém a jejim
ukolem je hormonalni fizeni organismu i samotnéa produkce hormonti. Hormony totizZ
zasahuji do nitrobunéénych dé&ji, reguluji je a tim prakticky ovliviiuji vSechny
pochody v organismu. Zjednodusené to funguje tak, ze hormony aktivuji jiz
existujici enzym, nebo vyvolaji syntézu novych enzymi. Enzymy poté reguluji
specifické reakce v butice. ,,U hmyzu rozliSujeme v zasadé dvé hormonalni soustavy
(retrocerebralni komplex a prothorakalni zlazy), které funguji v t€sné zavislosti a
dalsi 2 — 3 skupiny bunék (tkdni) s endokrinni funkci®. Retrocerebralni komplex
zahrnuje neurosekretické buiiky mozkovych hemisfér. Prothorakalni Zlazy jsou
parové zlaznaté organy velmi nepravidelného tvaru, nachéazejici se v prvnim hrudnim
¢lanku a v hlavé. Produkuji svlékaci steroidni hormony (ekdysteroidy). U dospélcii
tento organ chybi, protoZe jeho existence zavisi na pfitomnosti juvenilniho hormonu,
ktery se u dospélych jedinct taktéz nevyskytuje (Kodrik, 2004).
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2.2.5.9 Pohlavni soustava

Samici pohlavni soustava

,Hlavni funkci samicich pohlavnich organi je produkce vaji¢ek véetné tvorby
jejich ochrannych struktur a skladovéani samcich spermii do doby, kdy jsou vajicka
ptfipravena k oplodnéni“. Transport spermii je umoznén jednak jejich pohybovou
aktivitou a jednak napomahaji i svalové kontrakce reprodukéniho traktu samice
(Kodrik, 2004).

Samotné pohlavni Zlazy (vaje¢niky) jsou parové. U samic se kazdy vajecnik
skladd zjistétho poctu vajeCnych trubicek, vybihajici ze stejného vyvodu
(vejcovodu). ,.Béhem rastu se vajicko posunuje ve vajeCné trubiCce smérem
K vejcovodu a na misté vajicek jiz hotovych se tvofi na slepém konci trubice
z nediferencovanych zarode¢nych bunck jak nova vajicka, tak i Zivné bunky. Oba
vejcovody splyvaji v neparovou pochvu, vyustujici na ventralni strané zadecku pod
analnim otvorem. Do pochvy se otevira jednak zvlastni vacek, schranka chamova,
Vv némz se po oplozeni uchova sperma, jednak svalnaty kopulacni vacek, do né¢hoz je
zavadén parici organ samce* (Kodrik, 2004).

Samci pohlavni soustava

,,Hlavni funkci sam¢i pohlavni soustavy je produkovat a uchovavat spermie a
zajistit jejich transport v Zivotaschopném stavu do pohlavnich organti samice®.
Hlavni c¢asti pohlavni soustavy samcl jsou parova varlata, ktera se skladaji
z testikularnich trubic (folikul). Folikuly produkuji sam¢i pohlavni buiiky — spermie.
Trubice usti do dvou chamovodu, které splyvaji v chamomet, do kterého tsti parové
pridatné Zlazy. Funkci téchto Zlaz je produkce sekretu, ktery usnadiiuje pareni.
Poslednim ¢lankem sam¢i pohlavni soustavy je kopulac¢ni orgdn — penis (Kodrik,
2004).

2.2.6  Skody zptisobené zavije¢em voskovym

Larvy zavijece voskového se Zivi voskovymi bunkami, v€elimi koSilkami,
zamotky vcelich larev, pylem a medem. Preferuji tmavé buiky, ve kterych byl
vychovavan vceli plod a tudiz je zde 1 vice kosilek, vykali a dalSich necistot, které
obsahuji potiebné dusikaté latky. Na téchto plastech (viz obr. ¢. 9) plsobi nejvetsi
Skody. Tyto stravovaci navyky vedou k degradaci plastl na hromady suti s vykaly
larev zavijece voskového a produkovaného vldkna, tzv. hedvabi (Ellis a kol., 2013;
Shimanuki a kol., 1992; Droz a Charriere, 2015). Hedvabné vlakno Casto uvézni
vceli plod, ktery se nemiize dostat z buiiky ven (Ellis a kol., 2013).
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Obr. €. 9 Starsi veeli plast napadeny zavijecem voskovym (vlastni foto)

Larvy také mohou tunelovat tésné pod povrchem zavi¢kovanych plodovych
bunék, coz mate hygienické chovani vcel, které rozpoznaji nemocny plod a buiky
odvickuji (viz obr. ¢. 10). Vyvijejici se plod je tak odhalen a fekalie larev zavijece
voskového mohou padat pfimo na hlavy vyvijejicich se vcel, coz zvySuje riziko
dalsich onemocnéni. Tyto odvickované buiky s vyvijejicim se plodem se obvykle

vyskytuji v linii nebo ve shluku, podle sméru tunelujici larvy zavijeCe voskového
(Ellis a kol., 2013).

Obr. ¢. 10 Odvickované bunky po napadeni tunelujicim zavije¢em voskovym (Ellis a
kol., 2013)

Larvy zavijece voskového mohou zptisobit znacné poskozeni i samotnému
ulu, jako napf. provrtavani ramkd nebo nastavka (viz obr. €. 11). Nékteré larvy se
prozvykaji skrz dievéné ¢asti ulu pro vytvoreni vhodného mista k zakukleni. To
muze vypadat jako drobnd dira, ale i jako velky otvor. Toto poskozeni je
charakteristické pro zavijeCe voskového a miZe snizit pevnost a zZivotnost celého
ramku i tlu (Ellis a kol., 2013; Williams, 1997).
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Obr. ¢. 11 Poskozeni tlu provrtavanim larev zavijece voskového

2.2.7 Kontrola zavijece voskového

Zavije¢ voskovy je povazovan za sekundarniho Skidce véely medonosné, a
proto Vv porovnani s jinymi piednéj$imi sktdci (Varroa destructor, Aethina tumida,
Acarapis woodi) byl zkouman z tohoto pohledu jen velmi malo (Ellis a kol., 2013).

Velky vyznam v kontrole zavijece voskového hraje prevence (viz tab. €. 5),
ktera spociva ve vhodném uskladnéni plastd a jejich ¢astém kontrolovani. Pred
uskladnénim plasth se doporucuje nechat je v€elami vycistit, napt. od zbytkového
nevytocené¢ho medu. Travenim vceliho vosku se larva zavijece voskového nevyvine
zcela Uplné. K tomu je zapotiebi dalSich Zivin, které ziska z plastového pylu (perga),
zamotku vcelich larev, ,.koSilek™ a dalSich ,,neCistot”. Mezistény a plasty, kde nebyl
vceli plod, a také plésty bez pylu, zavije¢ zpravidla neposkodi. Proto je vhodné tyto
plasty odd¢lit a skladovat zvIast’, nebo starsi plodové plasty zpracovat na vosk (Droz
a Charriere, 2015).

V Ceské republice se k likvidaci zavijete voskového nejéastéji pouzivaji sirné
knoty, které vSak neplisobi na vajicka. Proto je nutné sifeni opakovat v rozmezi 2
tydnti, coz zvySuje pravdépodobnost pozaru a dochazi k vétsimu uniku SO, do okoli.
Dale je mozné pouzivat kyselinu mravenci ve formé€ odparné desky, kterd se umisti
do horniho nastavku prikrytého vikem. OvSem S$vycarska studie ukézala, Ze
odpafovana kyselina mravenc¢i se ukladd do medu v mnozstvi, které pak 2-3x
prevySuje normdlni hodnoty této v medu se pfirozen¢ vyskytujici latky. Kyselina
mravenci neni nikterak nebezpecna, ale ovlivituje celkovou chut’ medu a tim i snizuje
jeho kvalitu. Navic Codex Alimentarius (mezindrodni dokument vztahujici se
k bezpecnosti potravin) zakazuje pridavani latek, které by zménily chutové vlastnosti
medu. Podobny ucinek na zavijeCe voskového ma i kyselina octova, ale je
pravdépodobné, ze riziko kontaminace bude stejné. Alternativnim oSetfenim pak
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mohou byt rizné piipravky na bazi bakterie Bacillus thuringiensis (Droz a Charriere,
2015).

Tab. ¢. 5 Ochrana pii skladovani plasti podle Droz a Charriere (2015)

Preventivni e (Oddélit plodové plasty od plasti

opatieni s medem

e Vytavit plasty, které obsahuji
kosilky nebo pyl Bez pouziti chemickych

e Piednostné pouzit fyzikalni prostiedki
techniky (zamrazit, skladovat pii
nizkych teplotach)

¢ Pravideln¢ kontrolovat

e Zlikvidovat tmavé plasty, nebo je
na zimu nechat ve vcelstvech
(nikde neskladovat)

Piimé e Pouziti oSetfeni jen jako posledni
oSetfeni moznost (nasledné plasty vyvétrat) | Kyselina mravenci —
e Osetieni provadét ziidka a ne riziko rezidui

bezprostiedné pied sniskou

Uc¢innost kontrolnich opatieni ur¢enych k eliminaci zavijece voskového se méfti
zejména témito ukazateli:

Mortalita — imrtnost zavije¢e voskového ve vsech jeho stadiich.

Spotteba potravy — mnozstvi potravy zkonzumované vyvijejici se larvou. Vhodné
zejména pro samostatné umisténé larvy.

Zmgena ve vyvoji — to zahrnuje pfibyvani na vaze (denn¢, tydné, za instar), zmeny
¢asu ve vyvoji, tspesné dosazeni dospélosti.

Neplodnost — denni a celkova plodnost zpafenych samic.

Paralyza po 1é¢ebném opatieni — neschopnost larvy vratit se zpét do piivodni polohy
po 30 minutach leZeni na hibetu (Ellis a kol., 2013).

Pro kontrolu zavijeCe voskového se vyviji velké mnozstvi latek. Tyto
vyvijené latky se vétSinou musi dopravit do hemolymfy, nej€astéji pfimo injekéné
(West a Briggs, 1968). Vétsinou se pouziva bakteridlni toxin, mykotoxin (Vilcinskas
a kol., 1997), insekticid, rostlinnd silice atd. Timto zptisobem lze také iniciovat
imunitni reakci na urcitou latku. Pii praci je velice dilezit¢ udrzovat Cisté pracoviste
1 vybaveni a pomicky, kvili eliminaci kontaminace. Kontaminované latka muze
zkreslit vysledky, nebo je zcela znehodnotit (Ellis a kol., 2013).
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Po Uspé€sném experimentu se testovana latka zacleni do stravy zavijece
voskového a déle se sleduje jeji ucinnost a fyziologické zmény ve vyvoji zavijece
v rizném cCasovém rozmezi (Ellis a kol., 2013; Burges a Bailey, 1968 A, 1968 B;
Eischen a Dietz, 1987).

2.2.8 Skladovani sousi a plasti

Ohledn¢ skladovani sousi nebo zdsobnich plastl je zavije¢ voskovy primarni
Sktidce a mtize napachat velké skody. V prvni fad¢ je dilezita prevence. Pokud se jiz
tento Skiidce do skladu dostane, je zad€lano na problém. Voskové dilo 1ze skladovat
hned nékolika zplisoby, napt. zamrazenim, uskladnénim v klimatizovaném skladu
nebo i v silnych v¢elstvech (Ellis a kol., 2013).

2.2.8.1 Technika zamrazeni voskovych plasti

Tato metoda spociva ve sterilizaci voskového dila, nebo i celych mednika
mrazem. Charriere a Imdorf (1999) povazuji za dostate¢né -15°C po dobu 2 hodin, -
12°C po dobu 3 hodin a nebo -7°C po dobu 4,5 hodin. Také je mozné ponechat
plasty pii teplot¢ jen mirné¢ pod 0°C, ovSem na dobu minimalné¢ 24 hodin. Po
rozmrazeni se plasty skladuji v peclivé uzavienych plastovych pytlich nebo silnych
vcelstvech bez pfitomnosti zavijee voskového. Pfi rozmrazovéni je nutné zamezit
ptistupu tohoto Sklidce k plastim a dilezité¢ je také nechat voskové dilo pofadné
proschnout, aby nedochdzelo k plesnivéni (Ellis a kol., 2013).

2.2.8.2 Skladovani voskovych plastii v klimatizovanych skladech

Tato volba je nejucinnéjsi, ale také nejdrazsi a vyplati se napi. na vétSich
vcelich farméch. Do klimatizovaného skladu, kde je teplota 0 az 10°C, stalé proudéni
vzduchu a svétlo, se umist'uji celé medniky. V¢eli plasty musi byt zbavené medu a
pylu, ktery by se jinak mohl znehodnotit. Takovyto sklad je vhodny zejména pro
panenské dilo, ve kterém jes$t¢ nebyl vychovavan plod. Vceli plasty lze takto
uchovavat v komorach nebo skiinich, ve kterych je vhodné ihned po uskladnéni
pouzit sirné knoty. Vypary ze sirnych knotli i€inn€ zahubi zavijece, roztoce i1 plisné
v koncentraci 100g/m® b&hem 24 aZ 36 hodin. Net&inné jsou pouze na vajicka, proto
se musi aplikace 2x — 3x opakovat po 10 az 14 dnech (Ellis a kol., 2013).

2.2.8.3 Skladovani voskovych plasti v silnych veelstvech

Silnd vcelstva jsou schopna ubranit svlj Glovy prostor i pfed zavijeCem
voskovym. Ramky nebo i cely mednik bez medu a pylu se vklada pifimo do ulu. Tato
metoda je vhodnd pro vcelafeni s niz§im poctem vcelstev, protoze ramky do ulu
vkladame pouze v omezeném mnozstvi (Ellis a kol., 2013).
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2.2.9 Chov zavijece voskového

Dospélec je v ptirodé no¢ni hmyz, ktery 1étd v noci a pfes den se ukryva ve
stinu. Nejvice tedy prosperuje ve tmé, teplu a omezené cirkulaci vzduchu bez
ptitomnosti v¢el. Idealni teplota je kolem 30 °C a relativni vlhkost 70 % (Ellis a kol.,
2013).

Existuje velké mnozstvi metod a jejich modifikaci pro chov zavijece
voskového, piedevsim Kk ucelim jako potrava pro plazy, ptaky a ryby, ale i pro
vyzkum (Ellis a kol., 2013). Ptirodni metoda spociva v chovu zavijee voskového ve
vcelim Ulu pouze se starSimi ramky plnymi medu a pylu. Do tohoto tlu pfesuneme
larvy vysSich instarii a zajistime piistfesek nad tlem. Tma, teplo a nedostatek vétrani
podpofii kolonizaci ramki. Toto prostfedi bez vcel by mélo naldkat dospélé jedince
zavijece voskového z okoli (Ellis a kol., 2013).

Vsechny laboratorni metody jsou zaloZeny na podobném principu. Prvni krok
je umistit vajicka do kontejneru k potraveé, nechat je za piiznivych podminek
vylihnout a krmit se, nejéastéji na uméle pripravené straveé, a pozdeji, az dosahnou
vyssich instari nebo se zakukli, pfenést do jiného kontejneru. Tam se zakukli a
vylihnou dospélci, ktefi se nechaji spafit a samicky poté nakladou vajicka, které se
opét presunou k vhodné potravé. Tim se cyklus uzavira (Ellis a kol., 2013).

Chovné kontejnery se vyuzivaji pro fazi vyvoje larev z vajicek, dalsi pro
vylihnuti dospélct a jejich pafeni a nakonec kontejner pro kladeni vajicek samickou.
Tyto kontejnery musi byt z vhodnych materiali, aby se jimi larvy neprokousaly.
Doporucuje se plast, kovy a sklo. Dilezitd je také sterilizace kontejneru, ktera
zabrani vzniku a $ifeni chorob (Ellis a kol., 2013).

Sami¢ky zacnou kléast vajicka béhem nékolika hodin po pafeni a to na
jakykoliv povrch. Upfednostiiuji ale mista vhodné k ochrané vajicek, jako jsou rtizné
prirvy a Stérbiny (Ellis a kol., 2013; Williams, 1997; Burges a Bailey, 1968).

Do kontejneru k larvam s vys$$im instarem se ptidava zvinény ubrousek nebo
papir, ve kterém se larvy kukli (Ellis a kol., 2013; Eischen a Dietz, 1990). Jsou-li
zapotiebi panenské samicky, je nejlepsi je oddélit jiz ve stadiu kukly, protoze kratce
po vylihnuti se pafi. Pfi podrobném zkoumaéni jsou jiz vtéto fazi vidét
charakteristické rysy pro samce a samice, jako napiiklad rozdily v tykadlech a
ktidlech (Ellis a kol., 2013; Smith, 1965; Jones a kol., 2002).

2.2.10 Potrava

Zavije¢ voskovy konzumuje potravu pouze v larvalnim stadiu a to vétSinou
zamotky véelich larev, med, pyl, vosk a necistoty ve v¢elim vosku, jakou jsou napf.
vceli ,koSilky*“. Jedna moznost je tedy obstarat larvam tuto pfirozenou stravu, na
které¢ se budou dobte vyvijet. Je to ale pomérné nakladné, hlavné pro chov vétsiho
mnozstvi. Druhou moznosti je pfiprava umelé stravy, ktera se sklada z medu a
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dalsich ingredienci (Ellis a kol., 2013; Bronskill, 1961; Coskun a kol., 2006; Droz a
Charriere, 2015).

Jedna z moznych krmnych smési pro larvy zavijeCe voskového, ktera se
pfipravuje a pouziva v entomologickém tustavu v Ceskych Bud&jovicich, se sklada
Z téchto surovin:

Kukuti¢ny Srot — 660g
Pseni¢na mouka — 3309
Pseni¢ny Srot — 330g
Susené mléko — 3309
Susené kvasnice — 1659
V¢eli med — 330g
Glycerin — 330g

V¢eli vosk — 5259

2.3 PCR metoda

PCR (Polymerase chain reaction) je metoda snadného a velmi rychlého
(exponencionalniho) namnozeni libovolného useku DNA (Mullis, 1990). V soucasné
dob¢ jsou znamy kompletni nebo témér kompletni nukleotidové sekvence mnoha
genll. A pravé k PCR technice je zapotiebi znat pouze tyto nukleotidové sekvence,
ohranicujici danou zkoumanou oblast (Snustad a kol., 2009). Pted objevem PCR se
DNA pro naklonovani vkladala do bakterialni plasmidu. Tato metoda byla zdlouhava
a naro¢nd, neni tedy ptekvapenim, Ze objev zpusobil pfevrat a diky své spolehlivosti
se PCR stala jednou z nejpouzivangjSich technik v oboru. PCR je velmi citliva
metoda, teoreticky k dosazeni vysledku staci 1 molekula DNA. Vynalezl ji Kary
Mullis v roce 1983, kdyZ vyvijel novou metodu detekce srpkovité anémie. O 10 let
pozdéji za sviij objev dostal Nobelovu cenu za chemii (Mullis, 1990).

Princip reakce spociva v opakované denaturaci dvousrobovice DNA vlivem
vysoké teploty na dvé jednotliva vlakna, ktera nasledné slouzi jako templat pro
syntézu komplementarni kopie sestavenou z volnych nukleotidii (Innis a kol., 1990;
Mullis, 1990; Wolfe, 1993). Templatovy fet¢z DNA mulze byt syntetizovan pouze
jednim smérem. Jelikoz jsou tyto fetézce umistény paralelné, probiha syntéza naproti
sobé. Enzym polymeraza ,,umist'uje* nukleotidy pouze na konec existujiciho fetézce
DNA, proto je nutné pro zahajeni procesu pouzit kratky predptipraveny fetézec, tzv.
primer, na kterém se zahaji syntéza (Wolfe, 1993). Diive se pouzivala DNA
polymeraza z bakterie E. coli, ktera v§ak byla v kazdém denaturacnim cyklu teplem
nendvratné znicena a musela se neustale pfidavat. Nyni se pouziva DNA polymeraza
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z termofilni bakterie Thermus aquaticus, tzv. Taq polymeraza, ktera ma své
optimalni podminky pfi teploté kolem 75°C. Pii teplotach nad 90°C jiz neni aktivni,
ale odolava denaturaci. Diky tomu se mohl cely proces PCR automatizovat a zvysila
se i vytéznost DNA (Murray a kol., 2002; Snustad a kol., 2009). Mnozit je mozné
sekvence DNA od 50-100 bp az do 2,5 kbp (Murray a kol., 2002). Cely proces PCR
probiha v piistroji zvaném termalni cykler, ktery dokaze automaticky rychle zvysit
nebo naopak snizit teplotu a pojme velké mnozstvi vzorkl, ¢imz se amplifikace
specifickych sekvenci DNA stala relativné jednoduchou (Snustad a kol., 2009).

Reakéni smés obsahuje:

e Templatovou DNA — DNA izolovana ze vzorku
e Primery — Specifické a zcela komplementarni oligonukleotidy k tseku, na
ktery maji dosedat

e DNA polymerdzu — termostabilni enzym zahajujici syntézu DNA
e Zakladni reakcni roztok, ktery obsahuje

o Nukleotidy
o Pufry

o Soli

o Vodu

Ptiprava reakce

Pro vice vzorkl je vhodné pfipravit si tzv. master mix. Tento master mix
obsahuje vSechny komponenty reakéni smési, kromé temlatové DNA. Po smichani
vSech slozek ve spravném poméru (viz tab. ¢. 6) se vSe dukladné promicha a poté
odpipetuje mnozstvi 49 pl do PCR stripu a nakonec piida 1ul templatové DNA. Je
vhodné také pfipravit pozitivni a negativni kontrolu pro porovnani vysledkd. Do
negativni kontroly se misto testované DNA piidava voda. Pozitivni kontrola naopak
obsahuje takovou DNA, ktera nam zajisti vznik pozadovaného produktu (Ryba a
kol., 2009).

Tab. ¢. 6 Pomér jednotlivych slozek pro PCR metodu podle navodu firmy PCR
Biosystems (Ryba a kol., 2009)

Slozka Mnozstvi
Zékladni reak¢éni smés 25 ul
Primer 1 2 ul
Primer 2 2 ul
Destilované voda 20 pl
Templatova DNA 1 ul
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Amplifikace DNA ma 3 zakladni kroky, ke kterym se jesté pfidava pocatecni
denaturace DNA a zavére¢na polymeracni reakce (Innis a kol., 1990). Tento cyklus
se opakuje obvykle 25-35x. Po dvaceti cyklech je stupeii namnoZeni piiblizng 10° a
po ticeti cyklech 10° (Murray a kol., 2002).

Pocatecni denaturace DNA — Dochazi k separaci fetézcth DNA pii teploté 95°C. Trva
2-5 minut z divodu uplného oddéleni dlouhého fetézce DNA.

1. Denaturace

Probihd pfi teploté¢ kolem 95°C a dochazi k uvolnéni vodikovych mustkt
mezi jednotlivymi dusikatymi bazemi a tim k rozdéleni DNA na 2 vlakna. Tato faze
probiha jen 30-60 sec., protoze ve smési jsou jiz i kratSi tiseky DNA vzniklé
z prvniho cyklu reakce (Innis a kol., 1990; Snustad a kol., 2009).

2. Hybridizace (annealing)

V této fazi na vlakna DNA nasedaji primery a nastava ptiprava k nasledné
syntéze komplementarniho fetézce DNA z volnych nukleotidi v reakéni smési. Tyto
nukleotidy se pfipojuji rychleji nez dlouhé jednotfetézcové molekuly, ale musi jich
byt dostate¢ny pocet. Pro pfipojeni primert je nutné skokové snizit teplotu na 50-
60°C. Dilezité je nastavit teplotu piesn¢ podle pouzitého paru primerd. Pii pfilis
nizké teplot¢ mohou primery nasedat na sekvence komplementérni jen z ¢asti nebo
naopak pii vysoké teplot¢ budou malo hybridizovat a nevytvoii se dostate¢né
mnozstvi kopii (Innis a kol., 1990; Snustad a kol., 2009).

3. Elongace

Posledni cCast probihd pii teploté¢ 65-75°C. Sparované nukleotidy tvofi
primery pro DNA polymerazu, kterd zahdji syntézu (Innis a kol., 1990). Po prvnim
cyklu vzniknou z kazdé molekuly DNA dvé. Kazdy dalsi cyklus vede opét ke
zdvojnasobeni poctu molekul DNA (Wolfe, 1993).

Zaverecna polymeracni reakce — Dosyntetizovani fetézcl pii teploté 70°C béhem 5-
10 minut.

Slabou strankou PRC je, ,,ze se v nizké, ale vyznamné Cetnosti, zanaSeji do
amplifikovanych kopii DNA chyby.” Taq polymeraza na rozdil od vétSiny ostatnich
totiz nedisponuje korekéni aktivitou a nasledkem toho produkuje chyby s vyssi
cetnosti, neZ je obvyklé. Amplifikace DNA, kde je pozadovana vysoka piesnost, se
provadi s pouzitim teplotné stabilnich polymeraz, které vykazuji korekéni aktivitu,
napt. Pfu z Pyrococcus furiosus nebo Tli z Thermococcus litoralis. Tagq polymeraza
také neni u¢inna pro amplifikaci delsi nez né€kolik tisic nukleotidovych part. Pro tyto
delsi useky se pouziva Tfl polymeraza z Thermus flavus, ktera amplifikuje fragmenty
az do velikosti 35 kb. Vétsi useky nad 35 kb jiz nelze metodou PCR uéinné
amplifikovat (Snustad a kol., 2009).
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PCR se vyuziva k diagnéze dédiénych onemocnéni u lidi, zvIasté v ptipadech
prenatalni diagnostiky, kde je k dispozici pouze limitované mnozstvi DNA plodu.
Také se hojn¢ vyuziva pfi feSeni forenznich ptipadd vyzadujici identifikaci jedince
pouzitim DNA izolované z velmi malych vzorku tkani (Snustad a kol., 2009).

24 Elektroforéza

Elektroforéza neboli migrace ionti v elektrickém poli, je hojné vyuzivana
metoda pro analytické déleni biologickych latek. Rychlost pohybu iontl je déna
jejich odporem a viskozitou roztoku. Odpor zvysuje velikost, tvar a stupen solvatace
iontu. Rychlost molekul DNA ovliviiuje také konformace DNA. Zde plati, Ze mén¢
spiralizovana DNA se pohybuje pomaleji nez superspiralizovana DNA, ktera je vice
kompaktni a spory v gelu prochdzi snadnéji. Kazdy ion se tedy pohybuje
charakteristiskou konstantni rychlosti (Voeta a Voetova, 1995; Lehninger a kol.,
2008). Molekuly DNA pfirozené nesou zaporny naboj, jehoz hlavnim nositelem jsou
fosfatové skupiny, a proto se pii elektroforéze pohybuji smérem ke kladné nabité
elektrodé.

Vyuziti elektroforézy pro déleni proteinii poprvé popsal roku 1937 Svédsky
biochemik Arne Tiselius. ,,Ve své metodé pouzil tzv. volnou elektroforézu, pfi niz
umistil roztok proteinti do trubice ve tvaru U a konce pievrstvil pufrem. Pisobenim
elektrického pole, vytvoteného elektrodami ponofenymi na obou stranach do pufru,
se molekuly proteini pohybuji k elektroddm s opacnou polaritou.“ Jednotlivé
proteiny se na zakladé odlisného naboje a rtzného odporu pohybuji rozdilnou
rychlosti, tim vznikaji pohybova rozhrani mezi jednotlivymi druhy proteini. Avsak
kvili konvekénimu michani putujicich proteinti byla postupné volna elektroforéza
nahrazena elektroforézou na nosiéi, ,,pfi niz se vzorek pohybuje na pevném
podkladu, jako je filtra¢ni papir, celulosa nebo gel* (Voeta a Voetova, 1995).

Drtive se pro identifikaci proteinid elektroforéza pouzivala pouze minimalné,
protoze Casto nepiizniveé ovliviiovala strukturu a tim i funkci proteinti a také proto, ze
ostatni metody byly dostupnéjsi. Vyhodou elektroforézy je, ze proteiny mohou byt
vizualizovany podle jejich rozdé€leni. Lze poté snadno a rychle odhadnout pocet
rizych proteini ve smési nebo stupen Cistoty jednotlivych proteind. Elektroforéza
umoziuje determinaci rozhodujicich vlastnosti proteinil, jako je izoelektricky bod
nebo pfiblizna molekularni hmotnost (Lehninger a kol., 2008).

,»Gelova elektroforéza patii mezi nejpraktictéjsi a nejvykonnéjsi metody
pouzivané pro déleni makromolekul.”“ Nejcastéji se jako gel pouziva polyakrylamid
nebo agarosa, protoze lze snadno ovlivnit velikost jejich pord. ,,Separace molekul je
zaloZena jednak na gelové filtraci, jednak na elektroforetické pohyblivosti délénych
latek. Pti gelové elektroforéze se velké molekuly oproti malym znaéné zpozduji,
separaci kratkych molekul a naopak niZsi koncentrace vede k lepsi separaci dlouhych
fragmentl. Pro déleni latek s véts$i molekulovou hmostnosti, jako jsou napt. nukleové
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kyseliny, se pouziva agarosovy gel v koncentraci 0,8%. Polyakrylamidovy gel se
vyznacuje hust$i siti s jemnéj$imi pory (Voeta a Voetova, 1995; Lehninger a kol.,
2008; Yilmaz a kol., 2012).

Prouzky jednotlivych latek vzniklé pfi elektroforetickém déleni se daji zjistit
pomoci nejruznéjSich technik. Proteiny se obvykle barvi ponofenim do kyselé¢ho
roztoku obsahujici alkohol a barvivo Coomassic-modf. Také lze pro lepsi presnost
proteiny obarvit stiibrem, coz je ale pon¢kud slozitéjsi (Voeta a Voetova, 1995;
Lehninger a kol.,, 2008). Nukleové kyseliny se nejcastéji vizualizuji latkou
ethidiumbromid (EtBr), nebo také GelRed a SYBR Green, které Ize aplikovat piimo
do gelu. Vsechny tyto latky patfi mezi mutageny. Obarvené testované vzorky se poté
vizualizuji pod UV zafenim, napf. v transiluminatoru (Yilmaz a kol., 2012).

Postup pfi elektroforéze

Agardzovy gel se nejastéji pripravuje v koncentraci od 0,5% - 2%. Zalezi na
pozadované strukture gelu. Agar6zovy praSek se smisi v pozadovaném mnozstvi s
elektroforetickym pufrem, nejcastéji TAE, a vSe se zahieje v mikrovinné troubé do
rozpusténi. Po vychladnuti se pfidd EtBr v mnozstvi 0,5 pl/ml, promicha a vSe nalije
do elektroforetické vany, kde smés po Case ztuhne a vytvori gel. Nakonec se zajile
TAE pufrem (Lee a kol., 2012).

Vzorky DNA se smichaji s nanaSecim pufrem, ktery obsahuje barvivo
bromfenolovou modi a glycerol. Obarveny vzorek se snadné¢ji umisti do zarazky na
elektroforetické vané a glycerol zajisti klesnuti vzorku skrz TAE pufr az na
agarozovy gel. Nakonec se pfipoji zdroj stejnosmérného napéti, nastavi na hodnotu
1-5 V na kazdy cm mezi elektrodami (nejéast&ji 150 V) a spusti. Cim déle proces
béZi, tim dale molekuly doputuji a tim podrobnéjsi bude métitko. Nesmi vSak piejit
az na konec gelu. Doporucuje se asi 30 minut. Po skonceni elektroforézy se odstrani
TAE pufr a vyjme gel se vzorky. Po okapani se gel umisti pod UV zafeni, napt. do
transiluminatoru pro vyhodnoceni a potizeni snimku (Lee a kol., 2012).
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3. MATERIAL A METODY

3.1  Chov zavijece voskového

Larvy zavijece voskového lze chovat ve vétsich sklenénych Petriho miskach.
Do téchto misek se pfidd vySe uvedend zivnd smés a larvy zavijeCe voskového
niz§iho instaru (viz obr. ¢ 12). Poté se vlozi do boxu, ktery zarucuje optimalni teplotu
a pak uz se jen kontroluje a ptidava potrava.

Obr. ¢. 12 Chov zavijece vokového — larvy nizsiho instaru s krmnou smési (vlastni
foto)

Larvy vysSich instari se nasledn¢ ptfesouvaji do sklenic se zadratovanou
miizkou ve vicku. Na ni se pfilozi hrubsi papir, napt. filtra¢ni a ptelepi lepici paskou
(viz obr. €. 13 a 14). Do sklenice se jeSté pfidavd mensi mnoZstvi krmné smési pro
larvy ptfed zakuklenim. Zadratované vicko je dilezité pro nasledné kladeni vajicek
jiz vylihnutych dospélcii zavije¢e voskového, kteti kladélkem kladou vajicka ptes
miizku aZ na filtracni papir (viz obr. ¢. 15). Dilezita je i velikost o¢ek v miiZce.
Prili§ mala ocka nedovoluji prostréit kladélko a pfili§ velkd se také neosvédcila,
protoze dospélci zacali klast vajicka po celé sklenici. Dalsi dilezitou zalezitosti je
odstraniovani zakuklenych jedincti a veSkerych necistot z této miizky, aby bylo
umoznéno neustalé kladeni vajicek.
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Obr. ¢. 13 a 14 Chov zavijeCe voskového — kukly a vajicka kladouci dospélci
v chovnych sklenicich (vlastni foto)

Obr. €. 15 Vajicka na filtraénim papiru (vlastni foto)

Filtra¢ni papir se musi ¢asem ménit za novy z divodu naplnéni vajicky a
vklada se cely i s vajicky opét do vétsi sklenéné Petrino misky prikryté vickem
S menSim mnozstvim jemng&j$i potravy (viz obr. €. 16).
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Obr. ¢. 16 Chov zavéjeCe voskového - vajicka v Petriho misce s jemnou potravou
(vlastni foto)

Malé larvicky ihned po vylihnuti za¢inaji konzumovat pfipravenou potravu
bohatou na Ziviny a rychle rostou. Dal§im krokem je opét hlidat mnozstvi potravy a
velikost, nebo instar larvy pro nasledné vlozeni do sklenice k zakukleni. Takto se
cyklus neustdle opakuje a na tomto principu je zaloZen cely chov zavijece
voskového.

3.1.1 VyzZiva pro zavijece voskového

Jedna z moznych krmnych smési pro larvy zavijeCe voskového, ktera se
pfipravuje a pouziva v entomologickém ustavu v Ceskych Budgjovicich, se sklada
Z téchto surovin:

Kukufti¢ny Srot — 6609
PSeni¢na mouka — 3309
Pseni¢ny Srot — 3309
Susené mléko — 3309
Susené kvasnice — 165g
Véeli med — 3309
Glycerin — 330g

Veéeli vosk — 525¢
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3.1.2  Postup ptipravy krmné smési

Nejdiive je vhodné smichat vceli med s glycerinem a celé pomalu ohiat. Do
druhé nadoby se vlozi navdzeny vceli vosk a také pomalu zahtivd az do plného
roztaveni. Mezi tim se navazi sypké smési podle receptu, tzn. kukufi¢ny Srot,
pSeni¢nou mouku, pSeni¢ny Srot, susené mléko (mtize byt tucné 1 odstfedéné), susené
kvasnice a vSe se smicha dohromady (viz obr. ¢. 17).

Obr. ¢. 17 Priprava krmné smési pro zavijece voskového — smichanné sypké smési
(vlastni foto)

Do této smési se pomalu priléva nejprve rozehiaty vceli vosk a okamzité
zapracovava do tésta. Vosk ma tendenci rychle tuhnout, napt. na sténich a na dné
pracovni misky, proto je velmi dilezité jeho pomalé pfilévani a rychlé promiseni se
vznikajicim téstem (viz obr. €. 18).

Obr. €. 18 Pomalé pfilévani a okamzité zpracovani rozehiatého véeliho vosku do
vznikajiciho tésta (vlastni foto)
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Poté se pfiléva rozpustény med s glycerinem stejnym zptisobem. Vznikne
hrudkovité tésto, které se ruén€¢ zpracuje az do homogenni drobivé hmoty
s minimalnim mnozstvim velkych hrudek (viz obr. ¢. 19).

Obr. ¢. 19 Hotové krmné tésto pro zavijece voskového (vlastni foto)

Tato smés je velmi trvanlivd, za dobrého skladovani vydrzi az nékolik
mésicd, takze ji 1ze ptipravit i do zasoby. Pti skladovani je dileZité zamezit piistupu
zavijeCe k této potravé a toho se dosahne nejlépe umisténim do chladiciho zafizeni,
napf. lednice.

3.1.3 Priprava preparatu housenky zavijece voskového a mikroskopovani
Pomicky:

Skalpel

Pinzeta

Nuizky

Entomologické Spendliky

Petriho miska

Voskova podlozka

Kadinka s alkoholem

Mikroskop (binolupa)
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Postup

Nejdiive je vhodné obstarat si dostate¢né velké housenky, nejlépe
V poslednim instaru pfed zakuklenim. Lépe se S nimi pracuje a organy jsou snadnéji
rozpoznatelné. Staci pouze par jedinci, které se ponechaji v Petriho misce.

Housenka se usmrti v etanolu a polozi na voskovou podlozku hibetem doli.
Prvnim Spendlikem se ptichyti télo housenky pod hlavou, druhym Spendlikem na
opacném konci u zadecku. Dal$im krokem je rozstfihnuti nizkami nebo roziiznuti
skalpelem pokozky po celé délce tak, aby se neposkodily vnitini organy. Poté se
pinzetou natdhne pokozka do stran a zafixuje entomologickymi Spendliky. Pro lepsi
vizualizace je vhodné cely preparat ponoiit do vody, zabrani se tim piiliSnému
odlesku organi. Nyni je preparat hotov a mize se piejit k samotnému
mikroskopovani.

Mikroskopovani probihalo na pfistroji Olympus SZX 12 napojeném na
kameru Olympus DP 50. Ohledn¢ mikroskopovani je nejdulezitéjsi optimalizovat
osvétleni, které je zcela zdsadni pro pofizovani makrofotografii. Tento Ukon trva
pfevaznou cast celého fotografovani. Kvalitu fotografie zvysi ponofeni preparatu do
vody, protoze tim se zabrani odliSnému lesknuti se jednotlivych organii. Poté se uz
jen zaostfuje a vybiraji vhodné ¢asti preparatu, které budou fotografovany. Dale je
vhodné pofidit snimky zaostfené na jednotlivé organy skrz celé télo. Ptes specialni
programy, napt. photoshop Ize poté na pocitaci vytvofit z této série snimku jeden, ve
kterém budou zaostieny vSechny organy (viz obr. ¢. 25 a 26).

3.1.4 Priprava vzorki a kultivace

V provadéném vyzkumu byly pouzity Ctyfi rizné kategorie. Ve tfech
kategoriich bylo po 9 vzorcich + jako posledni kategorie, byly vykaly zavijece.
Celkem tedy 28 vzorkl. Prvni testovana kategorie vzorkl obsahovala larvy zavijece
voskového, které se volné pohybovaly v Petriho misce s mezisténou kontaminovanou
pivodcem onemocnéni MVP, bakterii Paenibacillus larvae (oznaceno zkratkou PR).
Ke druhé sad¢ vzorkil bylo zapotiebi ud¢€lat specidlni klicky z malého pletiva, které
slouzi k fixaci zavijeCe voskového. Tyto klicky se zafixovanou larvou zavijece
voskového se poté zapichly do mezistény kontaminované bakterii Panibacillus
larvae tak, aby housenka meéla pfistup k vosku, ale jinymi castmi té€la se ho
nedotykala (oznaceno zkratkou PK)(viz obr. ¢. 20). Toto opatieni je dulezité zejména
proto, aby se bakterie nemohly dostat na povrch housenky zavijeGe. Museji tedy
projit skrz travici soustavu housenky zavijeCe voskového spolu s pfijimanou
potravou (voskem).
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Obr. ¢. 20 Larvy zavijeCe voskového fixované v klickach z jemného pletiva (vlastni
foto)

Dalsim typem vzorku byla housenka zavijeCe voskového v Petriho misce
s mezisténou bez kontaminace Paenibacillus larvae, ktera slouzila jako negativni
kontrola (oznaceno zkratkou NK). Posledni vzorek piedstavuji vykaly housenek,
které nemély pristup k vySe uvedené bakterii (oznaceno zkratkou 0). VSechny
housenky byly krmeny krmeny 2 dny, aby strava mohla projit celym travicim
traktem.

Nasledn¢ se vykrmené housenky vypitvaly a zpracovaly do vzorkda.
Housenky, které se volné pohybovaly v Petriho misce bez kontaminace a housenky,
které byly zafixované v klickach so rozdé€lily na tfetiny (pfedni - 0znaceno ¢islem X -
1, stfedni - oznaceno Cislem X- 2, a zadni ¢ast - oznaceno ¢islem X - 3) a umistily do
mikrozkumavky typu Eppendorf. Po kazdém rozdéleni bylo nutné sterilizovat
které se voln¢ pohybovaly v petriho misce kontaminované bakterii Paenibacillus
larvae. Jelikoz povrch téla housenek mohl byt kontaminovany, musela se vypitvat
celd travici soustava, rozdélit opét na tfetiny a nasledné vlozit do mikrozkumavky
typu Eppendorf. Aby se zabranilo kontaminaci bakterii Paenibacillus larvae a tim
znehodnoceni vysledkd, po kazdé operaci se opét sterilizovaly vsechny nastroje
plamenem ohné¢ zkahanu. Posledni vzorek v mikrozkumavce tvofily vykaly
housenek.
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3.1.4.1  Postup piipravy inokula toluenovou metodou

Dalsim krokem byla extrakce spor bakterie Paenibacillus larvae. Pro tento
vyzkum byla vybrana klasicka toluenova metoda, ktera vyuziva K pfipravé inokula
toluen.

Mnozstvi 0,1 g vzorku se rozpustilo v 0,9 ml toluenu a poté nechalo
protepavat po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté Vv piistroji Biosan Multi Bio RS-
24 (viz obr. €. 21). Nasledné se toluen a v ném vyextrahované spory prevedly do jiné
mikrozkumavky a ptidalo se 0,2 ml destilované vody. Tato smés se vlozila na 5
minut do vodni lazné pfistroje znacky Polyscience o teploté 90 °C. Tento krok je
dulezity pro usmrceni vSech nezadoucich bakterii. Pieziji pouze bakterie P. larvae,
které je velmi odolné. Po vytazeni vzorkd z vodni 14zné se opét promichaly na
homogenizatoru a po vychladnuti, se ze dna mikrozkumavky pipetou odebralo
mnozstvi 200 pl vodni faze pro inokulaci na MYPGP agar. MYPGP je ziviné médium
pro kolonie bakterii, které obsahuje koncentrovany hovézi odvar 3,5 ml, kysely
kaseinovy hydrolyzat 6 g, rozpustny Skrob 0,5 g, kvasni¢ny autolyzat 15 g, K2HPO4
39, Na-pyruvat 1 g, agar 10 g, H,O destilovana 1000 ml a kyselina nalidixova 30
mg/l. (Ryba a kol., 2009).

Obr. ¢. 21 Protiepavani vzorku v piistroji Biosan Multi Bio RS-24 (vlastni foto)

Vlastni inokulace probihala v laminarnim boxu Aura Vertical S. D. 4.
Nejdiive bylo nutné pfipravit si vSe potiebné, tzn. Petriho misky s MYPGP agarem,
kalibrovanou pipetu na mnozstvi 200 ul, stojan se vzorky, kahan, roztiraci sklenéné
tyCinky, nadobku s etanolem a vatu na otirani sklenéné tyCinky. Petriho misky
s MYPGP agarem bylo tfeba jest¢ peclivé oznacit podle vzorkl a bylo mozné zacit.
Nejdiive se vysterilizovaly sklenéné tyCinky. Je lepsi jich mit vice, aby se nemuselo
¢ekat, nez vychladnou. Sterilizace se provadéla namocéenim do etanolu s naslednym
projetim nad plamenem kahanu (viz obr €. 22). Po vyhoteni se sklenénd tyc€inka
otfela vatovym ubrouskem a po vychladnuti byla piipravena k pouziti. Ze
dna mikrozkumavky se vzorkem se odebralo mnozstvi 200 pl vodni faze a pfesunulo
na MYPGP agar (viz obr. ¢. 23) se spravnym oznacenim. Sklenénou tyCinkou Se
vzorek dikladné rozetiel po celé ploSe (viz obr. ¢. 24) a Petriho miska s inokulem se
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uzaviela a umistila ke kraji lamindrniho boxu do igelitového uzaviratelného sacku,
kvuli navyseni koncentrace CO; pro vhodné&jsi podminky pii rustu P. larvae. Takto
se postupovalo u kazdého z celkovych 28 vzorki. Piipravena inokula se nechalal 10
dni kultivovat.

Obr. ¢. 22 Sterilizace sklenéné ty¢inky namocené do etanolu nad plamenem (vlastni
foto)

Obr. ¢. 23 Pipetovani vzorku na MYPGP agar (vlastni foto)
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Po 10 dnech kultivace ptislo na fadu vizualni zhodnoceni. Kolonie P. larvae
se posuzuji z morfologického hlediska a kazda narostld kolonie piedstavovala
ptiblizn¢ 50 bakterii ve vzorku. Identifikovat kolonie P. larvae lze také pomoci
peroxidového testu. Ten spociva ve zjisténi pritomnosti nebo nepifitomnosti enzymu
peroxiddzy v kolonii bakterii. Na testovanou kolonii se kdpne 3% roztok peroxidu
vodiku a pokud tyto bakterie tvoii enzym peroxidazu, dojde k rozkladu peroxidu na
kyslik a vodu. Tato reakce je viditelna jako vznik bublinek. Bakterie P. larvae tento
enzym nema, tudiz negativni peroxidovy test potvrdi pfitomnost této bakterie.

3.1.5 lzolace DNA P. larvae ze zavijece voskového

DNA je uschovana v bunééném jadie kazdé bunky. Aby bylo mozné se
k DNA dostat a pracovat s ni, je nutné nejdfive rozrusit buiiku a odstranit nezadouci
latky. Cim vice se téchto latek odstrani, tim bude DNA &ist&jsi a bude se s ni lépe
pracovat. Proto na izolaci DNA existuji rizné soupravy chemikalii s mnoha druhy
pufrt a proteindz, kterymi se vzorek né€kolikrat proplachuje. J& jsem pouzil soupravu
od firmy Omega bio-tek, pouze proteinaza K byla od firmy Fermentas.

Postup izolace

Vzorek zavijeCe voskového byl rozdélen na 3 ¢&asti, predni — ve vyzkumu
oznaceno Cislem 1, stfedni — oznaceno ¢islem 2 a zadni — oznaceno ¢islem 3. Prvni
zavije¢ se zivil na mezisténach bez kontaminace P. larvae — oznaceno pismenem N,
druhy byl umistén do mezistén infikovanych touto bakterii — oznaceno pismenem P.
Cely postup izolace DNA je podle navodu E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit (2003).

Ke kazdému z Sesti vzorkii jsem piidal 1 ml destilované vody a
homogenizoval. Do mikrozkumavky typu eppendorf jsem napipetoval 150 ul BTL
pufru a 20 ul proteinazy K. Smés jsem nasledné promichal pomoci ptistroje Vortex —
T genie 2. Homogenizovanou smés jsem umistil do vodni 1azn€ o 55°C po dobu 1
hodiny. Po vychladnuti jsem pfidal 5 pl RNasy. Tato latka je dulezité kvili rozloZeni
nepotifebné RNA. Smés jsem opét promichal a vlozil do centrifugy nastavené na
10 000 otaek/min na dobu 2 minuty. Timto krokem se oddéli sediment a
supernatant, ktery jsem nasledné ptepipetoval do jiné eppendorfky a smichal s 220 pl
BDL pufru. Nasledovala dal$i vodni lazen o teploté 65°C po dobu 10 minut. Po
vychladnuti jsem jesté ptidal 220 pl 100% etanolu a dikladné promichal ve Vortexu.
Obsah této mikrozkumavky jsem poté prepipetoval do promyvaci zkumavky
s filtrem, pfes ktery po nasledné centrifugaci proteCe veskerd kapalna faze do 2 ml
eppendorfky umisténé pod promyvaci zkumavku a DNA se zachyti na filtru. Dalsi
latkou k promyvani je HB pufr v mnozstvi 700 ul, ktery se pouzije 2x. Opét staci
centrifugace 10 000 otacek/min po dobu 2 minut. Nakonec jsem vzorky DNA spolu
s promyvaci mikrozkumavkou vloZil do 1,5 ml eppendorfky a k DNA ptidal 70 pl
elution pufru. Po 3-5 minutach pusobeni probéhla posledni centrifugace. Cely tento
posledni krok jsem jesSté jednou zopakoval. Elution pufr zplsobil uvolnéni DNA
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z filtru do eppendorfky a tim cely proces izolace skoncil. Dlouhodobé skladovéni
DNA pak probiha pfi teploté -20 °C.

3.2 PCR metoda

PCR (polymerase chain reaction) je metoda pro rychlé namnozeni
pozadovaného useku DNA zalozena na principu replikace nukleovych kyselin.
Reakce probihd v pfistroji zvaném termocykler, ktery dokdze rychle snizit nebo
zvysit teplotu.

Postup

Nejdiive jsem si pfipravil tzv. master mix, do kterého se pozd¢ji pridavaji
jednotlivé vzorky DNA. Master mix obsahuje zakladni reakéni smés, 2 primery —
ohranicuji vybrany tsek DNA, destilovanou vodu a templatovou DNA. Zakladni
reakéni smés Ize poftidit jiz ptipravenou. Ja jsem pouzil produkt PCRBIO Ladder I od
firmy PCR Biosystems. Obsahuje DNA polymerazu, MgCl,, pufry a vSechny 4
dusikaté baze - adenin, tymin, cytosin, guanin (Ryba a kol., 2009).

Ve vyzkumu byly pouzity tyto primery:
F3: TCCTGGCTCAGGACGAAC

B3: ACAGGTTGCCCCGTCTTT

Do 1,5 ml eppendorfky jsem odmé&fil 200 pl zakladni reakéni smési, 16 pl od
kazdého primeru, celkem tedy 32 pl a nakonec 160 pl destilované vody. Tento
master mix jsem promichal a poté odpipetoval 8x49 pl do PCR stripu pro 8 vzorku.
Jako posledni jsem piidal 6x1 pl vyizolované DNA, 1 ul DNA P. larvae pro
pozitivni kontrolu a jedna kolonka PCR stripu ziistala bez DNA jako negativni
kontrola. Nakonec se PCR strip vlozil do termocykleru, vybral vhodny program a
zahajila se reakce (Ryba a kol., 2009).

3.3 Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, pii které dochéazi k déleni latek na zakladé jejich
odli$né pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Nejcastéji se pouziva pro
vyhodnoceni PCR reakce. Do elektroforetické vany se nalije agarosovy gel,
ve kterém po zapnuti stejnosmeérného proudu putuji zaporné nabité Castice ke kladné
nabité elektrod€ a naopak. Pfitom vétsi molekuly prochéazeji gelem pomaleji, mensi
naopak rychleji. V transiluminatoru se poté podle vzoru posoudi, zda vzorek
obsahuje zkoumany usek DNA.
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Postup

Agarosovy gel jsem piipravil smichanim 0,5 g agarosy s 50 ml pufru TAE.
V mikrovinné troubé se agarosovy prasek rozpustil a vznikla ¢ira tekutina. Po jejim
mirném vychladnuti jsem piidal 5 pl ethidium bromidu (EtBr), promichal a nalil do
elektroforetické vany, kde gel postupné chladnutim tuhnul. Nakonec jsem na ztuhly
gel nalil TAE pufr.

Vzorky s DNA jsem pfipravil smichanim s nanasecim pufrem a mnozstvi 5 pl
odpipetoval do zarazky v elektroforetické vané. Takto jsem postupoval u kazdého z 8
vzorkd. NandSeci pufr obsahuje barvivo bromfenolovou modi pro kontrolu
uspesného vlozeni vzorki do zarazky na elektroforetické vané a dale obsahuje
glycerol, ktery pomaha k poklesu vzorku skrz pufr az ke gelu. Po pusténi
stejnosmérného 120 V elektrického proudu piesla DNA do agarosového gelu a
zaporné nabité molekuly DNA se zaCaly pfemistovat smérem k anodé a naopak
kladn¢ nabity EtBr smérem ke katodé (pfi elektrolyze ma anoda kladny néboj a
katoda zaporny). Za 30 minut po ukonceni procesu jsem agarosovy gel vlozil do
transiluminatoru pro vyhodnoceni. Béhem elektroforézy se EtBr navaze na molekuly
DNA, diky ¢emuz lze v transiluminatoru pod UV svétlem zjistit vysledky
elektroforézy.
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4. VYSLEDKY

4.1  Vysledky pitvy Galleria mellonella

Obrazky z pitvy Galleria mellonella jsou potizeny pomoci ptistroje Olympus
SZX 12 ptipojené¢ho na kameru Olympus DP 50 a lze na nich vidét tukové téleso,
vzdusnice, stfevo a malphigické trubice (viz obr. €. 25 a 26). O jejich funkci je psano

vyse v kapitole Zavije¢ voskovy.

Obr. ¢. 25 Pitva housenky zavijece voskového, predni ¢ast (vlastni foto)

.| Tukové téleso

—1VzduSnice

Vzdusnice

Obr. €. 26 Pitva housenky zavijece voskového, zadni ¢ast (vlastni foto)
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4.2  Vysledky kultivace

Po 10 dnech kultivace ptislo na fadu vizualni zhodnoceni. Kolonie P. larvae
se posuzuji z morfologického hlediska a kazda narostla kolonie predstavovala
piiblizné 50 bakterii ve vzorku. OvSem z divodu nizkého mnozstvi narostlych
bakterii nejsou vysledky nepriikazné. U testovanych vzorkl negativni kontroly (NK)
se na MYPGP agaru neobjevily zadné kolonie P. larvae, kromé vzorku NK3-1 (viz
tab. ¢. 7) coz je piedni Cast tietiho zavijee. Tento zavije¢ nemél mit piistup ke
sporam P. larvae, takze mozné vysvétleni by mohlo byt nedostatecna sterilizace
pomucek. Pravdépodobnéjsi moznost je, Ze tésné pied procesem izolaci spor pielezl
pfes kontaminované misto, nebo se zacal krmit kontaminovanou mezisténou anebo
pfisel do styku s kontaminovanym zavijecem.

Kultiva¢ni test vzorki PK bohuzel také neodhalil zadné spory P. larvae,
kromé& vzorku PK3-2 (viz tab. ¢. 7), coz je prostiedni ¢ast tfetiho zavijece. Tato
skupina zavijeci byla fixovana v klickach vyrobenych zjemného pletiva
s ptedpokladanym ptistupem ke sporam. Pficinu absence spor pii kultivaénim testu
prikladam pftilis pevnému upevnéni larev v klickach a tim padem Spatnému, piipadné
zadnému pfistupu k potravé, nebo pravdépodobné nizsi teploté¢ a obsahu CO, pfi
Kultivaci.

Vzorky skupiny PR obsahovaly nejvice spor, ale ani tato kategorie nevysla
podle ocekavéani. Jednd se o vzorky z larev, které se volné¢ pohybovaly
v kontaminovaném prostfedi. Spory se objevily ve vzorcich PR1-1, PR2-2 a PR3-2
(viz tab. ¢. 7). Divodem, pro¢ spory na agaru nevykli¢ily, mize byt malé mnozstvi
pridanych spor na mezistény, nebo pfili§ malé vzorky ze zavijeCe (pouze 0,1g).
Larvy zavijeCe se také mohly umyslné¢ vyhybat sporam, které byly umistény spise
ostruvkovité, nebo spory Spatné ulpivaly na povrchu téla larvy. Vykaly larev
neobsahovaly zadné spory P. larvae.
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Tab. ¢. 7 Vysleky kultivace spor P. larvae ze zavijece voskového

Vzorek | Cast téla | Poet kolonii P. larave Piiblizny pocet spor ve vzorku
NK1 1 0 0
2 0 0
3 0 0
NK2 1 0 0
2 0 0
3 0 0
NK3 1 2 100
2 0 0
3 0 0
PK1 1 0 0
2 0 0
3 0 0
PK2 1 0 0
2 0 0
3 0 0
PK3 1 0 0
2 Nespocet Nespocet
3 0 0
PR1 1 Nespocet Nespocet
2 0 0
3 0 0
PR2 1 0 0
2 17 850
3 0 0
PR3 1 0 0
2 1 50
3 0 0
Vykaly |0 0 0

Vysvétlivky k tabulce:

NK= vzorek zavijece voskového, ktery se volné pohyboval v prostiedi bez

kontaminace P. larvae

PK= vzorek zavijece voskového, ktery byl fixovan v klicce a mél piistup k P. larvae

PR= vzorek zavijece voskového, ktery se voln¢ pohyboval v prostiedi
kontaminovaném P. larvae

Cast téla: 1 = predni ¢ast, 2 = stifedni Cast, 3 = zadni ¢ast
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4.3  Vysledky PCR a elektroforézy

Po ukonceni elektroforézy se agarosovy gel vlozil do transiluminatoru, ktery
pomoci UV zéfeni zachytil EtBr navazany na DNA. Poté se jiz podle stupnice a
kontrolnich vzorki vyhodnotily vysledky.

Zavije¢ voskovy umistén v nekontaminovaném prostiedi podle ocekavani
neobsahoval zadné spory P. larvae. U druhého zavijeCe, ktery byl umistén do
kontaminovaného prostiedi, se ocekaval vysoky pocet spor ve vSech c&astech.
V pfedni ¢asti se opravdu vyskytovalo vétsi mnozstvi spor ptivodce MVP, ve druhé
Casti v8ak bylo téchto spor pravdépodobné méné a ve tieti se dokonce nevyskytovaly
zadné (viz obr. ¢. 27).

Obr. ¢. 27 Vyhodnoceni vzorkl v transiluminatoru, vysledny prouzek na gelu
odpovida velikostné amplikonu o 211 bp

Vysvétlivky k obrazku: 1 — velikostni marker, nekontaminovany zavije¢ 2 - predni
¢ast, 3 - stiedni Cast, 4 - zadni ¢ast, kontaminovany zavije¢ 5 - pfedni ¢ast, 6 - stfedni
¢ast, 7 - zadni ¢ast, 8 - pozitivni kontrola, 9 - negativni kontrola, 10 — velikostni
marker
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5. DISKUSE

5.1 Kultivace

Kultivace P. larvae je povazovana za obtiznou, protoze tato bakterie
neochotné roste na umélych mediich. Nejlépe roste a kli¢i v zaludku vceli larvy,
uméla kultivace nedosahuje ani zdaleka takovych vysledkii.

Pro ucely tohoto vyzkumu byla kultivace provadéna na MYPGP agaru pfi
pokojové teploté po dobu 10 dni. Vysledky ovSem nebyly prukazné, protoze pocet
narostlych kolonii nedosahoval pozadovaného mnozstvi a divodl, pro¢ tomu tak
bylo, muze byt hned nékolik. Podle nékterych autori by méla byt kultivace
provadéna za vyssi teploty. Katznelson (1950) provadél kultivaci P. larvae pii
teploté 33°C, Hrabak (2007) pfi teploté 35°C, Nordstrom a kol. (2002) uvadi teplotu
36°C a Han a kol. (2008) a Ryba a kol. (2009) dokonce 37 °C. Tyto hodnoty jsou
podobné teploté ve véelim ulu, kde ptirozené dochazi k rastu a sporulaci P. larvae.

Dalsi otdzka se tykd vhodné atmosféry pro kultivaci. Hrabak (2013)
poukazuje na potiebu zvysit koncentraci CO, pfi kultivaci P. larvae a Hornitzky a
Nicholls (1993) také uvadé&ji lepsi rust téchto bakterii pii vyssi koncentraci COp.
Totéz se shoduje s prirozenymi podminkami ve véelim Glu. Nordstrom a kol. (2002)
inkuboval P. larvae v5 % CO,. Borracci a kol. (2003) provadé¢l kultivaéni testy
v atmosféte s hodnotou az 30 % CO,. Nordstrom a Fries (1995) ve svém vyzkumu
zjistili, Ze ptidavek 5 % CO, do inkubaéni atmosféry vyrazné zlepsil rist P. larvae na
vetSin€ testovanych medii. Nejvyraznéjsi posun byl vidét u J-agaru, na kterém bez
uméle vytvorené atmosféry nevyrostly zadné bakterie, ale s ptidavkem 5 % CO;
ptredcil vSechny ostatni testovana kultivaéni media, v€etné MYPGP agaru. MYPGP
agar je ale dle jejich vysledk vhodnéjsi pro rust P. larvae pti inokulaci mensiho
mnozstvi spor a také se zda byt spolehlivéjsi, jelikoz pomér pozitivnich vysledki byl
vys§i (147 pozitivnich ze 186 vzorkll) nez u J-agaru (118 pozitivnich ze 195).
V posledni dobé je snaha o co nejvétsi citlivost kultivaénich metod, tzn., aby pii
inokulaci nizkého mnozstvi spor vykli€il co nejvétsi pocet, a proto autofi povazuji
MYPGP agar za nejlepsi kultiva¢ni medium pro P. larvae. Dale ve svém vyzkumu
zjistili, Ze pouze 7,6 % inokulovanych spor vykli¢i na MYPGP agaru bez zvySenné
koncentrace CO;, coz se shoduje s hodnoutou 6 %, kterou ve svém vyzkumu udavaji
Dingman a Stahly (1983).

Ve mnou provedeném vyzkumu byla pravdépodobné koncentrace CO; také
vy$$i, ale nikterak vyznamné, protoze Petriho misky byly zabaleny pouze do
neprodysného igelitu. Dal$i mozné divody nedostate¢ného kli¢eni spor mohou byt
napf. kontaminace mezistén nizkym poctem spor, pfiliS malé mnoZstvi vzorku
(pouze 0,1Q), prace s nedostate¢né vychladnutymi pomtuckami po jejich sterilizaci, u
fixovanych jedinci také nemuselo dojit ke styku s kontaminovanou potravou, nebo
se jen larvy zavijeCe voskového vyhybaly sporam P. larvae. Klicky bylo nutné
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poradné seviit, aby fixované larvy nemohly uniknout. Z tohoto divodu mohly byt
larvy ve stresu ze stisnénych podminek a stahovaly se hloubéji do klicky.

Podle vysledki je zfejmé, Ze nejvice spor obsahovaly larvy volné se
pohybujici v kontaminovaném prostiedi (3 vzorky). V kategorie s fixovanymi
zavijeci byl 1 kontaminovany vzorek a v kategorii vykalt zadny.

5.2 PCR a elektroforéza

Vysledky izolace spor zlarvy zavijeCe voskového ponechaném 3 dny
vV kontaminovaném prostiedi, namnozeni genetického materidlu PCR metodou a
nasledné vyhodnoceni na transiluminatoru vyslo podle ocekavani. Negativni kontrola
neobsahovala Zzadné spory P. larvae ani vjedné z 3 ¢asti. U pozitivniho vzorku
pravdépodobné nejvice spor obsahovala pfedni Cast housenky, tedy okoli hlavy.
M¢éné€ potom stfedni ¢ast a v zadni Casti jiz nebyly spory zadné. Lze to vysvétlit
dvojim zplGsobem. Prvni z nich je, Ze spory postupné prochdzely pies travici trakt a
do posledni ¢asti se jiz nestihly dostat. Je mozné, ze prichod stfevem je pro spory
velice pomaly a mohou uviznout v mnoha zadhybech. Druhd moznost je, Ze néktery
Z metaboliti housenky zavijece, nebo jejich mix, dokaze narusit odolny obal spory,
kterd pak snadno podlehne nepfiznivym podminkdm v zaludku. V kazdém ptipade
by bylo vhodné provést dalsi vyzkumy, nejlépe s vEétSim poctem jedincii.

PCR metoda je velice piesna a je schopna zachytit dokonce i jedinou sporu
P. larvae mezi dal$imi bakteriemi pfirozen¢ se vyskytujicimi v zazivacim traktu
zavije¢e voskového. Morrissey a kol. (2015) vSak uvadi, ze PCR metoda mé i své
nevyhody, naptf. neni dobfe mozné porovnavat vysledky mezi laboratofemi kvuli
obtiznému opakovani a standardizaci a doporucuje pozivat novou metodu MLST
(multilocus sequence typing) pro lepsi rozpoznani kmene P. larvae. Tato metoda je
zalozena na sekvenovani 7 gent, které koduji hlavni metabolické drahy. Vzhledem
Kk tomu, ze tato metoda sekvenuje piimo DNA, mohou byt vysledky snadno
porovnavany v riznych laboratofich, na rozdil od jinych metod, které urcuji fenotyp.
Heid a kol. (1996) doporu¢uje pozivat Real-time PCR pro vyhodnoceni vzorki
zkazdého cyklu vredlném case. Vyhodou je pomérné pifesné urceni poctu
sledovaného genetického materidlu, tedy v naSem ptipadé poctu spor P. larvae.
Mello (2001) a Cho a kol. (2006) vsak poukazuji na ptetrvavajici nedostatky této
metody. Zminuji zejména dlouhou dobu reakce a ne pfili§ pfesnou syntézu materialu.
Jako divod uvadéji Spatny typ vytapéni v blocich, ktery nezaru¢i homogeni teplotu a
dale pak metoda vyzaduje velké mnozstvi vzorku. Proto byla vynalezena metoda
micro real-time PCR vyznacujici se lepsi tepelnou vodivosti a krat$i dobou reakce.
Tato metoda je schopna provést 40 cykli béhem méné nez 20 minut (Cho a kol.,
2006), na rozdil od bézné PCR, kde 35 cykla trva asi 85 minut (Ryba a kol., 2009).
Han a kol. (2008) porovnaval metody real-time PCR a ultra-rapid real-time PCR,
které se od sebe lisi pfitrojem pro pribéh PCR, termdlnim cyklerem. Ve vyzkumu
byly pouzity primery 16SNF a 16SNR komplementarni k sekvenci genu 16S rRNA
P. larvae. Ve vysledku autofi Vyzdvihuji velkou citlivost obou metod oproti klasické
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PCR a dodavaji, ze ultra-rapid real-time PCR vysla v testu 1épe a dominovala hlavné
z Casového hlediska, protoze reakce probéhla za necelych 8 minut.

5.3 Prevence a kontrola moru véeliho plodu

Véeli onemocnéni a oslabeni imunity véelstva jsou nyni v posledni dobé
hojné diskutované zalezitosti. A neni se ¢emu divit. ,,V¢ely hromadné hynou, trpi
parazity a nemocemi a vyzaduji stale vétsi péci, maji-li se vibec udrzet.“ Stuptiuje se
industrializace chovu vcel, ktery ma na mnoha mistech charakter priimyslové vyroby
medu nebo podobu ,,opylovaciho priimyslu a jinych plantazi. Zejména v poslednich
15 letech dochazi k enormnimu thynu vcelstev. Po zimé 2002/2003 zaznamenali
némecti, rakousti a Svycarsti veelaii ztraty jedné Ctvrtiny, v nékterych oblastech az tii
¢tvrtin veelstev. Dalsi velké uhyny vcelstev nastaly v zimé 2006/2007 ve Spojenych
statech, kde v nékterych regionech doSlo ke ztratam az 80% vcelstev. Tento
celosvétovy problém se tyka i CR. V roce 2012 zde doslo k thynu asi jedné tretiny
vCelstev. Pfitom normalni ztraty, se kterymi se kazdy rok pocita, jsou do 10%
(Hradil, 2014).

Dnesni systém klasického konvenéniho zemédélstvi v Ceské republice je
zalozen na péstovani nékolika malo druhti kulturnich plodin, které se neustéle toci
Vv jednoduchych osevnich postupech, pokud se tedy tyto plodiny neseji na stejném
pozemku kazdy rok. Péstované rostliny svym specifickym odbérem zivin pidu velmi
vyCerpavaji, a proto poté musi pfijit na fadu intenzivni hnojeni primyslovymi
mineralnimi hnojivy. Organickd hnojiva, jako je napt. chlévsky hnij, nestaci
pokryvat spotiebu zivin z pidy z divodu nedostatku chovanych hospodaiskych
zvifat. Stim souvisi snizovani mikrobialni aktivity v ptdé, zhorSovani pidni
struktury, vyplavovani Zivin a zrychlend eroze pidy. VSechny tyto problémy
zpusobuji hospodairskym plodindm stres, ktery vede k vyssi nachylnosti k chorobam
a Skidctim a snizenim vynosi. Abychom tomu ptedchazeli, pouzivame preventivné
chemické postiiky, tzv. pesticidy, dale pak morforegulatory nebo desikanty. A prave
tyto pole plné pesticidii, pievazné fepkové, kam vcelati ¢asto koc€uji, zplisobuji spolu
s monodietni podvyZivou vcelam stres, coz vede k jejich oslabeni a zvySeni
nachylnosti k riznym nemocem, jako je napi. mor v¢eliho plodu.

V Americe je situace misty jeSt¢ horSi. Zdejsi ,farmafi a sadafi jsou
existencné zavisli na opyleni obrovskych monokultur a v¢elafi se svymi tly najezdi
tisice kilometri ro¢n€, aby jejich vcelstva opylovala floridské pomerance,
kalifornské mandlong, pensylvasnké jablong€, nebo bortuvky v Maine. Celkové
vycerpani vcelstev konci ztratou jejich pfirozené imunity a ptichdzeji nemoci jako
CCD (syndrom zhrouceni véelstev). Nejmoderné€jsi vynalez uz zavrhuje kocovani se
vCelami na korbach naklad’aki jako pfili§ ndkladny. Nejnovéji se véelstva nakladaji
do dievénych kontejnerti, které se doprosted sadl shazuji z letadel. Tyto vcely, které
pad pteziji, se rozleti do kraje, opyli, co mohou, a pak pojdou, protoZze nemaji
moznost navratu do Glu* (Kopicka, 2014). V Ciné maji také problémy s opylovanim,
ale tesi je zcela odliSnym zplsobem. Nasazuji vySkolené zemédélské pracovniky,
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kteti ru¢né opyluji ovocné sady. Také je snaha o vytvofeni robotické veely v riiznych
institucich po celém svété, napt. na Harvardské univerzité (Walsh, 2013). VSechny
tyto udalosti poukazuji na dilezitost opylovact v zemédé€lstvi i v celé¢ krajiné. A
pravé véele medonosné se pfisuzuje v tomto sméru nejveétsi podil.

Véely se vyznacuji také jako bioindikatory krajiny. Jsou citlivé na kvalitu
ovzdusi, vody a dokonce i pidy. Kontaminovana ptida ,,produkuje kontaminované
rostliny, ze kterych vcely sbiraji kontaminovany pyl. Hromadné thyny vcelstev ndm
davaji znameni, ze se s krajinou néco déje, ze se jako lidé nechovame k zivotnimu
prostiedi dobfe a rozumné a tim ohrozujeme nejen vcely, ale 1 vSechny Zivocichy,
rostliny a dokonce i sebe.

Na druhé¢ stran¢ vSak stoji i jinak smyslejici lidé rozvijejici alternativni a
piirozené vcelareni, u nichz vcelstvo piestava byt vyrobnim prostfedkem, ale stava se
partnerem. Tito lidé respektuji celistvost vcelstva a jeho pfirozené schopnosti a
potfeby, jako je zimovani na medu, chov na pfirozeném dile bez mezistén nebo
alternativni moznosti chovu i 1écby. S timto pfistupem souvisi také nalezita péce o
krajinu a snaha o zvyseni jeji pestrosti a rozsifeni potravni nabidky pro v¢ely a dalsi
hmyz (Hradil, 2014). Tento zpusob chovu se fidi podle pozadavku véel, nikoliv
podle pozadavki ¢loveéka a vede k posileni a vyuzivani pfirozené obranyschopnosti
véelstva. Celkova imunita vcelstva je v dneSni dobé mnohdy velmi oslabena a je
zapotiebi velkych vstupli, pfevazné v podobé [éCiv, coz predstavuje dalsi
ekonomické naklady. Alternativni a pfirozené vcelafeni dba na odolnost vcelstva a
snazi se zachovat co nejvétsi hygienické chovani vcel, které je velmi dulezité pro
potlaceni nékterych chorob, zvlasté moru vcéeliho plodu. Niz§i medné vynosy pak
kompenzuje nizkymi néklady za vstupy a celkové niz§imi thyny vcelstev. Kovarik
(2016) wuvadi, ze hygienické chovani podporuji pievazné 2 geny. Prvni je
zodpovédny za odvickovani postizenych bun€k a druhy za odstranéni infikovaného
plodu. V¢ely s témito geny jsou schopny se vyporadat s velkym poctem spor bez
klinickych pfiznaki MVP. Primérna frekvence téchto gend v populaci je kolem
dvaceti procent, ale Slechténim lze podstatné zvysit. V minulych letech byl trend
Slechténi vcel na brzky jarni rozvoj pro maximalni vyuZiti prvni sniiSky a velké
medné vynosy. Nyni se ale ukazuje, ze Slechténi vcel na vysokou uroven
Neuendorf a kol. (2004) v tomto smyslu doporucuje chovat v¢elstva také s vyssi
odolnosti i k rozto¢i Varroa destructor, ktery déla mnoha vcelaiim nejvéEtsi starosti,
jelikoZ vyznamné oslabuje veelstva, kterd jsou poté nachylngjsi k riznym nemocem.
K vyraznéjsimu pokroku timto smérem by mohl pfispét i stat vhodnou podporou.

Von der Ohe (2003) navrhuje vyuzivat vcelstva, ktera zdarné pieckala
infekéni tlak moru véeliho plodu ze stanovisté bez klinickych piiznakt a dale s nimi
pracovat, protoze je pravdépodobné, Ze maji vétSi odolnost proti piivodci moru
véeliho plodu, bakterii P. larvae. Dale doporucuje pfi nizké kontaminaci vcelstva
provést nékteré lécebné opatifeni, napi. premeteni vcelstva na mezistény, a po
vymizeni klinickych pfiznakl tyto odolna vcelstva dale rozmnozovat a vyuZivat
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jejich genetického potencialu. K tomuto kroku by viak v Ceské republice byla nutna
zména v legislativé. Nyni to funguje tak, Ze se pfi pozitivnim nalezu u vice nez 15 %
vCelstev na stanovisti pali vSechna, tedy i zdrava vcéelstva. Ohledné ¢eské legislativy
spojené s veelafstvim probéhl v nedavné dobé navrh o zménu zakona ¢. 166/1999
Sb., O veterinarni pé¢i a o zméné souvisejicich zakond, jehoz zastincem byl také
Klima (2016). Zména zakona by ukladala povinnost provést metodu piemeteni
vcelstva na mezistény u vSech vcelstev na stanovisti bez klinickych ptiznaktt MVP,
pokud by se zde vyskytl pozitivni nalez u mén¢€ nez 15% vcelstev a k tomu provést
zakladni desinfekci vybaveni plamenem, pfipadné horkym parafinem. Tento navrh
ovSem nebyl pfijat.

Kovatik (2016) vsak pied timto postupem varuje a poukazuje na vyzkum na
Novém Z¢landu, ve kterém se u jedné tfetiny vcelstev po pfemeteni nejdiive pocet
spor snizil na minimum, ale po né¢kolika tydnech do$lo k prudkému narGstu spor a
veelstva spéla k zaniku. Pravé kvili tomuto scénaii nedoporucuje 1écebnou metodu
pfemeteni vcelstva na mezistény. S timto vyrokem vSak nesouhlasi Klima (2016) a
komentuje to tim, ze dle jeho vlastnich zkuSenosti je metoda piemeteni vcéelstva na
mezistény velmi G¢inn4, tedy alespoii na uzemi Ceské republiky. K tomu dodava, Ze
toto 1éebné opareni je nutné kombinovat s vyhledanim a naslednou likvidaci vSech
zdrojovych vcelstev v okoli pro snizeni infek¢éniho tlaku a zamezeni moZnosti
loupeni infikovanych vcelstev. Pravé loupeni slabych infikovanych vcelstev je podle
Ondruse (2013) a Hansen a Bredsgaard (1999) nejcastéjsi pticina Siteni MVP a jako
preventivni opatieni navrhuji ponechavani dostatku zasob po medobrani, chov pouze
silnych vcelstev a pro lepsi orientaci v¢el pred tlem doporucuji umistit po stranach
ulu kefe, stromy nebo néjaké jiné predméty, podle kterych se mohou vcely Iépe
orientovat.

Autofi zabyvajici se problematikou MVP poukazuji na nedavné studie, podle
kterych je velmi podstatny pocet spor ve vcelstvu pfed metodou piemeteni. Pfi
slabém napadeni vcelstva s méné nez 20 CFU (jednotky tvofici kolonie) bez
klinickych ptiznakd se po pfemeteni vcelstva mnozstvi spor vyznamné snizilo na
témét nedetekovatelnou uroven. Pii poctu 6000 CFU ve vcelstvu se po pfemeteni
také snizil pocet bakterii P. larvae, ale po n€kolika tydnech se opét objevily klinické
pfiznaky a tvorba novych spor. TudiZ umél€ i pfirodni rojeni takového vcelstva mize
byt efektivni zplisob vertikalniho ptenosu MVP do neinfikovanych oblasti. Z téchto
vyzkumi je patrné, ze rozdil mezi vertikalnim Sifenim a lé€ebnou metodou je
v mnozstvi spor ve véelstvu (Rauch a kol., 2009; Pernal a kol., 2008; Hansen a
Bredsgaard, 1999; Fries a Camazine, 2001; Fries a kol., 2006; Genersch, 2010).

Zastancem metody pfemeteni vCelstva na mezistény je 1 Munawar a kol.
(2010), jez provadél vyzkum s 24 vcelstvy, které vykazovaly klinické piiznaky
MVP. VSechna vcelstva piemetl na mezistény a 2 dny nechal opatrné vyhladovét,
aby se zbavily veskerych zasob medu a vyprazdnily se. Poté je ptesunul do nového
ulu a zjistil, ze se mnozstvi P. larvae snizilo, jelikoz u zadného vcelstva se
nevyskytovaly klinické ptiznaky MVP. Proto autoifi povazuji tuto metodu za velmi
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efektivni moznost kontroly MVP. TaktéZz Hansen a Bredsgaard (1999) hodnoti toto
1écebné opatieni kladné. Mezi velké vyhody fadi zachranu vcelstva a také to, ze
metoda nezanechavd zadnad rezidua v medu ani vosku, na rozdil od antibiotik.
Za nevyhodu uvadi pouze vEtsi pracnost.

Kladné vysledky jsou hldSeny z riiznych ¢asti svéta. Po zavedeni této metody
se snizil vyskyt MVP v mnoha statech, napt. ve Svédsku (Munawar a kol., 2010),
Dénsku (Hansen, 1992) nebo na Novém Zélandu (Goodwin a van Eaton, 1999).

Ohledn¢ dalSich preventivnich metod by mohlo byt vhodné oddélené
obhospodarovani v¢elstev doporu¢ované autory Hansen a Bredsgaard (1999), které
zjednodusSen¢ spociva ve vkladani ramka a nastavkl pouze do stejného ulu. Obnasi
to oznaceni veSkerych ula, nastavka a ramki a jejich kontrolovani pii kazdém zasahu
do vcelstva nebo vyta¢eni medu, coz se muze zdat jako velmi pracné, ale dle autor
si na to lze Casem zvyknout. Tato metoda hospodafeni mlze velmi pomoci
k omezeni pienosu infekce.

V ramci pfimych metod k potlaceni choroby by se v budoucnu mohl uplatnit
ptipravek na potlaceni enzymu PICBP49 produkovaného bakterii P. larvae, nebo
poruseni genu zodpovédného za jeho produkci. Tento enzym rozklada peritrofickou
membranu v zazivacim traktu larvy véely medonosné a bakterie se poté snadno
dostavaji k epitelovym builkdm, kde se dale uplatiiuji toxiny narusujici pfilehlé
hostitelské buiiky. Pokud je vSak narusen gen zpisobujici produkci tohoto enzymu,
ztraci P. larvae svou virulenci, protoze se nedokadze dostat pies peritrofickou
membranu (Poppinga a Genersch, 2015; Garcia-Gonzalez 2013, 2014 C). Jsou vSak
zapotiebi jest¢ mnohé dalsi vyzkumy, jak ohledné této genetické metody, tak ohledné
celé problematiky moru vceliho plodu pro pochopeni riznych souvislosti
Vv patogenité P. larvae a navrzeni funk¢nich preventivnich i ptimych metod ochrany
vcelstev.
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6. ZAVER

Prace v resSersni Casti shrnuje soucasné poznatky o moru vceliho plodu, od
historie této vcéeli nemoci a problémech s klasifikaci ptivodce onemocnéni, pres
patogenezi, virulenci, moznosti Sifeni a Skody zpusobené touto bakterii az po
preventivni opatieni, riizné formy kontroly a legislativni zaleZitosti v Ceské republice
spojené s MVP. Druhd ¢ast reSerSe pojednava o zavije¢i voskovém, prevazné o jeho
vyvojovém cyklu, organovych soustavach a moznostech chovu. Nechybi ale ani
kapitoly Skody ve vcelafstvi zpisobené larvami tohoto motyla nebo mozZnosti
prevence a kontroly. Ob¢ tyto Casti poté spojuje prakticka ¢ast prace.

Cilem experimentalni Casti bylo zjistit, zda je zavije¢ voskovy diky svému
dobie uzpusobenému travicimu traktu, ktery dokaze rozlozit i velmi stabilni latky,
jako je v¢eli vosk, schopen narusit odolné vrstvy spory P. larvae, ¢imz by mohlo
dojit ke zmén¢ kli¢ivosti téchto spor. Vyzkum spocival v naockovani bakterie P.
larvae na mezistény, na kterych se poté krmily larvy zavijeCe voskového. Nekteré se
pohybovaly volng, jiné byly fixované ve specialnich klickach, které zabranovaly
kontaminaci sporami povrchu téla larev. Po nékolika dnech krmeni se larvam
vypitvaly travici soustavy a nasledné z nich izolovaly spory toluenovou metodou.
Tyto vzorky se naockovaly na MYPGP agar a nechaly 10 dni kultivovat. Nakonec
jesté probéhla PCR analyza s naslednym vyhodnocenim elektroforézou.

Vysledky kultivaénich testii bohuzel nevysly v souladu s o¢ekavanim, jelikoz
nebyly prikazné z divodu nizkého poctu narostlych kolonii P. larvae. O moznych
pfi¢inach, pro¢ tomu tak bylo, se pojednava v kapitole diskuse. Ovsem z vysledka
PCR testu s elektroforetickym vyhodnocenim je patrné, Ze nejvice spor P. larvae se
pravdépodobné vyskytovalo Vv pfedni ¢asti housenky, méné potom ve stfedni ¢asti a
v posledni tfetin¢ dokonce nebyly detekovany zadné spory. Jedno z moznych
vysvétleni je pomaly priichod spor zazivacim traktem housenky zavijece. Dalsi
vysvétleni by mohlo byt naruseni nebo rozklad spor ve stievech zavijece. Proti moru
vceliho plodu stale neexistuje zadny 1€k a patii mezi nejnebezpecnéjsi vceli
onemocnéni, které vcelafim zpisobuje velké ekonomické Skody. Proto na zakladé
PCR vysledkti doporucuji provést dalsi vyzkumy, nejlépe s vét§im poctem vzorkd, ve
snaze pochopit funkci enzymi v travicim traktu zavijece.

Pfiroda ma vSechny své slozky v rovnovéze, ale c¢lovék tuto rovnovahu
naruSuje ve snaze maximalizovat veSkeré vynosy a zvysit svilj prospéch. Jednim
z piikladii mize byt i v Ceské republice povinna lé¢ba véelstev ne piilis Setrnymi
ptipravky, které spolu s pfemirou aplikace pesticidi na pole, jeste¢ k tomu mnohdy
Vv nevhodny ¢as, zplsobuji oslabeni imunity vcelstva, které je pak nachylnéjsi na
infekeni tlak z okoli a hyne. Dal$i véc je cilena likvidace zavijeCe voskového. Silné
vcelsto si svlij ulovy prostor dobfe uhlid4, pouze slaba a nemocné vcelstva s tim maji
problém a jsou odsouzena k zaniku. Poté pfichazi na fadu pravé housenky zavijece
voskového, které se postaraji o recyklaci zivin z voskového dila a jejich névrat do
ptirodniho kolobéhu. Tim plni také dezinfekéni a ozdravnou funkci v krajin€. A zde

82



se nabizi otazka. Poradi si i s pivodcem moru v¢eliho plodu, bakterii P. larvae, ktera
se bézn¢ vyskytuje ve vcéelim vosku, primarni slozce potravy housenky zavijece
voskového? P¥iroda byva v mnoha piipadech krasné jednoducha. Casto méame fe$eni
piimo pied nosem, ale pro jeho jednoduchost ho ani nevidime. Je mozné, ze by to tak
mohlo byt i v tomto piipadé?

Bylo by dobré mit moznost pfimo zasdhnout a vylécit vcelstvo od MVP.
Bohuzel takovy 1ék zatim neexistuje, a proto se musime vice soustfedit na prevenci.
Je to nejlepsi zplisob kontroly kazdé nemoci, obzvlast nemoci nelécitelné. Dulezité
proto je, aby vcelafi chovali své vcelstva silna a zdrava, nezvysovali stresovou zatéz,
udrzovali hygienu na vysoké trovni a fidili se obecnymi zasadami vcelafeni. Timto
zpusobem vcelafeni nejenze snizime riziko onemocnéni vcéelstev, ale zvysi se také
odolnost vcelstev proti stresu, jejich sila a schopnost lépe zvladdat neptiznivé
podminky. Na oplatku dostaneme odménu v podobé pohledu na silnd, zdrava a
prosperujici v¢elstva s dobrym mednym vynosem a radosti z dobfe vykonané prace.
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