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Abstrakt

Noseméza je zavazné onemocnéni véel zplsobené mikrosporidiemi Nosema

apis a Nosema ceranae. Oba druhy jsou hojné rozsiteny po svété i v Ceské republice.

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit vyskyt a prevalenci Nosema spp.,
popsat druhovou variabilitu a posoudit vliv sezony. Pro identifikaci druht rodu
Nosema byla vyuzita molekularni metoda PCR amplifikujici ¢ast genu koédujiciho

malou ribosomalni podjednotku rRNA.

Celkem bylo vySetieno 77 vzorkt od 17 chovateli, znichz bylo 71 %
(55 vzorkiu) pozitivnich na vyskyt Nosema spp. Vzorky byly odebirany v péti
obdobich v letech 2011-2012. Ve vsech chovech se vyskytovala jak N. apis, tak
i N. ceranae. V roce 2011 byl zjistén vyskyt pouze N. apis, az na jeden vzorek, kde
byla detekovana smiSena infekce. V roce 2012 byly detekovany smiSené infekce,
anebo se vyskytovala samostatné¢ N. ceranae. V tomto roce byla tplnid absence
samostatného vyskytu N. apis. Nejvice pozitivnich vysledkti bylo detekovano

V podzimnich a zimnich mésicich.
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Abstract

Nosemosis is a serious disease of bees caused by microsporidia Nosema apis
and Nosema ceranae. Both species are widely spread around the world and in the

Czech Republic.

The aim of this thesis was to evaluate the incidence and prevalence of
Nosema spp., describe the species variability and assess the influence of the season.
PCR method amplifying part of the gene encoding the small ribosomal subunit rRNA
was used to identify the species of Nosema spp.

A total 77 samples originated from 17 farmers were examined Out of them,
71% (55 samples) were positive for the presence of Nosema spp. Samples were
collected in five seasons in 2011-2012. Both N. apis, and N. ceranae were detected
in all breeds. In 2011, N. apis was detected as causative agent of nosemosis except
one sample, where the mixed infection was detected. In 2012, N. ceranae was
observed in mono- or mixed infections. Currently monoinfections of N. apis were not
detected in 2012. Generally, the highest occurrence was detected in the autumn and

winter months.
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1 UVOD

Vyznam vcely medonosné nespociva pouze v produkci medu, vosku a mateti
kasicky, ale zejména v opylovani rostlin. Produkce potravin v Evropé je z velké ¢asti
zavisla pravé na vCelach. Rostliny by bez jejich opyleni neprodukovaly kvalitni

plody, nerozmnozovaly by se a celkova rozmanitost rostlin by se ztracela.

Vcelateni je jednim zmala oborl lidské Cinnosti, které nijak nenaruSuje

zivotni prostfedia je zcela prirozenou a neodmyslitelnou soucasti ptirody.

Zvysena poptavka po medu a ostatnich vcelich produktech, zvySuje 1 zijem
o véelar'stvi. Pocet véelaili se snizuje, zatimco pocty veelstev se zvysyji. V roce 1999
bylo v Ceské republice zhruba 20 komerénich véelait, dnes jejich pocet stoupl na
250.

Cilem kazdého vcelafe je mit silnd a zdrava vcelstva, nebot’ jen ta mu zajisti
vysoké vynosy medu. VCelaf proto musi dbat na spradvnou techniku chovu, na dobré
zazimovani, krmeni a celkovou prevenci proti chorobam. V mnoha ptipadech praveé
nemoc ukon¢i véelafeni. Nemoci v¢el se rozdéluji na nakazlivé a nenakazlivé. Pfi
nenakazlivém onemocnéni véely hynou nejcastéji hladem, zimou, ale také
v disledku prijmu nebo zicpy. Prijem véel zpravidla zplsobuje téZce stravitelna
potrava. Zacpa vznikd vétSinou nepomérem krmicek a otevien¢ho plodu v tle,
zpravidla spojenym s chladnym pocasim, kdy se ve véelstvu projevi Zizen (Hanousek,
1991). Infek¢ni nemoci rozdélujeme na zpusobené houbami (zvapnéni véeliho plodu,
zkamenéni vCeliho plodu), bakteriemi (mor vceliho plodu, hniloba v¢eliho plodu,
septikémie vcel), viry (virus deformovanych kiidel, virus pytlickového plodu)
a parazity (varroaza, roztoCikova nakaza vcel, noseméza), zpusobené zejména

prvoky nebo roztoci.

Druhou nejrozsitenéj$i nemoci vcel je nosemdza, na kterou se zaméetuji v této
diplomové praci NebezpeCi nosemdzy spociva Vrychlém Sifeni a masovém
namnoZzeni, které dale zplsobuje zpomaleny rozvoj velstva, ndsledné niz$i vynosy

medu nebo dojde k GpInému thynu véelstva.

Tato diplomova prace navazuje na bakalafskou praci, ktera se zabyvala

posouzenim vlivu Nosema apis a Nosema ceranae na véelstvo.



2 CILPRACE

e Vyhodnotit vyskyt a prevalenci Nosema spp. u vybranych chovateli

v JihoCeském kraji.
e Pomoci molekularnich metod ur¢it druhy Nosema spp.

e Zjistit sezdnni dynamiku Nosema spp. ve sledovanych véelstvech.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 TAXONOMIE MIKROSPORIDII

Mikrosporidie jsou dlouhodobé zndmé parazitické organismy témét vsech

skupin zvitat, véetn€ bezobratlych a obratlovcii (Mathis et al., 2005).

Mikrosporidie jsou fazeny do samostatného kmene Mikrosporidia v ramci
fise Fungi a jejich nejblize ptibuznou skupinou jsou Zygomycetes (Keeling et al.,
2000).

VétsSina entomopatogennich mikrosporidii patéi do rodu Nosema, kterda ma
vice neZ 150 popsanych druht, které infikuji téméf vSechny taxonomické skupiny
hmyzu, zejména tady Lepidoptera a Hymenoptera (Sprague, 1978; Becnel
et Andreadis, 1999).

Spole¢nou charakteristikou mikrosporidii je, Z2 mimo hostitelskou bunku
piezivaji jen jako metabolicky neaktivni spory a Ze infikovani hostitelskych bunck
zahrnuje kliceni spor, tj. dojde k vytlaceni pdlového vldkna, které prorazi
hostitelskou buniku a pifimo do jeji cytoplasmy aplikuje infekéni sporoplasmu
(Bigliardi et Sacchi, 2001).

Pocet zavith polové trubice je dulezitym kritériem pro taxonomické odliSeni

riznych druhti rodu Nosema (Burges et al., 1974).

3.2 NOSEMA SPP. ANOSEMOZA

Noseméza je zdvazné onemocnéni dospélych vc¢el, zpusobené
mikrosporidiemi rodu Nosema; Nosema apis a Nosema ceranae jsou dva houbové
patogeny, které infikuji vcelu medonosnou (Apis mellifera) (Gisder et al., 2010).
U vceli kolonie jsou casto infikovani vSichni ¢lenové, véetné dospélych délnic,

trubct a kralovny (Chen et al., 2009).

3.21 HISTORIE

Predpokladd se, ze nosemova ndkaza se vyskytuje u vcelstev odeddvna.

Donhoff popsal chorobu identickou s nosemovou nakazou jiz v letech 1856-1858;



puvodce ndkazy vsak nebyl zjistén, a proto se na jeho pozorovani zcela zapomnélo

(Svoboda et al., 1968).

Vroce 1909 byla za plvodce nosemdzy u vcel oznaCena mikrosporidie
Nosema apis (Zander, 1909). Az do nedavna byla N. apis povazovana za jediného
pivodce nosemozy u Evropské véely medonosné (Apis mellifera). V roce 1996 byl
u asijskych véel (Apis cerana) popsan obdobny paraziticky patogen, ktery byl
pojmenovan Nosema cerenae (Fries et al., 1996). V Evropé byla tato ,puvodné
asijska“ mikrosporidie detekovana ve véelstvech ve Spandlsku, i kdyz lze

predpokladat, ze se N. ceranae v Evrop¢ vyskytovala jiz diive (Higes et al., 2006).

Pteprava vCely medonosné po celém svét€ je spojena 1 s piepravou
mikrosporidii N. apis - parazita traviciho traktu véel. N. apis byla nasledné popsana
i jako parazit véely vychodni (Apis cerana) (Singh, 1975; Fries et Feng, 1995; Rice,
2001).

3.2.2 DRUHY PARAZITUJICI U VCEL

Do dne$ni doby, byly popsany dva druhy mikrosporidii parazitujici u véel:
Nosema apis (Zander, 1909) a Nosema ceranae (Fries et al., 1996). N. apis je
puvodni parazit Evropské véely medonosné (Apis mellifera) a N. ceranae asijské
vcely medonosné (Apis cerana) (Fries et al., 1996).

3.2.2.1 NOSEMA APIS

Spory N. apis jsou ovalného tvaru o velikosti 5-7 um x 3—4 pm. Polova
trubice je stocena vice jak 30x okolo vnitiniho obvodu spory a je tedy vyrazné delsi
nez u N. ceranae. Ve v¢elim téle trva vyvojovy cyklus sedm dni. V pribéhu dvou

tydnti od nakazeni dochazi ke zniceni vystelky stfedniho stieva.

Vzhled spor N. apis muze byt zaménitelny s kvasinkovymi bunkami,
plistiovymi sporami, tukovymi inkluzemi nebo cystami ménavky vceli
(Malpighamoeba mellificae). Ty jsou obdobné velikosti jako spory Nosema, jejich
velikost je vpraméru 6-7 um, ale jsou kulovitého tvaru misto ovalného. Pozitivni

identifikace muze byt provedena pouze pozorovanim typickych spor v zaludku nebo
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vykalech. Velmi mirné infekce nemusi byt prokazatelné (World Organisation for
Animal Health, 2008).

Spory N. apis maji pod mikroskopem vyrazny vzhled s tlustou bezbarvou
sténou a modfe motfenymi nevyraznymi vnitfky. Jadra uvnitt spory nejsou viditelna.
Touto metodou muzeme odlisit N. apis od jinych patogeni nalezenych ve vcelach

(World Organisation for Animal Health, 2008).

N. apis je nejcastéjsi pric¢inou infekce dospélych véel a je povazovana za
ekonomicky nejzavaznéjsi onemocnéni véel v Australii (Anon 1, 2013).

Parazit je vSudypiitomny a mnozi se po cely rok. Vyskyt nosemové nakazy se
obecné zvySuje, pokud jsou véely oslabeny, kdyZ na podzim a v zimé v chladnéj$im
podnebi klesd mnozstvi plodu a déle brzy na jate, kdyz dochazi ke zvySeni poctu
plodu (Weiser, 1961; Webster, 1993). V zim¢ jsou spory jen z'idka k nalezeni, nebo

se nachazeji pouze u siln¢ infikovanych véel (World Organisation for Animal Health,
2008).

Parazitu N. apis nevyhovuji vysoké teploty, proto se jeho vyskyt vyrazné
snizuje béhem letnich mésict. Tyto sezonni vykyvy béhem roku umoziuji véelstviim
alespoil Castecné obnovovat svoje kolonie. Pokud neni ndkaza silna a vcelat bedlivé

nesleduje svljj chov, tak ndkazu ani nezaznamena.

3.2.2.2 NOSEMA CERANAE

V souCasné dob¢ je N. ceranae prevladajici mikrosporididlni parazit vcel

v Severni Americe (Chen et al., 2008) a Evropé (Klee et al., 2007).

Infekce N. ceranae se vyznaCuje zejména vyraznym poklesem produkce
medu a snizenim poctu v¢el v kolonii, ktery mtize vést az ke kolapsu vcelstva. Mezi
zdravotni dopady nosemové nakazy zpusobené N. ceranae u véel patfi sniZzena
schopnost ziskavat ziviny z prostfedi a zkracend Zzivotnost (Higes et al., 2007).
Na trovni v¢eli kolonie mize nosemova ndkaza vést k nizkému ristu a ke Spatnému
prezimovani. Nicméné N. ceranae je rozSifena jak ve zdravych, tak ve slabych
vCelstvech a jeji celkovy ptispévek ke ztratam véel je diskutabilni (Cox-Foster et al.,
2007; Higes et al., 2008; Pajuelo et al., 2008).
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Viditelné ptiznaky, jako uplavice, malatnost a vétsi pocet mrtvych vcel pied
ulem u nakazy zpusobené N. ceranae, zcela chybi. Nakazené véely hynou uz po osmi
dnech a ve vét§in€ ptipadti mimo 0l

Higes et al. (2007) zaznamenal 100% umrtnost uméle nakazenych vcel

V laboratofi do osmi dnu.

Spory N. ceranae m¢ii 4,4 x 2,2 um (Smith, 2012). Pocet zavitu polové
trubice uvnitt spory je 18-21 (Chenetal., 2009).

Na rozdil od infekci vyvolanych N. apis je nejvyssi vyskyt N. ceranae béhem
letnich me¢sicti. Vcelati zkazdé zemé, ve které byla identifikovana ndkaza zplsobena
N. ceranae, hlasili nejvétsi problémy béhem léta (Oliver, 2013). Martin- Hernandez

et al (2009) potvrdil riizné epidemiologické vzorce mezi obéma druhy.

N. ceranae pochazi z tropické Asie a jeji spory jsou citlivé na chladné pocasi.
Spory mohou byt zabity zchlazenim nebo zmrazenim. Pokud umistime
kontaminované plasty do mrazni¢ky a ujistime se, Ze vSechny ¢asti jsou zmrazeny
(u plastt obsahuyjicich med to trva déle), docilime usmrceni vSech zivotnich stadii
N. ceranae, zavijeCe voskového (Galleria mellonella), lesknacka tlového (Aethina

tumida) a dalsich drobnych parazitii (Chen et al., 2009).

Bylo dokazano, ze spory N. ceranae jsou vice citlivé na teplotu 20 °C nez
spory N. apis (Cox-Foster et al., 2007), naopak doslo k ¢aste¢nému zachovani
zivotaschopnosti spor N. ceranae pfti oSetfeni za teploty 60 °C po dobu 6 hodin
(Fenoy et al., 2009). Naproti tomu spory N. apis, které byly vystaveny po dobu
15 minut teplot€ 60 °C, byly zcela zabity (Cantwell et Shimanuki, 1970).

Teplota 60 °C se bézné pouziva k odstranéni vosku ze starych plastl, ty
potom byvaji znovu pouzity v ulech a mize dochdzet k dalSimu S$ifeni infekce

vnovych koloniich v¢el (Fenoy et al, 2009). Plasty mohou byt sterilizovany
zahtatim na 49 °C po dobu 24 hodin (Cantwell et Shimanuki, 1970).

3.23 VYVOJOVY CYKLUS NOSEMA SPP.

Uplny vyvojovy cyklus N. apis trva az sedm dni. Spory Nosema spp. maji dvé
spojena jadra, které funguji jako jednotka. Obé vrstvy obalu spory a polarni trubice

hraji dulezitou roli béhem mikrosporidialni infekce. Husty a pevny obal sporu chrani
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a pomaha ji odolavat riznym tlakim z prostiedi (Xu et al, 2006). Sténa spor se
skladd zelektronové vnéjsi vrstvy, z proteinové exospory a prusvitné elektronové
vnitini endospory, ktera obsahuje chitin a proteiny (Bhat et al., 2009; Chioralia et al.,
1997; Keeling, 2003; Lom 1972; Rezaian et Krake, 1987; Rostand et Esko, 1997).

Polova trubice je stocena podél vnitiniho obvodu spory a slouzi k pfenosu
infek¢ni ¢asti (sporoslasmy) do hostitelské bunky. Polova trubice je duta a jeji délka
dosahuje az 400 um. Na konci polové trubice se nachazi kotevni disk, ktery ukotvuje

polovou trubicik predni ¢asti spory.

Po proniknuti spor do téla v¢ely spole¢né s potravou jsou spory filtrovany
z medného vacku pres Ceslo, zaludek az do stiev. Fyzikalni a chemické podminky ve
sttevech jsou spoustéjicim faktorem pro vystieleni spor a nasledné vegetativni
rozmnozovani nosemy uvnité bunék stieva (Chen et al., 2009). Pélova trubice je
vymr$téna ze spory a pronikd bunéénou membranou bunck stieva, kde je potom
sporoplasma pievedena do cytoplasmy hostitelské bunky. Tam se vegetativni stadia
mnozi a dokon€uji sviyj zivotni cyklus (Weidner et Byrd, 1982; Williams et al., 2002;
Xu et Weiss, 2005).

Uvolnéné spory postupuji travicim Ustrojim véely do vykalového vaku, ktery

opoustéji spole¢né s vykaly anebo ve stfevech napadaji dalSi hostitelské bunky.

Zatimco se zda, ze N. apis omezuje svtij Zivotni cyklus pouze na stfevni stény,
bylo neddvno prokdzano, ze N. ceranae napada i ostatni tkdné¢ (Chen et al, 2009).
Krom¢ primarni infekce ve sttednim stfeveé byla molekularnimi metodami prokazana
ptitomnost N. ceranae ve tkanich hypofaryngealnich a slinnych zlaz, malpigickych
trubicich a v té¢Inim tuku (Chen et al., 2009). Vcely infikované N. ceranae nevykazuji
zadné specifické klinické ptiznaky.

Siroka $kala vngjsich faktort ovlivituje bioticky potencial kazdého druhu,
patii mezi n¢ teplota, kterd plsobi na zivotni cykly vétSiny parazitickych druht
(Bush et al., 2001). Vyvojovy cyklus Nosema spp. u v¢el je zavisly na teploté
(Martin- Hernandez et al., 2009).

Zatimco infekce N. ceranae muze byt ve vcelaich detekovana ve vSech
Ctyfech ro¢nich obdobich (Martin-Hernandez et al., 2007; Higes, 2008), infekce
zpusobena N. apis je Cast€j$i na jafe a na podzim (Bailey, 1955; Doull et Eckert,
1962; Dyes et Wilson, 1978; World Organisation for Animal Health, 2008). Jednim
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z vysvétleni vysoké virulence u N. ceranae by mohlo byt lepsi pfizptisobeni se
vys$im teplotam nez u N. apis (Fenoy et al., 2009; Martin- Hernandez et al., 2009),

coz naznacuje, ze Sifeni by mohla byt ovlivnéna zménou klimatu (Gisder et al., 2010).

Na vyvoj N. apis a tedy i na jeho Sifeni ma veliky vliv teplota v tle.
Optimalni teplota pro rozvoj spor je 30-35 °C, pokud teplota stoupne nebo klesne
pod tuto hranici, vyvoj se zna¢né omezi (KubiSova et Halsbachova, 1998). Malone
et al. (2001) uvadi, ze spory nosem jsou zabity pti dlouhodobém vystaveni teplotdm

prevySujicim 33-35 °C.

Sezénnost nosemézy byla sledovana i z hlediska vlivu srazek (Dyess
et Wilson, 1978), ale tento vliv neni v soucasné dobé, jasné prokazatelny (Martin-

Hernandez et al., 2007).

3.24 VIZNIK A PRUBEH INFEKCE

K nosemové nakaze dochazi vétSinou pozitim spor s potravou a vodou (Chen
et al., 2009). Cim vice bungk je napadeno a vyfazeno z &innosti, tim hiife je travena
potrava, piedev§im bilkoviny a cukry. Silnd nidkaza vyvolavd zvySenou potiebu
potravy a vody, pfi¢emz se vSak snizuje celkovy obsah dusikatych latek u nakazené
véely. Nedostatek bilkovin se projevuje u nemocnych vcel atrofii hltanovych zlaz,
Spatné stravené cukry zaté¢zuji vykalovy vak, zvlast€¢ v zimnim obdobi a vyvolavaji
uplavici v¢el Vykaly nemocnych vcel jsou zdrojem ndkazy pro dalsi vcely
(koprofagie), (Kubisova et Halsbachova, 1998). Sladké vykaly lakaji ostatni véely,
které je konzumuji. Vysoce vyvinuty pud Cistoty jim veli odklizet vykaly a mrtvé

véely z alu ven.

Zdravé i nakazené véely maji ve zvyku kalet venku mimo ul. Pokud dlouhou
dobu trva nepiiznivé pocasia véely nemohou ven z uly, tak kaleji i uvnitt ulu, ¢imz

se vyrazné zvySuje Sifeni ndkazy.

Nosemova ndkaza ma specifické negativni U¢inky na vCely. StarSi veely,
které jsou nakazeny, Vkratké dobé umiraji a mladé vcely ve snaze udrzet piijem
nektaru a pylu ptebiraji jejich povinnosti. Mensi po¢et v¢el v tile nedokaze udrzovat
optimalni tlovou teplotu. Vcely, které byly infikovany a jsou méné nez jeden tyden

staré, nejsou schopné dobie travit potravu a produkovat dostatek potravy pro plod.
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Infikované vcely maji tendenci ,,pfeskocit™ chovnou fazi svého Zivota a stanou se

rovnou létavkami. Jejich délka zivota se mize snizitaz 0 78 % (Mussen, 2011).

Vceli kralovna se mize nakazit stejné jako délnice pii konzumaci potravy
obsahujici spory nosem. Pokud se nakazi v¢eli kralovna, ma to negativni dopad na
celou v¢eli kolonii. V jejim téle jsou naruSeny metabolické procesy ve stievech,
zpusobené parazitem a to ziejm¢ vede 1 k t€Zkému posSkozeni vajecnikii. Nejprve
dojde k omezeni kladeni vajicek, nasledné muze kralovna prestat klast Upln¢ anebo
1 zemiit. Nejvétsi rozdil byl zjistén ve velikosti vajecnikii, kdy nakazena kralovna
méla vajeCniky mens$i a v nékterych ptipadech byly i svrastélé. Zatim neni zcela
jasné, jakym zpusobem poskozuje N. apis reprodukéni organy véeli kralovny. Velké
mnozstvi vajicek, larev a kukel které byly nakladeny nakaZenymi véelimi

kralovnami, nebylo infikovano N. apis (Hassanein, 1951).

V siln¢ infikované kolonii véel se nemtize az 15 % larev plné vyvijet, jelikoz

mladé véely ,krmicky* nemaji dostate¢né rozvinuté hltanové zlazy (Anon 1, 2013).

DaBim zdrojem ndkazy vCelstva jsou pokalena Cesna, napajedla, ramky,
plasty 1 véelaf nedodrZujici zdsady hygieny. Vcely §ifi ndkazu loupeZzi a zalétdvanim
(KubiSova et Halsbachova, 1998). Vcely se zproletu nevraceji vzdy do svého
mateiského Ulu, ale obcas zalétavaji i do sousednich uld, zvlast€ pokud jsou
umistény blizko u sebe. Na ¢esnech ulit byvaji zpravidla véely ,strazkyné®, které by
mély do ulu vpustit jen vlastni veely, nicméné pokud véela leti se zdsobami, ve
vétSin€ piipadi je vitana.

V obdobi, kdy nemaji v¢ely co sbirat, je nedostatek pylu a nektaru, se stava,
7e se véelstva zaCnou navzijem okradat o zasoby. Silnd vCelstva okradaji o zasoby
a o Cast délnic ta slaba. Pokud vcelat v€as nezasdhne, mize o vcelstvo piiit.

Vyloupené véelstvo muze byt oslabeno z dtivodu nemoci, coz vede K jejimu Sifeni.

K propuknuti ndkazy mize tak pfispét jarni podnécovani bilkovinnymi
krmivy, zejména glycidovymi tésty s pylema jinymi bilkovinnymi pfisadami, jejichz
konzumovani predevsim star§imi véelami mize stimulovat rozvoj N. apis (KubiSova
et Halsbachova, 1998). Dalsimi faktory, které ovliviiuji propuknuti a intenzitu
ndkazy jsou napi. nevhodnd potrava na zimu (medovicové medy), ruseni zimniho
klidu, neptiznivé klimatické podminky, nevhodné umisténi uld aj. (KubiSova

et Halsbachova, 1998).
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Bailey et Ball (1991) prokazali, ze by mohlo byt do dvou tydnd od pocatku
nakazy ve vCelim stievé nalezeno 30 az 50 milionti spor. Nemocné véely pak

podstatné diive opoustéji tla hynou.

Spory nosemy jsou vsudypiitomné také ve volné piirodé. Véely kaleji za letu,

vykaly ulpina trave, ve vod¢ a velmi Casto na nekryté napajecce (Hanousek, 1991).

3.25 PATOGENITA

Na intenzitu mnozeni N. apis ma vliv také pifirozena rezistence, mladé vcely
jsou obecné povazovany za odoInéjsi. Bylo dokazano, ze i rizna plemena véel maji
odlisnou odolnost vici N. apis a je mozné, Ze si nékteré veely vytvofily stejnou

rezistenci i vic¢i N. ceranae (Oliver, 2013).

Vcela buckfastska je plemeno odolné vici nosemové ndkaze a roztociku
véelimu (akarindze). Jedna se o kiizence véel britské tmavé a italské, tedy o ,,umélou
rasu®, jak je oznaCuje sam tvirce Adam Kebrle, mnich z Buckfastského opatstvi
v jizni Anglii, ktery tyto vely kiizil padesat let (Anon 3, 2013). Naproti tomu
plemeno Apis mellifera caucasica (Kavkazska) je velmi nachylné na vznik nosemové

nakazy.

Higes et al. (2006), Martin- Hernandez et al. (2007) a Higes et al. (2007) uvadi,
7ze N. ceranae se jevi jako vysoce patogenni pro Apis mellifera. Vysoka mira
umrtnosti je spojena s piitomnosti autoinfekénich spor, které umoznuji rychlé déleni
a invazi do travici tkan¢ a ovliviiuji regenera¢ni schopnost travicich bunék (Higes
et al., 2007). Poskozena stievni tkan je nasledkem sekundarni infekce a "aplavice".
Hnédé skvrny od prijmu na plastech a v exteriéru Glu jsou charakteristickym znakem
infekce N. apis, ktery ale neni pozorovan pii infekcich zptusobenych N. ceranae.
Veéely infikované N. apis se také vyprazdiuji uvnité tlu a kontaminuji plasty miliony

infekénich spor (Mussen, 2011).

Experimentalni infekce Apis mellifera vyvolané N. ceranae provadéna
Higesem et al. (2007) jasné¢ ukazala, Ze je tento parazit pro svého hostitele vysoce

patogennia predstavuje vaznou hrozbu pro veelaisky primysl.

16



3.2.6 PREVALENCE

Nosemdza se vyskytuje u véel po celém svéte (Matheson, 1996). K infekci
dochazi nejéastéji po poziti spory v krmivu (Bailey, 1981; Webster, 1993), pii
trophallaxis (Webster, 1993), nebo ptipécio zevnéjSek tela (Bulla, 1977; Fries, 1988;
Webster, 1993).

Béhem poslednich let se u vcel zvysil vyskyt infekci zplsobovanych
mikrosporidiemi. Zaroven v zamofenych oblastech narostl pocet tmrti vcelstev
a byla hlasena niz§i produkce medu (Martin-Hernandez et al., 2007). Jedna
z hlavnich hypotéz kterd by mohla vysvétlit tento problém, je neddvny vstup
a rychlé $iteni N. ceranae v Evropé (Higes et al., 2005). Byla vybrana dvé rtzna
obdobi s pozitivni frekvenci vzorkd na Nosema spp. V prvnim obdobi (1999 az
2002), byl diagnostikovan nizSi pocet pozitivnich vzorkl v letnich mésicich,
ukazujici na sezoénnost vyskytu N. apis. Nicméné, v roce 2003 doslo ke zméné
v poétu nosema pozitivnich vzorku, s naristem ve vSech mésicich, nezavisle na
zvySeni poCtu vzorkt ziskanych v laboratofi. V roce 2005 jiz nebyly zadné statisticky
vyznamné rozdily ve frekvenci nosema pozitivnich vzorki v jednotlivych mésicich
nebo sezoné, sveédéi to tedy o naprosté absenci sezonnosti Vdiagnostice
mikrosporidiozy (Martin-Hernandez et al., 2007). Tabulka 1 ukazuje, Ze procento
pozitivnich vzorkid zaslanych do laboratofe se zvySilo z 13 % na 24,7 % béhem
prvnich 3 let a v poslednim roce az na 95,6 %. Pfitomnost spor byla ovéfena pomoci

kontrastni mikroskopie pti 400 nidsobném zvétSeni.

Tabulka 1. Vzorky pozitivni na spory Nosema spp. v evropskych zemich (Spanélsko,

Francie, Némecko, Svycarsko)

Rok Pocet vzorku % Pozitivnich
1999 154 13,0

2000 124 9,7

2001 146 24,7

2002 443 23,5

2003 484 54,5

2004 3002 89,0

2005 1423 95,6

(vlastmi uprava - Martin-Hernandez et al., 2007).
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Pomoci multiplex polymerazové ftetézové reakce (dale jen PCR) bylo
vySettovano 290 vzorkl zriznych evropskych zemi na pfitomnost mikrosporidii
N. apis a N. ceranae. Celkem 88 vzorki (30,3 %) bylo negativnich na oba dva druhy
rodu Nosema parazitujici u véel. Bylo zisténo, ze N. ceranae je nejéastéjSim druhem,
byla ptitomna v 53,8 % vzorkt ze vSech sledovanych zemi. N. apis byla detekovana
v 9,3 % zkoumanych vzorki. SmiSené infekce byly zjistény v 6,6 % vzorki. Oba
druhy byly nalezeny ve vSech zkoumanych zemich, s rliznou trovni prevalence

(Martin- Hernandez et al., 2007) (tabulka 2).

Tabulka 2. Vysledky screeningu Nosema spp. metodou multiplex PCR.

Pocdet Nosema Nosema N. ceranae

Roky Stat vzorki ceranae apis aN. apis

celkem Podet % Podet % Podet %

2005-2006 Spané¢lsko 149 52 34,9 21 14,1 11 74

2006 Francie 36 27 75,0 0 00 6 16,7

2006 Svycarsko 36 23 63,9 1 28 0 00

2003, 2005, 2006  Némecko 69 54 78,3 5 7,2 2 29
Celkem vzorkl 290 156 53,8 27 93 19 6,6

(vlastmi uprava - Martin-Hernandez et al., 2007).

Vysledky ziskané v Némecku vobdobi od jara roku 2005 do jara 2009
prokazuji jasnou sezonnost ve vyskytu N. apis a N. ceranae. V jarnich vzorcich byl
vyskyt spor vzdy vys$i nez na podzim. Na jafe se podil pozitivnich vzorkl
pohyboval od 22,4 % do 35,4 % a na podzim 5,2-12,7 % (Gisder et al., 2010), (graf
1). Byl zjistén vyssi vyskyt N. apis nez N. ceranae. Dale byla zisténa jen nizka

prevalence smisené nakazy.
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Graf 1. Prevalence Nosema spp. v Némecku v letech 2005-2009
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Vyskyt Nosema spp. v Ceské republice

Dlouhodobé¢ se u nas v ramci prevence sleduje a kontroluje vyskyt nosemézy
u chovateli s komer¢ni produkci matek (tabulka 3). Celkem bylo vysetiteno 4 010
vCelstev ze 113 lokalit. Prevalence Nosema spp. dosahovala 54 % (2167 vcelstev),
z toho samostatna infekce N. ceranae byla zjisténa v 52,3 % ptipadi (1 134 veelstev)
a smiSena infekce v 16,4 % piipadi (356 veelstev). Doposud nebyla N. ceranae
detekovana jako primarni patogen, ktery vede ke kolapsu véelstev v CR (Kamler
etal, 2011).

Tabulka 3. Prevalence Nosema spp. zjistovana mikroskopickou metodou

Roky Nosema apis Nosema ceranae N. apis a N. ceranae
2008-2009 91,3 % 7,6 % 1,1%
2009-2010 68,5 % 21,9 % 9,6 %
2010-2011 28,4 % 54,1 % 17,1 %

(vlastmi uprava — Kamler etal., 2011)
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3.2.7 DIAGNOSTIKA

Na pocatku nejsou ptiznaky nosemodzy na prvni pohled patrné. V pozd¢jsi
fazi lze pozorovat neklid vcelstva, kdy se vcely se zdufelymi zadeCky pokouseji
dostat z ulu 1 v zimnim obdobi, aby se mohly vykalet nebo pfiliSn¢ hromadéni

mrtvolek na dné Glu.

V nékterych akutnich piipadech nakazy zpisobené N. apis jsou vidét hnédé
fekalni znacky na plastech a z vnéjsich stran alu, s nemocnymi ¢i mrtvymi véelami
v blizkosti tlu. Nicméné, vétSina kolonie nevykazuje Zadné zjevné znamky infekce
a to 1 v pripad€, ze nemoc zpisobuje vyznamné ztraty v produkci medu a opylovaci
u¢innosti. Béhem zimy se muze zvySit Gmrtnost véel (World Organisation for

Animal Health, 2008).

Dallim nejvice ndpadnym ukazatelem je oslabeni véelstva v dusledku
zkraceni zivota nakazenych véel, ke kterému dochazi v jarnich mésicich - dubnu
a kvétnu. Pokud v€elstvo neni schopno vyrovnat tuto ztratu novou generaci véel, tak

umira (KubiSova et Halsbachova, 1998).

Také jind onemocnéni véel (napf. ménavkova nikaza, roztocikova ndkaza,
prijem) mohou mit podobné piiznaky jako nosemdza, proto je nutné podrobnéjsi

vysetfeni velstva (KubiSova et Halsbachova, 1998).

Jako neyméné piesnou, ale nejlevnéjsi metodu piti zjiStovani vyskytu spor
Nosema spp. se pouziva vypreparovani vcelich zaludkd a stfev a jejich nasledné
prohlizeni. Zdravé stfevo by mélo mit hnédou nebo bronzovou barvu, naproti tomu,
sttevo napadené sporami se trhd, je bélavé zbarvené a nc¢kdy i1 zdurelé, bez

Charakteristickych ,,sevieni.

Mikroskopicka diagnostika

Podle Rittera (2006) nelze oba druhy rodu Nosema, N. apis a N. ceranae, od
sebe rozeznat obvyklymi mikroskopickymi rutinnimi vySetfenimi. Mikroskopicka
vySetfeni se nejCastéji pouzivaji k urCeni pfitomnosti nakazy. Pokud je tieba

detekovat ptesného ptivodce nikazy, je nutné pouzit molekularni metody.
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Naproti tomu Kamler et al. (2011), ve své praci uvadi, ze mikroskopicky
rozdil N. apis a N. ceranae je vyznamny a dostacujici ke screeningu vyskytu Nosema

spp. vchovech vcel

Pti mikroskopickém rozliSeni je patrny rozdil ve velikosti spor obou druht
mikrosporidii. Spory N. apis jsou vétsi (prumérna velikost je 5,8 x 3,3 um a jsou
ovalného tvaru) oproti sporam N. ceranae, které jsou mensi (prumérna velikost

4,6 x 2,5 uma jsou spise cylindrického tvaru) (Kamler et al., 2011).

Postup detekce pro mikroskopické vysetient:
e \Celu usmrtit éterem nebo zmrazenim
e Vypreparovat stievo
e piidat destilovanou voda
e v8e rozmélnit v porcelanové nebo sklenéné misce
e kapku pfipraveného roztoku (vzorku) prohlizet mikroskopem pii 400

nasobném zvétseni

Vyhodnoceni intenzity infekce:
e méng nez 20 spor — slaba infekce
e 20— 100 spor sttedni infekce

e vice nez 100 spor zavazna mira infekce (Anon 4, 2012)
Pouziti barviva obvykle neni nutné.

Pokud si vCelai neni jisty, jestli je nakaZzena kralovna, mize provést
mikroskopickou kontrolu jejich vykali. Kralovna se poloZzi na Petriho misku a necha
se tam asi hodinu, aby se vyprazdnila. Vykaly, které vypadaji jako bezbarva kapalina,

prohlizime mikroskopem.

Molekularni diagnostika

V piipadé nejasnych morfologickych znakt pro identifikaci druhu Nosema
spp. mohou jiné techniky prostfednictvim molekularnich markerd vyrazné pomoci
v diagnostice a identifikaci mikrosporidii u v¢el. Technika PCR poskytuje velmi
citlivy test pro detekci microsporididlni infekce, umoziyje detekci parazita na velmi
nizkych trovnich infekce a mtze odhalit vSechny fize Zivotniho cyklu (Weiss et

Vossbrinck, 1999). Jednou z velmi castych molekularnich metod je multiplex PCR
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umoznujici detekci obou dvou véelich mikrosporidii soucasné v jediné reakci

(Martin- Hernandez et al., 2007).

3.2.8 LECBANOSEMOZY

Pti 1é€bé nosemdézy ma zvlastni vyznam dezinfekce zaméfend na prazdné
plasty, prazdné uly, medomety, nadoby na med a veskeré vcelaiské nacini

a pomucky (Sochlikov et Ignat’jev, 2008).

Pti vyskytu onemocnéni provadime tzv. ohniskovou dezinfekci. V ptipadée, ze
jsou vcelstva zdrava, staci preventivni ochrannd dezinfekce napft. pfed zazimovanim

nebo na jate.

Vypary z roztoku kyseliny octové o minimalni koncentraci 60 % inaktivuji
vSechny spory béhem nekolika hodin. Pti vyss$i koncentraci miizeme dosdhnout jesté
rychlej$ich u¢inki a to do n€kolika minut (Bailey, 1957; de Ruiter et van der Steen,
1989). Po provedeni ohniskové dezinfekce kyselinou octovou bychom méli nechat

plasty vétrat alespoii 14 dni, pfed dalsim pouzitim v ule.

Spravné provedenou dezinfekci dokdZe odhalit jen biologickd zkouska.
K ziskani vzorkd se wvezme dezinfikovany material a oplachne se vodou.
Ze zachycené tekutiny se koncentruji spory, které se s cukernym roztokem podavaji
dvou az tfidennim mladuskam v oddéleném termostatickém inkubatoru. Po uplynuti
péti az sedmi dnt, tedy ukonceni vyvojového cyklu parazita, hodnotime uspésnost
dezinfekce. Dezinfekce se povaZzuje za UspéSnou, jestlize se v zorném poli
mikroskopu najdou maximalné jedna az tfi spory nosemy (Sochlikov et Ignatijev,

2008).

Jedinou G¢innou chemoterapeutickou metodou pro 1é¢bu nosemovych infekci
veel je v souCasné dobé ptridavani fumagillinu do krmeni véel (25 mg aktivni sloZky

na 1 litr cukrového roztoku) (Anon 4, 2012).

Fumagillin mlze potladit a zabranit infekci plodu, vcelich kraloven 1 celé
zimujici kolonie. Aktivni slozka fumagillinu je antibiotikum produkované plisni
Aspergillus fumigatus. Ptipravek je aplikovan v podzimnich mésicich, kdy se jiz lék
nemtize dostat do produkce medu. V Ceské republice a ve vét3ind zemi Evropské
unie je pouzivani antibiotik zakidzano. Cesti veelafi vyuzivaji k 16¢bé kyselinu

mravenci, ta ni¢ispory nosem na plastech a st€nach ulu.
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3.29 PREVENCE VZNIKU NAKAZY

Podminkou v boji proti této nemoci je sila vCelstva a mlada, zdrava
a vykonna matka. Zazimovani silnych vCelstev s neruSenym pribéhem zimy je
dalsim dobrym ¢initelem. Také pravidelné a Casto dezinfikovana napdjecka piispéje
k zamezeni nemoci. Obnova staré¢ho dila se stavbou mezistén ptispiva k ozdraveni

(Hanousek, 1991).

Veliky vyznam ma vymeéna plast, zejména na konci zimy nebo zaCatkem
jara, aby se mladé v€ely znovu nenakazily pii ¢isténi ulu. Dlouhoveéké zimni véely
umirajia nové narozené kaleji jiz mimo 1l

Nosema se snadno $ifi pomoci kontaminovanych plasta (World Organisation

for Animal Health, 2008). Ve vykalech na plastech si udrzuji spory Zivotaschopnost
azdva roky (KubiSova et Halsbachova, 1998).

Po vyméné plastli se stopami vykald, nastalo na pocatku letni sezony vyrazné
snizeni intenzity onemocnéni ve srovndni se véelstvy, kterym plasty vyménény

nebyly (Sochlikov et Ignatjev, 2008).

Spory ziistdvaji v suchém prostfedi (napt. na plastech) Zivotaschopné
i nékolik mésict. Zivotnost zraceji b&hem ndkolika dnii ve vodé vystavené

slune¢nimu zafeni anebo pusobenim tepla a nékterych fumigantia (Anon 2, 2005).

Ve w¢elich vykalech mohou spory nosem ptezivat az jeden rok. Spory také
zistavaji zivotaschopné az Ctyfi mésice po ponofeni do medu (White, 1919), a az
4,5 roku v mrtvych t€lech nakazenych veel (Steche, 1985). Spory mohou ztratit svou
zivotnost po 3 dnech, kdyz jsou ponoiené do medu pii ulové teploté (Morgenthaler,
1939). Je pravdépodobné, ze fekalni kontaminace vosku, zejména plastii k odchovu
plodu, nebo 1 jinych povrchii v interiéru ulu, obsahuje dostate¢né mnozstvi spor

a takto mlize byt pfenaSena na dal$i generace (World Organisation for Animal Health,

2008).

Uly by mély mit jednak zajisténé dostatedné vétrani, ale zaroveii musi byt
chranéné pred chladem a vlhkosti Klimatické podminky, zejména dostatek
slune¢niho zafeni, maji veliky vyznam ve vcelaistvi. Vceliny a uly by nemély byt
umistény na severni stranu a na stinnd mista. Na umisténi al jsou vhodné naptiklad
zvysené lavice, které brani vlhkosti. Umisténi ali na chladném misté, ma za nasledek

slabsi rozvoj kolonie. (Anon 1, 2013).
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Na podzim se vceli kolonie pfipravi na zimni obdobi. Vcelstvim se
nenechavaji Zadné prebytecné nastavky, snizuje se jejich pocet na jeden az dva
nastavky. Od pocatku podzimu se nenechavaji zadné plasty lezet vedle uld
a nepiemist'uji se mezi uly. Pokud jsou dodrzeny vSechny tyto zasady, vCelstvo neni

ve stresu a bude drzena nizka troven nosemézy (Anon 1, 2013).
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4 METODIKA

4.1 PREHLED SLEDOVANYCH CHOVU

K hodnoceni vyskytu a prevalence Nosema spp. vJihoCeském kraji byly
zkoumany vzorky z lokalit a chovii uvedenych v tabulce 4. Vzorky byly odebirany

celkemod 17 chovateli, ze 17 stanovist’.

Tabulka 4. Ptehled choviia vybranych lokalit

Pocet véelstev na

Lokalita Chovy pocatku sledovani
Chmelna chovatel ¢. 1 12
Chmelna chovatel ¢. 2 6
Chmelna chovatel ¢. 3 3
Chmelna chovatel ¢. 4 2
Chmelna chovatel ¢. 5 50
Nova Ves chovatel ¢. 6 50
Nova Ves chovatel ¢. 7 10
Nova Ves chovatel ¢. 8 5
Nova Ves chovatel ¢. 9 7
Nova Ves chovatel ¢. 10 11
Ceské Chalupy chovatel &. 11 12
Ceské Chalupy chovatel ¢. 12 4
Jaronin chovatel ¢. 13 4
Jaronin chovatel ¢. 14 10
Brloh chovatel ¢. 15 65
Brloh chovatel ¢. 16 6
Kiemze chovatel ¢. 17 18
Celkem véelstev 275

VSechna véelstva vybranych chovatelii jsou umisténa na jednom stanovisti po

cely rok, zZidné v¢elstvo neni kocovné.

Vsichni v¢elati chovaji v¢elu medonosnou Kraniskou (Apis mellifera carnica),

chovatelé ¢islo 5, 6, 11 a 15 kmen Singer.

Uly jsou nastavkové, desetirimkové a pievazné zdfevéného materialu.
Chovatel¢ Cislo 5, 6, 15 a 17 maji uly polystyrenové s dievénym podmetem. Vcelati

¢islo 5, 6,7, 8, 13 a 15 maji voln€ postavené uly, ostatni véelati vlastni véeliny.
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Za normalnich okolnosti se ve véelstvu nachazi kolem 30-150 mrtvolek.

Mnozstvi v¢el se od zazimovani na podzim do konce zimy sniZzuje v prumeéru asi

o jednu tietinu (Rejni€ et al., 1987).

Charakteristika je dnotlivych chovi

Lokalita Chmelna

Chov ¢.1 Chov ¢.2 Chov ¢.3 Chov ¢.4 Chov ¢. 5

Umisténi véelin véelin véelin véelin volng
Dezinfekce vybaveni ne ne pravidelnd pravidelna pravidelna
Vyména ramkt ne ne Castecna CasteCnd  pravidelna
Pocet vcelstev:

- podzim 2011 12 6 3 2 50

- rok 2012 10 2 8 3 54

- jaro 2013 2 0 6 3 54
Lokalita Nova Ves

ChovéE.6 ChovéE.7 Chov €. 8 Chov €.9 Chov ¢ 10

Umisténi volné volné volné veelin veelin
Dezinfekce vybaveni pravidelnd pravidelna pravidelna pravidelnd pravidelna
Vyména ramkii pravidelnd  ¢éasteCnd  pravidelnd ne Castecna
Pocet veelstev:

- podzim 2011 50 10 5 7 11

- rok 2012 60 : 5 6 12

- jaro 2013 66 8 4 6 12
Lokalita Ceské Chalupy

Chov ¢.11  Chov ¢. 12

Umisténi veelin veéelin

Dezinfekce vybaveni pravidelna ne

Vyména ramka pravidelna ne

Pocet vCelstev:

- podzim 2011 12 4

- rok 2012 12 3

- jaro 2013 14 1
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Lokalita Jaronin

Chov ¢.13 Chov ¢. 14

Umisténi volné véelin
Dezinfekce vybaveni pravidelna ne
Vyména ramkii caste¢na ne
Pocet vCelstev:

- podzim 2011 4 10

- rok 2012 4 10

- jaro 2013 4 10

Lokalita Brloh

Chov ¢é.15 Chov ¢. 16

Umisténi volné veelin
Dezinfekce vybaveni pravidelnd  pravidelna
Vyména ramka pravidelnda  pravidelna
Pocet veelstev:

- podzim 2011 65 6

- rok 2012 52 7

- jaro 2013 45 7

Lokalita Kie mze

Chov ¢. 17
Umisténi - ¢elin/volné véelin
Dezinfekce vybaveni pravidelna
Vyména ramkt pravidelna
Pocet vcelstev:
- podzim 2011 18
- rok 2012 18
- jaro 2013 18

4.2 ODBER VZORKU

Odbér vzorkt probihal celkem v péti obdobich. Prvni odbéry vzorka se

uskutecnily 6. 11. a 4. 12. roku 2011. Aby se zamezilo pfilisnému ruseni vcel
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vtomto chladném obdobi, byl zvolen termin shodny s preventivnim I€¢enim proti

varroaze, kdy byly vCely stejné€ vyruSeny vcelarem.

Dalsi termin byl zvoleny po prvnim jarnim proletu véel dne 16. 3. 2012.
Nasledovaly dalsi dva terminy v roce 2012 (28. 10. a 4. 12.) opét v dob¢ é¢eni proti

varroaze.

Mrtvé véely byly sbirany ze dna Ulu a davany do sterilnich uzaviratelnych
plastovych nadobek. Pocet posbiranych véel se pohyboval od 10 do 20 kust

z jednoho véelstva. Nasledné byly vzorky v¢el uchovavany v lednici.

Ve vzorcich se nachdzely jen dé€Inice a ojedinéle i trubci.

4.3 PRIPRAVA VZORKU

Po vyjmuti z lednice byly jednotlivé véely vypreparovany, byly jim vyjmuty
7aludky a stfeva, nasledné ulozeny do oc€islovanych sterilnich 1,5ml mikrozkumavek

a opét uchovavany v lednici.

Vkazdé 1,5ml mikrozkumavce se nachazely zaludky a stfeva zdeseti

pitvanych v¢el dané¢ho chovu.
44 GENOTYPIZACE

441 1ZOLACEDNA

Celkova DNA byla extrahovana ptimo z v¢elich zaludki a stiev pomoci PSP
Spin Stool DNA Kt (Invitek) podle nasledujiciho postupu:
1. Vzorky dat do Safe-Lock-Tube.
2. Pridat 0,5 mm sklenéné kulicky a 0,8 ml Lysis Buffer P.
3. Rozbijet v bead beateru 1 minutu pfi maximalni rychlosti.
4. Inkubovat 10 minut pfi teplot¢ 95 °C vtermobloku a centrifugovat

1 minutu pti 14 000 g.

o

Veskery supernatant prenést do InviAdsorb-Tube.
6. Vortexovat cca 15 sekund, 1 minutu inkubovat pii laboratorni teploté

a opét centrifugovat 3 minuty pti 14 000 g.
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7. Veskery supernatant prenést do Cistych 1,5ml  mikrozkumavek
a centrifugovat 3 minuty pfi 14 000 g.

8. Do ¢istych 1,5ml mikrozkumavek napipetovat 25 ul Proteinase K, pridat
400 pl supernatantu a vortexovat.

9. Inkubovat pti 70 °C po dobu 10 minut v termobloku.

10. Po inkubaci ptipipetovat 400 pul Binding Buffer P a vortexovat.

11. Supernatant pfepipetovat do Spin Filter + Tube a inkubovat piiblizné
1 minutu pfi laboratorni teplot¢.

12. Centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g.

13. Z odpadnich mikrozkumavek vylit odpad a napipetovat 500 ul Wash |
na kolonu a centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g.

14. Vylit odpad a napipetovat 800 pl Wash Il na kolonu a centrifugovat
1 minutu pti 14 000 g.

15. Opét vylit odpad a kolonu centrifugovat 3 minuty pti 14 000 g.

16. Kolonu vlozit do ¢ist¢é 1,5ml mikrozkumanky a napipetovat 200 pl
predehratého Elution Buffer D na kolonu.

17. Nasledné inkubovat 3 minuty pti laboratorni teploté a centrifugovat
1 minutu pii 8000 g. Kolonu odstranit a sbérnou mikrozkumavku

S vyizolovanou DNA uchovat pt1 -20 °C.

442 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Byl pouzit PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou
ribosomalni podjednotku rRNA (Martin- Hernandez et al., 2007) (tabulka 5). Celkovy

objem reakéni smési pro jednotlivé polymerazové reakce byl 20 ul (tabulka 6).

Chemikalie:
1) PCR H,0 (Top-Bio, CR)
2) MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)
3) 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio, CR)
4) deoxyribonukleotid trifosfat (ANTPs, 10 mM, Top-Bio, CR)
5) primery forward a reverse (10 uM, Generi Biotech, CR, tabulka 5)
6) bovinni sérovy albumin (BSA, 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)
7) Taq polymeraza (1 U/1 pl)

29



Tabulka 5. Sekvence primert pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho 16S ribosomalni

podjednotku N. ceranae a N. apis (Martin- Hernandez et al., 2007).

Nosema ceranae

Primer - Forwmard 5 -CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA- 3°
Primer - Reverse 5" -CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG— 3~

Nosema apis

Primer - Forvard 5" -GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA- 3°
Primer - Reverse 5" -GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG- 37

Tabulka 6. Reakéni smés pro PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu kodujici 16S

ribosomalni RNA

Koncentrace Objem (ul)

H,O
MgCh
10x pufr
dNTP
Forward
Reverse
BSA
Tag
DNA

14,87
25 mM 1,50
2,50
10 mM 0,50
10 pl 0,50
10 w 0,50
10 mg/ml 1,00
1U/1ul 0,63
3,00

Pii PCR byl pouzit amplifikacni program, ktery uvadi tabulka 7. Postup od

denaturace po finalni extenzi se opakoval ve 35 cyklech.

Tabulka 7. Amplifika¢ni program pro termocycler

Krok Teplota Cas
Pocate¢ni denaturace 94 °C 3 min.
Denaturace 94 °C 45 sec.

Nasedani primert

62 °C 45 sec.

Dosyntetizovani nového fetézce 72 °C 60 sec.

Finalni extenze

72 °C 7 min.

4.43 GELOVA ELEKTROFOREZA

Pomoci gelové elektroforézy byla zjistovana velikost PCR fragmentt. Na 1%

agar6zovém gelu s pridavkem ethidium-bromidu byl detekovan vysledny produkt

PCR a nasledné vizualizovan pomoci UV (302 nm).
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Chemikalie:

* 50x TAE pufr (242 g tris baze; 457,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA)

« agar6za (Biotech, CR)

« ethidium-bromid (Sigma-Aldrich, CR)

+ 100 bp DNA Ladder (O’ Gene RulerTM, Biogen, CR)

Postup:
1. Smichat agar6zu s 1x TAE pufrem (pro 1% gel smichat 0,4 g agardzy se

40 ml TAE pufru; pro 2% gel smichat 0,8 gagardzy se 40 ml TAE).
2. Nechat agar6zu rozpustit v mikrovinné troubé a zchladit pod tekouci vodou
piiblizn€ na teplotu 50 °C.
Ptidat 3 plethidium-bromidu a promichat.
Do pifedem piipravené formy nalit gel, vlozit hfebena nechat ztuhnout.
Gel vlozit do elektroforetické vany naplnéné 1x TAE pufrem.
Do jamek nanést 1x 10 pl ladderua 20 ul PCR produkti.

N o g bk~ w

Nastavit napéti 70 V a vyvijet dobu potiebnou pro separaci fragmenti
(ptiblizné 60 minut).

8. Pomoci UV transiluminatoru vizualizovat fragmenty DN A.

444 EXTRAKCEDNA ZGELU

1. Vytiznout fragment DNA o ocekavané velikosti z gelu Cistym skalpelem
a prenést ho do ptipravené 1,5ml mikrozkumavky.

2. Do 1,5ml mikrozkumavky s fragmentem DNA v gelu piipipetovat 400 pl
QG pufru.

3. Inkubovat 10 minut pii 50 °C v termobloku, pfi pravidelném michani kazdé
2-3 minuty béhem inkubace.

4, Ptepipetovat veskery objem na kolonu a centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g
(kolona pojme 700 pl).

5. Umistit kolonu na novou mikrozkumavku.
6. Na kolonu piipipetovat 500 pl QG pufru a centrifugovat 1 minutu pfi
16 000 g.
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7. Umistit kolonu na novou mikrozkumavku.

8. Na kolonu piipipetovat 750 ul PE pufru, inkubovat 2—5 minut p#i laboratorni
teploté a centrifugovat 1 minutu pfi 16 000 g.

9. Umistit kolonu na novou mikrozkumavku.

10.  Centrifugovat znovu 1 minutu pti 16 000 g.

11.  Kolonu vlozit do nové 1,5ml mikrozkumavky a na kolonu napipetovat 200 pl
EB pufru (ptedehrat na 70 °C).

12.  Inkubovat I minutu a poté centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

13.  Ziskanou DNA vysusit v evaporizatoru (Speed Vac) a skladovat pti4 °C.

445 SEKVENACE

Vybrané PCR produkty byly sekvenovany za pouziti jednotlivych primert.
K ptipravé vzorkl k sekvenaci byl pouzit ABI BigDye® Terminator v 3.1. Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a ABI3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystem).

Sekvenacni reakce byla zakazkové provedena ve firm¢ Macrogen. Sekvence
byly upraveny pomociprogramu ChromasPro (http//www.technelysium.com.aw/
chromas.html). Ziskané sekvence byly porovndny se sekvencemi uloZenymi
v databazi GenBank pomoci programu ClustalX  (ftp://fip-igbmc.u-
strasbg.fr/pub/C lustalX/).
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5 VYSLEDKY

V letech 2011 az 2012 byly odebrany vzorky vcel od 17 chovateli v péti
intervalech a to na podzim 6. 11. 2011, v zim¢ 4. 12. 2011, na jafe 16. 3. 2012, na
podzim 28. 10. 2012 a v zim¢ 4. 12. 2012. Celkem bylo vysetfeno 77 vzorku.
Z celkového poctu vySettenych vzorki bylo 55 (71 %) pozitivnich na Nosema spp.

Z celkového poctu pozitivnich nalezi byl u 15 vzorkd (27 %) detekovan
vyskyt pouze N. apis a u 16 vzorku (29 %) pouze N. ceranae. Ve zbyvajicich 24
pozitivnich vzorcich (44 %) byly ptitomny oba druhy jak N. apis, tak i N. ceranae
(graf2).

Graf 2. Struktura pozitivnich nalezii Zkoumanych vzorki.

Struktura pozitivnich vzorku

BN apis BN ceranae ON. apisa N. ceranae

Z nasledujici tabulky 8 je ziejmé, ze Nosema spp. byla nalezena ve vSech
veelstvech sledovanych chovatelti. V chovech ¢islo 1 a 4 byly spory Nosema spp.
detekovany b&hem vSech kontrolnich navstév. Zbyvajici chovy mély vzdy alespon

jedno obdobibez nalezu.
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Tabulka 8. Ptehled vyskytu obou druhit Nosema spp. Vv jednotlivych chovech podle

obdobi odbéru vzorku.

Chovatel
cislo 6.11.2011 | 4.12.2011 | 16.3.2012 | 28.10.2012 | 4.12.2012
1 N. apis N. apis N. ceranae N.apis+N. | N.apis+N.
ceranae ceranae
2 N. apis N. apis N. ceranae N. ceranae
. N.apis + N. N.apis+ N.
3 N.apis ceranae ceranae
4 N.apis + N. N. apis N. ceranae N. ceranae N.apis + N.
ceranae ceranae
5 N. apis N. apis N. ceranae N. ceranae
. N.apis + N.
6 XXX N. apis N. ceranae ceranae
7 N. apis XXX N. ceranae N.apis + N.
ceranae
8 o N. apis + N. N. apis + N.
ceranae ceranae
N. apis + N.
9 XXX ceranae N. ceranae N. ceranae
10 N. apis N. apis + N. N. apis + N. N. ceranae
ceranae ceranae
. .apis+N.
11 N. apis N.apis + N N. ceranae
ceranae
N. apis + N.
12 XXX N. ceranae ceranae
. N.apis + N.
13 N. apis coranae N. ceranae
is + is +
14 N. apis N.apis+ N. N. apis + N.
ceranae. ceranae
N.apis + N. N.apis + N.
15 XXX ceranae ceranae
16 N. apis N. apis + N. N. apis + N. N. ceranae
ceranae ceranae
17 XX N. apis + N. N. apis + N.
ceranae ceranae
Legenda: xxx.: vzorky se nepodarilo odebrat

Prazdnd pole: negativni ndlez

Za pozornost stoji, ze v roce 2011 byl az na jednu vyjimku zaznamenan
vyskyt pouze N. apis. Rovnéz v jednom piipadé byla detekovana N. cerenae ve
smiSené infekci s N. apis. Nasledujici jaro 2012 byl zaznamenin vyrazny ustup
N. apis ve vétsin¢ pozitivnich chovi a zvySeni vyskytu N. ceranae. Zvysujici se

trend vyskytu této mikrosporidie byl potvrzen v roce 2012. V tomto roce bylo 23
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vzorkl pozitivnich na oba dva druhy mikrosporidii rodu Nosema, pficemz v Zddném

vzorku se nevyskytoval samostatné druh N. apis (tabulka 8, graf 3).

Graf 3. Vyskyt spor N. apis a N. ceranae v jednotlivych zkoumanych obdobich od
listopadu 2011 do prosince 2012.

10
9
= 8
=
= 7
=~
= 6
=
=5
)
S |'_
= 3
E 2
£ 1
0
11-11 12-11 3-12 10-12 12-12
Obdobiodbéru vzorki (mésic-1rok)
BN apis BN ceranae N apis a N. ceranae

Tabulka 9 uvadi zmény poctu véelstev v jednotlivych chovech od podzimu
roku 2011 do jara roku 2013. Vyrazné ztraty véelstev méli chovatelé ¢islo 1, 2, 12

a 14. Chovatel ¢islo 2 béhem zimy 2012 ptiSel o vSechna sva vEelstva.
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Tabulka 9. Zmény poctu veelstev v jednotlivych chovech od roku 2011 do jara roku

2013. Procentudlni hodnoty jsou pouze u chovi, u kterych dosSlo ke snizeni poctu

véelstev.
CHOVY 201_1 201? Zmé na 2_013 Zmé na
podzim podzim (%) jaro (%)
chovatel ¢. 1 12 10 -16,7 2 -83,4
chovatel ¢. 2 6 2 -66,7 0 -100,0
chovatel ¢. 3 3 8 +166,6 6 +100,0
chovatel ¢. 4 2 3 +50,0 3 +50,0
chovatel ¢. 5 50 54 +8,0 54 +8,0
chovatel ¢. 6 50 60 +20,0 66 +32,0
chovatel ¢. 7 10 XXX XXX 8 -20,0
chovatel¢. 8 5 5 0 4 -20,0
chovatel &. 9 7 6 -14.3 6 -14.3
chovatel¢. 10 11 12 +9,1 12 +9,1
chovatel ¢. 11 12 12 0 14 +16,7
chovatel ¢. 12 4 3 -24.,5 1 -75,0
chovatel ¢. 13 4 4 0 4 0
chovatel ¢. 14 10 10 0 10 0
chovatel ¢. 15 65 52 -20,0 45 -30,8
chovatel ¢. 16 6 7 +16,7 7 +16,7
chovatel ¢. 17 18 18 0 18 0
275 266 -96,7 260 -94.5

XXX — neni zndm pocet véelstev
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6 DISKUZE

Vysledky této prace ukazaly vyskyt obou druhi N. apis a N. ceranae u vsech
vySetfovanych veelstev, coz je v souladu s poslednimi vysledky uvefejnénymi
v ramci evropskych zemi (Martin- Hernandez et al., 2007; Gisder et al., 2010; Kamler,
2011). Tyto vysledky ukazuji na Sifeni introdukovaného druhu N. ceranae v ramci
veelstev v Evropé (Nabian et al., 2011; Higes et al., 2005; Martin-Hernandez et al.,
2007).

Celkova prevalence ve zkoumanych chovech byla 71 %, coz odpovida
vysledkum z let 2003-2005 publikovanym Martin-Hernandezem et al. (2007), kdy se
celkova prevalence v evropskych zemich (Spanélsko, Francie, Némecko, Svycarsko)
pohybovala od 54,5 % do 95,6 %. Obdobné¢ Hong et al. (2011) prokazali pomoci
molekularnich metod 95% promoienost chovi v Koreji. Naopak nizka prevalence
byla zisténa v letech 1999 az 2000, kdy se pohybovala od 9,7 % do 13 % (Martin-
Hernandez et al, 2007), coz ukazuje na postupné Sifeni patogenti ve vcelstvech

V Evropskych zemich.

Ve zkoumanych vzorcich byla nej¢astéji nalezena smiSend infekce, kterd
dosahovala hodnoty 44 %. Naproti tomu vysledky Martin-Hernandeze et al. (2007),
Gisdera et al. (2010) a Kamlera (2011) udavaji hodnoty niz$i od 1,1 % do 16,7 %
a nejvyssiho vyskytu dosahuji N. apis nebo N. ceranae samostatné. Nicméné tyto
rozdily mohou byt zpiisobeny rozdilnymi klimatickymi podminkami a metodickym
rozdily. Obzvlasté v piipadé vysledkt Kemlera (2011), ktery pouzil pro odliSeni
obou dvou druhti morfologii spor, lze uvazovat zkresleni vysledktl, zejména pokud
jeden druh spor byl ve vzorku pfitomen ve vyrazné men$im mnozstvi. Gisder et al.
(2010) zjistili v Némecku béhem let 2005-2009 vyssi vyskyt N. apis nez N. ceranae.
Ve sledovanych chovech této prace byl zjistén také vyssi vyskyt N. apis (27 %), ale
pouze vroce 2011. Vroce 2012 tomu bylo zcela naopak a pieviladal vyskyt
N. ceranae (29 %), coz se shoduje se zjist€énimi provadénymi v evropskych zemich
Martinem-Hernandezem et al. (2007). Tyto vysledky mohou ukazovat na postupné
promofovani chovii N. ceranae. Pro potvrzeni této hypotézy by bylo zapotiebi

provést dlouhodobéjsi sledovani.

Souvislost mezi ztratou véelstev a vyskytem N. ceranae nebo N. apis nelze

vramci této prace prokazat, nebot’ se detekovani paraziti vyskytovali i v jinych
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chovech, které si pocty véelstev dokazaly udrzet anebo byly jejich ztraty minimélni.
Higes et al, (2006) uvadi, ze béhem nékolika poslednich let dochdzi ke zvySovani
poctu infekci zpiisobenych mikrosporidii N. ceranae vevropskych zemich, nartsta
pocet umrti véelstev a nasledné se snizuje produkce medu. Nicméné neni zcela jasné,
zda je N. ceranae jediny Cinitel tohoto jevu, jelikoz byl tento parazit zjistén i ve
zdravych veelstvech (Oldroyd, 2007). Cox-Foster et al. (2007), Higes et al. (2008)
a Pajuelo et al (2008) zistili, Ze N. ceranae je rozsifend jak ve zdravych, tak
i voslabenych vCelstvech a jeji celkovy piispévek ke ztrataim veel je diskutabilni.
Nemtzeme tedy posoudit, ktery parazit ma na vceli kolonii vétsi vliv. Stejny zavér
ve své praci uvadi i Gisder et al. (2010), kde udaje jeho analyzy neodhalily souvislost

mezi imrtimi v kolonii a detekovanou infekci N. apis a N. ceranae.

Obecné se pocita s 5% uhynem vCelstev pies zimu (Svoboda et al.,, 1968).
Celkova ztrata ve vSech sledovanych chovech ¢inila od podzimu 2011 do jara roku

2013 pouze 5,5 %, coz lze povazovat za normalni zimni ztraty.

Nabian et al. (2011), uvadi, ze nejvyznamnéj$i rozdil mezi obéma druhy
nosem (N. apis a N. ceranae) je v tom, jak rychle dokazi zpuUsobit smrt ve
véeli kolonii. VEely napadené N. ceranae mohou zemfiit uz 8 dni po nakazeni, coz je
rychlejsi pribéh nez u N. apis. Z vysledkt této prace je patrné, ze zvySeny vyskyt
N. apis vroce 2011 nemél na tbytek vcelstev v chovech veliky vliv. V roce 2012
kdy se vyskytovala v chovech jen N. ceranae nebo smiSena infekce, nebyly ztraty

také vyrazné.

Zatimco infekce N. ceranae muize byt ve vcelach detekovana ve vsech
Ctyfech ro€nich obdobich (Martin-Hernandez et al., 2007; Higes, 2008), infekce
zpusobena N. apis je Castéj$i na jafe a na podzim (Bailey, 1955; Doull et Eckert,
1962; Dyes et Wilson, 1978; World Organisation for Animal Health, 2008).
Vysledky této prace se shoduji s tvrzenim, ze se N. apis vyskytuje na podzim.
Ve sledovanych chovech na podzim v roce 2011 byly nalezeny pfevazné spory
N. apis, nicméné se tyto vysledky uz neshodujis tvrzenim, Ze se vykytuje ve zvySené
mife i na jafe, jelikoZ zjarnich vzorki bylo pouze 5 (ze 17 vzorkl) pozitivnich.
Pritomnost N. ceranae ve vcelstvech mizeme potvrdit vpodzimnich, zimnich
a jarnich mésicich. V letnich mésicich nebyly vzorky odebirany, tudiz je nelze

posoudit.
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Véely infikované N. apis se vyprazdiuji uvniti ulu, kontaminuji plasty
miliony infekénich spor. Nasledkem silné poskozené stievni tkané je sekundarni
infekce, ktera zptsobuje ,,uplavici“. MlUzeme pozorovat hnédé skvrny od prijmu na
sttnach ulu nebo na rdmkach (Mussen, 2011). Ve sledovanych chovech, se

nevyskytoval Zadny z téchto pfiznakt silné nakazy.

Naproti tomu vyskyt N. ceranae ve v¢elstvech je spojen s nizkou produkci
medu a zvySenymi zimnimi ztratami (Nabian et al, 2011). Pfedchozi tvrzeni nebylo
touto praci prokazano. Veelati ze sledovanych chovi méli sice niz$i produkci medu
oproti minulym letim, nicméné to nemuselo byt zpisobeno pouze N. ceranae, ale

i Spatnymi klimatick ymi podminkami.
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7 ZAVERY

e Pomoci molekularni metody PCR byly detekovany dvé mikrosporidie N. apis
a N. ceranae infikujici Apis mellifera v chovech v Ceské republice.

e Ve Vsech sledovanych chovech se vyskytovali oba paraziti jak N. apis, tak
iN. ceranae.

e Celkovy vyskyt ¢inil 71 % (55 pozitivnich vzork).

e Vysledky nazna¢uji na postupné iteni N. ceranae ve véelstvech v CR.

e Nebyl prokazan jednozna¢ny vliv sezéony na vyskyt N. apis nebo
N. ceranae.

e Nebylsledovan vyrazny uhyn véelstev v souvislosti s nosemovou infekci.
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