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Abstrakt

Tato diplomova prace v teoretické ¢asti shrnuje informace o biologii véely medonosné,
bakterii Paenibacillus larvae a Melissococcus plutonius a o parazitické houbé As-
cosphaera apis. Tyto mikroorganismy napadaji v¢eli larvy a zptisobuji vyznamné cho-
roby vcel.

Hlavnim cilem bylo v praktické ¢asti vyhodnotit vyskyt téchto patogent, v riz-
nych mistech Ceské republiky pomoci izolace DNA véel z vice nez 200 odebranych
vzorki z 50 stanovist' v ramci celé Ceské republiky. Detekce ptitomnosti piivodct ne-
moci byla provedena metodou PCR. Ze vzorku byly 3 pozitivni na bakterii Paeni-
bacillus larvae a 4 pozitivni na bakterii Melissococcus plutonius. Houba Ascospheara

apis nebyla v zadném ze vzorka detekovana.

Kli¢ova slova: véela medonosna, patogeny véely medonosné, Paenibacillus larvae,

Melissococcus plutonius, Ascosphaera apis

Abstract

The aim of this thesis was to summarize the theoretical informations about biology of
honeybees and bacteries Paenibacillus larvae and Melissococcus plutonius and para-
sitic fungi Ascosphaera apis. This organisms attack bee larvae and cause bee diseases.

The major part of this thesis was focused on the evaluation of the occurrence
of these pathogens in various places in Czech Republic by isolating bee DNA from
more than 200 bee samples from 50 locations within whole Czech Republic. Detection
pathogens was performed using PCR method. There were 3 samples positive for Pae-
nibacillus larvae and 4 positive for Melissococcus plutonius. The fungus Ascospheara

apis did not occur in any of the samples.

Keywords: honeybee, honeybee pathogens, Paenibacillus larvae, Melissococcus plu-
tonius, Ascosphaera apis
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Uvod
roli v zachovani biodiverzity krajiny a pfirozeného kolobéhu pfirody. Chov vcel se
fadi mezi jedno z nejstarSich odvéti zivocisné vyroby, jehoz pfinosem je produkce
medu a dalSich véelich produkti. Krom¢ tohoto divodu jsem si toto téma vybrala také

V¢elatstvi znaéné ovliviiuje cela fada mikroorganismii, ktera napada vcelstva
a zpusobuji jim onemocnéni, jejichz nasledky mohou mit velky dopad na ubytek vcel.
Mezi tyto mikroorganismy se fadi razné bakterie, houby, prvoci, viry nebo roztoci.

Bakterie Paenibacillus larvae je pivodcem zavazného onemocnéni moru vée-
liho plodu. Napada larvy a pii objeveni ve véelstvu je nutny v¢asny zasah, jinak hrozi
uhyn celé kolonie vcelstva. Dalsi bakterii napadajici vceli larvy s podobnymi klinic-
kymi pfiznaky je Melissococcus plutonius, pavodce hniloby véeliho plodu. Ne tolik
zavaznym onemocnénim je zvapenaténi vceliho plodu zpiisobené parazitickou houbou
Ascosphaera apis. Ta sice ziidka vede k ahynu celych kolonii, pfesto by se choroba
neméla podcetiovat. Tato onemocnéni jsou rozsifena po celém svété véetnd Ceské re-
publiky.
gieny. Pfi potvrzeni pfitomnosti patogenniho mikroorganismu je nutné se fidit pfislus-
nymi opatfenimi.

Touto praci bych také chtéla zachovat pamatku mého pradédy Josefa Josky, ktery

byl znamym chovatelem v¢el, autorem nékolika knih o v¢elaistvi a zakladatelem, dale

i feditelem prvni vcelaiské skoly v Nasavrkach (1951).




1 Teoreticka ¢ast

1.1 V¢ela medonosna

V¢ela medonosna (Apis mellifera) patii k nejrozsitenéj$im zastupcum fise hmyzu (In-
secta) do tfidy blanoktidlych (Hymenoptera). Véela je nejznaméj$im socialnim hmy-
zem a dulezitym opylovacem entomofilnich (hmyzosnubnych) rostlin, ktery opyluje
jak pfirozenou vegetaci, tak 1 hospodaiské plodiny a umoznuje rozmnozovani rostlin.
Proto hraje vyznamnou roli v zachovani ptirozeného kolobéhu ptirody a velmi vy-
znamn¢ piispiva k udrzeni biodiverzity krajiny v pfirodnich ekosystémech. (Rejnic,
1987, Cramp, 2013). Samoziejm¢ zjevnym benefitem jsou uzitecné vceli produkty -
tj. vosk, med, propolis, jed, a mateti kasicka, jez jsou vyuzivany nejen v potravinaistvi,
kosmetice, ale i 1é¢itelstvi. Tyto produkty maji ale jen trivialni hodnotu ve srovnani s
hluboce dilezitou roli opylovateli.

Jako kazdy hmyz s proménou dokonalou, prochéazi ctyimi vyvojovymi fazemi.
Zakladem je vaji¢ko, z n¢hoz se lihne larva. Ta se zakukli a vznika dospély jedinec
(Rejni¢, et al., 1990; Michener, 2007).

V¢ela medonosna je vyvojové nejdokonalejsim druhem rodu véela (Cramp,
2013), jejiz oblasti pivodniho rozsifeni je Evropa, Afrika a Pfedni Asie. Do Ameriky,
Australie a celého Nového svéta se dostala z Evropy v dobé kolonizace v 17. stoleti.

V dnesni dob¢ je rozsifena v obyvatelném uzemi po celém svété (Vesely, 2013).

1.1.1 Véelstvo

Vcely ziji ve spolecenstvech (véelstvech), ktera jsou zpravidla slozena z jedné matky,
nékolika desitek tisic délnic a nékolika stovek trubct (Svamberk, 2000). Jednotlivi
¢lenové jsou na sobé zavisli a kazdy ma ve v€elstvu svoji roli, vzajemné se dopliuji.
Trval4 existence vcelstva bez nekteré ze tii pohlavnich forem je nemozné (Joska, 1958;
Veseli, 2013). Jejich ukolem je zajistit preziti kolonie a jejich potomk (Vesely, 2013).
V<eli matka neboli kralovna je jedind samicka, ktera je plodné a schopna reprodukce.
Jeji praci je klast vajicka (Cramp, 2013), kterych je za den az 1500 (Vesely et al.,
2003). Z oplozenych vajic¢ek se lihnou dé€lnice, které patii mezi nejpocetnéjsi skupinu
vcelstva, podle niZ se hodnoti jeho sila. Délnice se rodi se zakrn€lymi pohlavnimi or-
gany, a nejsou tedy schopny rozmnozovani (Joska, 1958). Jejich ¢innost se ptizplso-
buje potiebe véelstva. Napt. budovani plastvi, sbéru pylu nebo krmeni larev (Drasar,

1978). Trubci, veeli samecei maji jeden ikol, a to oplodnit matku. Soutézi mezi sebou.




A ten, ktery uspéje, oplodni veeli kralovnu a umird. Ostatni trubci jsou odmitnuti a

vykazani z Glu (Vesely, 2013).

délnice

trubec

Obrazek 1.1: Pohlavni formy véelstva (Pleva, 2020)

1.1.2 Stavba téla

Télo véel se déli do tii hlavnich ¢asti — hlavy, hrudi a zade¢ku. Je pokryté ochrannym
krunytem z polysacharidu chitinu neboli vnitini kostrou téla. K ochrang¢ vnitinich tél-
nich organt slouzi pokozka (Spiirgin, 2013; Vesely, 2013). Na hlav¢ je pét oci. Dvé
slozené (napadné jsou svou velikosti hlavné u trubce) a nad nimi tfi jednoduché (Joska,
1958). Dale jsou na hlavé sidla ¢ichu a hmatu — dvé tykadla, také se zde nachazi usta
s kusadly a sosackem (Spiirgin, 2013). Soucasti hrudi jsou dva pary blanitych kiidel a
tf1 pary nohou (Hanousek, 1991). Na zadecku je zihadlo se zpétnym hackem spojeny
s vaCkem jedovym. Zadecek dé€lnic a matky je zaSpicatély, u trubce je tupy a zaobleny.
Matka vcel se na prvni pohled vyrazné li§i svou velikosti naproti mnohem men§im
délnicim a trubcim (Joska, 1958). Vcely maji neuzavieny krevni obé&h, kde proudi
hemolymfa. Nervova soustava ma hlavni stfedisko v hlavé a dal$i v hrudi a zadecku.
Pohlavni soustavu maji pln€¢ vyvinutou pouze trubci a matka. K vyvinu vaji¢ek do-
chdzi u matky asi v 200 vaje¢nych rourkach. K oplozeni vaji¢ek probihad v pochvé

matky, poté se vajicka ukladaji do bunky plasti kladélkem (Hanousek, 1991).
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Obrizek 1.2: Stavba téla viely (ZS Nutice, 2019)

1.1.3 Chov vdéel

Velaistvi patii k jednomu ze zakladnich odvétvi zemédélstvi a fadi se mezi jedno z
nejstarsich odvétvi zivo¢isné vyroby (Sef¢ik, 2014). Z chovu véel ma v EU spole¢nost
zisk 14, 2 miliardy EUR ro¢né. Na opylovani véelami je zavislé 84 % druhi rostlin a
76 % potravinové vyroby. Soucasné velkou ¢asti ptispiva k zachovani ekonomického
piinosu pro spolecnost, zachovani ekologické rovnovahy v krajin€ a ochrané rozma-
nitosti p¥irody (Zizka, 2017).

Véelatstvi je nejstarsi ¢innosti, kterou si nasi ptedci obstaravali obzivu. Prvni
dochovany diikaz o sbéru medu se nachazi na stén¢ Cueva de la Arafia (Pavouci jes-
kyn¢) ve vesnici Bicorp u Valencie z konce starSi doby kamenné (cca 10 tisic let p. n.
1.) (Jenikova, 2018). Historii chovu lze rozdélit do nékolika etap, které se lisi zachaze-
nim a péci (Vesely a kol., 2003). Prvni etapa lovecka se vyznacovala tim, Ze ¢lovék
vybiral med z plasth lesnich vcel, aniz by jim poskytoval né¢jakou péci (jiz pired 4000
lety p. n. 1.) (Skrobal a kol., 1967). V etapé lesni véelateni (brtnictvi) lidé zacali vyfe-
zavat pouze Casti plastt, pro Setrn€jsi zachazeni se véelami, kdy jich tolik neuhyne
jako pfi vybirani celych hnizd. V tomto obdobi také vzrostla poptavka po medu a
vosku (Nepras§, 1971). V tteti etap€ (rolnické) zacali lidé premistovat véelstva s celymi
kmeny, aby byla blize k polim a pfibytkim, kde hospodafili. V¢elstva lidé opattili
stiiSkou (Vesely a kol., 2013). Etapa ¢tvrtd — racionalni vcelafeni — je datovana 18.

stoletim. Objevuje se prvné sestaveni ramku, kde bylo poprvé mozno zavésovat vceli




dila na tramky (Beranek, 2003). V 19. stoleti se zacaly pouzivat ramky s mezisténou a
i medomety (Vesely a kol., 2013).

Chov véel v Ceské republice

Ve druhé poloving 18. stoleti doslo k rozkvétu ¢eského véelatstvi diky panovnici Marii
Terezii, ktera chov vcel podporovala a propagovala. Podpofila i vznik odbornych skol
vé&elafeni. Roku 1775 se Morava (pozdé&ji Cechy) dockala patentu ochrannych opatieni
pro chovatele vcel tykajici se volného prodeje medu a vosku bez zdanéni. Ve Vidni
zalozila roku 1769 prvni statni véelafskou skolu na svété (Kulhanek, 2021)

V obdobi Ceskoslovenska v roce 1951 byla v Nasavrkach na Chrudimsku ote-
viena prvni dvouletd vcelatska Skola, jejimZ feditelem byl zkuSeny vcelar Josef Joska.
(Novotna, 2019; Kulhanek, 2021).

V 90. letech 20. stoleti doslo k velkému sniZeni poctu véelstev a véelait kvuli
ekonomickym duvodim, na rozdil od okolnich statd, kde hraly roli problémy zdra-
votni. Ale diky finan¢ni podpote statu se vcelafstvi stabilizovalo a pocet vcelstev se
zvySoval. Na konci roku 2016 narostl pocet na 662 253 véelstev a zvysilo se i mnozstvi
systematickou podporou vcelaistvi ustfednimi organy statni spravy. Ministerstvo ze-
médélstvi podporuje rozvoj oboru a tvorbu vhodnych podminek pro véelaistvi s CSV
(Cesky svaz v&elafi, z. s.) i ostatnimi v&elaiskymi spolky (Sef¢ik, 2014). Ceskomo-
ravské spoleénost chovateli (CSCH) evidovala v dubnu roku 2020 skoro 64 tisic ve-
lait, v EU jsme tak v absolutnim poctu na tfetim misté. Pocet veelstev presahuje nyni
685 tisic a mame tieti nejvyssi miru zavéeleni hned po Mad’arsku a Recku. Pii pfepoétu
vcelstev na obyvatelstvo jich ma nase zemé mezi staty EU nejvice, a to 58 v¢elstev na
kazdych 10 tisic lidi (Dostal a Prochazka, 2020). Také se Cesko mtize chlubit tim, e
je ¢tvrtou nejvétsi véelarskou velmoci na svété (Jenikova, 2018).

V soucasné dobé (rok 2020) je evidovano CSV vice nez 54 tisic ¢lentl, coz
predstavuje 98 % viech véelatt v Cesku; s 575 000 véelstvy. Cesko se tak fadi mezi

staty s nejvyssi organizovanosti vcéelait na svété (Cesky svaz véelari, 2021).

1.1.4 Onemocnéni vcel
Patogeny vcely medonosné zplisobuji vazné ztraty v produkci vcelstev a zapticinuji

ibytek jejich populaci. Ne ve viech statech, véetnd CR neni povoleno 1&¢it vielstva
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antibiotiky a pesticidy. Pouzivani téchto 1é¢iv mize vést k negativnimu dopadu na
schopnost v¢el vyvinout rezistenci vici vlastnim patogeniim. Ve vysledku pak umoz-
nuje Sifeni virulentn&jSich kment (Cox, 2000). To snizuje pramérnou délku Zivota vcel
(Martel et al., 2006) a zpusobuje nerovnovahu v mikroflofe ulu (Charbonneau et al.,
1992), coz zvysuje riziko kontaminace zafizeni a produktt (Lauro et al., 2003). Napii-
klad mohou v medu pfetrvavat chemické zbytky, které ovliviuji jeho kvalitu pro lid-
skou spotiebu (Martel et al., 2006).

Vzhledem k ekonomickému a ekologickému vyznamu vcel je bezpochyby
nutné vyvinout u¢inné, udrzitelné a ekologické strategie pro tlumeni chorob véel. Patii
mezi n¢ zména strategii fizeni, rozmnozovani vcelich linii vykazujicich pfirozenou
odolnost vici chorobam nebo hygienickému chovani (Spivak a Reuter, 2001) a pou-
zivani biologickych ochrannych latek (Lee et al., 2009). Snizené mnozstvi pouziva-
nych antibiotik a pesticidi mize vést ke zvysené bezpecnosti medu a veelich produkti
pro lidskou spotiebu a vzhledem k dlouhodobé¢ skodlivému vlivu téchto latek na zdravi
vcel, muze podpofit pfirozenou obranyschopnost vcel.

Je velmi dilezité, aby vcelat dokazal rozpoznat prvni ptiznaky nemoci nebo
napadeni v ulech a véd¢l, jak pokracovat s jejim odstranénim (Arbia a Babbay, 2010).
Vyskyt onemocnéni u veel zavisi na tfech faktorech:

1. Genetika v¢el — hygienické chovani a odolnost vii¢i chorobam je zalozeno na gene-
tickém zaloZeni véelich kraloven.

2. Patogen (pfitomnost, virulence, infek¢éni zaté€z) — pro projeveni nemoci je tieba pfti-
tomnost odpovédného patogenu (viry, bakterie, houby, prvoci), dilezité je také jeho
mnozstvi a schopnost §ifeni

3. Prostiedi (teplota, relativni vlhkost, pfitomnost rostlin) — podminky prostiedi a se-
z6nni faktory siln€ ovliviiuji nastup nemoci a v mnoha piipadech jsou kli¢ovymi
spoustéci (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2018)

Nemocim vcel se d4 pfedchazet preventivnimi opatfenimi jako je udrZovani
véelstva v dobrém fyzickém i dusevnim stavu a pravidelnou kontrolou chovatelem.
(Cramp, 2013). | pres veskera opatieni mize dojit k nakaze. Potom je zapotiebi od-
strafiovat ze velstva mrtvé jedince pro zbranéni Sitfeni (Tautz, 2016). Vcely patii mezi

hospodarska zvitata, proto choroby velstev ma na starosti Statni veterinarni sprava.
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Rozdéleni

Veely i jejich plod mohou trpét bud’ nenakazlivymi nebo nakazlivymi nemocemi (Ve-
sely et al., 1985). Nenakazlivé nemoci, které se nesiti mezi vCelstvem, mohou byt zpti-
sobené tézko stravitelnou a Spatnou potravou nebo naruSenim vhodnych tepelnych
podminek pro vyvoj. (KubiSova a Haslbachova, 1992). Mezi tato onemocnéni patii
tam hynuti plodu hladem pii nedostatku potravy ke konci zimy a na jate, dale hynuti
plodu zimou a piehiatim nebo napft. prijem a zacpa vcel (Hanousek, 1991; Kubisova
a Haslbachova, 1992). Mezi nakazlivé nemoci fadime nemoci infek¢ni, které zptiso-

buji bakterie, viry, houby nebo rizni parazité (Svamberk, 2003).

Viry

Viry jsou velmi malé nebunécné organismy, mensi nez bakterie. Nejsou pozorovatelné
pouhym okem. Jejich velikost je udavana v miliontinach milimetru (nm) (Vesely,
2013; Cermak et al., 2016). Viry véel se mnozi jak v télech dospélych, tak i plodu.
Jeho pfitomnost v koloniich i U jednotlivych vcel nemusi mit na oko Zadny projev, ale
s uréitymi podminkami mize mit vazné viditelné klinické ptiznaky a vcelstva mlze
nejen oslabit, ale i Gplné zlikvidovat. Viry mohou zpusobit také zmény v chovani jako
napf. S$patnou orientaci nebo zménu péce o plod. Doposud byly popsany dvé desitky
vira véel (Vyzkumny ustav véelatsky, 2021), z toho se Sest vyskytuje v CR (Ryba et
al., 2012). Pti vir6ézach vcel se rozpadaji buiiky urcité tkan€, coZ ma za nasledek smrt
nakazeného jedince. Proti virovym nemocem neni zadny dostupny 1¢€k. Infekce se da
ale sniZzovat spalenim uhynulych v¢el a vydezinfikovanim ¢asti ult. Hlavné je nutné
dodrzovat prevenci (Vesely a kol. 1985).

Mezi viry v¢el miizeme zatadit virus deformovanych kiidel, projevuje se, jak
uz nazev napovida, deformaci kiidel vc¢el a zkrdcenim zadecku. Tento vir napada plod,
ale projevi se az u dospélce. Dale sem muzeme zatfadit viry paralyzy vcel, kdy jedinci
nejsou schopni letu nebo ztraceji obrveni a jsou na pohled ¢erné (Vyzkumny tstav
véelaisky, 2021) a virova nakaza vceliho plodu (pytlickovy plod), kdy larvy vypadaji
jako pytlicky s tekutinou a hynou (Kubisova a Haslbachova, 1992).

Houby
Mezi velice rozsifenou houbovou chorobou vcel patii nosemoza. Je to onemocnéni

dospélych vcel zptisobené jednobunéénymi houbami patiicimi do tiidy Microsporidia.
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Existuji dva riizné poddruhy Nosema, které jsou zodpovédné za dveé riizné formy cho-
roby véely medonosné. Patii tam Nosema apis a Nosema ceranae (Martin-Hernandez
et al., 2012). N. apis je zodpov€dna za znamou formu onemocnéni, ktera se Sifi
zejména ve vlhkych a studenych mistech. Vcely trpi stievnimi potizemi jako je pri-
jmem, coz je zakladni znak pro diagnézu onemocnéni. V¢ely nejsou schopny vylucéo-
vat matefi kaSicku, n€které vcely nejsou schopny letu, nakonec umiraji. Dilezita pre-
vence onemocnéni je udrzovani pravidel pii chovu jako napt. vhodné umisténi Glu
(suchéd mista, nevystavena chladnému vétru). Pokud je nemoc ve vcelstvu rozsiiena,
je doporuceno jeho zniceni a sterilizace ul (Copley et al., 2012; Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2018). Novy druh mikrosporidia je N. ceranae ma
od klasické nosemodzy odlisné klinické ptiznaky, neprojevuje se prijmem. Tyto pii-
znaky muze mit po cely rok (Food and Agriculture Organization of the United Nations,
2018). Existuje také plisnové onemocnéni plodu, zpusobené Ascospheara apis (viz
nize). Tyto mikroorganismy napadaji larvy nebo kukly, zatimco dospélé véely zlsta-

vaji zdravé.

Roztoci

Nejznaméj$im a nejrozsifenéj$im roztocem zodpovédnym za nemoci u véel je Varroa
destructor, ktery zpusobuje varroazu (Arbia a Babbay, 2010). Tento rozto¢ je silné
adaptabilni, proto zptisobuje hlavni ekonomické ztraty ve véelaiském oboru. Ovliv-
nuje jak plod, tak i dospé€lé véely. Saje jim hemolymfu, ¢imz je oslabuje a jsou vice
nachylnéjsi k jinym chorobam. Mezi hlavni symptomy patii véely s deformovanymi
ktidly, vysoka umrtnost larev nebo oslabené kolonie. Vyvoj nemoci neni pfilis zfejmy,
proto je velmi dilezitd pravidelna kontrola v kazdém ulu (pocet rozto€l na dné tulu,
viditelnost roztoct na télech vcel) (Food and Agriculture Organization of the United

Nations, 2018; Cermak et al., 2016).

Bakterie

Skodlivé bakterie jsou pfi¢inou mnoha zdvaznych onemocnéni plodu i véel. Radime
mezi n¢ hnilobu a mor véeliho plodu (Pohl, 2008). Zakladni bakteridlni onemocnéni —
mor v¢eliho plodu zpisobené Paenibacillus larvae, je pro napadené kolonie smrtelna

choroba. Dale celosvétoveé rozsitena je bakterie Melissococcus plutonius (viz nize)
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(Arbia a Babbay, 2010). Jsou to dvé ekonomicky nejvyznamnéjsich bakterie zptsobu-
jici choroby v¢el, které postihuji plod a jsou Siroce distribuovany. Potencialné jsou

smrtelné i pro infikované kolonie (Forsgren, 2010).

1.2 Paenibacillus larvae
Taxonomie (Sedlacek, 2007):
Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Ttida: Bacilli

Rad: Bacillales

Celed: Paenibacillaceae

Rod: Paenibacillus

Zikladni charakteristika
Mor véeliho plodu je zavaznou chorobou zplsobenou bakterii Paenibacillus larvae
napadajici, jak napovidéd nazev, plod v¢el (Hansen a Brodsgaard, 1999). Tyto bakterie
zabijeji nejen infikované larvy, ale pokud neni proveden v¢asny zasah, je také smrtelna
pro celé kolonie vcelstva (Genersch, 2010). Nemoc je rozsifena globaln¢ a mize mit
na svédomi zna¢né ekonomické ztraty (De Graaf et al, 2015).

Paenibacillus larvae je sporotvorna, grampozitivni bakterie ve tvaru ty¢inky
(De Graaf et al, 2015). Pohybuje se pomoci dlouhych bi¢iki, které ma po celém po-
vrchu. Fakultativné anaerobni ty¢inky se vyskytuji bud’ jednotlivé, nebo vytvareji fe-
tizky (KubiSova a Halsbachova, 1992) a jsou velmi odolné viici chemickym i fyzikal-
nim vlivim (Kollar, 2010). Spory mohou pfezivat v prostfedi s teplotami vice nez
100 °C (Madara, 2009) a jsou chranény nékolikavrstevnym obalem (viz obrazek 1.3).
Bakterie produkuji velké mnozstvi proteaz, které inhibuji vceli imunoproteiny, coz

vede Kk thynu larev (Vesely et al., 2003; Bzdil, 2010).
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Obrazek 1.3: Spora bakterie s mnohovrstevnymi obaly, které chrani bakterii pFed nep¥iznivymi podmin-
kami (Ludvik, 2018)

Historie

Poprvé byla nemoc, ktera se projevila hnilobnym zapachem popsana roku 1769 (Han-
sen a Brodsgaard, 1999), a proto byla nazvana hnilobou plodu. O vice nez sto let poz-
déji bylo objeveno, ze hniloba méa dvé etiopatologické formy, a to mirnou a lécitelnou
u otevieného plodu (dnes hniloba vceliho plodu) a druha forma zhoubna a nevyléci-
telnd otevieného plodu (dnes mor vceliho plodu) (Genersch, 2010). Pozdéji byl mor
detailngji popsan mikrobiologem Whitem v USA, proto je vétSinou nazyvan jako
,American Foulbrood“ (AFB) (Hansen a Bredsgaard, 1999). Také si jako prvni uve-
domil, Ze existuji dvé nemoci s podobnymi ptiznaky, ale zptisobené odlisnymi bakte-
riemi. Prvni byla bakterie Melissococcus plutonius, zptsobujici Europe Foulbrood
(EFB) a American Foulbrood zapfi¢inény bakterii Paenibacillus larvae (Genersch,
2010).

Genotypy
Mnohokrat doslo ke zménam pojmenovani bakterie. Nejdiive se pouzival nazev Ba-
cillus larvae, dale byla objevena podobna nova bakterie s nazvem Bacillus pulvifaci-

ens (Katznelson, 1950). Podle analyz byly ale tyto bakterie zna¢né odlisné od rodu
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Bacillus, proto vznikl novy rod Penibacillus. Nové pojmenované bakterie Paeni-
bacillus larvae a P. pulvifaciens prosly znovu analyzou a byly ptefazeny do jednoho
druhu Paenibacillus a do dvou poddruht P. larvae larvae a P. larvae pulvifaciens (Ash
et al., 1993; Heyndrickx et al., 1996). Posledni zménou bylo zafazeni P. I. larvae a P.
. pulvifaciens do spole¢ného druhu Paenibacillus larvae (Genersch et al., 2006).

Pozdé¢ji bylo zjisténo ze existuje pouze Paenibacillus larave, ktery ma ¢tyfi genotypy
zjistény pomoci ERIC primerd, a to genotypy ERIC I — IV (Genersch et al., 2006).
Jednotlivé genotypy se lisi napft. virulenci, povrchem spor, barvou kolonii. Nejrozsi-

fenéj$imi genotypy jsou ERIC I a II (Genersch et al., 2006; Rauch et al., 2009).

Priibéh infekce a klinické priznaky

Mladé¢ larvy vcel se infikuji pozitim pouhych deseti spor bakterie z kontaminované
potravy. Spory pak vykli¢i ve vegetativni stadium, pfi této fazi nejsou u larvy viditelné
zadné zmény (Yue et al., 2008; Djukic et al., 2014; Locke et al., 2019). Proliferuji ve
stfednim stfeve, kde vylucuji sekundarni metabolity a tim potlacuji ptirozenou mikrof-
l6ru larvy. Navic vykazuji cytotoxickou aktivitu naruSujici bunky (Garcia-Gonzalez et
al., 2014; Miiller et al., 2015).

Nejkriti¢téjsim je pro larvu paty den zivota, kdy jsou intenzivné a ¢asto krmeny
véelami krmic¢kami. Ptiznaky se projevi, aZ kdyz je plod zavickovan a je vidét nepra-
videlné zakladeni plodu v plastu. Vicka jsou tmava, propadlé a prodéravéla (Pokorny,
2013). Otvor ve vicku plastu délaji véely pii kontrole nakazenosti (Titéra, 2009).

Bakterie napadaji larvalni tkan a tim zabijeji larvu hostitele. Jak infekce pokra-
¢uje, uhynulé larvy méni barvu z perletové bilé na SedoZlutou az tmavohnédou polo-
tekutou hmotu podobnou lepidlu s charakteristickym zapachem (viz obrazek 1.6) (Du-
ben, 2013; Locke et al., 2019). To je mozné odhalit tzv. zapalkovym testem, kdy se
vlozi sirka do buniky plastve a pii vytahovani se za sirkou tahne vlakno z rozkladajici
se larvy (viz obrazek 1.5) (Titéra, 2009). Tato vznikla ,,ropna“ hmota a zapach jsou
primarnim klinickym pfiznakem diagnostiky AFB (Locke et al., 2019). Poté larvy
schnou (Duben, 2013).

Postupujici nakazou se rodi ¢im dal mén¢ mladusek, véelstvo slabne a nakonec
uhyne (Titéra et al.,2018). Zbytky mrtvych larev obsahuji miliardy extrémné houzev-
natych bakteridlnich spor, diky kterym se toto onemocnéni §ifi uvnitt kolonii a mezi
nimi. Tyto bakteridlni spory mohou byt Zivotaschopné po celé desetileti, jsou schopné

odoléavat dezinfekci a piezit neptiznivé podminky, jako jsou vysoké teploty nebo UV
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zateni. Tato odolna povaha bakterialnich spor P. larvae ptedstavuje obtizny problém
pro prevenci a kontrolu AFB (Locke et al., 2019). Cyklus infekce je znazornén na
obrazku 1.4.

Prenos spor délnicemi krmenim
larev

Polknuti spor
Paenibacillus
larvae

Degradace mrtvol larev a
sporulace Paenibacillus
larvae

Naruseni epitelu, vniknuti do Kli¢eni spor

hemocoelu a smrt larvy

Sifeni P. larvae ve stfednim stievé

Obrazek 1.4: Cyklus infekce bakterie Paenibacillus larvae (upraveno podle Popping a Genersch, 2015)

Obrazek 1.5: Zapalkovy test, za sirkou se tahne vlakno rozloZené uhynu (Titéra et al.,2018)
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Obrazek 1.6: Porovnani infikovanych (nelankovanych a hnédych) larev se zdravymi (Siegbert et al., 2010)

vvvvvv

spélych vcel viici infikovanym larvdm. Toto chovani projevuji délnice, které odstra-
nuji infikované larvy z Glu. Spory se objevuji pfiblizné 10-11 dni po vylihnuti vajicek,
kdy se vyvojova stadia pied kuklou — prepupa vyvijeji v kutikule pod buitkou uzavie-
nou voskem. Sporulace je doprovazena smrti prepupy. Vely odstranuji vicka a od-
straituji larvy pod uzavienymi bunikami, kdyZ je bakterie jest€ ve vegetativni, nein-
fekéni fazi (nez zemiou prepupy). Timto zpiisobem mohou véely odstranit infikované
larvy dfive, nez je nemoc pro lidské oko viditelna. Jednotlivé véely maji rizné odol-
nosti vii¢i nemoci. Mladé larvy (mladsi 3648 hodin) jsou nachylné k infekci, pokud
konzumuji bakteridlni spory v potravé, kterou jim vylu€uji veely. Starsi larvy jsou
odolngjsi (Spivak a Reuter, 2001). Dospélé véely sice spory bakterie ptenaseji, ale

nikdy se jimi nenakazi (Titéra et al., 2018).

Siteni

Za normalnich vcelafskych podminek je tato nemoc vysoce nakazliva, protoze jeji $i-
feni je snadné. A to diky infikované potravé, véelam (ptelétavajicim mezi uly a kolo-
niemi) a pfenasenim medu v¢elami ze slabsich kolonii (Locke et al., 2019). Pienos je
mozny i rozto¢i (Varroa destructor) a jinymi $kidci (Pokorny, 2013). Ale bézna vy-
ména ramu Ulu, véely mezi koloniemi a udrzovani ult v tésné blizkosti zrychluji Sifeni
nemoci rychleji. Logickou cestou ke sniZeni poétu epidemii AFB by proto mély byt

zdokonaleni strategie fizeni (Locke et al., 2019) a dodrzovani hygienickych pravidel
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(nepouzivat staré uly neznamého ptivodu, znecisténé naradi, nepouzivat nedezinfiko-
vany vosk nebo nenakupovat véelstva bez odborné prohlidky) (Vesely et al., 1985).
Jednou strategii je izolovat nemocné kolonie, aby se zabranilo moznosti dalsiho Sifeni
nemoci. V¢asna detekce je zdsadni. Optimalné by mély byt spory detekovany v kolo-
niich dfive, nez se objevi klinické piiznaky. Toho Ize nejlépe dosahnout kultivaci bak-

terii ze vzorkl dospélych véel (Locke et al., 2019).

Opatieni

V mnoha zemich je mor chorobou, ktera podléha hlaseni a opatfeni fidici se ptislus-
nymi zdkony. Spalovani kolonii a kontaminovaného materialu je povazovano za jediné
proveditelné opatieni, které zabrani dal§imu $ifeni nemoci. Je to obvyklym zakonnym
pozadavkem, alespon ve vétSing€ evropskych zemi. Kdyz je kolonie infikovana, ale
jesté ne klinicky nemocna, nékdy se pouziva metoda, kdy se véely setfesou na novy
hiebenovy zaklad a infikovany hieben se znici. (Ohne, 2003; Pernal et al., 2008; Ge-
nersch, 2010).

Kviili této velice nebezpecné ndkaze moru vceliho plodu (ptiloha €. 2 zdkona
¢. 166/1999 Sb., 0 veterinarni péci a 0 zméné nékterych souvisejicich zakonut-veteri-
narni zakon), jsou radikalni opatfeni nutnosti, pokud se vyskyt nakazy na stanovisti
oveii. Pfi podezieni na vyskyt této choroby je to chovatel v¢el povinen oznamit pii-
slusné Krajské veterinarni spravé (Statni veterinarni sprava, 2021). Tlumeni moru se
provadi v nasledujicich krocich: vyhlaseni ohniska nékazy a jeho likvidace, stanoveni
a vySeteni ochranného padsma a v ném omezeni pohybu vcel, zruSeni ochranného
pasma dobé& pozorovaci (Titéra et al., 2018).

Kdyz se prokaze nakaza s klinickymi pfiznaky a laboratornimi testy, vyhlasi
Krajska veterinarni sprava v souladu se zakonem a piedpisy ohnisko nékazy a stanovi
mimotadna opatfeni (Dubskd, 2018). Pokud je chorobou nakazeno jedno véelstvo,
musi se odstranit vSechna na daném stanovisti, protoZe likvidace pouze infikované¢ho
ulu neni feSeni a odstranéni ostatnich vcelstev je jen otdzka Casu. Problém je tak jen
oddalen. Vcelafi dostavaji podle ustanoveni veterinarniho zdkona nahradu za Skodu,
ale zaCinani od nuly neni snadné. Bohuzel je to jediné opatieni, jak nakazu Gspésné

zni¢it nebo aspon zamezit jejimu Sifeni (Duben, 2013).
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V¢ely mohou byt nakazeny ze zbytkti dovazeného medu, zejména ze zemi, kde
se vcely pokouseji 1é¢it. Pfi uvolnovani téchto medu na trh je zamétena pozornost na
detekci pfitomnosti pivodce nakazy (Duben, 2013).

Zruseni mimoiadnych opatienich mize vyhlasit KVS ve shod¢ se zakonem,
coz je mozné nejdiive po tiech mésicich od likvidace vcelstev. Zavcelovani je znovu
povoleno po kontrole nakazové situace (Titéra et al., 2018).

V Ceské republice bylo v roce 2020 celkem 108 ohnisek moru véeliho plodu.
Na rozdil od ptedchoziho roku doslo k mirnému poklesu v po¢tu novych ohnisek za
rok. Jejich nejvyssi pocet z roku 2020 byl v kraji Moravskoslezském, Olomouckém
a kraji Vysocina (viz obrazek 1.7) (Statni veterinarni sprava, 2021). Pro porovnani po-
¢tu ohnisek v jednotlivych krajich z roku 2018, 2019 a 2020 je zobrazeno v grafu na
obrazku 1.8. V roce 2019 narostl pocet vyhlasenych ohnisek o téméi 16 % ve srovnani
s rokem 2018. V roce 2020 doslo k mirnému poklesu v po¢tu nové novych ohnisek za
rok.

Obrazek 1.7: Vyskyt moru véeliho plodu v jednotlivych okresech CR v roce 2020 (Statni veterinarni sprava,
2021)
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Obrazek 1.8: Vyskyt ohnisek moru véeliho plodu v jednotlivych krajich v letech 2018 az 2020 (Statni veteri-
narni sprava, 2021)

Lécba

Antibiotika se mohou pouzivat jako profylakticka 1é¢ba v n€kolika zemich, vcetné
USA a Kanady (Locke et al., 2019). Ale ve vét§ing evropskych zemi véetné CR je
uzivani antibiotik pti 16¢bé chorob véel zakazano, véetné CR. V zemich s povolenim
se pouzivd bud’ oxytetracyklin hydrochlorid (OTC) nebo sulfathiazol (Locke et al.,
2019). Antibioticka 1écba vSak neni udrzitelnou strategii, protoze pouze maskuje pii-
znaky AFB a nenici bakterialni spory, které fidi Sifeni nemoci. Navic chemické zbytky
1é¢iv mohou pfetrvavat v medu a tim ovlivnit bezpecnou spotiebu, proto soucasna le-
gislativa ve vétsin€ evropskych zemich antibiotika zakazuje. Také mohou mit dopad
na vitalitu a zivotnost larev (Titéra et al., 2018; Locke et al., 2019). Problémem je ale
vznik novych rezistentnich kmend, a nutnost vyvoje novych antibiotik, i kdyz vznik
novych kmenil zlstane stalym problémem (Genersch, 2010). Kviili zakontim je nutna
alternativni 1écba napft. chov vcel se zvySenou imunitni odpovédi viici AFB nebo oSet-
feni pfirodnimi antibakteridlnimi latkami (éterické oleje riiznych rostlin) (Genersch,
2010).

Paenibacillus larvae muze ve vzacnych piipadech uskodit i ¢loveku, kdy se
dostane do lidského téla do krve. Jednim ptikladem je nékaza z kontaminovaného
medu, ktery pouzili drogovée zavisli lidé k fedéni latek. Nakazeni trp€li horeckami, sla-
bosti, nevolnosti, ospalosti, sliznicnim krvacenim, chudokrevnosti nebo se u nich ob-

jevovaly problémy s dychanim a jatry (Rieg et al., 2010).
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Detekce

Pro potvrzeni onemocnéni na zakladé zjisténych klinickych piiznakt se provadéji la-
boratorni testy (Dubska, 2018). Moru se totiz muze podobat i nemoc zptisobena bak-
terii Melissococcus plutonius (Allen a Ball, 1993; Titéra et al., 2018). Ptipravuji se
mikroskopické preparaty, kde se rozeznavaji vegetativni sporangia se spory. Dale se
pokracuje s kultivaci na zivnych médiich. Jako vzorek pro vysetfeni se da pouzit nejen
plod, ale i med, mél, vosk nebo jiny material. Nejmoderngjsi technikou pro detekci
moru veeliho plodu jsou molekularné genetické metody PCR (polymerase chain re-

action) (Titéra, 2018).

1.3 Melissococcus plutonius
Taxonomie (Bailey a Collins, 1982):

Doména: Bakterie
Kmen: Firmicutes
Ttida: Bacilli

Rad: Lactobacillales
Celed’: Enterococcaceae

Rod: Melissococcus

Zakladni charakteristika
Melissococcus plutonius je bakterie zptsobujici vyznamné onemocnéni véelstva na-
zvané hniloba vceliho plodu. Tato choroba napada larvy n€kolika druhti véel a je glo-
baln¢ rozsifena. V nékterych oblastech piedstavuje rostouci problém a ekonomicky
mize zpusobit velké Skody ve véelatstvi (Forsgren, 2010; Nakamura et al., 2016).
Grampozitivni bakterie Melissococcus plutonius je nesporulujici, mikroareofi-
licka (Cheshire and Cheyne, 1885) a v laboratornich podminkach se da pfivyknout i
na aerobni podminky. Nékdy muze byt pleomorfni. Podle dostupnosti vzduchu tvoii
tvar kokdlni (v anaerobnim prostiedi) nebo tyCinkovitou (v prostiedi aerobnim)

(Bailey, 1957). Bakterialni bunky se vyskytuji bud’ jednotlive, v parech, nebo v rizné
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dlouhych fetizcich. Pro sviij riist v anaerobnim prostfedi potiebuje oxid uhlicity (Che-
shire and Cheyne, 1885). I kdyz byla bakterie objevena témét pred sto lety, mnohé
zakladni aspekty jeji patogeneze jsou stale neznamé (Forsgren, 2010).

Hniloba véeliho plodu se miiZe pfiznaky podobat moru vceliho plodu, ktera je
zpusobena ptivodcem P. larvae. V¢elafi nemaji s touto nemoci piili§ velké zkuSenosti,
kvtli fidkému vyskytu v poslednich tfech desetiletich. Proto neni vhodné se spoléhat
na klinickou diagnostiku a pro ovéteni je vhodné nechat vzorky testovat v laboratofi.
Hniloba véeliho plodu se povazuje za ne tak nebezpecnou jako véeli mor, ale nékteré

kmeny jsou velmi virulentni. (Titéra et al., 2018).
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Obrazek 1.9: M. plutonius ze skenovaciho elektronového mikroskopu (Forsgren et al., 2013): délka méfitka
odpovida 1 um, neporusena bakterie je viditelna uprostied obrazku

Historie
Hniloba v¢eliho plodu je nazyvéna jako European foulbrood (EFB). Nazev ,.foul-
brood* byl poprvé ptedstaven jako popisny nazev pro véeli chorobu charakterizovanou
zapachem (Ashiralieva a Genersch, 2006). Ptiznaky nemoci byly dale popsany na
konci 19. stoleti (Cheshire a Cheyne, 1885), ale az v roce 1912 vyslo najevo, ze jde o
dvé nemoci véeliho plodu (White, 1912) zplsobeny sporotvornou bakterii Paeni-
bacillus larvae (Genersch et al., 2006) a European foulbrood zptisobeny bakterii Me-
lissococcus plutonius.

I kdy?Z tato bakterie byla popséna jiz pted sto lety, spravné zatazeni dostala az
nedavno. Nejprve nesla nazev Bacillus pluton (Bailey, 1956), poté kvili fetizkovym
tvaram Streptococcus pluton (Bailey 1957). Pozdéji podle novych dat byl vytvoien

novy taxon a navrzeno nové jméno Melissococcus pluton. (Bailey a Collins 1982).
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V dnesni dobé je soucasti kmene Firmicutes ¢eledi Enterococcaceae, jako samostatny

rod, a je jeho jedinym zastupcem (Forsgren 2009).

Kmeny

U kmentt M. plutonius bylo nalezeno 34 sekvencnich typut, které lze rozdélit do tii
geneticky odlisnych skupin (CC3, CC12 a CC13) podle jejich podobnosti. Lisi se napf-.
virulenci. Mezi nejagresivnéjsi komplex patii CC12, kam se fadi atypické kmeny
(Budge, et al., 2014; Nakamura et al., 2016).

Pribéh infekce a klinické priznaky

Hniloba v¢eliho plodu ovliviiuje hlavné neuzaviené bunky a larvy véel (Forsgren,
2010). Infekce se do larev dostane pozitim kontaminované potravy. Nasledné¢ M. plu-
tonius kolonizuje larvalni stfevo, kde se masivné mnozi, dokud nedojde k umrti larvy
(Williams et al., 2000), ktera umira obvykle ve stafi ¢tyf az péti dni. (Forsgren, 2010).
Larvy jsou nachylné v jakékoli fazi, ale ¢im jsou starsi, tim méné jsou infekci postizeny
(Bailey a Ball, 1991). Mén¢, nez sto bakterialnich bunék dokaze zpusobit infekci
(Bailey, 1960).

Infikovand larva, kdyZ umird, mé v bunice namisto normalni svinuté polohy
polohu zkroucenou kolem stén nebo podélné protazenou. Barva larev se méni z per-
lové bilé na zlutou. Kdyz nakonec hynou, za¢nou se rozkladat. Poté méknout a maji
nahnédlou barvu (viz obrazek 1.11) (Williams et al., 2000). Po zaschnuti tvofi
ptiskvar, ktery Ize na rozdil od moru vceliho plodu snadno vytdhnout (Titéra et al.,
2018).

VétSina larev umird jiz pred zavickovanim (Titéra et al., 2018), ale nékteré mo-
hou také zemfit po utésnéni bunky, coz ma za nasledek vzhled vicka pfipominajici
ptiznaky moru v¢eliho plodu. Rozdily pfiznaki M. plutonius a P. larvae jsou shrnuty
v tabulce 1.1. Pokud uhyne vysoky podil larev, buriky vypadaji nepravidelné a pii pie-
mnozeni Enterococcus fecalis maji hnilobny nebo kysely zapach (Forsgen, 2010; Ti-
téra et al., 2018). Larvy hynou ptisobenim M. plutonius a dale jsou napadany sekun-
darnimi bakteriemi, kvili kterym bylo diive obtiZzné identifikovat piivodce choroby.
Byly povazovany za jejiho spoluptivodce (Tarr, 1938; Bailey, 1957). Mezi nékteré
z nich patii napt. Achromobacter eurydice, Enterococcus faecalis nebo Paenibacillus
alvei (Bailey, 1957).
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Vypuknuti choroby miize byt spojeno se stresovymi podminkami kolonii jako

je nedostatek jidla nebo vody. Svou roli mohou hrat také genetické faktory, pocasi a

geografie (Bailey, 1961).
Cyklus sifeni bakterie Melissococcus plutonius je shrnut na obrazku 1.10.

. vyvoj dospélce s

1 bakterii M.

¢ plutonius, bunky s
! bakteriia

: sekundarnimi

: Ciniteli

vaji¢ko

unka s M. plutonius a olknutl M. plutonius
sekundarnimi €initeli

Sifeni bkterle ve
stievé

utésnéni buny a pomaly

vyvoj k:y

\/

smrt larvy, tvorba Supiny
a odstranéni déInicemi

larva bez

projev symptomu EFB symptomu

Obrazek 1.10: CyKlus $ifeni infekce bakterie Melissococcus plutonius
(upraveno podle De Leon-Door et al., 2020)
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Obrazek 1.11: Pfiznaky hniloby véeliho plodu (Titéra, 2018)

Tabulka 1.1: Shrnuti hlavnich klinickych rozdili mezi morem a hnilobou véeliho plodu (Vorli¢ek, 2019)

Mor véeliho plodu

Hniloba v¢eliho plodu

PostiZeny plod

Ve stadiu zavickované larvy

Nezavickovany plod

Mezerovitost plodu

ANo

Ano

Ztrata ¢lankovani téla, hnéda

Ztrata ¢lankovani, zluta nebo

Vzhled larvy
barva, tahne se za sirkou Sedohnéda barva
Lze snadno odstranit ze dna
PiiSkvary Pevné Ipi na buiice
buiky
Zapach Klihovity zapach Kysely zapach
Sifeni

Ve vcelstvu zavisi pienos a pretrvavani patogenti na preziti infikovanych jedinci, kte-

rymi se pii zakukleni dostavaji bakterie spolu s jejich vykaly do hiebenu (Bailey,

1959). M. plutonius ztstava v téchto loziscich zivotaschopny a potencialn€ infekéni.

Zvlada prezivat dlouha obdobi. Pokud infikovana larva zemfte dtive, nez se zakukli,

vétSina bakterii v ni je z kolonie odstranéna dospélymi véelami, které nakaZzené larvy

rychle rozpoznaji (Forsgren et al., 2005). Timto se tvofi nepravidelny vzor, ozna¢ovan

26




jako mezerovitost plodu, kdy jsou zavickované a nezavickované bunky po odstranéni
larev nahodné rozmistény (Forsgren et al. 2013). Ne vSichni jedinci v kolonii jsou
zpravidla bakteriemi kolonizovani (Forsgren et al., 2005).

Dospélé v¢ely jsou hlavnimi roznasSeci bakterie, a to nejen v kolonii, ale i mezi
véeliny a koloniemi navzajem (Belloy et al., 2007). P. larvae se vyskytuje predevsim
Vv télech dospélych vcel, co se staraji o potomstvo (Roetschi et al., 2008), ale i v medu
a pylu prenaseném infikovanou kolonii (McKee et al., 2004). Pro pienos EFB je diile-
zité rozmisténi vcelinl. Bylo prokazano, ze vysoka hustota kolonii a vcelinti pienos
patogena jen podporuje (Belloy et al., 2007). K pienosu bakterie mezi véely mohou
také prispét bézné veelaiské postupy (Forsgren, 2010), proto je dilezité dodrzovat za-
sady spravné chovatelské praxe, dezinfekce, vymény ramku a dalsiho vybaveni (Vor-

licek, 2020).

oAl €
Maradi \\‘ﬂ:x

Hrebeny

+ Stress, geneticke faktory,
potasi a geografie By ==

¥ :
N <2, " Zdravy il
Vysoka hustota ali ~ Ukradeny med z - op 1o vialy

nemocného lu

Obrazek 1.12: Cyklus $iieni bakterie Melissococcus plutonius (upraveno podle De Leén-Door et al., 2020)

Opatreni

Po prokazani vyskytu hniloby laboratornimi metodami vydava mistné ptislusna Kraj-
ska veterindrni sprava mimotradna veterinarni opatteni, kterd chovatelé vcel musi pro-
vést. Je vymezeno ohnisko ndkazy a ochranné pasmo (Titéra et al., 2018). Vcelstva
s klinickymi ptiznaky hniloby (Vesely et al. 2003) a material se zatizenim, které¢ mohlo
dojit ke styku s nakazou, musi byt zlikvidovany nebo se musi uc¢inné dezinfikovat.

Hniloba vceliho plodu se nedé prenést na dalsi hospodaiska zvirata a cloveka (Titéra
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et al., 2018). Za likvidaci v¢elstva ma chovatel pravo na nahradu. Ochranné pasmo
zahrnuje uzemi v okruhu minimalné 5 km kolem ohniska ndkazy, kde musi vcelafi
dodrzovat opatieni (piesun vcelstev a sledovani ptiznakli). Pii podezieni na vyskyt
choroby informuje véelaf prislusnou Krajskou veterinarni spravu. (Vorli¢ek, 2020).
V CR byla v roce 2019 nakaza po téech letech objevena na izemi Semilska, ale
ze severu se nerozsifila do dal$ich mist. Celkem v tomto roce Krajské veterinarni
spravy musely likvidovat celkem 16 ohnisek hniloby. V roce 2020 byla zaznamenana
na tiech Gizemich v Libereckém kraji opét v okrese Semily (v obcich Horni Stépanice,
Horni Branna a Vichova nad Jizerou) adale v Kralovéhradeckého regionu (ve
Vrchlabi a obci Podhuii-Harta). Hniloba se tedy nerozsifila do jinych mist republiky

a vSechna ohniska se nachazeji na pomezi dvou zminénych kraj (Vorlicek, 2020).

Lécba

Stejné jako u moru v€eliho plodu se daji v n€kterych zemich pro 1écbu pouZit antibio-
tika jako je OTC, ktery inhibuje mnozeni M. plutonius (Thompson a Brown, 2001).
Ale na rozdil od Paenibacillus larvae nebyla projevena rezistence a bakterie jsou stale
na antibiotika citlivé (Waite et al., 2003). Napft. ve Velké Britanii mohou byt infiko-
vané kolonie lé¢eny bud’ OTC nebo metodou oteseného roje (tfepanim vcel na novy
zaklad hiebenu, ktery je poté zni¢en). Ale pii vyhodnoceni, Ze v¢elstva jsou silné infi-
kovéna, musi byt zni¢ena (Wilkins et al., 2007).

V nékterych zemich, kde je 1é€ba antibiotiky zakézéana, jsou zkouseny alterna-
tivni metody, VyuZivajici bakteriostaticky ucinek pfirodnich latek, napt. extraktl z me-
chorostii (Bryophyta), které maji srovnatelnou aktivitu uzivanych antibiotik (Gahtori
etal., 2011). Dalsi alternativou je napf. aplikace esencidlnich oleji (tea tree olej) (San-
tos et al. 2014). V¢ely i larvy obsahuji pfirozené laktobacily, jednim z nich je Lacto-
bacillus kunkeei, ktery je hojné v larvach a nékteré jeho kmeny inhibuji rist M. pluto-
nius, proto by mohly byt pouzity pro vyvoj probiotik (Endo a Salminen, 2013).

Léceni hniloby v CR nepiichazi v zadném ptipadé v Givahu (Titéra et al., 2018).

Detekce
Protoze je hniloba vceliho plodu velice zdvaznd nemoc a doposud nebyla objevena

zadna dostatecna 1écba, je v€asna detekce pro zachranu kolonii a zabranéni dalSimu
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Sifenim velice dilezita (Bailey, 1959). Ptiznaky EFB Ize snadno zaménit s jinymi cho-
robami nebo abnormalitami v plodu, coz ztézuje diagnostiku (Allen a Ball, 1993). Tes-
tovani mize byt také komplikované pfitomnosti sekundarnich bakterii (Alippi, 1991).
Proto jsou dulezité laboratorni metody, které nemoc potvrdi. Existuji selektivni média
pro kultivaci M. plutonius zahrnujici anaerobni inkubaci na médiu s kvasinkovym ex-
traktem doplnéném o cukr, Skrob, cystein a draslik (Allen a Ball, 1993). Ackoli lze M.
plutonius izolovat z medu a nemocného plodu kultivaci, metody bakterialni kultivace
nejsou prilis citlivé (Djordjevic et al., 1998). Do laboratoie je nejlepsi poslat cely
plast, ktery by mél byt peclivé popsany a prodysné zabaleny. Je vhodné pouzit papir a
karton, kde se vzorky nemohou zapafit a zplesnivit. Podle tvaru bakterialnich typt se
voli typ kultivace. Po prokdzani hlavniho ptivodce hniloby je nutné pouzit anaerobni
podminky, protoze sekundarni bakterie Paenibacillus alvei mtize narGst i za aerobnich
podminek na obvyklych zivnych mediich (Titéra et al., 2018).

Testy zalozené na imunologii (ELISA) a hybridiza¢ni analyza zalozend na
sond¢ jsou dalsi metody, které se daji vyuzit pro detekci a identifikaci M. plutonius
(Forsgren, 2010). Amplifikace DNA pomoci metody PCR byla pouzita v fad€ riiznych
aplikaci, véetné detekce M. plutonius. Na konci 90. let byla publikovana PCR pro de-
tekci M. plutonius u nemocnych larev (Govan et al., 1998). Molekularni metody, jako
je PCR, umoziuji detekovat infekci dfive, neZ jsou viditelné klinické ptiznaky one-

mocnéni (Roetschi et al., 2008).

1.4 Ascospaera apis

Taxonomie (Lumbsch a Huhndorf, 2007):
Doména: Houby

Kmen: Ascomycota

Ttida: Pezizomycotina

Rad: Onygenales

Celed’: Ascosphaeraceae

Rod: Ascosphaera

Ziakladni charakteristika
Ascosphaera apis je paraziticka houba napadajici vceli larvy a je ptivodcem onemoc-

néni s nazvem zvapenaténi vceliho plodu. I kdyZ je smrtelna pro larvy, ziidka zabiji
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celé infikované kolonie. Muze ji ale oslabit, a to to vede ke snizenému vynosu medu a
nachylnosti k dalsim v¢elim skidciim i chorobam (Aronstein a Murray, 2010). Toto
onemocnéni neni obvykle tak zavazné, protoZe zdrava véelstva jsou K nému tolerantni.
Vyskyt je obecné vyssi, kdyz je kolonie vystavena teplotnim zménam nebo jinym
zdrojim stresu. Mezi nékteré stresory mohou pattit dlouha obdobi mokra nebo sucha,
Spatnd vyziva, selhavajici véeli kralovna nebo pohyb uli (Spivak a Reuter, 2001). I
kdyz neni infekce hlaSena veterinarni sprave, protoze neni zafazen mezi nebezpecné,
neni dobré toto onemocnéni ignorovat (Titéra et al., 2018). Vyskytuje se po celém
svéte véetné Ceské republiky (Cermak et al., 2016).

Ascosphaera apis patii mezi heterotalickou houbu, coz znamena, ze ma oddé-
lené pohlavi se dvéma odliSnymi formami mycelii. Ta Se mohou mnozit pohlavné po
interakci s jinym jedincem odlisného pohlavi (Anderson a Gibson, 1998; Albo et al.,
2017; Castagnino et al., 2020). Vysledkem reprodukce jsou kulovité plodnice hnédé
barvy, které obsahuji sporové koule podobné vaktim. Sporové koule se tvoii ve velkém
mnozstvi a kdyz uzraji, jejich barva se méni od bilé k hnédé, a nakonec cerné (Bissett,
1988). Jsou pokryty silnou transparentni vrstvou, ve které jsou askospory, které maji
diky této vrstvé velkou odolnost vii¢i extrémnim teplotam, UV zafeni a riznym dru-
htim dezinfek¢nich prostiedki. Proto mohou v prostiedi piezit mnoho let (Aronstein a
Murray, 2010). Zvapenaténi vceliho plodu ovliviiuje larvy véel, trubce, a nékdy do-
konce i kralovnu (Castagnino et al., 2020).

Historie
Choroba zvapenaténi véeliho plodu u veel byla objevena pocatkem 20. stoleti v roce
1913 Massem, ktery ji pojmenoval Pericistic apis (Maassen, 1913; Albo et al., 2017).
Avsak byla pfejmenovana na Ascosphaera apis (Castagnino et al., 2020).

Az do druhé poloviny 20. stoleti nebyla mimo Evropu $iroce rozsitena (Dreher,
1938; Albo et al., 2017). Jedna z prvnich zprav o houbé mimo Evropu byla na Novém
Z¢€landu v roce 1957 (Seal, 1957). V Severni Americe byla nalezena v poloviné 60. let
a od roku 1971 zacala mit ekonomicky dopad (Hitchcock a Christensen, 1972). Nej-
star$i zpravy o nemoci ve Spojenych statech pochézely z Utahu v roce 1965. Pozdé&ji
byla v Australii poprvé identifikovana v Queenslandu v roce 1993, ale za nékolik let
se rozsifila do vSech australskych statt (Hornitzky, 2001). Migra¢ni povaha komerc-

vvvvvv

rem, ktery ptispiva k rychlému Sifeni choroby na téchto dvou kontinentech (Aronstein
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a Murray, 2010). V dnes$ni dob¢ je napadena pfedevsim severni polokoule (Teixeira,et
al., 2018). V poslednich desetiletich se v CR vyskyt této nemoci zvysuje, coZ mize

byt zptisobeno i nékterymi pesticidy a antibiotiky (Cermak et al., 2016).

Infekce a klinické priznaky

Zvapenaténi v¢eliho plodu se objevuje nejéastéji na jare, kdy jsou teploty chladné&jsi.
Plody se rychle rozsifuji a mensi pracovni sila v€el nemuze udrzet teplotu hnizda (Bo-
rum a Ulgen, 2008; Morawetz et al., 2019), z toho vyplyva, Ze rist houby ovliviuji
faktory jako jsou nahlé zmény v teplotach, vlhkost a $patna ventilace v kolonii.
Zejména pokud je malo dospélych véel (Natsopoulou et al., 2016).

Kromé podminek prostfedi mohou vyskyt a zdvaznost onemocnéni ovlivnit
interakce mezi biotickymi faktory, jako jsou rozdily v kmenech hub a genetika vcel
(rizné kmeny maji riiznou virulenci, vysoka koncentrace spor zvysuje pravdépodob-
nost infekce) (Aronstein a Murray, 2010; Castagnino et al., 2020). Hygienickym cho-
vanim vcel lze predchazet nebo aspon potlacit onemocnéni odstranénim postizenych
larev (Formato et al., 2007).

Prvni larvy, které jsou postizeny chorobou jsou obvykle ty, které se vyvijeji
pohlti spory hub spolu s potravou (Formato et al., 2007). Nakonec kli¢ici spora zpt-
sobi, ze larva umira hladem, obvykle po uzavieni bunék plastt (Vesely, 2013).

Ziviny jsou z larev absorbovany ¢astmi hub znamych jako mycelia (shluky
hyf), tato vlakna pronikaji stfevni sténou larvy. Kdyz se rozsifi do celého téla, zahaji
se produkce plodnic s novou generaci spor (Peroutka a Drobnikova, 1987; Jensen et
al., 2013; Sarwar, 2016; Albo et al., 2017). Mrtvé kukly jsou pokryté myceliem, které
vypada podobné jako bilé plisent na chlebu nebo velmi jemna vata. Kukly mohou byt
také suché a kiehké, pripominajici kousky ktidy, z ¢ehoz také vznikl nazev ,.chal-
kbrood* (Castagnino et al., 2020). Po n¢kolika dnech rustu v téle larvy se mycelium
vylomi z konce larvy, obvykle ponecha hlavu nedotéenou (Albo et al., 2017; Peroutka
a Drobnikova, 1987). Larva a houba bobtnaji, dokud nenaplni buiiku a poté po n¢ko-
lika dnech rastu ztvrdne a vytvori hrudku podobnou ,,mumii* (viz obrazek 1.14), kte-
rou muzeme z buiiky snadno vyjmout (Titéra et al., 2018). Plodnice nakonec praska a
viecka se sporami se dostanou ven. Po prasknuti se uvolni vytrusy (Peroutka a Drob-

nikova, 1987). 24 hodin po infekci se prvni ptiznaky projevi snizenim vyzivy, po 48
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hodinach plod v¢el umira a nakonec po 72 hodinach se na povrchu mrtvoly jsou vidi-
telna plisiiova mycelia (Albo et al., 2017). Mumifikovana larva méni barvu z bilé na
Sedocernou, coz znamena dokonceni zivotniho cyklu hub a vytvotfeni novych spor
schopnych infikovat nového hostitele larev (Hornitzky, 2001). Kazd4 mrtva larva pro-
dukuje miliony spor (Formato et al., 2007), které se lepi na komponenty ulu, pyl a
dospélé véely, med a také miize piezivat v ptidé (Cermaék et al., 2016). Vicka s infiko-
vanym plodem jsou skvrnité a lehce propadld, coZ naznacuje odstraiiovani larev hygi-
enickym chovéni d€lnic (Peroutka, Drobnikova, 1987; Sarwar, 2016). Plod tvoti kaSo-
vitou hmotu, poté zacinaji byt viditelné chomacky bélavych hyf (Peroutka, Drobni-
kova, 1987). Pfed uly jsou vyneSené¢ mumie larev, které mohou byt pozorovany i na

dné Glu (Cermak et al., 2016; Titdra et al., 2018).

| —

Obrazek 1.13: Larvy prorostlé Ascosphaera apis (Titéra, 2018)
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Obrazek 1.14: Zvapenaténé mumie larev (Castagnino, 2020)

Sifeni

Pokud vcely délnice odstrani mumifikované larvy z ulu pted vytvofenim spor (pred
prechodem mumifikovanych larev do Sedocerné barvy), bude $ifeni houby v ulu ome-
zeno. Rychlost $ifeni onemocnéni je pravdépodobné zavisla na Grovni produkce kon-
krétniho plisfiového kmene (rychlost kliceni spor a ucinnosti Sifeni) (Flores et al.,
2005). | kdyz dospélé véely nejsou nachylné k tomuto patogenu, mohou pienaset ne-
moc uvnitt alu i mezi nimi. Pienos infekce mezi dospélymi véelami v kolonii probiha
prostfednictvim sdilené potravy jejim pfenaSenim na larvy, které jsou krmeny. Za pie-
nosu mezi spravovanymi koloniemi je vétSinou zodpovédny véelat kvili kontamino-
vanym materidlim, kdy pfevadi hiebeny. Nachylné je predev§im oslabené vcelstvo.
Rizikové je také piilis blizké uspotadani Glt vedle sebe. (Gilliam a Vandenberg, 1997;
Simone-Finstrom et al., 2018) a rovnéz i dovoz medu nebo pylu s ptitomnosti spor A.
apis do mist, z nichz se mize zvapenaténi véeliho plodu dostat do regioni, kde nemoc
jesté neni rozsitena (Castagnino et al., 2020). Spory se mohou hromadit na vSech ¢as-
tech lu a ve vSech produktech (napt. zdkladovy vosk, skladovany pyl a med). Zlsta-
vaji zivotaschopné po dobu nejméné 15 let. Jakykoli material ulu kontaminovany spo-

rami hub slouZi jako dlouhodoby zdroj infekce (Anderson et al., 1997; Flores et al.,
2005).

Opatreni
Pokud je identifikovana nékaza ve véelstvu, je tieba je ho co nejvice zuzit (Svancer,
1977). Toto onemocnéni nepodléha hlaseni veterinarni spravé (véetné CR), ale pfi pii-

tomnosti napadeni vcCelstva je nutno vyfadit napadené plasty, které se vSak nemusi
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palit. Staci pouzit teplotu zpracovani vosku, ktera dokaze vytrusy zneskodnit (Pe-
routka, Drobnikova, 1987). U¢inna je také aplikace par kyseliny mravenéi (Formidol)
(Kamler et al., 2018). Houba A. apis je rezistentni vic¢i biocidim jako je kyselina si-
rova, jodované latky a dalsi produkty, které bézné slouzi k dezinfekci ulii infikovanych
2015). Ul, pracovni od&v s a nafadi je tfeba peclivé dezinfikovat (Peroutka, Drobni-
kovéa, 1987). V nékolika zemich se povazuje zvéapenaténi véeliho plodu za chorobu

podléhajici hlaseni Gfadim pti objeveni ptiznaka (Jensen et al. 2013).

Lécba

Bylo testovano mnoho 1€k, ale ptetrvavani spor déla chorobu neodstranitelnou. Nej-
lepsim feSenim se zda byt podavani sirupu sachar6zy okyseleného citronovou §t'avou,
octem nebo kyselinou askorbovou. Dilezitd je samoziejmé prevence, jako jsou
spravné postupy fizeni vcelina (vybér vhodnych mist a odolnych kraloven, zajisténi
dostatek potravinovych zasob v tlu, popfipadé také umélé krmeni) (Formato et al.,
2007). Studie prokazaly dalsi chovani kolonie ve snaze snizit moznost infekce A. apis.

V¢ely rozpoznaji tuto nemoc a reaguji na zamoteni zvySenim teploty v oblasti
s plody. Cilem je timto zvySenim teploty sniZit rist mycelia a zbranéni infekci zdra-
vych larev protoze A. apis jsou citlivé a nevyvijeji se pii teploté nad 35 °C (Starks et
al., 2000).

Probéhlo mnoho studii se zaméfenim na ucinky ptirodnich latek proti této cho-
rob¢. Napf. éterické oleje z aromatickych rostlin (Litsea cubeba, Pelargonium grave-
olens, Croton bonplandianus) prokazaly zna¢nou u¢innost (Ansari et al., 2015;
Nardoni et al., 2018). Jinym produktem netoxickym pro véely je propolis, ktery ma
antimikrobialni aktivitu (Wilson et al., 2015). Dals§i moznosti mize byt selekce véel
S lepSim hygienickym chovanim vybranych kraloven. Neni ale snadné takové vcely

selektovat a chovat (Liu et al., 2016).

Detekce

Choroba se detekuje predevsim podle klinickych ptiznak, které ale mohou byt zamé-
nény s jinymi onemocnénimi jako je napt. zkamenéni véeliho plodu (Cermak et al.,
2016). Proto se zkoumaji vytrusy hub, které jsou snadno rozeznatelné pod mikrosko-

pem diky plodnici, jez ma charakteristicka otevirajici se viecka s vytrusy (viz obrazek
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1.15) (Peroutka a Drobnikova, 1987). ldentifikace houby se da provést i kultivaci na
médiich pfedevsim s velkym obsahem cukru, na kterych tvofi husta bila mycelia. Pro
presnou detekci se pouzivaji molekuldrni diagnostiky, diky specifickych primerta me-
todou PCR (Castagnino et al., 2020). Garrido-Bailon a kolektiv objevil PCR metodu,
ktera dokaze detekovat vice patogennich bakterii v¢el najednou, jako je P. larvae, M.

plutonius a A. apis (Garrido-Bailon et al., 2013).

Obrazek 1.15: Viecko s vytrusy houby Ascosphaera apis (Li, 2018)
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2 Cile prace

1. Izolace DNA z vc¢elich délnic pomoci CTAB pro naslednou PCR analyzu.

2. PCR analyza vzorka véelstev na nemoci zpusobené patogeny Paenibacillus larvae,
Melissococcus plutonius, a Ascosphaera apis.

3. Ptecisténi a uprava vybranych pozitivnich vzorkii na sekvenovani.

4. Ovéteni specifity pouzitych primerti pomoci sekvenovani amplifikovanych frag-
ment.
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3 Material a metody

3.1 Vzorky

Vzorky véel byly odebrany z riiznych mist velkych mést a oblasti Ceské republiky pro

porovnani vyskytu onemocnéni v mistech rizné ovlivnénych zemédélstvim. Vzorky

byly odebrany z mé&st a okoli Ceskych Budg&jovic, Prahy, Plzng&, Ostravy, Brna a Su-

mavy. Informace jsou podrobné shrnuty v tabulce 3.1.

Pro detekci patogent byly pouzity veeli dé€lnice z jednotlivych véelstev na sta-

novistich, které byly usmrceny na mist¢ zamrazenim v suchém ledu a uchovany pfi

teploté -80 °C. DNA ze vcel jednoho stanovisté byla izolovana pro kazdy ul zvlast.

Vsechna izolovana DNA z celého stanovisté byla smichana do jednoho vzorku pro

vyhodnoceni pomoci PCR.

Tabulka 3.1: Vzorky odebrané z riiznych stanovist CR

Cislo Cislo
vzorku Stanovisté vzorku Stanovisté

Ceské Budéjovice mésto 26. SB

1. HKG 27. BS

2. SR 28. PS

3. PK Plzen mésto

4, VP 29. KB

5. BK Plzei okoli
Ceské Budéjovice okoli 30. TK

6. MS 31 NS

7. DK 32. NH

8. MSB 33. NM

9. KSI 34, MSP

10. MB Ostrava mésto

Sumava 35. BZ

11. AS 36. BC

12. PC 37. LVF

13. PVC 38. MR
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14. BG 39. SV

15. KT Ostrava okoli

16. DM 40. RVS
Praha mésto 41, HSZ

17. SN 42. BN

18. SH 43. FMV

19. CFU 44, HOB

20. HIU 45. HSF

21. ZMU Brno mésto

22. ZKK 46. CHF
Praha okoli 47, MHJ

23. uJv 48. MHJ2

24, BKB 49. BS

25, OB 50. MP

3.2 Priprava vzorki
Vzorky v¢el z jednotlivych ula byly rozdrceny ve sterilizované keramické téeci misce
za pouziti kapalného dusiku, aby jednotlivé vzorky zlstaly zmrazené pro snadnéjsi

homogenizaci a zabranéni enzymatické degradaci vzorku.

3.3 lzolace

Metodam laboratorni identifikace onemocnéni vc¢el predchazi izolace DNA. Kvalita
vyiizolované DNA je pfedpokladem pro spravnou detekci. Princip metody pii pouZiti
CTAB (cetyltrimetylamoniumbromidu) jako detergentu je jeho schopnost vytvaiet
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je rozpustny pii vysoké koncentraci soli, ale
pii koncentraci snizené tvoti srazeninu. CTAB ma také dulezité vlastnosti, diky kterym
dokaze uvolnit DNA z membran a proteint, coz je hlavnim ucelem pii extrakci. Diky
rozdilné rozpustnosti CTAB s DNA se odd¢luji a ziské se tak dostatecné Cistd DNA
(Murray a Thompson 1980).
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Postup izolace DNA

1. Pfedehiala jsem extrakéni pufr (495 ul extrakéniho pufru CTAB a 5 ul b-merkapto-
ethanolu).

2. Do sterilnich 1,5ml mikrocentrifugac¢nich zkumavek jsem ptipravila cca 50-200 mg
vzorku vcel.

3. Ptidala jsem pfipraveny extrak¢ni pufr a smés jsem zhomogenizovala.

4. Roztok jsem nechala inkubovat 5 minut pti 65 °C a béhem inkubace 1x lehce pro-
michala.

5. Ptidala jsem 500 pl chloroform-IAA a 5 minut nechala protiepavat.

6. Smés jsem nechala centrifugovat 5 minut na maximalni rychlost pti pokojové tep-
loté

7. Vodnou fazi (viz obrazek 3.1) jsem piepipetovala do novych zkumavek a ptidala
2/3 objemu izopropanolu (200 pl) a lehce promichala.

8. Pepepitovany roztok jsem nechala inkubovat 10 minut v mrazaku (-20 °C)

9. Poté jsem vzorky centrifugovala 5 minut pfi 4 °C na maximalni rychlost a odstranila
supernatant.

10. Ptidala 1 ml ledového 70% etanolu, dala do centrifugy na 5 minut na maximalni
rychlost pii 4 °C.

11. Odstranila jsem supernatant a ususila pelet.

12. Pelet jsem rozpustila pii 37 °C ve 150 pl TE — pufru

13. DNA se uchovava v mrazaku pii -20 °C.
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N

Obrazek 3.1: Oddélena pevna a vodna faze pri izolaci DNA

34 PCR

Ugelem PCR je amplifikace uréitych usektt DNA, kdy jsou znamy nukleotidové sek-
vence, jimiZ je zkoumany usek DNA ohrani¢en. Na tyto sekvence komplementarné
nasedaji primery (reverse a forward), které jsou soucasti PCR smési. Do této smési
patii také Master Mix jehoz slozkami je DNA polymeraza, ¢tyfi druhy deoxynukleo-
sidtrifosfatd, Mg." ionty pufr. Dale se pfidiva voda a DNA se zkoumanym usekem.
Mnozstvi téchto slozek pouzité v této praci jsou v tabulce 3.2.

K detekci moru, hniloby a zvapenaténi véeliho plodu byla pouzity specificky
navrzené primery, charakteristické pro danou chorobu. Tyto primery funguji za urcité
teploty nasedani. Pii amplifikaci vznika fragment uréité délky. Tyto informace jsou
shrnuty v tabulce 3.3.

PCR metoda probiha v cyklicky se opakujicich reakcich v nékolika fazich za-
vislych na teploté (denaturace, annealing, elongace). Teplota denaturace je zavisla na
poctu parti guanin-cytosin, které jsou vazany trojnou vazbou. Tato vazba je odolné;si
nez vazba dvojna, proto je nutna vyssi teplota pro rozpojeni fetézcti. Vhodna teplota
pro annealing se vybira podle sloZeni, délky a teploty tani specifickych primerd. Tep-
lota elongace zavisi na pouzité DNA polymeraze. Tabulky 3.4-3.6 znazornuji tento

cyklus reakce pro jednotlivé patogeny. Celkovy objem reakce byl 10 ul.
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Tabulka 3.2: SloZeni smési pro PCR reakci

Latka MnoZstvi (ul)
Master Mix 5
F primer 0,25
R primer 0,25
Voda 3,5
DNA 1

Tabulka 3.3: Sekvence pouZitych primeri

Velikost frag- Teplota .
Patogen Sekvence primera Zdroj
mentu nasedani
Paenibacillus | GCTCTGTTGCCAAGGAAGAA Bakonyi et al.
451 bp 55 °C
larvae AGGCGGAATGCTTACTGTGT (2003)
Melissococcus GAAGAGGAGTTAAAAGGCGC 812 b . Govan et al.
] p °
plutonius TTATCTCTAAGGCGTTCAAAGG (1998)
Garrido-
Ascosphaera TGTGTCTGTGCGGCTAGGTG
) 136 bp 60 °C Bailon et al.
apis GCTAGCCAGGGGGGAACTAA

(2013)

Tabulka 3.4: Pribéh PCR reakce pro Paenibacillus larvae (Govan et al., 1999)

Krok Teplota (°C) Cas
Denaturace a aktivace 95 5 min
Denaturace 95 30s
Annealing 55 30s
Elongace 72 40s
Opakovani kroka 2-4 35 x
Zavérecna elongace 72 5 min
Chlazeni 4 o0
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Tabulka 3.5: Priibéh PCR reakce pro Melissococcus plutonius (Govan et al., 1998)

Krok Teplota (°C) Cas
Denaturace a aktivace 95 5 min
Denaturace 95 30s
Annealing 55 30s
Elongace 72 1 min
Opakovani krokt 2-4 35 x
Zavérecna elongace 72 5 min
Chlazeni 4 o0

Tabulka 3.6: Priibéh PCR reakce pro Ascosphaera apis (Garrido-Bailén et al., 2013)

Krok Teplota (°C) Cas
Denaturace a aktivace 95 5 min
Denaturace 95 10s
Annealing 60 30s
Elongace 72 1 min
Opakovani kroki 2-4 35X
Zavéreéna elongace 72 10 min
Chlazeni 4 o0

3.5 Gelova elektroforéza

Kontrola vysledkii PCR reakce byla vyhodnocena gelovou elektroforézou, pii které se
oddéluji od sebe rizné dlouhé fragmenty DNA diky elektrickému proudu. Na gelu se
DNA se zapornym nabojem pohybuje k anod¢. Amplifikovany fragment dvouvlak-
nové DNA je pomoci EtBr (ethidium bromid) vizualizovan pod UV svétlem. Pro tuto
analyzu byl pouzit 1,5% agar6zovy gel a pro porovnani velikosti separovanych DNA
fragmentd byl pouzit 100bp marker (ladder). Poloha jednotlivych bandti markeru se
porovnava s polohou separovanych fragmentl pro zjisténi jejich velikosti. Vysledny

gel byl pomoci UV transiluminatoru vyhodnocen a sniman pod fotoaparatem.
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3.6 Sekvenovani

DNA s pozitivnimi vysledky na choroby vcel, byly pod UV z gelu vyfiznuty a na-
sledné piecistény pomoci kitu Nucleospin® and PCR Clean-up (Macherey Nagel).
Podle doporuceni vyrobce. Po opakované amplifikaci byly PCR produkty zbaveny po-
moci enzymatické smési Exo/SAP nenavazanych nukleotidti a primeri. Nakonec byly
vzorky zaslany do laboratofe firmy SEQme, kde byly osekvenovany. Ziskané sek-

vence byly porovnany s referen¢ni sekvenci z databaze NCBI (Benson et al., 2018).

Postup precisténi (izolace) DNA z agar6zového gelu a priprava vzorku na sekvenovani

1. Vytiznuty DNA fragment z gelu jsem dala do sterilni 1,5ml mikrocentrifugacni zku-
mavky

2. Ptidala jsem 200 pl pufr NTI.

3. Vzorek jsem inkubovala 5-10 minut na 50 °C a vortexovala kazdé 2-3 minuty, dokud
nebyl gel Upln¢€ rozpustén.

4. NucleoSpin® Gel a PCR Clean-up zkumavku s filtrem jsem umistila do sbérné
zkzmavky a ptidala 700 pl vzorku.

5. Vzorek jsem vlozila do centrifugy na 1 minutu na 11 000 X g.

6. Odstranila jsem piefiltrovanou fazi a zkumavku vlozila zpét do sbérné zkumavky.
7. Ptidala jsem 700 pl pufru NT3 do zkumavky a centrifugovala na 1 minutu na 11 000
X g.

8. Odstranila jsem prefiltrovanou fazi a umistila zkumavku zpét do sbérné zkumavky.
9. Vzorek jsem vlozila do centrifugy na 1 minutu na 11 000 x g pro Gplné odstranéni
pufru NT3.

10. NucleoSpin® Gel a PCR Clean-up zkumavku jsem umistila do nové 1,5ml mikro-
centrifugacni zkumavky a ptidala 20 pl pufru NE.

11. Vzorek jsem inkubovala pii pokojové teploté na 1 minutu a vlozila do centrifugy
na 1 minutu pii 11 000 X g.

12. S piecisténou DNA jsem znovu provedla PCR reakci s pfislusnymi primery. Pfi-
dala jsem 2 pl smési EXo/SAP a dala do termocykleru na ptisluSny program (viz ta-
bulka 3.7).

13. Nakonec jsem pfidala do vzorku 5 pl forward primeru, ktery znaci zacatek sekve-

novani.
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Exo/SAP

Metoda precisténi EXo/SAP vyuziva dva hydrolytické enzymy. Exonukledzu I a alka-

lickou fosfatazu pro odstranéni nadbyte¢nych dNTP a primerd. Exonukleaz I rozstépi

jednofetézcové primery a alkalicka fosfataza defosforyluje zbytkové dNTPs (USB
Corporation, 2000; Nadvornik, 2019). PCR produkt se inkubuje pii 37 °C a tepelné

inaktivuje na 15 minut pii 80 °C. Poté se smés necha zchladit na 4 °C (Nadvornik, 2019

(viz tabulka 3.7).

Tabulka 3.7: Program p¥i piediSténi smési Exo/SAP

Teplota (°C) Cas (min)
37 15
80 15
4 o
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4 Vysledky

4.1 Koncentrace DNA

Kvalita a dostate¢na koncentrace ziskané DNA smésnych vzorki byla ovéfena pomoci

spektrofotometru BiospecNano (Shimadzu). Koncentrace jednotlivych stanovist’ jsou

zaznamenany v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1: Koncentrace DNA vzorki z jednotlivych stanovist’

Koncentrace Koncentrace
Stanovisté DNA (ng/uL) Stanovisté DNA (ng/uL)
Ceské Budéjovice mésto SB 386,45
HKG 687,45 BS 234,24
SR 313,67 PS 699,67
PK 662,33 Plzei mésto
VP 780,56 KB 447,46
BK 661,84 Plzeii okoli

Ceské Budéjovice okoli TK 637,24
MS 179,76 NS 359,52
DK 462,86 NH 589,56
MSB 348,65 NM 863,56
KSI 525,78 MSP 252,13

MB 727,84 Ostrava mésto
Sumava BZ 301,56
AS 1011,42 BC 693,76
PC 124,32 LVF 484,59
PVC 130,41 MR 896,42
BG 771,27 SV 283,36

KT 155,10 Ostrava okoli
DM 645,56 RVS 571,36
Praha mésto HSZ 400,51
SN 505,63 BN 346,56
SH 563,87 FMV 619,17
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CFU 471,35 HOB 593,24
HIU 812,32 HSF 527,37

ZMU 507,34 Brno mésto
ZKK 616,23 CHF 1019,34
Praha okoli MHJ 570,33
uv 710,46 MHJ2 868,18
BKB 970,89 BS 373,23
OB 358,28 MP 342,69

4.2 Gradientova PCR

Pro upfesnéni teploty nasedani primerd u bakterie Paenibacillus lavae kvili faleSnym

pozitivnim vysledkiim byla provedena gradientova PCR. Specifické nasedani primert

bylo vyhodnocovano od teploty 45-65 °C (viz obrazek 4.1).

Ml 2,

4 5

8

LR

-

9 1D TL 32 M

Obrazek 4.1 Elektroforeogram gradientové PCR primeri specifickych pro Paenibacillus larvae: Sloupec M
— 100bp marker, 1 — 44,9 °C, 2 — 45,3 °C, 3 - 46,6 °C, 4 — 48,5 °C, 5 - 50,8 °C, 6 53,4 °C, 7 — 56,1 °C, 8 — 58,7

°C,9-61,1°C,10-63,1°C, 11 -64,5°C, 12-65,1 °C

Na vysledném elektroforeogramu gradientové PCR pro optimalizaci teplot nasedani

primerd u Paenibacillus larvae (obrazek 4.1) byl pro kontrolu pouzit 100bp marker

(M). Nejvhodnéji vysla pro pouziti teplota 50,8 °C, u které je zobrazena nejvétsi kon-

centrace amplifikovanych fragmentti a nezobrazoval se navic fragment s kratsi délkou.
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4.3 Paenibacillus larvae

Z dat ziskanych ze sekvenovani v podobé chromatogramu (viz obrazek 4.2) byl vybran
fragment a vlozen do databaze NCBI (Zhang, et al., 2000) pro nalezeni shodujicich se
sekvenci a jejich porovnani. Fragment se shodoval s nalezenou sekvenci pro bakterii
Penibacillus larvae na 100 %.

L A G € &G GTGMGGTCTTGAGA GA AMUOCGGCTACTACGT GCOVGCAGCCOOGGT MTAC GTAGGGGACAGCGTTGTOCGGAATTAT T GGAC GTAAMGCACGCACAGGCGGTCTTTTAAGTCT GGTGTTTA)
10 20 30 10 50 60 70 80 90 100 110 120 130

AGCCCGOOGCTCAACCOCGGTTOACACTGG AAMCT GGG AGACTTGAGTGT AGGAGAGGAAAGT GGAAT TCCACGTGT AGCGGTGAAT QUGT AGAGAT GT GGAGGAAMCACCAGTGGOGAAGACGACTTTCTGOOCTATAACT
170 ) 2 2% 240 50 284

140 150 160

SACGCTGAGGCOCGAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT ACCCTGGTAGTCCACGCCGT AAMMCGATGAAT GCTAGGT GTTAGGGGT TTCGAT ACCCTTGGTGOCGAAGTT AACACAGT MS A TTTCCGOCA
290 300 ! 320 330 340 350 360 370 180 390 400 10

Obrazek 4.2: Sekvence fragmentu amplifikovaného pomoci primerii pro Paenibacillus larvae
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M NKPK 1 2 38 4 st M

M NK PK 7 8 9 10 11 12 M
Obrazek 4.3: Elektroforeogram vzorki 1-12 amplifikovanych pomoci primeri specifickych pro Paeni-

bacillus larvae: Sloupec M — 100bp marker, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola, 1-12 analyzované
vzorky, 1— KB, 2—-TK,3-NS, 4-MSP,5—-NM, 6 —NH, 7— AS, 8- PC, 9 - PCV, 10 - BG, 11 - KT, 12 - DM

Na obrazku 4.3 je zobrazen elektroforeaogram analyzy vzorka 1-12 testovanych na
ptitomnost bakterie Paenibacillus larvae. Pro kontrolu a porovnani byl pouzit nega-
tivni vzorek bez DNA (NK), pozitivni vzorek s DNA daného patogenu (PK) a 100 bp

marker (M). Pozitivné nebyl patogen detekovan u zadného ze vzorku.
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M 39 40 41 42 43 44 45 46 47
Obrazek 4.4: Elektroforeogram vzorka 13-50 amplifikovanych pomoci primeri specifickych pro Paeni-
bacillus larvae: Sloupec M — 100bp marker, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola, 13-50 analyzované
vzorky, 13 - BZ, 14 - BC, 15— LVF, 16 — MR, 17 - SV, 18 - RVS, 19 — HSZ, 20 — BN, 21 — FMV, 22 — HOB,
23 — HSF, 24 — CHF, 25 — MHJ, 26 — MHJ2, 27 — BS, 28 — MP, 29 — SN, 30 — SH, 31 — CFU, 32 - HIU, 33 —
ZMU, 34 — ZKK, 35 — UJV, 36 — BKB, 37 — OB, 38 — SB, 39 — BS, 40 — PS, 41 — HKG, 42 — SR, 43 — PK, 44 —
VP, 45 - BK, 46 — MS , 47 - DK, 48 — MSB, 49 — KSI, 50 - MB

Na obrazku 4.4 je zobrazen elektroforeaogram analyzy vzorkt 13-50 testovanych na
ptitomnost bakterie Paenibacillus larvae. Pro kontrolu a porovnani byl pouzit nega-
tivni vzorek bez DNA (NK), pozitivni vzorek s DNA daného patogenu (PK) a 100 bp
marker (M). Pozitivné byl patogen detekovan u vzorku 14 (BC), 17 (SV) a 29 (SN).
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4.4 Melissococcus plutonius
Z dat ziskanych ze sekvenovani v podobé chromatogramu (viz obrazek 4.5) byl vybran
fragment DNA a vlozen do databaze NCBI (Zhang, et al., 2000) pro nalezeni shoduji-

cich se sekvenci a jejich porovnani. Fragment se shodoval s nalezenou sekvenci pro

Melissococcus plutonius na 100 %.

WG COGG GOTTGE TG TTGGTGAGGTA AGGCTOCCAGGCACGATGCATAGS CGACCTG AG AGGGTG ATCGGOCACAC TGGG ACTGAG ACACGGCCCAG ACTCCTACGGG AGACAGMRTAGGGAATCTTCGGUAAT
10 20 30 40 50 0 70 80 %0 100 110 120 130 140

GACGAAMGTCTGACCGAGCAMOGCCGOGTGAGTGAAG AMGGT TTTC GGATCGTAAMACTCTGT TGITAGAGAGAAT AGGGGAAMGAGT AACT GT TTTOCTCGTGACGGTATC TAMCCAGA MG CACGGC TAAC TACGT GC
150 160 170 180 190 200 210 20 30 240 250 260 270 80

WA s A o e Ah.humm. A Wl WA .umﬂ.mmm A uhu.nm.n ﬂ i

CAGCAGCOGOGGTAAT ACGT AGGT GOCAAGCGTTGTCCGGAT TTAT TGGACGTAAAGCGAGC ACAGOOGGTTTTTTAAGTCT GAT GTGAA GCCOOCGGCTCAAC CGGOG AGGGTCATTGGAAACT GGAAGACTT GAGTGCA
290 300 310 320 130 330 350 360 370 380 390 200 410 420

M WAV W AN llﬂ“lmm A AN A A A AR P A W o N l“l AW

AAGAGGAGAGT GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAT GC GT AGAT AT ATGGAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGOC TCTCTGGTCTGI AACT GACGCTGAGACTC GAAAGCGT GGGGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTGGTA
430 440 450 160 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560

Vol A Al S o o umld‘uuhmlh;

GTCCACGCCGTAAMCGATGAGT GCTAAGTGTTGGAGGGT T TCCGEOCT TCAGT GETGCAGCAAACGEAT TAAGEACTCCGCC TGGGGAGT ACGACCGEAAGGT TGAAACTCAAAGGAAT TGACGGAGGUCCGC ACAAGE
570 S50 590 630 640 660 680 690

Obrazek 4.5: Sekvence fragmentu amplifikovaného pomoci primeri pro Melissococcus plutonius
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Obrazek 4.6: Elektroforeogram vzorki 1-12 amplifikovanych pomoci primerd specifickych pro Melisso-
coccus plutonius: Sloupec M — 100bp marker, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola, 1-17 analyzované
vzorky, 1 — KB, 2—TK,3-NS,4-MSP,5-NM, 6 —-NH, 7-AS,8-PC,9-PCV, 10 - BG, 11 - KT, 12— DM,
13-BZ,14-BC, 15- LVF, 16 - MR, 17 - SV

Na obrazku 4.6 je zobrazen elektroforeaogram analyzy vzorkl 1-17 testovanych na
piitomnost bakterie Melissococcus plutonius. Pro kontrolu a porovnani byl pouzit ne-
gativni vzorek bez DNA (NK), pozitivni vzorek s DNA daného patogenu (PK) a 100

bp marker (M). Pozitivné nebyl patogen detekovan u zadného ze vzorku.
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Obrazek 4.7: Elektroforeogram vzorki 18-50 amplifikovanych pomoci primera specifickych pro Melisso-
coccus plutonius: Sloupec M — 100bp marker, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola, 18-50 analyzo-
vané vzorky, 18 — RVS, 19 — HSZ, 20 — BN, 21 - FMV, 22 — HOB, 23 — HSF, 24 — CHF, 25 — MHJ, 26 — MHJ2,
27 - BS, 28 - MP, 29 — SN, 30 — SH, 31 — CFU, 32 — HIU, 33 - ZMU, 34 - ZKK, 35 — UJV, 36 - BKB, 37 - OB,
38— SB, 39 — BS, 40 — PS, 41 — HKG, 42 — SR, 43 — PK, 44 — VP, 45 — BK, 46 — MS , 47 - DK, 48 — MSB, 49 —
KSI, 50 - MB

Na obrazku 4.7 je zobrazen elektroforeaogram analyzy vzorkt 18-50 testovanych na
ptitomnost bakterie Melissococcus plutonius. Pro kontrolu a porovnani byl pouzit ne-
gativni vzorek bez DNA (NK), pozitivni vzorek s DNA daného patogenu (PK) a 100bp
marker (M). Pozitivn€ byl patogen detekovan u vzorku 25 (MHJ), 26 (MHJ2), 40 (PS)
a 47 (DK).
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4.5 Ascosphaera apis

Z dat ziskanych ze sekvenovani v podobé chromatogramu (viz obrazek 4.8) byl vybran
fragment DNA a vlozen do databaze NCBI (Zhang, et al., 2000) pro nalezeni shoduji-
cich se sekvenci a jejich porovnani. Fragment se shodoval s nalezenou sekvenci pro

Ascosphaera apis na 100 %. Tyto informace jsou shrnuty v tabulce 4.5.

K CAKACGOGOM TOEACCC TTGTCTOCT TACCTG T TGO T TOGACGGACCTGCGGGTTCTCGCGAGOCTGC T OOCGG AGGOAT TAGT TCOCCCC TGOC TAGC
10 20 0 10 50 0 70 80 90 100

TR “IJ L

Obrazek 4.8: Sekvence fragmentu amplifikovaného pomoci primeri pro Ascosphaera apis
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M NK PK 7 8 9 10 11 12 M
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M NK PK 13 14 15 16 17 M

Obrazek 4.9: Elektroforeogram vzorki 1-17 amplifikovanych pomoci primeri specifickych pro As-
cosphaera apis: Sloupec M — 100bp marker, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola, 1-17 analyzované
vzorky, 1 - KB, 2 - TK,3—-NS,4-MSP,5-NM, 6 —NH, 7-AS,8-PC,9-PCV, 10— BG, 11 - KT, 12—
DM, 13- BZ, 14 - BC, 15— LVF, 16 - MR, 17 - SV

Na obrazku 4.9 je zobrazen elektroforeogram analyzy vzorki 1-17 testovanych na pii-
tomnost bakterie Ascosphaera apis. Pro kontrolu a porovnani byl pouzit negativni vzo-
rek bez DNA (NK), pozitivni vzorek s DNA daného patogenu (PK) a 100bp marker

(M). Pozitivné nebyl detekovan zadny ze vzorkda.
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M 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Obrazek 4.10: Elektroforeogram vzorki 18-50 amplifikovanych pomoci primeria specifickych pro As-
cosphaera apis: Sloupec M — 100bp marker, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola, 18-50 analyzované
vzorky, 18 — RVS, 19 — HSZ, 20 - BN, 21— FMV, 22 — HOB, 23 — HSF, 24 — CHF, 25 — MHJ, 26 —- MHJ2, 27 —
BS, 28 — MP, 29 — SN, 30 — SH, 31 — CFU, 32 — HIU, 33 - ZMU, 34 — ZKK, 35 — UJV, 36 - BKB, 37 - OB, 38 -
SB, 39 - BS, 40 - PS, 41 - HKG, 42 - SR, 43 - PK, 44 — VP, 45 - BK, 46 — MS , 47 - DK, 48 — MSB, 49 - KS$],
50 - MB

Na obrazku 4.10 je zobrazen elektroforeogram analyzy vzorkl 18-50 testovanych na
piitomnost bakterie Ascosphaera apis. Pro kontrolu a porovnani byl pouzit negativni
vzorek bez DNA (NK), pozitivni vzorek s DNA daného patogenu (PK) a 100bp mar-

ker (M). Pozitivné nebyl detekovan zadny ze vzorkd.

Vsechny pozitivni a negativnich vysledky jednotlivych patogenti jsou shrnuty
v tabulce 4.2.
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vsech testovanych vzorku: (+): pozitivni vysledek, (-): negativni vysledek

Stanovisté

Paenibacillus

larvae

Melissococcus

plutonius

Ascosphaera

apis

Ceské Budéjovice

meésto

HKG

SR

PK

VP

BK

Ceské Budéjovice

okoli

MS

DK

Praha mésto

SN

SH

CFU

HIU

ZMU

ZKK

Tabulka 4.2: Souhrn vysledki detekce Paenibacillus larvae, Melissococcus plutonius a Ascosphaera apis u
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Praha okoli

ulv

BKB

OB

SB

W

BS

PS

Plzenn mésto

KB

Plzen okoli

TK

%

NS

NH

NM

MSP

Ostrava mésto

BZ

%

BC

LVF

MR

SV

Ostrava okoli

RVS

HSZ

BN

FMV

HOB
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HSF

Brno mésto

CHF

MHJ

MHJ2

BS

MP
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5 Diskuse

V mé praci jsem se zaméfila na detekcei tii vyznamnych patogent napadajicich larvy
véel na uzemi CR. Bakterie Paenibacillus larve, zptsobujici zavazné onemocnéni —
mor véeliho plodu, ptivodce hniloby véeliho plodu — Melissococcus plutonius a para-
ziticka houba Ascosphaera apis, ktera zptsobuje zvapenaténi véeliho plodu.

Ze vzorkl vcel byla izolovana DNA metodou CTAB postupem uvedenym
v kapitole 3.3. U velmi malych organismt jako jsou véely, se miiZze pouZit pro izolaci
cely jedinec. Pfi pouziti celého téla vCely je ve vzorku DNA piitomnost vyssiho mnoz-
stvi rostlinné DNA z potravy a DNA piipadnych parazita a patogent (Zima et al.,
proto je zde i mensi riziko inhibice PCR (Murray a Thompson 1980; Bustin, 2004)
jako bylo potvrzeno i v této praci. Vhodnost pouziti metody CTAB pro izolaci DNA
véel potvrdil také Modabber et al. (2016).

Detekovat patogeny vcel 1ze mnoha zptsoby. Jednim z nich je PCR, kterou
jsem pouzila v této praci stejné jako Hornitzky (2001), Garrido-Bailon (2013), ¢i Ryba
et al. (2012) pro jeji citlivost a spolehlivost. Detekce se mtize provadét také napt. kul-
tivaénim stanovenim, které pouzili pro sva vysetfeni Kamler a Titéra (2005). Dalsim
vhodnym postupem jsou imunologické metody jako uvadi Herczeg, (2019). Pii PCR
je dulezité vhodné zvoleni specifickych primert a optimalizace reakénich podminek
(Reynaldi et al, 2015), cozZ se potvrdilo i v mé praci, kdy jsem ptevzala teploty PCR
pro Paenibacillus larvae od Bakonyi et al. (2003). Ale objevoval se nespecificky frag-
ment navic. Proto byla provedena gradientova PCR a teplota nasedani primert byla
podle vysledku na elektroforeogramu (viz obrazek 4.1) zménéna z teploty 55 °C na
teplotu 50,8 °C.

Podle Dieffenbach et al., 1993 se primery skladuji pii -20 °C (az pét let), ale
mohou byt uchovany i pti 4 °C az na 6 mésict. Jsou ale citlivé k opakovanému roz-
mrazovani a zamrazovani. Pokud jsou rozmrazeny vice nez pétkrat, primery degraduji
(Dieffenbach et al., 1993). Primery pouzité v této praci pro P. larvae bylo potieba
uchovavat v mrazaku na -20 °C. Protoze byly citlivéjsi a pii uchovavani v lednici na 4
°C, 1 kdyZ pouze na par dni, ackoli nebyly opakované rozmrazovany, dochazelo prav-
dépodobné k degradaci a nebylo mozné je jiz dale pouzit. Pfi PCR dochézelo k fales-
nym pozitivnim vysledkiim. Pravdépodobnou pti¢inou miize byt obsah kontaminantii

z vyroby, které urychluji degradaci.
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Po zavedeni téchto opatfeni doslo pomoci specifickych primert kazdého z pa-
togent ke spravnému chodu reakce a uspésné amplifikaci fragmentd.

Celkem jsem testovala smésné vzorky z 50 stanovist’, které byly odebrany
z vice nez 200 ult. Pti vizualizaci vysledkt pomoci gelové elektroforézy byla vétSina
mych vysledkd negativnich na ptitomnost Paenibacillus larvae, Melissococcus pluto-
nius a Ascosphera apis.

Pfitomnost bakteric Paenibacillus larvae byla nalezena u 3 analyzovanych
vzorkt — dva z Ostravy a jeden z Prahy. Tyto vzorky mély nizkou koncentraci ampli-
fikovanych fragmentt (viz obrazek 4.4), coz miize znamenat, Ze patogen neni ve vcel-
stvu dostatecné rozsifen a nejsou viditelné zadné klinické ptiznaky. Ve své zprave
Z roku 2005 uvadéji Kamler a Titéra ohledné monitoringu piivodce moru vceliho plodu
pozitivitu u 15,3 % vySetfenych vzorka. Téch bylo odebrano 780 v riznych lokalitach
CR. Ve své praci jsem prokazala pozitivitu pouze u 6 % vzorkt. Kamler a Titéra odli-
Sovali i rizné kmeny bakterie. To mize byt pfedmétem pokradovani mé prace. V CR
bylo v roce 2020 vyhlaseno celkem 108 ohnisek v¢eliho moru, nejvice v kraji Morav-
skoslezském, Olomouckém a Kraji Vysocina (Statni veterinarni sprava, 2021). Mé po-
zitivni vzorky pochézely z izemi Prahy, dale z Ostravy, ktera se také nachazi v Mo-
ravskoslezském kraji, ale stanovisté se nenachazeji v nakazové oblasti.

U bakterie Melissococcus plutonius byly pozitivné detekovany &tyti vzorky
(8 %). Stejné jako u P. larvae bylo namnozeno malé mnozstvi fragmentt (viz obrazek
4.7), proto zde také véelstvo nemusi vykazovat zadné znamky choroby. V roce 2020
byla choroba zaznamenana na tiech uzemich v Libereckém kraji, v okresu Semily a v
Kralovéhradeckém regionu (Vorli¢ek, 2020). U mych vysledki byly pozitivni vzorky
nalezeny na tizemi Prahy, Ceskych Bud&jovic a Brna.

V ptipadé€ pozitivnich nalezl patogent, je nutno klast velky zietel na zdravotni
stav vCelstva a pti1 vyskytu nékterych z klinickych ptiznaki je nutno ihned zakrocit a
vcelaf je povinen 0znamit objeveni pfiznaki P. larvae a M. plutonius Krajské veteri-
narni spravé, kterd vyhlasi ptislusna opatfeni. VEelstva s ptiznaky a material se zafi-
zenim, které mohlo byt ve styku s nakazou, musi byt zlikvidovano (Titéra et al., 2018).

Zvapenaténi v¢eliho plodu nepatii mezi tak zavazné choroby jako nemoci pied-
chozi (Spivak a Reuter, 2001) a pti objeveni klinickych pfiznaki se nemusi informovat
Krajska veterinarni sprava. Pfiznaky vSak neni dobré zanedbavat (Titéra et al., 2018).
V 50 analyzovanych vzorcich nebyly zadné detekované jako pozitivni na zvapenaténi

v¢eliho plodu. S pouzitymi primery pro A. apis vysel u pozitivni kontroly velice kratky
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fragment se slabou koncentraci DNA. Proto by bylo vhodné v pfisti praci pouzit pri-
mery detekujici delsi fragment této bakterie pro spolehlivéjsi detekci. V roce 2019
bylo testovano 20 vzorkii na uzemi CR, ze kterych bylo 8 (40 %) identifikovano jako
pozitivnich (Prokopové, 2019). V Ceské republice byl objeven zvyseny vyskyt této
nemoci (Vesely et al.,2013), coz ale nemohu dle mych vysledkt potvrdit. Vzhledem
K tomu, ze délnice aktivné proti tomuto onemocnéni bojuji pomoci svého Cisticiho
pudu (Sarwar, 2016), je mozné, ze vyskyt spor je v pozitivnich véelstvech tak nizky,
ze neni detekovatelny metodou, kterou jsem pouzila. V ramci dalSiho vyzkumu na pra-
covisti by mélo probéhnout i vyhodnoceni dotaznikti, ve kterych jednotlivi chovatelé
uvedli ptfipadné ptiznaky. Na zéklad¢ ziskanych vysledk bude mozné ptipadn¢ upra-

vit metodiku pro dalsi testovani tohoto onemocnéni ve véelstvech.
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Zavér
Veéely hraji dulezitou roli v zachovéani biodiverzity krajiny, proto je potfeba davat
velky zfetel na jejich zdravotni stav a predchéazet tim sniZzeni poctu vcelstev.

V ramci mé diplomové prace jsem testovala 50 vzorkl vcel z vice nez 200 sta-
novist’ na piitomnost patogenti zpusobujicich zavazna onemocnéni v¢eliho plodu. U
6 % vzorki byla detekovana pritomnost bakterie Paenibacillus larvae. Tyto vzorky
pochazely z izemi Prahy a Ostravy. Pfitomnost bakterie Melissococcus plutonius byla
detekovéana u 8 % vzorki, které byly nalezeny na uzemi Prahy, Ceskych Budgjovic a
Brna. Ascosphaera apis nebyla detekovana u zadného vzorku.

Z mych vysledka vyplyva, ze Ascosphaera apis se naproti analyzam minulych
rokti po Ceské republice nerozsifila. Piitomnost bakterie Melissococcus plutonius byla
dle mé detekce rozsifena do tzemi kraju, které nebyly v roce 2020 zafazeny mezi oh-
niska ndkazy.

V¢elstva, u nichZ se vyskytla pfitomnost bakterie Paenibacillus larvae a Me-
lissococcus plutonius sice nevykazovala zadné znamky klinickych pfiznakd, je u nich
vSak tfeba zvysit kontrolu jejich zdravotniho stavu kvili zavaznym onemocnénim,
ktera tyto bakterie zptisobuji. Rozifenost t&chto nemoci neni v Ceské republice Kri-
ticka, presto se nesmi piiznaky zanedbavat.

Pro detailngj3i analyzu stavu rozsifeni nemoci v CR by byl tfeba odbér vzorkl

a detekce z vice stanovist'.
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