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Vysetieni mikrosporidii Nosema spp. v délnicich véely

medonosneé (Apis mellifera)

Souhrn

Nosemoza je nebezpecné, celosvétoveé rozsifené onemocnéni véel medonosnych Apis
mellifera, jehoz pivodci jsou dva druhy rodu Nosema, Nosema apis a Nosema ceranae.
Dlouhodobé ptsobeni téchto patogent ohroZuje Zivot véelstev. Cilem této diplomové préce
bylo praktické vyhodnoceni vhodnosti vzorkovani a vysetieni véely medonosné na pfitomnost
ptvodce nosemozy vcel.

Z kazdého vcelstva byly odebrany dva typy vzorkt: zimni mrtvolky ze dna Glu a Zivé
délnice z okrajovych plasti, vzdy po 30 jedincich. Vysledky mikroskopického vysetieni téchto
dvou typi vzorki se poté vzajemné porovnavaly. Celkem bylo vysetieno 207 véelstev, z toho
u 72 veelstev byly véely vySetiovany jednotlivé a u 135 vcelstev byl pouzit smésny vzorek. Pii
individudlnim vySetfeni vcel se relativni pocet pozitivnich jedinct v ptfipad€ zimnich mrtvolek
a zivych véel vyznamné lisil. Ze smésnych vzorkl bylo potvrzeno, ze vysledek vyseteni velmi
vyznamné Zavisi na typu pouzitého vzorku. V obou pfipadech vychazela vyssi pozitivita pti
vySetfeni zimnich mrtvolek. P#i hodnoceni ziskanych dat ze vsech vcelstev vysel shodny
vysledek v 62 % a rozdilny ve 38 % vzorkt. Ve 34 % piipadt byl pozitivni pouze vzorek
zimnich mrtvolek a ve 4 % vysla pozitivita pouze u zZivych véel.

Vysledky pokusu diplomové prace ukazuji, Ze pouZiti zimnich mrtvolek nebo Zivych véel
je dialezitym faktorem, ktery ovliviiuje vysledek vysetfeni vCelstev na piitomnost ptivodce
nosemadzy. Vyssi mira pozitivity je zjisténa pii vySetieni zimnich mrtvolek, tento vysledek ale
neposkytuje pfili§ pfesny obraz o aktudlni urovni infekce u zivych vcel ve vcelstvu.

Vysledky diplomové prace jsou uzite¢né nejen pro uptfesnéni metodik plemenaiské prace

Uznaného chovatelského sdruzeni veely medonosné kraiské, ale i pro véelafskou praxi vibec.

Klic¢ova slova: v¢ela medonosna, Apis mellifera, endoparazit, Nosema apis, Nosema ceranae,

diagnostika



Analysis od microsporidia Nosema spp. in workers of

honey bee (Apis mellifera)

Summary

Nosemosis is a dangerous, worldwide disease of the Western honey bees Apis mellifera,
caused by two species of the genus Nosema: Nosema apis and Nosema ceranae. Long-term
exposure to these pathogens threatens the life of honey bee colonies. The aim of this thesis was
to evaluate practically the suitability of sampling and testing honey bees for the presence of the
causative agent of nosemosis in honey bees.

Two samples were taken from each colony, winter dead bees from the bottom of the hive
and live workers from the peripheral frames, 30 bees in each sample. The results of microscopic
examination of these two types of samples were then compared with each other. A total of 207
colonies were examined, of which 72 colonies were examined as individual bees and 135
colonies were examined using a pooled sample. When the bees were tested individually, the
relative number of positive individuals was significantly different between winter dead and live
bees. From the mixed samples, it was confirmed that the result of the examination depended
highly significantly on the type of the used sample. In both cases, the positivity was higher in
the case of winter dead bees. When evaluating the data collected from all colonies, the result
was the same in 62 % of the samples and different in 38 %. In 34 % of cases, only the sample
of winter dead bees was positive and in 4 % of cases only the live bees were positive.

The results of the thesis experiment show that the use of winter dead or live bees is an
important factor influencing the outcome of the examination of colonies for the presence of the
pathogen of nosemosis. A higher positivity level is observed when testing winter dead bees, but
this result does not give a very accurate picture of the current level of infection of living bees
in the colony.

The results of the thesis are useful not only for specifying breeding methods of the
Recognized breeding association of Carniolan honey bee, but also for beekeeping practice in

general.

Keywords: honey bee, Apis mellifera, endoparasite, Nosema apis, Nosema ceranae,

diagnostics
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1 Uvod

V¢ela medonosna Apis mellifera Linnaeus, 1758 je nedilnou soucasti ekosystému (Papa
al. 2020) i planych rostlin v mnoha oblastech svéta, a to diky svému velkému arealu rozsifeni i
schopnosti vyuzivat a opylovat Sirokou $kalu rostlinnych druhii (Hung et al. 2018). Je také
jedinym hmyzim druhem, ktery ¢lovéku poskytuje jak zdroj potravy, tedy med, tak i n¢kolik
dalsich uzite¢nych produkti jako je vosk, pyl, propolis, matefi kasicka a vceli jed. Ty se
nasledné¢ vyuzivaji v riiznych odvétvich lidské ¢innosti napt. v potravinaiském, kosmetickém a
farmaceutickém prumyslu ¢i 1ékatstvi (Papa et al. 2022). Pro vcelaiské ucely byla vcela
medonosna postupné dovezena na vSechny kontinenty krom¢ Antarktidy a stoji za produkci
prevazné vétsSiny medu na celém svéte (Fries 2014).

Dlouhodobé ptlisobeni roztoct, Spatné vyzivy, pesticidii a patogennich mikroorganismu
ohrozuje zivot véelstev (Goblirsch et al. 2013). Jednim takovym onemocnénim, které je pro
véely nebezpélné, je nosemoéza. Jedna se o celosvétové rozsitenou infekci zpisobenou
mikrosporidiemi Nosema apis Zander, 1909 a Nosema ceranae Fries et al., 1996. V soucasné
dobé je vice rozsitena N. ceranae (Mazur & Gajda 2022), ktera je v oblasti zdravi véel velmi
aktualnim tématem, o ¢emz svéd¢i fada kazdoro¢né publikovanych védeckych praci (Martin-
Hernandz et al. 2018).

Pro sledovani onemocnéni a zahdjeni spravné 1éCby je zasadni provést rychlou a
spolehlivou diagnézu (Mazur & Gajda 2022). V Ceské republice je vySetfeni na nosemoézu
povinné pro chovatele veelich matek Uznaného chovatelského sdruzeni vcely medonosné
kranské. Vzorky zimnich mrtvolek, ptipadné Zivych vcel létavek je nutné odebrat v prabéhu
podzimu nebo zimy (Cesky svaz véelaiti z.s. 2019). Uhynulé véely nejsou obecné pro vysetieni
doporuc¢ovany, v naSich zemépisnych podminkach vSak neni mozné v tuto dobu odchytévat
létavky z Cesna, které jsou nejvhodnéjsim vzorkem (Fries et al. 2013).

V této praci jsem se zaméfila na praktické vyhodnoceni vhodnosti vzorkovani véel pro
jejich vySetfeni na piitomnost ptivodce nosemoézy s ohledem na metodiku pouzivanou

v laboratotich v CR.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace bylo praktické vyhodnoceni vhodnosti vzorkovani a vysetfeni
véely medonosné na piitomnost piivodce nosemoézy véel. Mikroskopicky se vysettovaly vzorky
délnic zimnich mrtvolek a Zivych vcel na piitomnost spor Nosema spp. Vysledky se

porovnavaly a statisticky vyhodnotily.

Hypotéza ¢. 1:
Relativni pocet jedinct s pozitivnim nalezem spor Nosema je stejny v ptipadé vysetieni

zivych a mrtvych vcel ze stejného veelstva v zimnim obdobi.

Hypotéza ¢. 2:
Vysledek vysetieni smésnych vzorka zivych veel a zimnich mrtvolek ze stejného véelstva

na piitomnost spor Nosema je shodny.



3 Literarni reserse

3.1 Vcdela medonosna a jeji patogeny

Veelstvo Apis mellifera obvykle tvoii jedna matka, 20 az 40 tisic délnic a v zavislosti na
ro¢nim obdobi az nékolik tisic trubcti (Page & Peng 2001). Délnice vylihnuté od konce zimy
do 1éta jsou kratkovekeé, v ptipadé jarnich véel je primérna délka zivota 30 az 40 dni, nejkratsi
délku zivota maji letni véely, zpravidla pouze 25 az 30 dni. Zimni v¢ely, tedy délnice prezivajici
nejchladnéj$i mésice roku, se lihnou na podzim a oproti ostatnim je v jejich ptipadé€ délka Zivota
vyznamn¢ del$i, obvykle piesahuje 100 dni, maximum se pohybuje az okolo 250 dni (Mattila
et al. 2001). Ze vSech jedinct nejdéle, tedy 2 az 3 roky, zije matka (Page & Peng 2001). Vcely
se fadi mezi hmyz s proménou dokonalou, maji tedy 4 vyvojova stadia (vajicko, larva, kukla a
dospélec). Délnice i matky se lihnou z oplozenych vaji¢ek se stejnym genotypem (Wang et al.
2015), rozdilné je ale prostieni pro jejich odchov a piedevsim vyziva. Délka larvalniho stadia
je 5 az 6 dni, posledni 2 az 3 dny rozdilného krmeni vedou k odlisnému vyvoji v d€lnici anebo
matku (Page & Peng 2001). Larvy matek jsou po celou dobu krmeny vyhradné mateti kasickou,
zatimco larvy délnic jsou od tietiho dne krmeny specidlni smési mateii kasicky, medu a pylu.
Matky jsou chovany ve specialné konstruovanych matecnich bunikéach, délnice se vyvijeji ve
stejnych buiikach, jako jsou skladovany zasoby medu a pylu (Yadav et al. 2017). Vyvoj od
vajicka v dospélce trva v piipadé matky 16 dni, u délnice 21 dni (Wang et al. 2015).
Z neoplozenych vaji¢ek se lihnou trubci, ktefi se vyvijeji v bunikach se stejnym tvarem jako
Vv ptipadé dé€lnic, pouze jsou vétsi (Yadav et al. 2017). Jejich vyvoj trva 24 dni, ze vSech kast je
tedy nejdelsi (Sidor & Dzugan 2020). V¢ela medonosna se Fadi mezi eusocialni hmyz, pro ktery
je charakteristicka délba prace ve spole¢enstvu. Ukolem sterilnich délnic je podpofit svou
¢innosti reprodukci jednoho jedince, matky (Breed et al. 2015). Mladé délnice pecuji o matku
a plod, starsi délnice shangji pyl, nektar, vodu a chrani al (Sammataro et al. 2000).

Na vcelstva puisobi fada faktort, které narusuji a oslabuji obranné mechanismy vcel. Mezi
né patii patogeny (Taric et al. 2019), jejichZ pisobenim muze dojit v koneéném dusledku az
K ahynu véelstva (Hristov et al. 2020). Socidlni spolecenstvo je diky vysoké hustoté a
homogenit¢ jedinct (Schmid-Hempel 1995), jejich vzajemnym interakcim a blizkému kontaktu
obzvlasté zranitelné (Naug & Camazine 2002). Dé&lnice svou ¢innosti navic udzuji v hnizdé
témer konstantni teplotu a vlhkost navzdory vnéjSim podminkam, coz pro patogeny ¢ini z ulu
jesté vhodnéjsi prostiedi (Sammataro et al. 2000). Na druhou stranu vysoce vyvinuta sociélni

organizace umoznila vznik socidlni imunity, pro kterou je typické altruistické chovani jedinca
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a jejich vzajemna spoluprace. Vysledkem je zamezeni, kontrola nebo eliminace infekce
(Cremer et al. 2007).

Véely medonosné mohou byt napadeny riznymi S$kidci a chorobami, vcetné
parazitickych rozto¢u, virdi, mikrosporidii, bakterialnich infekci a plisni. Mezi ekonomicky
vyznamné parazity se fadi druhy klestik v¢eli Varroa destructor, roztoéik vceli Acarapis woodi,
Varroa jacobsoni a Tropilaelaps clareae (Dhooria 2016). V soucasné dobé je se vcelou
medonosnou spojovano piiblizn¢ 24 druhii patogennich vird, tento pocet vSak nejspise nebude
kone¢ny (Gisder & Genersch 2015). Virové infekce byly diive povazovany za neskodné, po
celosvétovém rozsifeni kleStika vceliho vSak véelaii zacali zaznamendvat rostouci obtize
s chovem vcelstev. Tento rozto€ totiz také ptisobi jako Sifitel riznych virti uvnitt i mezi véelstvy
a také jako aktivator mnoZeni nékterych virti v infikovanych jedincich (Genersch & Aubert
2010). Je s nim spojovan naptiklad virus deformovanych kiidel (DWYV) ¢i virus akutni paralyzy
vcel (ABPV). Dale se u vcel Casto vyskytuje virus chronické paralyzy vcel (CBPV), virus
pytlickovitosti plodu (SBV) a virus ¢ernani mate¢niktt (BQCV) (Hristov et al. 2020). Mezi
nejznamgjsi bakterialni nemoci patii mor a hniloba véeliho plodu. Obé tyto infekce postihuji
larvalni stadia (Gaggia et al. 2015) a zpisobuji jejich smrt. Pivodcem moru véeliho plodu je
Paenibacillus larvae, v ptipad¢ hniloby véeliho plodu Mellissococcus plutonius (Fuenfhaus et
al. 2018).
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3.2 Nosema apis, Nosema ceranae

Nosemodza je nebezpecné, celosveétoveé rozsifené onemocnéni véel medonosnych (Apis
meliffera), jehoz pivodci jsou dva druhy rodu Nosema, Nosema apis a Nosema ceranae (Mazur
& Gajda 2022). V roce 2017 byl na tizemi Ugandy objeven tieti druh, Nosema neumanni
Chemurot et al. 2017 (Chemurot et al. 2017), jeho vliv na zdravi v¢el je vSak tieba jesté detailné
prozkoumat (Duquesne et al. 2021), roz§ifeni mimo hranice zatim ale nebylo potvrzeno (Mazur
& Gajda 2022). Rod Nosema se fadi do tfidy Microsporidia, fise Fungi (Adl et al. 2005).
V nedavné dobé¢ vsak Tokarev et al. (2020) zaradil druhy Nosema, které napadaji véely, do
nového rodu Vairimorpha. Tito nitrobunéni parazité napadaji epitelové bunky zaludku

dospélych jedinct (Forsgren & Fries 2010).
3.2.1 Historie

Nosema apis byla objevena u evropské véely medonosné a je jednou z prvnich popsanych
mikrosporidii viibec (Fries et al. 2006). N. ceranae jako prvni popsal Fries et al. (1996) na
zaklad¢ svételné mikroskopickych a ultrastrukturalnich charakteristik u véely vychodni Apis
cerana Fabricius, 1793 v Ciné. Diive byla N. ceranae povazovana za parazita omezeného na
asijskou v¢elu medonosnou (Forsgren & Fries 2010), pozd¢ji bylo potvrzeno, ze oba druhy
Nosema kiizové infikuji druhého hostitele (Sinpoo et al. 2018). Prvni piirozeny vyskyt u
evropské véely medonosné byl potvrzen v roce 2005, konkrétn€ u vzorka odebranych na tizemi
Spanélska (Higes et al. 2006). Archivované vzorky vsak naznaluji, ze méla rozsifeny
geograficky a hostitelsky areal jiz desitky let pfedtim (Goblirsch 2018) a je pravdépodobné, ze
po desetileti byla nespravné diagnostikovana jako N. apis (Ferroglio et al. 2013). Pti analyze
historickych vzorkd byla N. ceranae potvrzena na Uzemi Finska od roku 1998 (Paxton et al.
2007), na Gzemi Italie jesté o pét let diive, tedy od roku 1993 (Ferroglio et al. 2013). Tato
zjisténi podporuji hypotézu, ze N. ceranae byla nejprve zavlecena do jizni Evropy, odkud se
poté Sifila do dalsich casti. Jeji rychlé Sifeni na velké vzdalenosti bylo pravdépodobné
zpusobeno piepravou nakazenych véel komerénimi nebo zajmovymi véelafi (Klee et al. 2007).
V Ceské republice byla N. ceranae poprvé diagnostikovana v roce 2008 (Ryba et al. 2012).
Ackoliv neni jisté, kdy presn¢ se N. ceranae objevila poprvé jako patogen A. mellifera, je
mozné, ze se to casoveé shoduje s rozsitenim roztoce Varroa destructor, kdy doslo k pesuniim
véelstev A. mellifera do oblasti, kde se piirozené vyskytovala A. cerana a zpét. Vzajemna
interakce mezi vcelimi druhy mohla vést také k predani a rozsifeni N. ceranae (Goblirsch

2018).
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3.2.2 Morfologickeé rozdily

Prestoze rozdily ve velikosti spor mezi N. ceranae a N. apis nejsou pii svételné
mikroskopii okamzité patrné, je mozné je pti detailnéj$im zkoumani pozorovat (viz Obrazek 1).
Spory N. ceranae jsou ve srovnani s N. apis o néco mensi (Fries et al. 1996). Konkrétné spory
N. ceranae jsou velké 4.5 x 2.4 um (Huang et al. 2007), zatimco spory N. apis mé&fi 6 x 3 um
(Fries et al. 1996). Dalsim rozliSovacim faktorem je jejich tvar, v piipadé N. ceranae
pozorujeme Spicatéjsi spory, u N. apis jsou konce vice zaoblené (Titéra 2017). Ultrastrukturalné
se odlisuji také v poctu zaviti polarniho vlakna uvnitt spor. U N. ceranae jich mizeme
pozorovat 18-21 (Chen et al. 2009), u N. apis je jejich pocet vyssi a to 26-32 (Fries 1989). Pii

pozorovani spor rastrovacim elektronovym mikroskopem si 1ze v§imnout odlisného povrchu, u

N. ceranae je vice strukturovany s hlubsim reliéfem (Ptaszynska et al. 2014).

Obrazek 1 Spory Nosema apis (vlevo) a Nosema ceranae (vpravo) (Martin Kamler)

3.2.3 Vyvojovy cyklus

Nosema apis a N. ceranae je svym zivotnim cyklem striktné vazana na travici trakt véely,
konkrétné na sliznici zaludku (Huang & Solter 2013), do které musi neprve proniknout. Jedna
se tedy o obligatn¢ intracelularni parazitismus. Mikrosporidie se nejcastéji vyskytuji ve forme
spor, timto stadiem zacind 1 kon¢i jejich vyvojovy cyklus. Jedna se o infekéni a zaroven jediné
stadium, které je schopno piezit mimo organismus hostitele (Vavra & Larsson 2014). K nakaze
jedince dojde jejich pozfenim spolu s potravou nebo vodou (Mazur & Gajda 2022). Ve
vhodném prostiedi zacina spora kli¢it. Tento proces spociva ve vymrsténi polarni trubice a

naruSeni hostitelské buiiky. Poté je cytoplazmaticky obsah spory vcetné jadra vytlacovan pies
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trubici vlivem rozsitujici se zadni vakuoly. Pfi prichodu dojde k obaleni membranami a timto
zpusobem vznikne sporoplazma, ktera se poté od polarni trubice oddéli a zistane v hostitelské

bunce (Vavra & Larsson 2014). Cely pribéeh kliceni spory je znazornén na Obrazku 2.

Obrézek 2 Kliceni spory (Keeling & Fast 2002)

Sporoplazma dale dozravé v meront, ze kterého se ve fazi merogonie po obdobi ristu a
dé€leni stanou dcetinné bunky, sporonty. Ty poté vstupuji do faze sporogonie, jejimz konecnym
produktem je sporoblast, ze kterého se po dozréni stava spora (Véavra & Larsson 2014).
V pribéhu merogonie a sporogonie se jedna o diplokaryoticka stadia (Gisder et al. 2011), z
jednoho sporontu vzniknou na konci cyklu dvé zralé spory. V typickém piipad¢ je hostitelska
bunka nakonec zcela zapInéna sporami (Vavra & Larsson 2014), dojde K jejimu prasknuti a
naslednému uvolnéni velkého mnozstvi novych spor, které v piipad€ tzv. primarnich spor
nasledn¢ injikuji dalsi buiikky nebo pokud se jednd o enviromentalni spory, hromadi se ve
vykalovém vaku a poté jsou vylouceny do vnéjsiho prostiedi (Higes et al. 2020). Pii infekci
jedince lze prvni napadené bunky zaludku pozorovat po tfech dnech, po sedmi dnech je
infikovana vétsina bungk, které jiz vykazuji znamky degradace (Higes et al. 2007). V ptipadé
N. apis dochazi ke konzistentni produkci spor po 12 dnech od inokulace, v ptipadé N. ceranae
dochazi k linearnimu zvySovani produkce spor od 12 do 20 dne po inokulaci a pocet zralych

spor je trvale vys§i v porovnani s N. apis (Huang & Solter 2013).
3.2.4 Prubéh infekce

Pro N. apis je typicka sezonni dynamika pribéhu infekce, kdy 1ze zaznamenat nahly a
velky narist na jafe a nejnizsi uroven v 1été¢ (Martin-Hernandez et al. 2007). Na zacatku jara
délnice ¢isti plasty pokalené infikovanymi vykaly a timto zptisobem dochdazi k p¥enosu infekce

(Bailey 1955). Matka zacina plodovat a zvySuje se pocet jedincu ve véelstvu. Lety véel jsou
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vsak stale omezené pocasim, a tak se infekce mutize rychleji $ifit (Martin-Hernandez et al. 2007).
Béhem 1éta a letové aktivity poté dochéazi k thynu starych, nakazenych délnic a s tim souvisi i
snizeni pravdépodobnosti pfenosu na nové vylihnuté jedince (Bailey 1955).

Pfi pozorovani véelstev ve Spanélsku popsal Higes et al. (2008) pribéh infekce
N. ceranae u A. mellifera a byly definovany 4 faze. V prvni fazi nejsou pozorovany zadné
symptomy infekce, procento infikovanych vcel vSak postupné nartsta. Ve druhé fazi infekce
dosahuje svého vrcholu, kdy je nejvyssi procento infikovanych Iétavek. Ve tieti fazi se populace
velmi vyrazné rozroste, troven infekce ve véelstvu klesa a dosahuje svého minima, po kterém
vSak nastava opét postupny narast. Podle pozorovani projevu se véelafi zda, ze se véelstvo
zotavilo, ve ¢tvrté fazi ale piijde ndhly vysoky Ubytek jedinct. Nastava druhy vrchol infekce,
tentokrat dochazi k vyraznému nartstu infekce u vcel uvniti alu. V kone¢ném dusledku umira
matka i celé vCelstvo. At uz bylo véelstvo infikovano na jafe nebo v 1ét&, ke kolapsu doslo asi
po roce a pul, oba vrcholy infekce byly vzdy béhem podzimu a zimy a nejvétsi pokles

v mezidobi mezi tim.
3.2.5 SmiSené infekce

U jednoho vcelstva, a dokonce i jedince se mohou soucasné vyskytovat oba druhy
Nosema (Burgher-MacLellan et al. 2010). SmiSené infekce maji vétsi negativni vliv na
prezivani vcel, nez je tomu v piipadé infekce pouze jednim druhem (Milbrath et al. 2015). Pti
smisené infekci dochazi k mezidruhové konkurenci, kdy jeden druh dokaze inhibovat mnozeni
toho druhého. Silngjsi inhibi¢ni efekt ma N. ceranae na N. apis. Zajimavé je, Ze zalezi na potadi,
ve kterém se mikrosporidie dostanou do organismu, prvni druh poté inhibuje ten druhy, pfi
sou¢asném napadeni hostitele ve stejnou chvili kvzajemnému omezeni nedochazi
(Natsopoulou et al. 2015).

Existuje hypotéza, ze u populace A. mellifera nahrazuje pravdépodobné virulentné&jsi druh
N. ceranae pivodni N. apis (Gisder et al. 2017). Spory N. apis jsou nachylné ke zvySenym
teplotdm, v piipadé N. ceranae je odolnost vyssi (Sanchez Collado et al. 2014). Zména
klimatickych podminek, pramérnych teplot béhem roc¢nich obdobi a zvySend Cetnost
extrémnich klimatickych jevi ovliviiuje rozsifeni, sezonnost a zavaznost infekénich chorob (de
la Roque et al. 2008). Terénni Gdaje ziskané napii¢ Evropou ukazuji na ptevahu N. ceranae
V jiznich oblastech, jako je Spanélsko, a prevahu N. apis naopak v oblastech s chladng&j$im
klimatem, jako je napiiklad Svédsko. Mezi témito oblastmi by tedy méla existovat piechodna
zbna se stejnou relativni prevenci obou druhti, kde je vys$si konkurenéni schopnost N. ceranae

kompenzovéna jeji vétsi citlivosti viéi chladu. Podle pfedpokladi by touto zoénou méla byt
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stiedni Evropa. Pro jeji pfesné urceni je ale zapotiebi dalSich studii a ocekava se, ze se bude

meénit i béhem roku v zavislosti na zménach teplotnich podminek (Natsopoulou et al. 2015).
3.2.6 Infikovani jedinci

Oba druhy mohou infikovat v§echny jedince v¢elstva, tedy délnice, trubce i matky (Alaux
et al. 2011). V ptipadé N. ceranae muze pravdépodobné dojit k nakazeni jedince jiz ve stadiu
larvy. (Eiri et al. 2015). Piitomnost DNA N. ceranae byla totiz potvrzena v matefi kaSicce
ziskané z infikovanych ula (Traver & Fell 2012), dalsi cestou mtize byt samotny proces krmeni
larev (Eiri et al. 2015), jiz dfive potvrzen ptenos pii krmeni mladych vcel infikovanymi
délnicemi (Smith 2012). Pfi ndkaze larev v laboratornich podminkach vyvolala vyssi davka
spor silnou imunitni odpovéd’, kterd poté vedla k menSimu poctu spor v dospélosti, nasledné
ale také doslo ke zkraceni délky jejich zivota (Eiri et al. 2015). Muize také dojit k Uhynu béhem
vyvoje, V laboratornich podminkach byla pfi podani vysokych koncentraci spor N. apis
lihnivost matek nulova, zatimco v piipadé N. ceranae nebyla ovlivnéna. Pro chovatele matek
by tedy mohla pfitomnost infekce N. apis piedstavovat velkou hrozbu (Naudi et al. 2022). Je
vsak potiebné zjistit, jakym davkam spor jsou larvy vystaveny v piirozenych podminkach a zda
je infekce u larev bézna nebo spise ojedinéla (Eiri et al. 2015).

U infikovanych matek vcely medonosné je potvrzena piitomnost DNA N. ceranae
Vv riznych tkanich hlavy, hrudniku i zade¢ku. Mladsi matky jsou oproti star§im nachylnéjsi
k inokulaci (Traver & Fell 2012; Chaimanee et al. 2014). Oba druhy Nosema vyskytujici se u
véely medonosné se mohou pienaset pohlavné (Roberts et al. 2015). Infikovani mohou byt jak
nedospéli, tak dospéli trubci (Traver & Fell 2011), ktefi maji ve svém spermatu spory Nosema
(Peng et al. 2015; Roberts et al. 2015). Po spateni matek s infikovanymi trubci nebo inseminaci
infikovanym spermatem dochazi k pfenosu tohoto parazita. V ptipadé N. ceranae také nachazi
v tkanich vaje¢nikd a spermatéky, na rozdil od N. apis, ktera je pouze ve stievé (Roberts et al.
2015). Infekce vajecnikii a spermatéky predstavuje moznost vertikalniho pienosu N. ceranae
(Traver & Fell 2012). Pii vyzkumu Roberts et al. (2015) vSak transovarialni pfenos nebyl

potvrzen, u zadného ze 400 vajicek nakladenych infikovanymi matkami nebyla infekce zjisténa.
3.2.7 Vliv infekce

Na individuélni drovni nosemdza nejvice ovliviiuje délnice (Mazur & Gajda 2022).
V zaludku dochazi k degradaci epitelu a k lyze bunék (Fries 1993). N. cerane se oproti N. apis

dokaze mnozit i v bazalnich bunikach epitelu, tim je narusena jeho vysokd regeneracni
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schopnost a nastava trvalé poskozeni (Higes et al. 2007). Dusledkem vlivu infekce na zaludek
je snizeni celkové produkce travicich enzymd, a to se projevuje vaznymi poruchami traveni a
vystavuje znaénému nutricnimu stresu (Mayack & Naug 2009), vcely jsou podvyzivené a
umiraji (Higes et al. 2008). V ptipadé infekce N. ceranae je tento stres pravdépodobné jesté
vy$s§i z dtivodi kratsi koevoluce a nejspise se jednd o divod vyssi umrtnosti. Infikované véely
jsou vice hladové a konzumuji vice potravy. Pti krmeni v laboratornich podminkach adlibitné
sachardzou se délka zivota témét shodovala s neinfikovanymi jedinci, nedostate¢né mnozstvi
potravy tak muze byt divodem zkracené délky Zivota infikovanych véel (Mayack & Naug
2009), infekce N. ceranae totiz podle Goblirsch et al. (2013) zkracuje Zivot délnice v praméru
0 9 dni.

Nosemdza ma také vliv na imunitni systém hostitele. U v¢el z vysoce infikovanych
vcelstev N. ceranae dochazi k nizsi expresi imunitnich gent, tedy K potlaceni imunitni reakce
(Lourenco et al. 2021). Zaroven dochazi ke zvysené aktivaci gent kodujicich proteiny, které
inhibuji apoptozu (Martin-Hernandez et al. 2017). Apoptdza je vSak dulezitym prvkem reakce
imunitniho systému hostitele a jeji inhibice usnadnuje pieziti vnitrobunétného parazita (Lider
et al. 2001).

Béhem zivota vystiida délnice n¢kolik fazi, ve kterych se vénuje konkrétnim ¢innostem
zajist'yjici fungovani vcelstva. Pfechody mezi témito etapami jsou fizeny na hormonalni urovni,
konkrétné zalezi na ménicim se mnozstvi a vzajemném poméru vitelogeninu (\VVg) a juvenilniho
hormonu (JH). Mladusky setrvavajici v Ulu maji nizkou hladinu JH a vysokou hladinu
vitelogeninu Vg, u mladych v¢el infikovanych N. ceranae je pomér opa¢ny. To muzZe byt
diavodem urychleného vyvoje jejich chovani a pred¢asného shanéni potravy, vysoka hladina JH
a nizka hladina Vg je totiz typicka pro véely létavky. NaruSeni zakladnich mechanismu
¢asového polyetismu v disledku infekce muze byt faktorem, ktery pfispiva k vysoké mortalité
véelstev v nedavné dobé€, protoze délnice ztraceji flexibilitu reakci na pozadavky kolonie
(Goblirsch et al. 2013). S ptedéasnou pieménou V létavku se také poji schopnost uéeni pacht a
jejich pamatovani, které je pro shanéni potravy klicové. Mladusky infikované N. ceranae
dosahuji vtomto ohledu lepsich vysledkd, ve véku létavek dochézi naopak ke snizeni
vykonnosti paméti (Gage et al. 2018).

Klinické ptiznaky infekce se vSak 1i8i v zavislosti na pivodci. Mezi pfiznaky typické pro
N. apis patii Giplavice, ktera se projevuje pritomnosti vykalovych skvrn uvniti tlu (viz Obrazek
3 a 4). V¢ely jsou celkové malatné (Higes et al. 2008) a umiraji v blizkosti Glu (Higes et al.

2020). S infekci N. ceranae je spojené vyrazné snizeni poctu jedinct, mnozstvi plodu a také
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zasob medu a pylu (Botias et al. 2013; Emsen et al. 2020). Absence zasaht pro redukci
nosemozy u veelstev tak mize mit pro véelaie znacné negativni ekonomické diisledky (Botias

et al. 2013).

Obrazek 3 Pokaleny nastavek (Martin Kamler)

Obréazek 4 Detail pokaleného plastu (Martin Kamler)
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3.3 Diagnostika

Pti diagnostice a studiu infekci Nosema spp. se pouzivd mnoho metod jak uz

kvalitativnich, tak i kvantitativnich (Mazur & Gajda 2022).
3.3.1 Vzorky

Pro diagnostiku a detekci vcelstev infikovanych Nosema spp. by mély byt odebirany
nejstarsi vcely, protoze u létavek byla zjisténa vyznamné vyssi mira infekce ve srovnani
s mladSimi v¢elami (Smart & Sheppard 2012). Pii odchytu v¢el u ¢esna se tedy vyhybame
mladym vcelam, které provadé€ji orientacni let. Ten Ize snadno urcit podle toho, ze véela
poletuje okolo vchodu do Ulu (Fries et al. 2013). Odbér vzorku timto zptisobem je v nékterych
ptipadech velmi obtizny nebo dokonce nemozny. Tyka se to napiiklad odbéra z uhynulych
vcelstev, kdy je vhodné vzorky vysetfit z divodu kontroly nemoci. Dal§im ptipadem je odbér
vzorki brzy na jate, kdy je tento postup v mnoha oblastech nerealizovatelny, pro vcelate je vSak
uziteCné znat zdravotni stav veelstev pred zaCatkem sezony. V takovém piipad¢ se nabizi odbér
uhynulych jedinci (Topolska & Hartwig 2005). Podle Fries et al. (1984) se vysledky vysetieni
vzorkli zimnich mrtvolek 1i8i oproti vzorkiim zivych vcel, pii pouziti mrtvych jedinct bylo
zjisténo vyrazné vys$si procento infikovanych vcelstev. Gisder et al. (2010) porovnaval
kvalitativni detekci Nosema spp. u vzorkt zimnich mrtvolek a zivych v¢el ze zimniho chomace
odebranych ze stejnych véelstev a vysledky se nelisily, ke stejnému zavéru dospéla také
Pohorecka et al. (2018). Vysledky z poslednich let tedy naznacuji, ze oba typy diagnostického
materialu, zimni mrtvolky i zivé vcely, lze povaZovat za stejné vhodné pro kvalitativni
mikroskopickou diagnostiku spor Nosema. Laboratorni vySetfeni obou typd vzorkd soucasné
muze zvysit piesnost mikroskopické detekce Nosema spp. pro zjiSténi prevalence na jate,
zejména u vcelstev s nizkou Urovni infekce. Zavedeni této strategie do rutinni laboratorni
diagnostiky lze povazovat za alternativu k pouziti citlivéjsi metody PCR nebo odbéru vzorki
vétsiho poctu zivych vcel. Pro kvantitativni hodnoceni intenzity infekce by vSak mély byt
pouzivany vzorky zivych délnic (Pohorecka et al. 2018).

Pro diagnostiku prevalence paraziti plati, Ze se zvySujicim se po¢tem vySetfenych vcel
se také zvySuje pravdépodobnost detekce. Nedostatecné velky vzorek mulze vést k falesné
negativnimu vysledku, coz je zdanliva neptitomnost patogenu i kdyz je ve skute¢nosti s nizkou
prevalenci pfitomen. Historicky bylo jako dostate¢ny pocet povazovano 20-30 v¢el (Pirk et al.
2013), v soucasné dob¢ je doporuc¢ovano pouzit 60 véel (WOAH 2018). Pii planovani vySetieni

je tfeba urcit, jak vysokou prevalenci infekce chceme odhalit. Pii vySetfeni odhalime
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s 95% pravdeépodobnosti 10% prevalenci infekce pii pouziti vzorku 30 vcel a 5% prevalenci pii
pouziti 60 véel (Pirk et al. 2013).

3.3.2 Laboratorni metody

Kvantitativnim vySetfenim véelstev, pfi kterém se vySetiuje smeésny vzorek a vysledkem
je pocet spor na vcelu, 1ze sledovat pribeh infekce. Toho Ize vyuzit pfi studiu vztahu mezi
reprodukéni rychlosti parazita a podminkami uvnitt a vné ulu (Doull 1965). Hodnocenim
smésnych vzorkli mizeme dojit ke stejnému primérnému poctu spor na véelu u vzorku
s nékolika silné infikovanymi véelami, a i u vzorku, kde je podstatné vice stiedné infikovanych
vcel. Lze ptedpokladat, Ze pti odbéru vzorka brzy na jafe bude nésledna produktivita véelstva
vice ovlivnéna v ptipad¢ rozsdhlejsi infekce nez pii vyskytu né€kolika siln€¢ infikovanych
jedinct (Fries et al. 1984). Procento Nosema pozitivnich vcel je povazovano za uziteény
ukazatel irovné nakazy vcelstev (Botias et al. 2013), také pro prosté prokazani pfitomnosti ¢i
nepiitomnosti parazita ve vcelstvu se jevi jako nejlepsi zvolit vySetieni jednotlivych vcel (Fries
et al. 1984). Vyjadieni urovné infekce poctem infikovanych véel jako procento z odebranych
véel, spiSe nez skute¢nym poctem spor, je jednoduchou, ale uspokojivou metodou hodnoceni
zvazena rychlost proti presnoti (Fries et al. 1984).

Pfi individualnim vysetfeni se cela véela, zadecek nebo zaludek se rozmélni v 1 ml vody.
Jako nejidealnéjsi se povazuje pouziti vypreparovaného Zzaludku, protoze dojde k eliminaci
ostatnich ¢astic. Je vSak tfeba vzit v Givahu, Ze v pfipad€ zmrazenych a poté rozmrzlych vzorki
je tato preparace obtizna. Ziskany macerat se poté zkouma mikroskopicky na pfitomnost spor.
Mezi podilem infikovanych vcel a primérnym poctem spor na véelu ziskaného ze smésného
vzorku existuje vysoce vyznamna pozitivni korelace, proto lze ve vétSiné ptipadd pouzit
smésny vzorek, coz je méné pracné. Pii vySetieni smésného vzorku se spolecné rozmeélni
pozadované mnozstvi v¢el, zadeckl nebo zaludki s destilovanou vodou v poméru 1 ml na véelu
(Fries et al. 2013). Suspenze se poté piefiltruje, odstredi, opétovné naiedi, a nakonec se zkouma
mikroskopicky, pti pouziti po¢itaci komurky je vysledek kvantitativni, tedy pocet spor na v¢elu
(Duquesne et al. 2021).
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3.3.3 Svételna mikroskopie

Jedna se o nekvantitativni metodu, ktera je jednoduse proveditelna (WOAH 2018). Pro
pozorovani spor Nosema spp. je idealni mikroskop se 400x zvétSenim. Ackoliv rozdily ve
velikosti N. ceranae a N. apis nejsou okamzité¢ patrné, lze je diky vysSe popsanym
morfologickym rozdilim odlisit (viz Obrazek 5). Primérna velikost spor N. apis je pfiblizné o
1 um vetsi (Fries et al. 2013), pouze okolo 4 % ptipadu se velikosti piekryvaji (Kamler & Titéra
2015). Spory Nosema spp. je tieba odliSit od kvasinkovych bun¢k, spor hub, tukovych a
vapenatych télisek a od cyst Malpighamoeba mellificae, které jsou kulovité a maji pramér
ptiblizné 6-7 um (WOAH 2018). Pro usnadnéni rozliseni spor mikrosporidii od jinych ¢astic je
vhodny mikroskop s fazovym kontrastem. Dal$i moznosti je také vyuziti kontrastniho barveni
Gimsovym barvivem u metanolem fixovanych natért. Vzhledem ke svétlolomnosti spor
Nosema jsou vSak snadno detekovatelné i bez jejich barveni (Fries et al. 2013). Svételna
mikroskopie je stale cennou, pomérné¢ levnou a jednoduchou metodou pro zjistovani

ptritomnosti infekce Nosema ve véelstvech (Ansari et al. 2017).

Obrézek 5 Spory Nosema apis (oznacené sSipkou) a Nosema ceranae (uprostied) (Martin Kamler)

3.3.4 Molekularni detekce

Pro detekci a identifikaci Nosema spp. byly také vyvinuty molekularni metody, diky
kterym lze potvrdit jeji vyskyt i presto, ze vizualni detekce naznacuje jeji nepfitomnost.
Molekularni metody jsou totiZ oproti mikroskopii vyrazné citlivéjsi a 1ze diky nim detekovat
krom¢ spor 1 vegetativni bunky. Z tohoto diivodu je nutnd opatrnost pfi interpretaci vysledkd,

protoze muze byt ptitomno pouze velmi nizké mnozstvi spor a patogen tak mize mit na svého
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hostitele velmi maly nebo Zadny vliv. Molekularni techniky vyvinuté pro detekci Nosema spp.
u vcel jsou nejcastéji zalozeny na PCR a existuje Siroka Skala druhové specifickych sad PCR
primera (Fries et al. 2013). Truong et al. (2021) vyvinul metodu, ktera vyuziva ultrarychlou
kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci v realném ¢ase (UR-gPCR). Jeji vyhodou je
stabilita a citlivost kvantifikace ve srovnani s mikroskopickym sc¢itanim a takeé rychlost ve

vvvvvv

k dispozici béhem 20 minut.
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3.4 Zasahy proti nosemoéze

3.4.1 Chemicka lééba

Jedinou schvalenou u¢innou chemickou terapii pro 1é¢bu infekce Nosema spp. je
fumagilin, antibiotikum znamé jiz vice nez 50 let. Ve vcelaistvi v USA a nékterych dalSich
zemich se hojné pouziva, avSak v Evropé je jeho pouzivani pfisn¢ zakazano, protoze neni
stanoven maximalni limit rezidui. Kromé moznych rezidui antibiotik pfitomnych ve vcelich
produktech ma pouzivani antibiotik negativni vedlejs$i ucinky u véel, naptiklad likviduje stievni
bakterie coz snizuje imunitu a zvySuje nachylnost k infekci nosemoézou (Li et al. 2017,
Arismendi et al. 2018; El-Seedi et al. 2022). V piipadé aplikace dochazi k jeho rozkladani a
fedéni v prubéhu krmné sezony, takze vcely a mikrosporidie jsou vystaveny postupné
klesajicim koncentracim 1é¢iva. To ma za nasledek zvySujici se pocet spor, a to az o 100 %

oproti infikovanym vcelam, které fumagilinu nebyly vystaveny (Huang et al. 2013).
3.4.2 Prirodni produkty

V soucasné dobé existuje doporuceni vyhnout se pouzivani 1é¢iv kviili zvysujici se
rezistenci a moznému hromadéni rezidui ve v¢elich produktech a riziku nasledného vlivu na
lidske zdravi. Alternativou jsou v tomto ptipadé ptirodni produkty (El-Seedi et al. 2022). Tato
moznost je atraktivni pro zemédé€lce a ochrance Zivotniho prostfedi z divodu nizsi toxity
(Burnham 2019). | u téchto latek je vSak nutné potvrdit piijatelnou antimykotickou aktivitu a
absenci vedlejsich ucinki na A. mellifera, minimalizovat rezidua v medu a vosku, odhadnout
miru toxicity na enzymovou aktivitu u v¢el a také jejich vliv na energetické zasoby véel (Bravo
et al. 2017; El-Seedi et al. 2022).

Jednim z moznych alternativnich 1é¢ebnych postupi, které se daji vyuzit k tlumeni této
nemoci, jsou rostlinné extrakty. Naptiklad Roussel et al. (2015) potvrdil u urcitého
polysacharidu ziskaného z tasy Porphyridum spp. schopnost snizit jak parazitarni zatéz, tak
umrtnost vcel v disledku infekce N. ceranae. Je také potvrzena vyznamna inhibi¢ni schopnost
extraktu z rostliny Laurus nobilis na spory N. ceranae. Diky absenci toxicity se tak tento
ethanolovy extrakt jevi jako slibna 1é¢ba (Porrini et al. 2011; Damiani et al. 2014). Dalsi latkou,
ktera se jevi jako ucinna, je étericky olej ziskany ze stromu Cryptocarya alba (Bravo et al.
2017). Arismendi et al. (2018) potvrdil také antiparazitaIni aktivitu propolisu a antimikrobialni

aktivitu extraktl z urcitych pivodnich rostlin rostoucich v Chile proti N. ceranae.
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Véely medonosné vyuzivaji vyprodukovany propolis k ochran¢ hnizda pted parazity a
patogeny a piedpoklada se, Ze propolis snizuje mikrobialni zatéz veelstva (Mura et al. 2020),
proto se podavani propolisu ziskaného jevi jako slibna metoda v boji s nosemo6zou. Podavani
etanolového extraktu z propolisu délnicim pfed infekci nebo po ni vedlo k vyznamnému
zvyseni piezivani infikovanych véel, snizeni mnozstvi spor a snizeni miry infekce v testované
skupiné. Tyto vysledky naznacuji, Ze extrakt z propolisu mize pomoci minimalizovat dopady
N. ceranae, pfipadné muze byt vyuzivan jako preventivni 1é¢ba. V praxi by podani extraktu
véelam mohlo probihat prostfednictvim jeho ptidani do sirupli pouzivanych pii pfikrmovani
(Naree et al. 2021). Nepodatilo se vSak potvrdit, Ze by v¢ely ucelné konzumovaly propolis jako
formu samolécby. Test vybéru neodhalil Zadné preference vcel infikovanych N. ceranae pro

konzumaci vyrobki s jeho obsahem (Mura et al. 2020).
3.4.3 Zootechnicka opatieni

Vykaly infikovanych vcel, které se nachazejici se na plastech v lu, jsou jednim ze zdroja
infekce (Bailey 1955). Vyménou mezistén za ¢isté muzeme tedy snizit vyskyt infekce a zaroven
1 jinych paraziti. Negativnim efektem je vSak mozné snizeni produktivity vcelstva. DalSim
doplnkovym opatienim je inaktivace spor pomoci dezinfekce vybaveni (Holt & Grozinger
2016). V piipadé plastt a vosku miuzeme vyuZit ozon, u v¢elaiskych pomicek hydroxid sodny
nebo amonny a chlornan sodny (Zanet et al. 2019; Formato et al. 2022). Vhodné je také vyuzit
pusobeni vysoké teploty, v piipadé spor N. apis staci teplota 60 °C po dobu 5 minut, spory
N. ceranae vsak ptisobeni této teploty vydrzi az 6 hodin, proto se doporucuje pro jejich likvidaci
vyssi teplota (Formato et al. 2022).

Jednim z dalsich moznych zootechnickych opatieni je vyména matky ve véelstvu (Holt
& Grozinger 2016), kdy se jedné o velmi efektivni metodu pro kontrolu infekce N. ceranae
v polnich podminkach (Formato et al. 2022). Matka v¢ely medonosné A. mellifera Zije nékolik
let, ale jeji plodnost s ¢asem klesa (Page & Peng 2001), schopnost matky nahradit poéty jedincti
uhynulych na infekci je vSak pro v¢elstvo klicova (Holt & Grozinger 2016). Starnouci matka je
obvykle nahrazena dcefinou matkou vychovanou dé€lnicemi a poté je ptivodni matka zabita
(Page & Peng 2001). Simeunovic et al. (2014) porovnaval v¢elstva s matkou starou 1, 2 nebo
svém vyzkumu piimél véelstva k pfirozené vymene staré matky za novou a pozoroval, zda bude
mit tato zména vliv na urovein infekce. Z vysledkl vyplyva, ze doslo k vyznamnému snizeni
miry infekce srovnatelnému s 1é¢bou fumagilinem. Projevilo se vSak také nékolik kratkodobych

negativnich ucink zplsobenych pterusenim pfirozen¢ho kolobchu jako je sniZeni poctu
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dospélych jedincti nebo nedostate¢nd sntiska. Snizené mnozstvi zasob poté véelstvo miize ucinit
citlivéjsi vici jinym stresoriim, proto je tieba tuto strategii pouzivat opatrné, idealné ve vrcholu

kveteni pro zajisténi dostateného mnozstvi potravnich zdroji.
3.4.4 Slechténi Nosema rezistentnich véel

Velky potencial mezi Setrnymi feSenimi ma selekce odolnych véelstev vici nosemdze
(Formato et al. 2022). Chovatelé matek v Dansku jiz nékolik desetileti Slechti Nosema
tolerantni vcelstva a jsou Gspésni (Huang et al. 2012). Za ptirozenych podminek dochazi pii
infekci k inhibici apoptdzy napadenych bunék (Martin-Hernandez et al. 2017), u rezistentnich
jedinci vSak tento mechanismus imunitni obrany funguje i nadale. Diky tomu dochazi
Kk odstranéni napadenych bunék zaludku, které poté odchazi z téla pti defekaci mimo Ul. VEela

je tedy schopna piekonat infekci a zarovén piedejit Sifeni nemoci uvniti véelstva (Kurze et al.
2015).
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4 Material a metody

4.1 Prehled stanovist’

Pro odbér vzorkl byla vybrana stanovisté Vyzkumného ustavu véelaiského Dol, ktery je
schvalenym vyssim S§lechtitelskym chovem Uznaného chovatelského sdruzeni véely
medonosné kranské. Konkrétné se vzorky odebiraly na 9 stanovistich v §ir§im okoli Kralup nad

Vltavou (viz Obrazek 6).

Chrzin ' Vojkovice
g Vsestudy,

Uﬁy
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Obrézek 6 Stanoviste vySetrovanych véelstev (http://maps.google.com)

4.2 Odbér vzorku

Odbér probihal od 31. 1. do 13. 2. 2023. Z kazdého véelstva bylo odebrano 30 mrtvych a
30 zivych dé€lnic. Pocet jedinci ve vzorku byl zvolen s ohledem na akreditovany metodicky
postup vysetieni pouzivany v laboratofich v CR. Celkem bylo odebrano 414 vzorkd, tedy
12 420 jedinca.

Mrtvé délnice jsme odebirali ze dna alu. Pomoci rozpéraku byla odstranéna Cesnova

vlozka a vyjmuta zasitovana podlozka. Po kontrole vhodnosti vzorku (dostate¢ny pocet jedincti
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a neposkozené véely od hlodavcil) byly véely premistény do papirové krabicky. Zivé délnice
jsme odebirali z okrajové ¢asti zimniho chomace. Po otevieni Glu byl vyjmut prvni pléast, na
kterém se nachazely véely (viz Obrézek 7) a pomoci pinzety byl odebran dany pocet do
krabicky.

7 2

Obrazek 7 Vytazeny krajni plast s délnicemi (autor)

Jednotlivé krabic¢ky byly nadepsény pfed samotnym odbérem. VSechny byly oznaceny
zkratkou nazvu stanoviitg, ¢islem daného ulu a v piipadé Zivych véel bylo piipsano pismeno Z

(viz Obréazek 8).

|~

Obrézek 8 Oznacené krabicky pro odebrani vzorkii (autor)
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Vzorky z kazdého stanovisté byly po odbéru srovnany, oznaceny $titkem s nazvem
stanovi§té a datumem odbéru (viz Obrazek 9). Poté byly ulozeny do mrazaku do — 20 °C, kde
byly uchovény az do doby vlastniho vySetieni. V piipad€ Zivych vcel timto zpisobem také

doslo k jejich usmrceni chladovym Sokem.

Obrézek 9 Srované vzorky ze stanovisté pripravené k uloZeni do mrazdaku (autor)

4.3 Priprava preparatu pro individualni vySetieni

Pred samotnym zacitkem piipravy pifepardtu byly pouzivané nastroje umyty a
vydesinfikovany denaturovanym lihem. Pomoci pinzety byl vypreparovan vykalovy vak a jeho
obsah umistén na podlozni skli¢ko. Poté byla pomoci pipety ptidana kapka destilované vody a
prilozeno kryci sklicko. Pinzety byly mezi pfipravou jednotlivych vzorkd omyty a

vydezinfikovany pro zabranéni vzajemné kontaminace.

4.4 Priprava smésného vzorku

Pro jeden smésny vzorek je potieba 30 véel. Pfedem se piipravi PE pytliky, které se
oznacdi ¢islem tlu, ptipadné i zkratkou nazvu stanovisté. Pomoci niizek se oddéli zadecky véel,
daji se do sacku a piida se k nim 15 ml destilované vody. VVzorek se poté dezintegruje po dobu
jedné minuty v desintegratoru pro vznik homogenni suspenze. Pomoci michatka se nanese
kapka na podlozni sklicko a piekryje se krycim sklickem. Aby nedoSlo k zamén¢ vzorku, je

tfeba mit podlozni sklicka se vzorky oznacena nebo fadné sefazena.
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4.5 Mikroskopické vySetieni

K vySetfeni vzork byl pouzit binokularni svételny mikroskop Amplival a okular se
zvétSenim 10x, objektiv se zvétSenim 40x, celkové zvétSeni bylo 400x. Pti ndlezu spor Nosema
spp. V preparatu byl vzorek oznacen jako pozitivni (viz Obrazek 10), v opa¢ném ptipadé jako

negativni.

Obrazek 10 Obsah vykalového vaku s nalezem spor Nosema spp. (Martin Kamler)

4.6 Statistické vyhodnoceni

Primarni data z laboratorniho deniku byla ptenesena do souhrnych tabulek v programu
Microsoft Excel. V témze programu bylo také provedeno statistické vyhodnoceni dat. Ziskana
data z individualniho vySetieni v¢el neméla normalni rozdéleni, nebylo tedy mozné pouzit
parovy t-test. Ztohoto diivodu byl zvolen Wilcoxonuv test (Kaba 1973), ktery je jeho
neparametrickou analogii. Pro statistické vyhodnoceni vysledkd smésnych vzorki byl pouZit
McNemaruv test (Mrkvicka & Petraskova 2006), ktery se pouziva pro analyzu kvalitativnich

znak, kdy jsou dvojice hodnot na sobé& zavislé.
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5 Vysledky

5.1 Individualni vySetieni

Individalné byly na ptfitomnost spor Nosema spp. vySetfeny vcely ze 72 vcelstev na 4
stanovistich. Celkem se tedy jedna 0 4320 jedinct, z nichz 710 bylo vyhodnoceno jako pozitivni

a 3610 jako negativni.

Ho: Neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi relativnim vyskytem pozitivnich jedinct ve
vzorcich zivych vcel oproti vzorkiim zimnich mrtvolek.
Ha: Mezi vyskytem pozitivnich jedinct ve vzorcich zimnich mrtvolek a zivych véel je

statisticky vyznamny rozdil.

Na zéklad¢ statistického vyhodnoceni ziskanych dat pomoci Wilcoxonova testu na
hladin€ vyznamnosti a. = 0,05 vyplyva, ze nulovou hypotézu zamitdme. Tento zavér byl shodny
u vSech vyhodnocenych stanovist. Existuje statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu jedinct
s pozitivnim nalezem spor Nosema spp. pii vySetfeni zivych a mrtvych vcel ze stejného

véelstva. Vyskyt pozitivnich jedinct je statisticky vyznamné vyssi v ptipad€ zimnich mrtvolek.
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51.1 Stanovisté & 1 (Lobet)

Tabulka 1 Pocet pozitivnich jedincii na stanovisti ¢. 1

¢islo tlu Zivé mrtvé
270 0 3
272 0
274
275
277
278
279
280
281
286
287
288
290
291
292
294
295
296
297
298
300
301
303
304
305

=
w

OO AP |IOOIMMNMNMNO|IO OO O|P OO/, O OCjlOC|01|bd O
O W W EANMAAPPO W OO WRLPIO OO W L OTDN

pocet parovych hodnot: 25

pocet nenulovych diferenci (n): 22

testovaci kritérium (W): 20,5

kriticka hodnota (Wo,05): 66

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:
W = 20,5 < Wo,05 = 66

Zamitdme Ho na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05.
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5.1.2 Stanovisté ¢. 2 (Postiizin)

Tabulka 2 Pocet pozitivnich jedincu na stanovisti ¢. 2

¢islo dlu Zivé mrtveé

17 2 8
2J 4 16
2K 2

9 0

13 2 19
15 3

17 0

18 7 18
20 1 7
51 4 8
54 3 10
55 0 0
56 0 5
58 1 4
60 0 9

pocet parovych hodnot: 15

pocet nenulovych diferenci (n): 14

testovaci kritérium (W): 2

kriticka hodnota (Wo,s): 21

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:
W =2<Wpes =21

Zamitdme Ho na hladiné vyznamnosti o = 0,05.
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5.1.3 Stanovisté ¢. 3 (Jasanky)

Tabulka 3 Pocet pozitivnich jedincii na stanovisti ¢. 3

¢islo tlu Zivé mrtvé

161 1 4
162 1 8
163 4 14
164 4 19
169 0

170 0

171 0

172 2

173 5 14
174 0 6
175 29 24
176 0 5
178 0 18
179 0 5
180 4 10

pocet parovych hodnot: 15

pocet nenulovych diferenci (n): 14

testovaci kritérium (W): 5

kriticka hodnota (Wo,05): 21

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:
W =5 < Wops =21

Zamitame Ho na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05.
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5.1.4 Stanovisté ¢. 4 (Zloncice)

¢islo vilu Zivé mrtvé
72 16 4
73 6 21
75 30 24
79 19 25
81 3 3
82 1 2
83 3 5
84 1 5
87 2 5
91 1 1
92 1 6
94 2 7
95 1 8
96 1 7
97 7 21
98 1 3
99 1 6

Tabulka 4 Pocet pozitivnich jedincii na stanovisti ¢. 4

pocet parovych hodnot: 17

pocet nenulovych diferenci (n): 15

testovaci kritérium (W): 23

kriticka hodnota (Wo,0s): 25

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:
W =23 <Wpo5 =25

Zamitame Ho na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

34



5.2 Smésné vzorky

Na piitomnost spor Nosema spp. byly vysetieny vzorky ze 135 v¢elstev na 5 stanovistich.
Celkem bylo tedy vySetfeno 270 smésnych vzorkd, znichz 136 bylo vyhodnoceno jako
pozitivni a 134 jako negativni.

Ho: Neexistuje statisticky vyznamné zavislost mezi typem vzorku a vysledkem vySetieni.

Ha: Mezi vysledkem vySetfeni a typem vzorku existuje statisticky vyznamna zavislost.

Ziskana data z jednotlivych stanovist’ byla vyhodnocena pomoci McNemarova testu. Na
tiech stanovistich z péti byla nulova hypotéza zamitnuta, na dvou stanovistich vysel opaény
zaveér. V zékladu byla nulovéa hypotéza testovana na hladiné vyznamnosti a = 0,05, na dvou
stanovistich v§ak byla zamitnuta také na hladiné vyznamnosti o= 0,005. Pti vyhodnoceni v§ech
ziskanych dat nezavisle na stanovistich byla nulovad hypotéza zamitnuta na hladin€ vyznamnosti
a=0,005. Vysledek vysetieni tedy velmi vyznamné zavisi na skute¢nosti, zda se pouzije vzorek

zivych vc€el nebo zimnich mrtvolek, v pfipadé€ zimnich mrtvolek vychazi vyssi pozitivita.

Tabulka 5 Vzorova tabulka s vysvétlivkami

n = pocet véelstev 3
na stanovisti pozitivni negativni
pozitivni a b
Zivé vcely
negativni c d

a... pocCet véelstev s pozitivnim vysledkem pii vySetieni zivych i mrtvych vcel
. poCet v¢elstev s pozitivnim vysledkem pti vysetfeni Zivych véel a negativnim v piipadé
mrtvolek
C... pocCet vCelstev s negativnim vysledkem pfti vySetfeni zivych véel a pozitivnim v piipade
mrtvolek

d... pocet véelstev s negativnim vysledkem pti vySetieni zivych i mrtvych vcel
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5.2.1 Stanovisté ¢ 5 (Zamek Veltrusy)

Tabulka 6 Vyskyt Nosema spp. na stanovisti ¢. 5

mrtvé vcely
n=24
pozitivni negativni
pozitivni 7 2
zZivé vcely
negativni 8 7

stupen volnosti: 1

testovaci kritérium (y?): 3,6

kritick4 hodnota (x%,0s): 3,84

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:
¥ = 3,6 < y%0,05= 3,84

Nezamitame Ho na hladiné vyznamnosti o = 0,05.

5.2.2 Stanovisté ¢. 6 (Neumérice)

Tabulka 7: Vyskyt Nosema spp. na stanovisti ¢. 6

mrtvé vcely
n=27
pozitivni negativni
pozitivni 2 1
zZivé vcely
negativni 9 15

stupen volnosti: 1

testovaci kritérium (y%): 6,4

kritick4 hodnota (x%,0s): 3,84

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:
Xz =6,4> xzo,osz 3,84

Zamitdme Ho na hladiné vyznamnosti o = 0,05.
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5.2.3 Stanovisté ¢. 7 (Palpost)

Tabulka 8 Vyskyt Nosema spp. na stanovisti ¢. 7

mrtvé vcely
n=31
pozitivni negativni
pozitivni 18 1
Zivé vcely
negativni 11 1

stupen volnosti: 1

testovaci kritérium (y?): 8,33

kritick4 hodnota (%%,00s): 7,88

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:
¥ = 8,33 > y%0,00s= 7,88

Zamitame Ho na hladin¢ vyznamnosti a = 0,005.

5.2.4 Stanovisté ¢. 8 (Hostice)

Tabulka 9 Vyskyt Nosema spp. na stanovisti ¢. 8

mrtvé vcely
n =30
pozitivni negativni
pozitivni 14 0
Zivé vcely
negativni 12 4

stupeni volnosti: 1

testovaci kritérium (?): 12

kriticka hodnota (%%,00s): 7,88

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:
¥2 =12 > y0,005= 7,88

Zamitame Ho na hladin¢ vyznamnosti o = 0,005.
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5.2.5 Stanovisté €. 9 (Mala Bucdina)

Tabulka 10 Vyskyt Nosema spp. na stanovisti ¢. 9

mrtvé vcely
n=23
pozitivni negativni
pozitivni 0 3
zZivé vcely
negativni 7 13

stupen volnosti: 1

testovaci kritérium (?): 1,6

kritick4 hodnota (x%,0s): 3,84

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:
¥2 = 1,6 < y%0,05= 3,84

Nezamitame Ho na hladiné vyznamnosti o = 0,05.

5.2.6 Vysledky vSech smésnych vzorku

Tabulka 11 Vyskyt Nosema spp. ve vsech smésnych vzorcich

mrtvé vcely
n=135
pozitivni negativni
pozitivni 41 7
zZivé vcely
negativni 47 40

stupen volnosti: 1
testovaci kritérium (y%): 29,63
kritick4 hodnota (%,00s): 7,88

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:

Xz = 29,63 > xzo,oo5= 7,88

Zamitame Ho na hladiné vyznamnosti o = 0,005.
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5.3 Celkové shrnuti vysledkia vySetieni

Pro celkove shrnuti vysledki byla pouZita data ziskana jak z vySetfeni jednotlivych véel,
tak smésnych vzork, jedna se tedy o vysledky ze vSech testovanych vcelstev. Pii individudlnim
vySetfeni bylo pro tyto ucely oznaceno vcelstvo za pozitivni pii nalezu minimalné jedné

pozitivni véely ve vzorku.

5.3.1 Vyhodnoceni vysledki v§ech vySeti‘enych véelstev

Tabulka 12 Vyskyt Nosema spp. Ve vsech vySetirenych vielstev

mrtvé vcely
n =207
pozitivni negativni
pozitivni 84 9
zZivé vcely
negativni 70 44

V Tabulce 12 jsou shrnuty vysledky vysetfeni jednotlivych vcelstev na ptitomnost spor
Nosema spp. Z vysledku testu vyplyva, ze vysledek vySetifeni velmi vyznamné zavisi na typu
vzorku, tedy na pouziti zivych véel nebo zimnich mrtvolek. Z celkem 207 vysetfenych vcelstev
se vysledky shodovaly ve 128 piipadech. V 79 piipadech vysledky nebyly shodné, z toho
v 70 ptipadech vysla pozitivita pouze u vzorku zimnich mrtvolek, v 9 ptipadech tomu bylo

naopak.

McNemariv test:

stupen volnosti: 1

testovaci kritérium (y%): 47,10

kritick4 hodnota (y%,005): 7,88

Porovnani testovaciho kritéria a kritické hodnoty:
¥2 = 47,10 > y%0,00s= 7,88

Zamitame Ho na hladiné vyznamnosti o = 0,005.
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5.3.2 Prevalence na jednotlivych stanoviStich

Na zaklad¢ vysledkt je nejvyssi prevalence nosemozy ze vSech zkoumanych stanovist’
ve Zloncicich (stanovisté €. 4), kde pii vypoctu z dat ziskanych vySetfenim Zivych i mrtvych
vcel vychazi prevalence 100 %. Na vSech ostatnich stanovistich je prevalence shodné vyssi

Vv pfipad€ vySetfeni zimnich mrtvolek.
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m Zivé 40% 67% 53% 100% 34% 11% 61% 47% 13%
wmrtvé 88% 87% 93% 100% 59% 41% 94% 87% 30%

Graf 1 Prevalence nosemozy na jednotlivych stanovistich
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6 Diskuse

Vysledky pokusu diplomové prace ukazuji, ze pti vysetieni vcelstev Apis mellifera na
ptiromnost piivodce nosemozy Se relativni pocet pozitivnich jedinct ve vzorku 1isi v pfipadé
vySeteni zimnich mrtvolek a Zivych vcel a Ze vysledek vySetfeni velmi vyznamné zavisi na
typu odebraného vzorku véel.

Z celkového poctu 207 testovanych vcelstev vysel u obou typt vzorkt ve 128 piipadech
(62 %) shodny vysledek a v 79 (38 %) rozdilny vysledek. V 70 piipadech (34 %) byl pozitivni
pouze vzorek mrtvych vcel a v 9 (4 %) vysla pozitivita pouze u zivych véel. Vyssi zachytnost
puvodce nosemozy je tedy ze vzorku zimnich mrtvolek, pozitivnich bylo 154 vzorku (75 %)
zatimco u zivych veel 25 vzorkt (45 %). Soucasné ale vysledky ukazuji, ze vySetienim zimnich
mrtvolek neziskame piili§ pfesny obraz o aktualnim stavu vcelstva.

Vysledky provedené v ramci piedlozené diplomové prace jsou podobné s vysledky
Fries et al. (1984), ktery porovnaval smésné vzorky vySetiené kvantitativni metodou. Shodny
vysledek vySetfenim mrtvolek a Zivych véel prokazal u 65 % vzorkt, rozdilny vysledek ve 35 %
ptipadt. Ve 30 % ptipadi byl pozitivni pouze vzorek mrtvych vcel a v 5 % ptipadi pouze u
vzorku Zivych jedinct. Celkem bylo pozitivnich vzorki zimnich mrtvolek bylo 74 %, v ptipadé
zivych véel 49 %.

Pohorecka et al. (2018) naopak zjistila shodnou prevalenci pii vySetieni Zivych i mrtvych
véel (46 %). Shodné bylo také procento ptipadd, kdy u jednoho vcelstva vysly rozdilné
vysledky (18 %). Podle téchto vysledkt lze oba typy diagnostického materidlu povazovat za
stejné vhodné pro vysetfeni nosemoézy. Gisder et al. (2010) dosel ke shodnému zavéru, ze se
kvalitativni detekce spor Nosema nelisi v piipadé¢ zivych véel a zimnich mrtvolek.

Rozdilnost vysledkd by mohla byt zpisobend odlisnou dobou odbéru vzorkd.
Fries et al. (1984) odebiral vzorky ze véelstev ve Svédsku v poloviné dubna kratce po prvnich
jarnich proletech, oba vzorky z Glu byly odebrané v jednu chvili. Podobné tomu bylo i
Vv ptipadé pokusu v této diplomové praci, kdy byly oba vzorky z jednoho véelstva odebrané
taktéz v jednu chvili, a to od konce ledna do poloviny Unora. V ptipadé studie Pohorecka et al.
(2018) se jednalo o v¢elstva v Polsku, vzorky z jednoho véelstva vsak byly odebirany v jinou
dobu. Zimni mrtvolky odebirali v¢elaii béhem biezna a dubna, vzorky zivych vcel poté béhem
dubna nebo na zacatku kvétna odebirali veterinafi. V tuto dobu jsou vsak ve véelstvu také noveé
vylihnuté délnice, ne pouze dlouhovéké zimni véely, a mira infekce u zivych véel se v mezidobi

mohla zvysit. Diky této metodice mohlo dojit k nespravnym vysledkiim a jejich interpretaci.
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Moznym pokusem, kterym by se dalo navazat na tuto préci, je vzajemné porovnani
vysledkt vySetieni pfi pouziti vzorku 60 Zivych vcel a 30 zimnich mrtvolek. Pravdépodobnost
detekce patogenu je vypocditana pro rizné velké vzorky Zivych vcel létavek, pro praxi je
nejcasteji doporuc¢ovano vysetieni 60 jedinct. V piipad¢ zimnich mrtvolek vsak tito jedinci
prosli jiz urcitou selekci, a tak by pravdépodobnost zachytu nosemo6zy mohla byt dostatecné

vysoké i z mensiho vzorku.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo praktické vyhodnoceni vhodnosti vzorkovani pro
vySetfeni véely medonosné na pfitomnost pivodce nosemozy véel. Celkem byly odebrany
vzorky 30 Zivych vcel a 30 zimnich mrtvolek z 207 véelstev na 9 stanovistich.

Ve vysledcich ziskanych pii individualnim vySetienim véel byl zjistén statisticky
vyznamné vyssi relativni pocet pozitivnich jedinci v piipadé vzorkt zimnich mrtvolek oproti
zivym véelam. Z vysledki vySetfeni individualnich véel i smésnych vzorka odebranych
v zimnim obdobi vyplyva, ze vyssi pozitivita je u vzorka zimnich mrtvolek v porovnani se
zivymi véelami.

V Ceské republice je vysetieni véel na nosemodzu povinné pro $lechtitelské chovy véelich
matek Uznaného chovatelského sdruzeni véely medonosné kranské. Kazdy chovatel musi
odebrat v pribéhu podzimu nebo zimy vzorek zimnich v¢el, mize se jednat o zimni mrtvolky
z Ulového dna, ptipadné o0 Zivé véely. Z kazdého vcelstva se odebira asi 30 véel, vzorky jsou
poté odeslany do akreditované laboratoie. Vysledky vySetfeni slouzi chovateli jako jeden z
parametrl pii vybéru plemennych a chovnych véelstev. Jelikoz skute¢nost, zda se pro vysetieni
mezi sebou dulezité odebrat ze vSech vcelstev bud’ zivé nebo mrtvé veely. ProtoZze vychazi
vysSi pozitivita pii vySetfeni zimnich mrtvolek, mize byt vysledek jejich vySetieni bran jako
ptisngjsi kritérium. Tato skutecnost je vhodnéd pro vybér plemenného materidlu pii snaze o
Slechténi Nosema rezistentnich jedincti a také pii vybéru chovnych vcelstev, jelikoZ ta jsou
béhem sezony vystavena velkému stresu. Vyhodou je také skutecnost, Ze se nemusi utracet zivi
jedinci. Pokud je ale cilem zjistit aktualni stav infekce ve vcelstvu, vhodnéjsim typem vzorku

jsou zivé vcely.
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