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Souhrn

Model odchovu véelich larev in vitro je idealni pro testovani vlivu pfirodnich latek na
imunitu plodu. Byla pouzita jednoducha metoda pro odchov véelich larev (Apis mellifera) in
vitro. Dva dny staré larvy byly piesunuty na Petriho misky a krmeny zakladni stravou kazdy
druhy den. Bylo prokazano, ze vceli larvy mohou byt chovany in vitro bez kazdodenniho
krmeni. Tento piistup snizil Casové naroky na test a umoznil zvysit pocet odchovanych larev.

V ramci této prace byla studovana schopnost larev ¢elit infekénimu tlaku pathogenniho
mikroorganismu Paenibacillus larvae po podani sanguinarinu ve dvou ruznych koncentracich
0,1 mg/ml a 0,01 mg/ml. Bylo zjisténo, ze ve skupiné larev s pfidanym sanguinarinem
v koncentraci 0,01 mg/ml, bylo procento larev, které ptezily o 14 % vyssi nez v kontrolni
skupiné. Ve skupiné s koncentraci sanguinarinu v krmivu 0,1 mg/ml bylo procento larev,
které piezily 0 10,2 % vyssi nez v kontrolni skupiné€, ale niz§i nez po podéni antibiotik.
Z divodu vys$$i smérodatné odchylky zjisténé rozdily statisticky neprikazné, podavani
sanguinarinu ale ukazuje trend zvySeni preziti neinfikovanych larev a larev infikovanych

P. larvae.

Kli¢ova slova: med, alkaloidy, véeli larvy, Apis mellifera, sanguinarin, odchov in vitro,

Paenibacillus larvae



Summary

In vitro rearing of the bee larvae is ideal for testing the effect of natural substances on
the fetal immunity. We used a simple method for rearing bee larvae (Apis mellifera L.) in
vitro. Two-day-old larvae were transferred to Petri dishes and fed a basic diet every other day.
It was shown that the bee larvae can be reared in vitro without daily feeding. This approach
reduced the time required to the test and allowed to increase the number of reared larvae.
As part of this work, it was studied the ability of larvae to face the pressure of a pathogen
microorganism Paenibacillus larvae after administration of the sanguinarine in two different
concentrations of 0.1 mg/ml and 0.01 mg/ml. It was found that in the group with the addition
of the sanguinarine at the concentration of 0.01 mg/ml, the percentage of the survived larvae
was 14 % higher than in the control group. In the group with the sanguinarine concentration
in the feed of 0.1 mg/ml, the percentage of larvae that survived was 10.2 % higher than in the
control group, but lower than after administration of antibiotics. Due to a higher standard
deviation are the results statistically inconclusive, but there can be found a trend that shows an
increase in survival of the uninfected larvae and the larvae infected with P. larvae

microorganism after use of the sanguinarine.

Key words: honey, alkaloids, bee larvae, Apis mellifera, sanguinarine, in vitro rearing,

Paenibacillus larvae
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1. Uvod

Diplomova prace je vénovana problematice obsahu alkaloidi a toxickych latek
v nektaru a medu. Jejich vlivem na zdravi a schopnost spravného vyvoje véelich jedinc.
Podava prehled o slozkach medu, o vyskytu alkaloidu a toxickych latek v rostlinach a posléze
i V medu, a také o nemocech postihujicich véelstva.

Prace je pak zaméfena na vyzkum odchovu vcelich larev Apis mellifera in vitro
a testovani toxicity alkaloidu sanguinarinu ve dvou rtiznych koncentracich. Byl studovan jeho
vliv na pieziti vCelich larev a schopnosti Celit infekénimu tlaku mikrobialniho pathogena
P. larvae.

V¢ela medonosna (Apis mellifera) je velmi dulezity organismus pro zivotni prostiedi
i ¢lovéka. Cinnost a rozvoj véelstva jsou uzce spjaty S Zivotnim prostiedim, na jehoz zmény
véely vyrazn€ reaguji. Stale se ménici klimatické podminky omezuji sbér nektaru a pylu,
nejlep$imi misty pro ziskavani potravy véelami jsou biehy fek, lesni okraje, nedotéené plochy
zem&délské pudy a oteviené mytiny. Téchto biotopt stale ubyva a véeli populace je tim
ohrozena. Med, stejné jako ostatni pfirodni produkty, muaze byt kontaminovan rezidui
pesticidl, herbicidd a hnojiv, které se ve velké mife aplikuji na rostliny. Hrozbou pro vcelate
jsou v poslednich letech také nemoci postihujici vely. Pathogenni mikroorganismy se mezi
véelami rychle S§ifi, protoze tyto ziji v koloniich, coz pisobi na jejich rychlé upadky.
V nékterych zemich je povolena aplikace antibiotik proti pathogentim a jejich rezidua se poté
vyskytuji v medu. V EU se antibiotika na postizena véelstva aplikovat nesmi, nesmi je tedy
obsahovat ani med. V soucasné dobé je hodné diskutovanym problémem obsah alkaloidd
v medech, zejména v souvislosti s pyrrolizidinovymi alkaloidy. Alkaloidy jsou sekundarni
metabolity rostlin a nékteré skupiny mohou byt pro ¢lovéka relativné neSkodné, napft. kofein,
nikotin nebo sanguinarin. V rostlinach se ovSem vyskytuji také alkaloidy, které mohou byt
pro ¢lovéka nebo dobytek velmi toxickymi. Proto je tato prace zaméfena mimo jiné na
vyzkum vlivu alkaloidu sanguinarinu na odolnost vcelich larev viéi véelimu patogenu

P. larvae. Prace se snazi poodhalit moZnou roli alkaloidi ve fyziologii vcel.



2. Clile prace a hypotézy

Cilem této prace je zjistit vliv sanguinarinu, alkaloidu obsazeného v nektaru nékterych
rostlin celeni Papaveraceae na preziti vCelich larev a jejich schopnosti ¢elit infekénimu tlaku
mikrobialniho pahtogenu P. larvae. Domnivame se, ze by alkaloid sanguinarin, pro svuj
protizanétlivy ucinek a antibakterialni aktivitu, mohl podporovat véeli imunitu a zvySovat tak
zivotaschopnost véelich larev v koloniich se sub-klinickym tlakem P. larvae. Prace je zaroven

i shrnutim poznatkt o toxickych rostlinnych latkach v medu.



2.1, Role véel v hospodarstvi zemi EU

Po celém svéte existuje asi nez 30 000 druhi véel. Veely znamé jako veely medonosné
jsou zastoupeny osmi az deseti druhy rodu Apis. Apis mellifera se sklada z dvaceti Ctyf
riznych ras. Nejbéznéjsi rasou, ktera je hojné vyuzivana ke komeréni produkci medu je Apis
mellifera ligustica. Tato rasa je znama pro vysokou produkci medu a jeji mirnou povahu,
proto je u v¢elatt tolik oblibena.

Vcely Apis mellifera stejné¢ jako ostatni hmyz prochazeji ¢tyfmi zivotnimi etapami:
vajicko, larva, kukla a dospélec. Kompletni proména trva mezi Sestnacti az Ctyiiadvaceti dny.
Larva je krmena matefi kaSickou a smési nektaru a pylu dokud nedosahne spravné velikosti.
Poté se zakukli a uvnitf bunky, kterd je pokryta voskem, se vyviji v dospélce. Kdyz je
vyvinuta, prokousava si ven cestu z bunky. Existuji tfi druhy dospélych vcel: véela dé€lnice,
jejiz promeéna trva asi dvacet jedna dni, trubec, ktery se vyviji dvacet Ctyfi a véeli kralovna,

vyvijejici se v nejvétsich bunikéch ulu pouhych Sestnact dni.

2.2.Role opylovaci

Véela medonosna (Apis mellifera) zije ve vcelstvech, coz jsou pocetné kolonie.
Sestavaji z jedné oplozené matky a jejich potomku, coz ¢ini asi 50 000-60 000 délnic a
300-600 trubcl, mezi nimiz funguje aktivni soucinnost. Vceli krdlovna hraje diky jejimu
feromonu usttedni roli ve vcelstvu. Jejim tkolem je zachovat druh tim, Ze klade vajicka poté,
co ji trubci osemeni.

VsSechnu praci potfebnou k tomu, aby vse fungovalo vlu spravné, vykonavaji
prakticky vcely délnice. Thned poté, co se vylihnou, za¢ina pracovat. BEhem prvnich tii dnli
svého dospélého Zivota vcela délnice Cisti buiiky plastu, aby zde mohla vceli matka opét
naklast nova vajicka. Ve ¢tvrtém dni se stavaji krmickami, jejichz ukolem je starat se o plod a
Sesty den kojickami, které maji za tkol krmit veli matku mateii kasickou. Nasledné, ihned
poté, co se jim aktivuji voskotvorné zlazy, z nich jsou stavitelky. V osmnactém dni se z nich
stavaji strazkyné ¢esna do doby jednadvacatého dne, kdy zahaji Cinnost sbératelskou a stava
se veelou létavkou aZz do té doby, neZ se opracuje k smrti a hyne. Vcely sbératelky pfinaseji
do ulu nektar, medovici, pyl, propolis a vodu. K pfenaseni nektaru a uchovavani vody slouzi
véelam létavkam medny vacek. Vcela poletuje z kvétu na kvét a sbird nektar, pyl nebo oboji
najednou. Nektar ma rostlina uloZzeny hluboko uvnitf kvétu a poskytuje vcelam Cisté
sacharidy. Voda je dulezita pro hydrataci véelstva po cely rok. Pyl je dilezity pro rozvoj véel

diky svému obsahu bilkovin. Obsahuje dusik, fosfor, aminokyseliny a vitaminy (Stone, 2005).



Rostlina, kterd je hmyzosnubna, tvoii pyl, jez mé rizné hrbolky, ryhy, hacky, hifebeny a
listy, aby ulpély na chloupcich hustého kozisku vcely. V kvétu véela proléza po prasnicich
nebo kolem tycinek a jeji télo se pfitom poprasi pylem. Poté vzlétne nad kvét a procesava si
kozisek. JazyCek ma piitom vystréeny kupiedu a sem tam se dotkne 1ziCkou jazycku levé
nebo pravé nohy a navlh¢i je obsahem medného vacku. Pyl je postupné vycesavan hiebenem
a uhnéten do pastovité hmoty. Pfi hnéteni je posouvan do kosicku, coz je prohluben na vné&jsi
stran¢ holené, kde je pfenasen do ulu. Tam shodi pylovou rousku na misté uskladnéni a o jeji
dalsi vyvoj se jiz nestard. Pfijme novou zasobu potravy, kterd ji dodava energii pii letu, a
vyleti na dalsi sbér. Pylové rousky jsou zbarveny podle druhu rostliny, ze které byl pyl
sesbiran. VétSina rousek je jednobarevnd, protoze vcely jsou prevazné florokonstatni, tzn.
vérné jednomu druhu rostliny (Vesely et al., 2003).

Nektar sbiraji véely do svého medného vacku a zvysuji tim svou vahu az o polovinu. Po
piijezdu do ulu obsah medného vacku vyvrhnou a pro véely délnice uvniti Glu. Tyto vcely
mladusky ho zpracovavaji pomoci enzymu v jejich medném vacku a poté ho vyhodi do
uskladiiovacich bunék, kde zraje po dobu péti dnd. V tuto dobu vznika med. K vyrobé
jednoho litru medu je potfeba nektaru z péti miliond rostlin (Stone, 2005).

Klimatické podminky omezuji sbér nektaru a pylu. Cmelaci jsou dtleZiti pro sbér na
Severu Evropy a véely v jizni ¢asti Evropy. Pokud se budou tyto podminky ménit a rostliny
budou plané rust v oblastech, kde by se pfirozené¢ vyskytovat nemély, muze dojit k nedostatku
populace opylovact vhodnych pro tyto rostliny. Je zapotiebi toto monitorovat. Rostliny, které
jsou nastaveny pro opylovani v€elami, maji semeno obvykle velké a barevné a kvéty bohaté
na nektar. Patfi mezi n¢ mnoho plodin péstovanych k vyrobé potravin, zahradnictvi a
primysl. Pfiméfenost opylovani urcitého druhu rostliny se méni podle klimatu, prostfedi a
hustoté opylovaci v daném misté. NejlepSimi misty pro ziskavani potravy v€elami jsou biehy
ek, lesni okraje, nedotcené plochy zeméd¢€lské plidy a oteviené mytiny. Pokles téchto biotopli
ubyva a ohrozuje tim vceli populace. Progresivni ztrata trvalych travnich porostli za ti¢elem
orné pudy v letech 1900-1970 vedla ke snizeni biotopti vhodnych pro vcely a tim pfispéla
K vyhynuti nékterych druhti émelakd ve Velké Britanii, Francii a Belgii (Corbet et al., 1992).
Véely v nékterych zemich EU jsou negativné ovlivnény z pouZivani pesticidi (pisobi jim
otravy), herbicidl (ni¢i jejich krmivo) a hnojiv, pouzivanych na loukach (snizuji rozmanitost

rostlin a tedy i krmiva pro vcely) (Corbet et al., 1992).
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2.3.Produkce medu

V zavéru roku 2010 bylo v Ceské republice evidovano 528 186 vdelstev, coz
V dlouhodobém srovndni se stavy vroce 1993 znamena zhruba tfetinovy pokles.
V devadesatych letech doslo z ekonomickych, nikoli zdravotnich diivodi, v Ceské republice
K hrubému snizeni vcelstev a poétu véelaii. To se podafilo stabilizovat diky ekonomické
podpote od statu Evropského spolecenstvi. Nejkriti¢téj$i obdobi bylo v roce 2008, kdy bylo
461 086 vcelstev. Prestoze stavy vcelstev narostly, neprojevilo se to na produkci medu kvuli
Spatnym sniskovym podminkdm. V roce 2010 dosahly vynosy medu 7 455 tun, primérny
vynos na véelstvo byl tedy 14,11 kg. Spotfeba medu na obyvatele a rok je v Ceské republice
téméf 0,7 Kg. V poslednich letech vzrostl pocet dovazenych medu ze zemi EU. V roce 2010
se Ceska republika poprvé v historii stala zemi, kterd vice medu dovazi, nez vyvazi.
Vzhledem k tomu, Ze to byl relativné dobry sniskovy rok, to Ize pfipisovat vétsimu zajmu
obcanil o kvalitni produkty kupované ptimo u chovatele, jak uz pfi tzv. prodeji ,,ze dvora®, tak
na farméftskych trzich (Mze, 2011).

Do Evropské unie se rocn€é doveze zhruba 130 000 tun medu ze zemi, které nejsou
jejimi Cleny, a s dalsimi 90 000 tunami je obchodovano v ramci zemi Evropské unie (Diibecke
et al.,, 2010). Med je konzumovan cisty nebo se pouziva jako piisada do potravin,
V kosmetickém nebo farmaceutickém primyslu, protoze mé povést pfirodniho a zdravého

produktu

2.4.Ostatni vceli produkty

Propolis je smési latek pryskyfi€né povahy, kterou vcely sbiraji na pupenech rostlin,
jako je topol, biiza, ol$e, jilm, jehli¢nany a jirovec mad’al. Za chladu je tvrdy, pfi teploté v tGlu
se stavd mékkym, poddajnym a lepkavym (Marcucci, 1994). Barva propolisu se méni od
zelenozluté az k temné hnédé podle pivodu a barvy. Ten ma v tlu mnohostranné pouziti a
jsou obdivuhodné jeho UCinky pii udrZzovani hygienického prostiedi v ném. Vcely jej
pouzivaji také pro tmeleni celych stén lu i jednotlivych ploSek, zazdivaji jim diry a otvory na
zimu. Je to tepelné izolacni latka, ktera zaroven impregnuje dievéné stény ulu a chrani je proti
dfevokaznym houbdm. Balzamuji jim také vettelce, které¢ usmrtily v llu a nemohou je dostat
zulu ven, aby zabranily rozkladu jejich tél (Marcucci, 1994). Propolis si pro jeho
antimikrobidlni vlastnosti oblibily také farmaceutické firmy. Aplikuje se formou masti nebo
roztokli. MulzZe zvySovat U¢inek nékterych antibiotik. V koZnim 1ékatstvi se propolis osveéd¢il
pro jeho antimykotické, antiseptické a bakteriostatické vlastnosti, je ucinny také v 1écbé

chronickych zanétt stiedniho ucha (Marcucci, 1994).
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Vceli vosk je metabolickym produktem vcely dé€lnice, tvofici se ve voskotvorné zlaze.
Stav&ji z n&j plasty, do nichz ukladaji zasoby a odchovavaji v nich plod. Clovék pouziva véeli
vosk ziskany z plasti, které jiz nejsou vhodné k plodovani (Vesely et al., 2003). Celosvétove
je vceli vosk ¢lovékem nejvice pouzivan v kosmetice, kde se pfidava do rtznych masti a
krémt. Dale také na vyrobu dekorativnich svici, ve farmacii, a v produkci zvykacek (Stone,
2005).

Pylova zrna, jez vcely ptinaseji do ulu jako svou zékladni potravu v rouskach na zadnim
paru noh, jsou samc¢i pohlavni bunky rostlin. Aby neklicil, pfidavaji k nému vcely latku
zabranujici jeho kli¢eni. Pyl obsahuje do 10 % lipidl, mastnych kyselin a sterolid. Obsah
vitamintll je v ném mnohem vyssi nez u ostatnich v¢elich produktii (Vesely et al., 2003).

Matefi kaSi¢ka je krmnd Stava, kterou produkuji vcely délnice ve svych hltanovych
zlazach. Krmi timto produktem své larvy. V¢eli matka ji dostava béhem larvéalniho vyvoje i
po vylihnuti a véely délnice pouze do tietiho dne, a proto se pohlavné zcela nevyvinou.
(Vesely et al., 2003). Mateti kaSicka je latka bélavé barvy s rosolovitou konzistenci, ma
vyrazné ostry zapach a chut’. Také je z ¢asti rozpustna ve vodé a velmi kysela (pH 3,4-4,5)
s hustotou 1,1 g/ml (Sabatini et al., 2009).

Véeli jed, jez vyluc€uji vcely délnice ze své jedové zlazy na konci zadecku, slouzi
k obrané vcelstva pied vettelci. Je to bezbarva kapalina charakteristické viiné a kyselé chuti.
Jed, ktery se dostane pii vpichu Zihadla do lidského organismu, zplsobi popraskéani
bunénych membran, stimuluje syntézu prostaglandini a vyvolava v misté vpichu zanétlivy
proces. Pouzivani vceliho jedu ve farmacii patii plné pod lékatskou kontrolu vzhledem

k mozné alergii (Vesely et al., 2003).
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3. Med a jeho nutri¢ni vlastnosti

3.1.Zakladni slozky medu

Med je potravina ptirodniho charakteru, kterd je vytvofena spoleCenstvim vcel
Z nektaru nebo medovice. Neni tedy prostym roztokem cukri, ale je obohacena o latky, které
rostlina ziskava z vody, ptdy a vzduchu. Obsahuje latky pro lidské zdravi prospésné, mezi
které patii mineraly, vitaminy, fada bilkovin (napft. royalisin), aminokyselin (prolin) aj. Miize
ovSem obsahovat i latky zdravi Skodlivé. Jsou jimi pesticidy, které se v dnesni dobé hojné
pouzivaji v zemédé€lstvi. V medu, prevazné dovezeném z neevropskych zemi se mohou
vyskytovat rezidua antibiotik. V soucasné dobé se do pozornosti odbornikti dostavaji
alkaloidy. Jsou to latky vznikajici pfi preméné aminokyselin a v rostlinné fisi jsou hojné
roz$iteny. Tyto mohou byt zdravi prospésné napf. sanguinarin, nebo mohou organismu

uskodit, napt. kofein, nikotin, senecionin, jacozin, lycopsamin a;.

Tab. 1: SloZzeni medu (data v g/100 g) (Bogdanov et al., 2008)

Nektarovy med Medovicovy med
prameér min. — max. prameér min. — max.

Monosacharidy
fructosa 38,2 30-45 31,8 28-40
glucosa 31,3 24-40 26,1 19-32
Disacharidy
sacharosa 0,7 0,1-4,8 0,5 0,1-4,7
ostatni disacharidy 5,0 2-8 4.0 1-6
Trisacharidy
melecitosa <0,1 40 0,3-22,0
erlosa 0,8 0,5-6 1,0 0,1-6
ostatni trisacharidy 0,5 0,5-1 3,0 0,1-6
Nedefinované 3,1 10,1
oligosacharidy
Celkem cukry 79,7 80,5
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Mineralni latky 0,2 0,1-0,5 0,9 0,6-2,0

Aminokyseliny, proteiny 0,3 0,2-0,4 0,6 0,4-0,7
Organické kyseliny 0,5 0,2-0,8 1,1 0,8-1,5
Voda 17,2 15-20 16,3 15-20
Hodnota pH 3,9 3,5-4,5 5,2 4,5-6,5

Ptirodni med obsahuje piedevsim cukr a vodu. Cukr tvofi 95-99 % suSiny medu
(White, 1975). Vétsinu téchto cukru tvoti D-fruktosa (38,2 %) a D-glukosa (31,3 %). Jedna se
0 jednoduché, 6-uhlikové cukry, které jsou v téle ihned vstiebavany. Zalezi také na poméru
téchto dvou cukrii. Cim vice obsahuje med fruktosy, tim pomaleji dojde k jeho krystalizaci.
Kvétové medy obsahuji vice glukosy, tuhnou tedy rychleji nez medy medovicové, ve kterych
je zastoupena vice fruktosa. Dal§imi cukry v medu jsou disacharidy maltosa, isomaltosa a
sacharosa. Obsazeny jsou také dextriny, které spadaji mezi oligosacharidy. Dextriny v medu
obsahuji 4-6 glukosovych jednotek a tadi se mezi tzv. ,,achrodextriny”. V medovicovém
medu mizeme najit trisacharid melecitosu, diky kterému med rychle krystalizuje a nelze
vytocit. Vyslouzil si proto nazev ,,Cementovy — melecitosovy med“. Kone¢ny obsah vody
v medu zavisi na fad¢ faktora Zivotniho prostiedi pii produkci medu. Je to pfedevs§im pocasi a
vlhkost prostiedi uvnitt Glu, ale zalezi také na stavu nektaru a zachézeni s medem béhem jeho
ziskavani a skladovani (Aurongzeb a Kamran Azim, 2011). Organické kyseliny piedstavuji
0,57 % z medu (Aurongzeb a Kamran Azim, 2011). Jsou zodpovédné za jeho kyselost a do
znaéné miry prispivaji k charakteristické chuti medu (Aurongzeb a Kamran Azim, 2011,
Wang a Li, 2011).

V medu se nachazi také vitamin C (2,2-2,5 mg/100 g), thiamin (0,01 mg/100 g),
riboflavin (0,01-0,02 mg/100 g), kyselina panthotenova (0,11 mg/100 g), vitamin K
(ca. 0,025 mg/100 g) a niacin (0,10-0,20 mg/100 g), cholin (0,3-25 mg/kg), ktery je nezbytny
pro kardiovaskuldrni a mozkové funkce, a acetylcholin (0,6-5 mg/kg), fungujiciho jako

neurotransmiter (Bogdanov et al., 2008).

Med obsahuje fadu bilkovin a volnych aminokyselin (Aurongzeb a Kamran Azim,
2011). Z celkového mnozstvi latek v medu zaujimaji bilkoviny ptiblizné 0,5 % (Won et al.,
2008). V medu se nachazeji bilkoviny o rizné molekulové hmotnosti v zavislosti na druhu
véel, které ho vytvari (Won et al, 2008). VétSina enzymi je do medu pfidana véelami béhem

zrani medu (White, 1975). Bilkoviny obsazené v medu pochazi z nektaru, pylu a vcely.
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Stanoveni podilu rostlinnych bilkovin a zivo¢iSnych bilkovin ze véely miize byt vyznamné
pro stanoveni indexu kvality medu (Nazarian et al., 2010). Pfitomnost fady proteini je
indikatorem zemépisného a rostlinného ptivodu medu (Nazarian et al., 2010). V posledni dobé
se k uréeni zemépisného ptivodu medu pouziva hmotnostni spektrometrie (Wang et al, 2009).
Bilkoviny, které do medu pfidava vcela, maji mnohem vys$s$i molekulovou hmotnost nez
bilkoviny rostlinného pivodu (Aurongzeb a Kamran Azim, 2011). Nedavno byl v medu
identifikovan véeli imunopeptid Defensin-1 (Kwakman et. Al, 2010). Tento peptid, ktery je
znamy také jako royalisin byl diive identifikovan v hemolymf¢ vcel, v jejich hlavé, hltanové
zlaze a matefi kaSicce. Ma potencidl vyuziti k 1é¢bé infekei a vyvoji novych 1éka proti
bakteriim odolnym na antibiotika (Aurongzeb a Kamran Azim, 2011), je G€inny proti
Gram-pozitivnim bakteriim Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus a P. larvae. Z vyzkumu,
ktery provedla Bachanova et al. (2001), vyplyva, Ze royalisin je peptid, ktery ptisobi proti
P.larvae. Uginnost proti P. larvae byla zaznamenina pouze v antibakterialni skuping
obsahujici vétsi mnozstvi peptidi (Bachanova et al., 2001). Dalsi studie provadéna na
Slovensku Bilikovou et al., uvadi, Ze peptid izolovany dvoji dialyzou mateti kaSicky, ktery

obsahoval royalisin jako dominantni prvek, inhiboval rast P. larvae (Bilikova et al., 2001).

Védci spojuji antibakteridlni u¢inky medu s obsahem peptidii, glykopeptida a bilkovin
Vv ném obsazenych (Aurongzeb a Kamran Azim, 2011). Hlavnimi enzymy jsou invertasa,
amylasa a glukosooxidasa. Tyto enzymy maji pivod v hypofaryngealnich zlazach vcel délnic.
Mimo vysSe zminénych se v medu objevuji enzymy pochazejici z rostlin, jako jsou katalasy,
kysela fosfatasa, amylasa aj. (Gheldof et al., 2002). Invertasa $tépi sacharosu na glukosu a
fruktosu a katalyzuje tvorbu oligosacharidi. Hlavni invertasou je glukosooxidasa. Pod
pojmem diastasa se rozumi soubor enzymu Stépicich Skrob z obou jeho koncii za vzniku
produkti o riizné molekularni hmotnosti. Je to enzym, ktery doklada tzv. Cerstvost medu.
Diky jeho citlivosti na teplo se d4 v medu zméfit tzv. hodnota Schadeho jednotek, které by
podle norem EU mély odpovidat minimalné¢ osm stupnim (Muli et al., 2007). Jestlize je
hodnota nizsi, med byl nespravné zahtivan, nebo nevhodné a dlouhodobé skladovan. Diastasa
je smes enzymd, sloZzena z a-amylasy, ktera pochazi ptimo od vcel, kde je tvofena hltanovymi
zlazami a [-amylasy, kterd je rostlinného plvodu a nachdzi se v pylovych zrnech.
Glukosooxidasa se podili na tvorbé kyseliny glukonové z glukosy a pficemz vznika peroxid
vodiku, ktery je aktivni principem inhibinu (antibakteridlniho Cinitele medu). Glukosooxidasa
je téméf neaktivni v hustém normdalnim medu, nicméné, stdva se aktivni, napf. 1 pfi kozni

aplikaci na ranu s hnisavym exsudatem (White et al. 1963). Pouziva se toho napt. v tradi¢ni
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medicing pfi hojeni ran, umoziuje to pomalé uvolilovani peroxidu vodiku na trovni, ktera je
anti-mikrobialni, ale neni $kodliva pro tkan (Aurongzeb a Kamran Azim, 2011). Peroxid
vodiku v medu, produkovany glukosooxidasou, hraje dulezitou roli pii 1écbé zanéta
(Aurongzeb a Kamran Azim, 2011). Koncentrace peroxidu vodiku v medu se pohybuje kolem
1 mM, coz je 1000 krat méné nez 3 % roztok peroxidu vodiku, ktery je bézné pouzivan
k dezinfekci (Molan, 1992). V této koncentraci se peroxid vodiku chova jako intracelularni a
intercelularni pfenase¢ schopen podporovat zvySenou expresi genil souvisejicich s hojenim
ran (Aurongzeb a Kamran Azim, 2011). Pfedpokladanou pfirozenou funkci peroxidu vodiku
je konzervace nezralého medu, ve kterém jes$t€¢ neni tak vysoka koncentrace cukru, ptred

mikroorganismy piisobicimi kvaseni (Kwakman a Zaat, 2012).

Hlavnimi aminokyselinami, které¢ byly v medu nalezeny je prolin, fenylalanin, tyrosin,
lysin, arginin, kyselina glutamova, histidin a valin (Hermosin et al., 2003). Nejvice je v medu
zastoupena aminokyselina prolin, kterou do medu ptidavaji délnice ze svych hltanovych Zlaz
v prub¢hu jeho tvorby. Prolin by mél byt v medu obsazen zvice, jak 66 % (obvykle
80-90 %) z celkového poc¢tu aminokyselin s obsahem 200 mg/kg (Hermosin et al., 2003). Ke
snizovani prolinu v produktu vede zahiivani medu, jeho fedéni sirupy ¢i nizs$i kondice
vcelstva. Z téchto diivodli mizeme obsah prolinu pouzivat k indikaci falSovani medu. Podil
ostatnich aminokyselin v medu zavisi na piivodu medu, zda je nektarovy nebo medovicovy.
Hlavnim zdrojem aminokyselin v medu je pyl rostlin, proto by obsah jednotlivych
aminokyselin v ném mohl poslouzit jako identifikator botanického puvodu tohoto produktu.
Mezi latky bilkovinné povahy, vyskytujici se vV medu patii také hormony acetylcholin,

noradrenalin, adrenalin, dopamin a hormonalni latky z mateti kasicky.

MnozZstvi mineralnich latek v medu je malé a pfinos pro doporuc¢ené denni davky
ruznych stopovych latek je proto marginalni. Je prokdzano, ze rtizné druhy medt obsahuji
rizné mnozstvi minerdlnich latek a stopovych prvki. V medu najdeme vépnik
(3-31 mg/100 g), sodik (1,6-17 mg/100 g), draslik (40-3500 mg/100 g), hoic¢ik
0,7-13 mg/100 g), fosfor (2-15 mg/100 g), zinek (0,05-2 mg/100 g), méd
(0,02-0,6 mg/100 g), Zelezo (0,034 mg/100 g), mangan (0,02-2 mg/100 @), chrom
(0,01-0,3 mg/100 g), selen (0,002-0,01 mg/100 g) (Bogdanov et al., 2008).

Na trhu je k dispozici Siroka skala medd z riznych zemi s riznymi chutovymi latkami a
barvivy v zavislosti na jejich botanickém ptvodu (Bogdanov et al., 2008). Viné medu je

zavisla na druhu pfitomnych kyselin a aminokyselin. V rozsahlych vyzkumech na aromatické
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slozky medu v minulych letech bylo identifikovano vice nez 500 riznych tékavych latek
v riznych typech medu (Bogdanov et al., 2008). Polyfenoly jsou dalsi vyznamné latky
obsazen¢ medu a podle typu medu se lisSi obsahem Vv rozmezi 56-500 mg/kg. Jedna se
predevsim o flavonoidy (napi. quercetin, luteolin, kaempferol, apigenin, chrysin a galangin)
s obsahem 60460 pg/100 g medu, fenolové kyseliny a jejich derivaty (Bogdanov et al.,
2008).

3.2.Antibakterialni a¢inky medu

Med je dobie znam svymi antibakterialnimi G¢inky. Byl pouzivan k 1é€bé infekénich
ran difive jak pred 2000 lety, jesté nez byly bakterie znamy jako ptvodei infekci
(Bogdanov et al., 2008). Bylo zjisténo, ze inhibuje vice nez 60 druhti bakterii, véetné aerob,
anaerobl, Gram-pozitivnich a Gram-negativnich pathogeni v¢etné S. aureus, Salmonella
typhi, Shigella dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Yersinia pestis a
E. Coli (Kwakman et al., 2010). Mimo to vykazuje antimykotickou aktivitu proti nékterym
druhim plisni Aspergillus sp. a Penicillium sp. (Brady et al., 1997). Med je antimikrobialni
diky obsahu peroxidu vodiku, osmotickému ucinku a vysoké kyselosti (Aurongzeb a Kamran
Azim, 2011). Pathogenni mikroorganismy odolné vi¢i antibiotikiim jsou velmi rizikové pro
vetejné zdravi. Vyskyt takovych mikroorganismil je stale vétSim problémem (Aurongzeb a
Kamran Azim, 2011), v humanni medicin€. V poslednich letech se §ifi védecké publikace o
terapeutickém vyuziti medu ve vSeobecném i chirurgickém lékarstvi. Cavanagh et al. (1970)
usp&sné pouzili med v pooperacni péci o pacientky po odstranéni d€lohy kviili 1é¢bé rakoviny
(Cavanagh et al., 1970). Med je velmi viskozni a hygroskopicky, diky ¢emuz nasava vodu
z okoli edematdzni tkang, Cisti ranu a brani tim v rozvoji infekce (Allen et al., 1991). V dalsi
klinické studii, zahrnujici kojence a déti trpici gastroenteritidou, bylo prokézano, Ze med
podavany spolu srehydratacni tekutinou zkracuje dobu trvani bakteridlnich priyma
(Manyi-Loh et al., 2011). Med v1 % koncentraci stimuluje monocyty v bunétné kultuie
k uvolnovani cytokinti, tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF)-alpha, interleukin (IL)-1 a IL-6,
které aktivuji imunitni odpovéd’ (Tonks et al., 2001). Smés D-glukosy a D-fruktosy v medu
tvofi silnou interakci s vodou a snizuji tak vodni aktivitu potfebnou pro mikroorganismy
(Osato et al., 1999). Volna voda se méfi jako vodni aktivita (aw). Hodnoty aw pro med jsou
v rozmezi 0,479-0,557 se stfedni hodnotou 0,521 (Cavia et al., 2004). Hodnoty pH medu se
pohybuji mezi 3,2-4,5, coz je dostatetné nizko, aby byly inhibi¢ni pro mnoho pahtogent
(Aurongzeb a Kamran Azim, 2011). Minimalni hodnoty pH pro rust napi. E. Coli je 4,3, pro

Salmonella typhi 4,0, Pseudomonas aeruginosa 4,4, Streptococcus pyogenes 4,5. Proto je
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v nefedéném medu kyselost vyznamnym antibakteridlnim faktorem. Antibakterialni vlastnosti
medu nabizeji vysoky potencidl v 1éCbé bakteridlnich a plisnovych infekci (Aurongzeb a

Kamran Azim, 2011).

3.3.Toxické latky v medu

Stejné jako jiné ptirodni potraviny, i med mize byt kontaminovan toxickymi latkami
z prostiedi, jako jsou napt. tézké kovy, pesticidy, antibiotika aj. (Bogdanov et al., 2008).
V poslednich letech byl problém hlavné v kontaminaci medu rezidui antibiotik, které se
pouzivaji k 1écbé vcelich onemocnéni. V soucasné dobé se tento problém zda byt pod
kontrolou, v Evropské unii nejsou antibiotika k tomuto ucelu povolovana, a tudiz je nesmi
obsahovat ani med vyskytujici se na trhu (Bogdanov et al., 2008). V medu se mohou
vyskytovat alkaloidy, coZ jsou sekundarni metabolity, které jsou béznou soucésti rostlin.
V soucasné dobé se jim dostava pozornost, protoze jejich obsah v medu miize byt pro lidsky
organismus toxicky. Patfi mezi n¢€ napt. pyrrolizidinové alkaloidy, jejichz blizsi popis uvadim

nize.

3.3.1. Pesticidy

Pouzivani chemikalii k hubeni hmyzu, plevele, chorob rostlin, ¢ervii a hlodavcu je
Vv modernim zemé&d¢lstvi stale Castéjsi. Malé mnozstvi téchto pesticidii zlistava v potravinach
a predstavuji tak potencidlni riziko pro lidské zdravi, protoze jsou toxické (Blasco et al.,
2003). NejrozsifenéjSimi pesticidy jsou organofosfaty a karbamaty, které nahradily
organochlorové pesticidy, jez je zakazano pouzivat v Evropé i v Americe od roku 1978.
Nicméné, tyto pesticidy se stale nachazeji v pudé, ktera je potencidlnim zdrojem do ovzdusi
prostfednictvim odpatfovani, vody, rostlin a zvifat (Blasco et al., 2003). V medu se nejcastéji
vyskytuje amitraz, kumafos, cymiazol, bromopropylat, flumetrin a fluvalinat, které se ve
vCelafstvi pouzZivaji v boji proti varroaze a karbendazim, coZ je nejbéZzngj$i fungicid
pouzivany v zemédélstvi (Rial-Otero et al., 2006). Aplikuje se hlavné k ochrané fepky olejné,
ktera je jednim z hlavnich zdroji pylu pro véelstvo. Napiiklad, Némecko, Italie a Svycarsko
maji povoleny koncentrace rezidui amitrazu, bromopropylatu, kumafosu, cymiazolu,
flumetrinu a fluvalinatu, které kolisaji mezi 0,01-0,1 mg/kg v Némecku, mezi 5-500 mg/kg
ve Svycarsku a 10 mg/kg v Italii. Evropska unie ma upraveny koncentrace rezidui v medu pro
tii pesticidy. Jsou jimi amitraz, kumafos a cymiazol, které jsou 0,2; 0,1 a 1 mg/kg
(Blasco et al., 2003). Simazin a atrazin jsou velmi efektivni herbicidy, jsou pro vcely

netoxické, nicméné je mohou z kontaminovaného kvétu zanést do medu (Rezic et al., 2004).
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3.3.2. Antibiotika

Antibiotika se ve vCelafstvi mnoha zemi napt. USA pouzivaji k 1é€b¢ nékterych chorob,
napf. moru véeliho plodu. Jejich rezidua se poté mohou vyskytnout v medu. V Evropé je
pouzivani téchto antibiotik zakézano, proto by se tyto rezidua pii nahodném testovani medi
EU. Projde zde asi 90 000 tun medu kazdym rokem. Ze vSech zasilek medt, které jsou
kontrolovany veterinarni spravou, je asi 8 % dovezeno z neevropskych zemi. V roce 2008 byli
na prvnich tfech mistech dovozu do EU Argentina, Mexiko a Cina. Pfi kontrolach medt,
provadénych veterinarni spravou, bylo zjisténo, ze nékteré druhy medi obsahuji spolu
s kontaminanty 1é¢iv také spory mikroorganismu P. larvae. Dle legislativy neni v Evropském
spole€enstvi povolena aplikace antibiotik na postizend vcelstva, tudiz by se v medu neméla
vyskytovat ani jejich rezidua. Proto byla v Némecku provedena studie riznych vzorkt medi
na pritomnost rezidui antibiotik a pfitomnost mikroorganismu P. larvae (Ndumann et al,
2011). Cilem jejich studie bylo analyzovat vybrané medy pro pifitomnost mikroorganismu
P. larvae, ktera by mohla predstavovat potencialni hrozbu pfenosu této bakterie ze zahrani¢i.
Bylo analyzovano tficet némeckych meda a ctyficet sedm medt ze zemi mimo Evropu na
pfitomnost  sulfonamidii, tripetoprimu, tetracyklinli, —makrolidi, linkomycinu a

chloramfenikolu.

Z dovazenych mediu bylo dvacet sedm ze Ctyficeti sedmi pozitivnich na pfitomnost
P.larvae. Vétina z nich byla dovezena z Argentiny, Ciny a Kanady. Medy dovezené
z neevropskych zemi, které byly negativni na pfitomnost P. larvae, byly z Chile,
El Salvadoru, Guatemaly, Indie, Mexika a Uruguaye. Celkem pét z tficeti némeckych medu
bylo pozitivnich na pfitomnost spor P. larvae a vSechny byly ze Severniho Némecka a jeden
vzorek byl pozitivni na pfitomnost rezidua sulfathiazolu. Z medli importovanych
z neevropskych zemi bylo pozitivnich dvacet dva vzorkll zcelkovych ctyficeti sedmi.
V patnécti vzorcich byl nalezen vice neZ druh antibiotik, v n€kterych vzorcich bylo nalezeno
az pét riznych rezidui antibiotickych 1é¢iv, napt. sulfathiazolu, sulfadimidinu, trimetoprimu,
oxytetracyklinu, chloramfenikolu v argentinském medu a sulfathiazolu, sulfamethoxazolu,
trimetoprimu, tetracyklinu a epitetracyklinu v ¢inském medu. Nejcastéji vyskytujicim se
antibiotikem, vdeviti zdvaceti dvou pozitivnich vzorkd, byl sulfamethoxazol
(Ndumann et al., 2011). Tento vyzkum prokazal, ze téméf 50 % media dovazenych
z mimoevropskych zemi je pozitivnich na rezidua antibiotik (Ndumann et al., 2011).
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3.3.3. Alkaloidy v medu

V rostlinné {iSi najdeme néckolik tisic druhG rostlin, které obsahuji sekundarni
metabolity, alkaloidy. Ty jsou jednou z nejvice rtiznorodych skupin sekundarnich metabolitt
a maji Casto velmi silné fyziologické ucinky. Mohou zabranit mikrobidlni degradaci nektaru,
pusobit jako filtr opylovact téch danych kvétin, mohou vést opylovace k rychlejsimu pohybu
mezi kvétinami a tim zvysit kiizové opylovani (Kohler et al., 2011). Patfi sem namelové
alkaloidy, opiaty, rostlinné jedy, nikotin, kofein aj. a mnohé z nich jsou nepostradatelné
V dnesnim 1ékatstvi. Prvni alkaloid, ktery byl chemicky prozkouman, bylo opium. Bylo
pouzivano po staleti pro své analgetické a omamné vlastnosti. Alkaloidy je mozno rozd¢lit
podle struktury do nékolika skupin. Prvni skupinou jsou pyridinové alkaloidy, do kterych
spadd napf. anabasin a nikotin. Do druhé skupiny, tropanovych alkaloidi, patii napft. atropin a
kokain. Mezi izochinolinové a fenanthrenové alkaloidy patiéi napf. morfin a heroin. Tieti
skupinou jsou alkaloidy indolové, zastoupeny napi. LSD (diethylamid kyseliny lysergové),
ergotamin, ergometrin, strychnin a brucin. Mezi purinové alkaloidy spada kofein, theofylin a
theobromin. Dalsi skupinou jsou pyrrolizidinové alkaloidy, které jsou v nékolika rodech
Celedi Asteraceae, Boraginaceae a Fabaceae esterové vazany. Jsou tvofeny bazickou
necinovou slozkou a necinovou kyselinou ¢i jejim fragmentem. NiZe uvedeny text je zamé&fen
hlavné na pyrrolizidinové alkaloidy, kam patii napt. lykopsamin, echimidin a senecionin.
Kwvili jejich toxickym vlastnostem je jim vénovana v posledni dobé velkd pozornost. Dale se
text kratce vénuje také alkaloidim kofeinu, nikotinu a sanguinarinu. Ten byl pouZit pro jeho

antibakterialni a protizanétlivé ti€inky také v naSem vyzkumu.

Je znamo, Ze nckolik rostlin, které vcely vyuZivaji ke sbéru nektaru, obsahuji
pyrrolizidinové alkaloidy (Bogdanov et al., 2008). Pyrrolizidinové alkaloidy (PA) jsou
hlavnimi rostlinnymi jedy, toxické pro jatra s moZnosti vzniku rakoviny. Na rozdil od
antibiotik nebo pesticidi jsou PA ¢isté piirodni latky, produkovany rostlinami jako
sekundarni metabolity k ochrané pfed byloZravci. Byly jiZ zpozorovany ptipady toxicity na
hospodatskych zvifatech, pasoucich se na mistech, kde rostou rostliny s obsahem téchto
alkaloidd. Doslo jiz také k lidskym otravam po poziti kontaminovaného obili nebo piipadné
zamérném poziti bylin s obsahem PA (Anonym, 2001). Bylo odhadnuto, Ze asi 3 % vsech
kvetoucich rostlin, coz je vice nez 6000 rostlinnych druhid, obsahuje PA (Diibecke et al.,

2010)). Vétsinou jde o razné druhy ¢eledi brutnakovitych (napt. Heliotropium spp., Echium
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spp., Myosotis spp., Borago spp., Cynoglossum spp.), hvézdnicovitych (napr. Senecio spp.,
Eupatorium spp., Chromolaena spp., Ageratum spp.) a bobovitych (napt. Crotalaria spp.).

Vroce 1992 byly stanoveny limity pro obsah pyrrolizidinovych alkaloidd ve
farmaceutickych vyrobcich. Spotfeba byla omezena na 1 pg denné, pokud byl produkt
konzumovan po dobu kratsi nez Sest tydnti, a 0,1 pg denné, pokud byla konzumace produktu
delsi nez Sest tydnd. U medu vSak zadné takové limity neexistuji (Diibecke et al., 2010).
Obili, mléko, med, vnitfnosti a vejce jsou potravinami, ve kterych byl zjistén vyskyt PA.
V australském medu, ktery pochéazel hlavné z Glu vcel, které opilovaly rostliny z oblasti
vyskytu Hadince (Echium spp.) byly nalezeny hodnoty PA az 1 pg/kg. Nicméné michani
medd z riznych zdroju tuto hodnotu podstatné snizuje (Anonym, 2001). V medu od v¢el,
které shan€ly potravu v oblasti s vysokym vyskytem Senecio jacobaea byly piitomny
alkaloidy senecifyllin, senecionin, jacobin, jacolin, jaconin a jacozin (Prakash et al., 1999).
Bylo zjisténo, Ze cilovym organem toxicity PA u pokusnych zvifat a lidi byla jatra. U zvifat se
tato toxicita projevuje anti-mitotickou aktivitou, ktera vede k rozsahlé fibroze, nodularni
regeneraci hepathocytu a rakoviné. U lidi zptusobuje hepathocelularni poskozeni, cirhdzu a
veno-okluzivni chorobu. Nékteré PA mohou v Zivocisné tkani perzistovat a projevit se dlouho
po poziti. O PA je také zndmo, Ze plisobi teratogenné a vyvolavaji potrat. Zadny vyzkum

ovSem zatim nepotvrdil, Ze jsou PA karcinogenni.

Molekula PA je tvofena ze dvou péti¢lennych kruhil, které jsou naklonény k sobé a
sdileji dusik na pozici 4. VétSina PA, které se vyskytuji, jsou derivaty 1- methylpyrrolizidinu,
zatimco toxické PA jsou estery 1-hydroxymethyl-1,2-dehydropyrrolizidinu. Po poziti
organismus alkaloidy v nezménéné podobé z velké ¢asti vylouci, zbytek se metabolizuje
v jatrech, v hepathocytech, zvlasté v centrilobularni krajiné. Existuji tfi hlavni cesty
metabolismu téchto alkaloidi v jatrech, hydrolyza, dehydratace a N-oxidace (Cheeke, 1988).
Dochazi k dehydrogenaci PA na pyroly, ty jsou elektrofilni a reaguji s nukleofilnimi
tkanovymi komponenty, jako jsou nukleové kyseliny a proteiny. Protoze jsou jatra vznikem
toxického pyrrolu, jsou jednim ze dvou cilovych organt, které byvaji postizeny. Plice jsou
druhym organem, ktery mize byt zasazen. Pyrroly vytvofené v jatrech mohou cestovat do
plic. Z po¢atku jsou zasazeny plicni cévy tromby, poté dochazi k zanétu, az nakonec dojde
K Gplnému uzavéru cévy. Tyto ucinky spolu s interalveolarni septalni fibrozou vedou k plicni
hypertenzi. Vysledkem je zhorSeny priitok krve plicemi, coz vice zaméstnava pravou srdecni
komoru, dochazi k jeji hypertrofii a kon¢i to méstnavym srde¢nim selhanim (Prakash et al.,
1999).
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Botanicky nazev

BéZny nazev

Celed’ Boraginaceae Brutndkovité
Amsinckia intermedia Vijan
Borago officinalis Brutnak lékarsky

Cynoglossum officinale
Echium plantagineum

Echium vulgare

Uzanka lékarska
Hadinec jitrocelovity

Hadinec obecny

Heliotropium europaeum Otocnik evropsky
Symphytum officinale Kostival lékarsky
Celed’ Asteraceae Hvézdnicovité
Senecio alpinus Starcek alpsky
S.brasiliensis Starcek brazilsky
S.cineraria Starcek primorsky
S.integerrimus —

S.jacobaea Starcek primetnik
S.longilobus -

S.ridellii -

S.vulgaris Starcek obecny
Celed’ Fabaceae Bobovité
Crotalaria retusa Chrestnatec

C.spectabilis

Brutnakovitych, které nejhojnéji rostou v Australii a jsou zodpovédné za otravy ovci,
dobytka, koni, prasat a dribeze. Dal§im vyznamnym druhem z Celedi brutnakovitych je
Symphytum officinale (kostival 1ékafsky), bylina, ktera obsahuje nejméné osm
hepathotoxickych PA. V Severni Americe je rozsifena Celed’ brutnakovitych (Boraginaceae) a
hlavné druh Cynoglossum officinale (uzanka lékaiska) zde zpusobuje otravy dobytka. Také

staréek Senecio jacobaea spadajici do celedi Asteraceae (hvézdnicovitych), je hojné rozsifen
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po celém svéte. Vyskytuje se hlavné v mistech s mirnym klimatem Australie, Nového
Zélandu, Jizni Ameriky, Zapadni Evropy a Severni Ameriky. V Brazilii a Argentin¢ se
vyskytuje druh Senecio brasiliensis. Semena Crotalaria retusa a Crotalaria spectabilis, dvou
druhti z Celedi Fabaceae (bobovité), jsou obyCejnym plevelem obilnych poli a maji za
nasledek otravy zvirat a driibeze v Americe a Australii. Tyto kontaminovaly v sedmdesatych

letech osivo prosa a zptisobily tim epidemii u lidi (Cheeke, 1988).

Ve vyzkumu Diibecke et al. (2010) bylo pifezkoumano 696 vzorku a zjisténo, ze 94 %
Z nich je pozitivnich na vyskyt PA s koncentracemi Vv rozmezi 1-267 pg/kg medu. Med
prodavany V obchodnich sitich je vétSinou smési riznych medi z riznych zemi a riznych
rostlin, obsah PA byl tedy ocekavan. Nejhojnéji nalezenymi PA byly senecionin, echimidin a
lykopsamin, jejichz struktury lze vidét na Obr. 1. Dale bylo analyzovano 2839 vzorki z Jizni
Ameriky a 68 % bylo pozitivnich na obsah PA s koncentracemi v rozmezi 1-1089 pg/kg
medu. Z Evropy bylo analyzovano 381 vzorkd medd, z nichz 65 % bylo pozitivnich na vyskyt
PA. Nalezeny koncentrace byly v rozmezi hodnot 1-225 pg/kg medu. V porovnani se vzorky
ze zemi Jizni Ameriky, obsahovaly ty z evropskych zemi vétSinou niz§i mnozstvi, pouze ve
vzorcich z Italie a Spanélska byl vétsi vyskyt stejné jako ze zemi jizni Ameriky. Vice nez
75% ze vzorkll pozitivnich na nilez PA ze vSech zemi obsahovalo mnozstvi PA
v koncentracich do 10 pg/kg medu, pouze medy z Italie a Spané&lska mély tyto koncentrace az

225 ng/kg (Diibecke et al., 2010).
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Obr. 1: Struktura pyrrolizidinovych alkaloidi, nalezenych v medu

Sanguinarin  (SA) patii spolu s chelerythrinem (CHE) mezi kvartérni
benzo[c]fenanthridinové alkaloidy, hlavnim zdrojem sanguinarinu jsou Sanguinaria
canadensis L. (krevnice kanadska), Chelidonium majus L. (vlastovi¢nik vet$i) a Macleaya

cordata (Zdatilova et al., 2005). Je povazovan za fytoalexin, sekundarni metabolit, ktery

ey w1
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antibakterialni aktivitu. Byla popsana jeho aktivita vi¢i Gram-pozitivnim a Gram-negativnim
bakteriim, plisnim a kvasinkam a jeho inhibi¢ni G¢inek na Mycobacterium sp., Helicobacter
pylori, Trypanosoma brucei. Dale byla také zjisténa inhibi¢ni aktivita dihydro-SA vuci
Staphyloccocus aureus, Streptoccocus faecalis a Candida albicans, srovnatelna s G¢inkem

gentamycinu (Zdafilova et al., 2005).

Obr. 2: Sanguinarin

Sekundéarni metabolity produkované rostlinami k obrané proti byloZravelim se casto
nachazeji v kvétinovém nektaru, ale jejich vliv na potravni chovani a fyziologicky vykon
opylovact je neznamy. Nicméné, straveni sekundarnich metabolitl mtize byt prospésné, jako
tomu bylo u housenek na tabdku a ¢melacich, kde bylo dokdzano snizeni patogent a
parazitoidii. V nékolika studiich na sekundarni metabolity v nektarech byly zahrnuty
alkaloidy, které jsou znamy spise jako odstraSujici pro svou hotkou chut’. Nikotin je alkaloid,
ktery se v prirodé vyskytuje v hojném mnozstvi, nejhojnéjsi je ovSem jeho vyskyt v ¢eledi
Solanaceae (lilkovité). Tato ¢eled” zahrnuje mnoho zemédé€lskych plodin a tabak. Nikotin je
pro vétsinu bylozraveu vysoce toxicky kvuli jeho pisobeni na receptory acetylcholinu. Byl
zkouman vliv nikotinu na vcely a jejich larvy v jadfe ulu. Pfirozené se vyskytujici
koncentrace neovlivnila lihnivost larev, ovSem vyssi koncentrace (300 uM) sniZila preZiti
larev a snizila ¢innost d€lnic shanét potravu (Kohler et al., 2011). Mimo pfirozeny vyskyt
Vv rostlinach je nikotin pfidavan do ptipravkd na bazi insekticidl v ekologickém zemédélstvi.
Syntetické analogy nikotinu, pfesnéji neonikotinoidy, jsou celosvétové uzZivany jako
insekticidy diky vysoké afinit¢ nikotinu na acetylcholinové receptory hmyzu. Tim mtze do
znatné miry pfispét k poklesu opylovact. Nikotin ve vysokych koncentracich je pro
opylovace odrazujici, ale jsou k tomuto alkaloidu tolerantnéjsi, pokud je vyssi koncentrace
cukru. Pfi zjiSténi vy$Siho obsahu nikotinu v nektaru ho prestaly vcely skladovat. Nikotin

dodava nektaru hotkou chut, a 1 kdyz maji v€ely Spatné vniméni chuti, mnozstvi diikazu
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naznacuje, ze tyto jsou schopny detekovat sekundarni metabolity v nektaru a jejich chutovy

vjem bude pravdépodobné slozitejsi, nez se domnivame (Kohler et al., 2011).

Rostliny, obsahujici alkaloid kofein spadaji do ¢eledi Rubiaceae (mofenovité), Theaceae
(¢ajovnikovité), Sapindaceae (mydelnikovité), Sterculiaceae (slézovité), Rutaceae (routovité)
a Aquifoliaceae (vrabecnicovité). Purinovy alkaloid kofein se, i kdyz v nizké koncentraci
vyskytuje Vv listech a kvétech nékolika druht citrust. Bylo zjisténo, ze kofein se vyskytuje
také vmedu vcel, které navstévuji Casto nebo sporadicky plantdze s pomeranovniky

(Kretschmar et al., 1999).
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4. VV¢eli mor a jina mikrobialni onemocnéni jako hrozba

evropského véelarstvi
Vsechny zivé organismy mohou byt cilem napadeni jejich pfirozenym nepfitelem a u
vcéel tomu neni vyjimkou. Protoze v€ely ve svych koloniich Ziji spolu v tésném kontaktu a
se tak pathogen v kolonii rychle rozsifit. VEela, jak dospélec, tak i jeji plod mohou onemocnét
fadou nemoci. Podle ptivodct délime tyto nemoci na infekéni, zplisobeny viry, bakteriemi a

houbami, nebo nemoci invazni neboli parazitarni, jejichz pfiinou jsou rozto€i a prvoci

(Rada et al., 2009).

4.1.Virové nakazy vcel
Viry jsou puvodci nékterych onemocnéni veeliho plodu a dospélych véel. Rozmnozuji
se v bunkach ur€itych tkani, pusobi jejich rozpad a nakonec smrt infikovaného jedince
(Rada et al., 2009)

4.1.1. Virova nikaza v¢eliho plodu

Puvodcem nakazy je kulovity virus Morator aetatulae o praméru 30 nm, ktery je citlivy
na vyschnuti a zvySenou teplotu. Onemocnéni, které se vyskytuje hlavné na jate, je nékdy
oznacovano také jako pytlickovy, sackovy plod (Sacbrood virus — SBV). Virus se Sifi
potravou, ale mize ho pienaset také matka transovarialn€, ve vajickach. Nakazit se mohou jen
larvy do véku Ctyf dnd, star$i larvy jsou jiz odolné. Klinicky se onemocnéni projevi aZ po
zavickovani, nez se larva zakukli. KdyZ ji vyjmeme z buiiky pinzetou, vypada jako vacek
naplnény tekutinou. Zbarveni larvy je zménéno z perlové bilé na bledé zlutou, télo vysycha do
tmavé hnédé, tenké Supiny. Dospélé larvy se mohou infikovat od plodu pii krmeni pylem,
nebo pfi traveni tekutiny z larvy. Infikované veely pfestanou krmit larvy, ¢imZ se pfirozené

zabranuje Sifeni ndkazy (Bailey, 1975).

4.1.2. Ostatni virové nakazy vcel
Mezi nadkazy vcel, které jsou virového piivodu spadéa také Virus akutni paralyzy vcel.

Pivodcem je kulovity Acute Bee Paralysis Virus (ABPV) o priméru 30 nm, ktery neni

infek¢ni pro larvy, ale mize napadat ¢meldky. Virus se Sifi pomoci sekretu slinnych Zlaz,

ktery pfechazi do uskladiiovanych zasob. Po nakaZeni hynou vcely za tfi az ¢tyfi dny. Nakaza

zpusobuje thyny véelstev nejvice na konci zimy a ¢asn¢ z jara (Rada et al., 2009).

Patii zde také onemocnéni zvané Virus chronické paralyzy véel. Tuto infekci zpusobuje

Chronic Bee Paralysis virus (CBPV), ktery byl objeven a popsan jako jeden z prvnich vird
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napadajici vcely. Nakaza se §ifi ve vcelstvu, infikované délnice jsou na letdku napadany a
okusovany zdravymi vCelami a tim se choroba rozsifuje. Nemocné véely nemohou Iétat,
tfesou se nebo maji trhavé pohyby celého téla, zrychlené pohyby zadecku i zihadla, ¢astecné
vyvracena kiidla a zvétSeny zadeCek diky zduieni medného vacku. Vcely ztraci ochlupeni,
jsou lesklé a ¢erné (Rada et al., 2009).

Virus deformovanych ktidel (Deformed wing virus) je dalsi z virovych onemocnéni
vcel. Predstavuje jeden z hlavnich viri ohrozujicich vcelstva. Je pfenaSen ektoparazitem
varrodzou. Pathogen miiZe byt latentni, coz znamena, ze pfitomnost viru nepusobi ve v¢elstvu
zadné vetsi Skody. Jakmile je ale virus do veelstva pfenesen rozto¢em Varroa destructor, jeho
pathogenita stoupa. Dochazi k nedostateénému vyvoji plodu, délnice maji zakrnéla a silné
deformovana kiidla (Rada et al., 2009).

Virus Cernani mateénikt, Black Queen Cell Virus (BQCV), izoloval Bailey a Woods

(1977). Pti ndkaze se kukla matky rozpada a Cerna.

4.2.Bakterialni nakazy

4.2.1. Mor vceliho plodu

Jesté po vice nez stoleti vyzkumu moru vceliho plodu patii toto mezi nejvice Skodlivé
vceli choroby. Jak jiz ndzev napovidd, tykd se onemocnéni pouze larvalniho stadia vcel,
neprojevuje se u dospélych vcel (Shimanuki a Knox, 2000). Jeho pivodcem je
Gram-pozitivni, sporotvorna bakterie P. larvae (Genersch et al., 2008). V pocateéni fazi
infekce postihne jen par jedinct z kolonie. Pokud nejsou nésledné pfijata napravna opatieni,
infekce se rychle §ifi dal nejen v ramci kolonie, ale 1 na ostatni vceliny. Pfirodni pfenos
probiha v okruhu 1 km od ohniska nakazy. Larvy jsou nejvice nachylné k infekci v prvnim
larvalnim stadiu, coZ odpovidd 12-36 hodindm po vylihnuti z vajicka. Béhem tohoto
casového obdobi se mohou larvy nakazit pozitim spor spolu s potravou. Pozité spory projdou
travicim traktem a kli¢i ve stfevé larvy asi 12 hodin po poziti. Béhem této doby
mikroorganismy Zziji ve stfevé komenzalnim zplsobem a zivi se potravou, kterou larva
pfijima. Larva hyne jesté pfed zakuklenim a zavi¢kovanim bunky. Nakazeny plod postupné
meéni barvu z mlééné bile, na kavové hnédou az nakonec zcela zCerna. Konzistence
rozpadajiciho se plodu je mekka. Na plodovych plastech jsou propadla vicka, pod nimi mrtvé
larvy a pifi napichnuti zapalkou se hmota zbuiky tdhne. Na dn€ bunky se vytvafi

tmavohnédy, pevné pfilnuty ptisSkvar.
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4.2.2. Hniloba vceliho plodu

Toto bakteridlni onemocnéni se projevi jiz na nezavickovaném plodu ve véku 3—4 dni.
Jde o nakazu vyvolanou rliznymi druhy baktérii. PfedevSim se jednd o nesporulujiciho
mikroba Melissococus pluton a sporulujiciho mikroba Bacillus alvei. Kromé téchto dvou se
mohou na nakaze sekundarné nebo prilezitostné podilet jesté Bacillus euridice, Streptococcus
faecalis aj. Mikrob se dostane do zaludku s potravou, rychle se pomnozi a vyplni celou
zalude¢ni dutinu. Infikované larvy hynou jesté pred zavickovéanim, rychle se rozkladaji a
pokud nejsou z bunék odstranény vcelami, vyschnou v ptiskvar. M. pluton je schopen

Vv pfiskvaru prezivat témérf tii roky (Rada et al, 2009).

4.2.3. Ostatni bakterialni nakazy vcel

K dal$im bakterialnim onemocnénim vcel patii Septikémie véel. Pivodcem této nakazy
je gram-negativni ty¢inkovity nesporulujici mikrob Pseudomonas apisepticus, ktery rozklada
pojivovou tkan hrudi, nohou, kiidel a tykadel. Nasledkem destrukce tkani véela zahyne
(Shimanuki a Knox, 2000). Mohou ji vSak vyvolat i pfilezitostné pathogeny naptiklad
Bacillus pulvifaciens nebo Bacillus cereus, ktefi jsou bézn¢ v prostiedi a do téla vcely se
dostanou vzdu$nicemi nebo potravou. Pfi ndkaze vcely n¢kdy ztraci ochlupeni, jsou ndpadné
¢erné a lesklé a nakonec po uhynuti vysychaji, nebo se rozpadnou na prach (Rada et al.,
2009).

Ricketsiéza je dal§im bakteridlnim onemocnéni. Zpusobuje ho Rickettsie, mala
Gram-negativni bakterie, kterd je prirozenym parazitem nékterych ¢lenovei. U vcel mohou
rickettsie vyvolat onemocnéni, které neni ptili§ zédvazné. VétSinou se vyskytuji spole¢né
s nosemovou nakazou. Hemolymfa infikovanych vcel je mlééné zakalena a vyskytuji se v ni

drobné¢ ovalné utvary (Rada et al., 2009).

4.3. Invazivni nakazy

4.3.1. Ménavkova nakaza vcel
Meénavkova nakaza je parazitdrni onemocnéni postihujici dospélé vcely, jejimz
puvodcem je ménavka vceli (Malphighamoeba mellificae). Ménavka vceli ma dvé formy,
vegetativni, zijici ve vyméSovacim ustroji (malphigickych Zlazach) vcel, a trvalou, cystu,
ktera je mimo vceli organismus. Vcely se cystami nakazi potravou nebo vodou, v jejich
travicim Ustroji se uvolni zarodek, ktery pronikd do malphigickych Zldz, kde cizopasi.

V napadenych zlazach vcel dochazi k atrofii vystelkovych bunék, hromadéni cyst a béhem
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trech az Ctyfech tydni postupnému ucpéni zlazy. Télo je pak zaplaveno zplodinami vlastni
latkové vymeény. Mnozstvi cyst odchéazi z téla veely s vykaly a je zdrojem kontaminace pro

ostatni. Nemoc obvykle vrcholi na jafe, véely hynou mimo 1l a v¢elstvo slabne (Rada et al.,
2009).

4.3.2. Nosematoza

Nejrozsitenéjsi nakaza dospélych vcel, jejimz piivodcem je prvok hmyzomorka vceli
(Nosema apis). Je to jednobunécny, spory vytvafejici parazit, ktera Gto¢i na stény stiev
dospélych vcel (Le-Conte a Navajas, 2008). Dostane se s potravou pfes medovy vacek do
zaludku, kde se spory oteviraji, parazit se mnozi a s vykaly jsou spory opét vylucovany.
V dusledku poruseni stfevni bariéry dochazi k prostupu saprofytickych baktérii z traviciho
traktu do hemolymfy a naslednému hynuti véel na septikémii. Dochazi k naruseni ¢innosti
zaludku a nedokonalému traveni, vcela tak nemlze vyuzit z potravy vSechny bilkoviny. To
zpusobi atrofii hltanovych 714z a v€ely poté nemohou krmit plod ani matku, predasné stdrnou
a hynou v disledku vycerpani svych télesnych zasob. Nejvice se ve veelstvu onemocnéni §ifi
poziranim vykalu, coz je pfirozeny Cistici instinkt véel. Nemoc se obvykle objevuje v ptedjafi,
po dlouhé, vlhké zimé, kdy vcely nemohou vyletét ven z ulli a vypustit zde své vykaly,

kterymi zamoftuji ly a jsou zdrojem infekce pro dalsi véely (Le-Conte a Navajas, 2008).

4.3.3. Syndrom zhrouceni véelstev
Toto onemocnéni, oznacovano také jako Colony collapse disorder (CCD), zpusobuje
nahlé tmrti v€el. Nebyla zatim prokdzéna piesna pti€ina ¢i ptivodce nakazy. Nékteii autofi se
piiklangji k nazoru, ze toto onemocnéni zplsobuje varroaza, Nosema Apis nebo jiné virové
onemocnéni, nebo stres zpisobeny zménou prostiedi, podvyziva ¢i ko€ovny zplisob véelafeni

(Rada et al., 2009).

4.3.4. Varroa destructor

Skiidee, jenz ni¢i kolonie véel Apis mellifera na celém svété kromé Australie, kam
zatim nebyl rozsifen. Plivodné to byl parazit napadajici asijské vcely medonosné, A. cerana,
pozdéji ve dvacatém stoleti se diky vymeéné genetickych informaci z mnoha zemi rozsitil 1 na
evropskou vcelu medonosnou, Apis mellifera (Le-Conte a Navajas, 2008). Napada plod i
dospélou vcelu. Rozto¢e Varroa destructor mizeme pozorovat pouhym okem, je 1,3 mm
dlouhy a 1,7 mm Siroky. Samicky vlezou do bunék s larvami pfed zavickovanim, nakladou
zde vajicka a béhem osmi dni se z nakladenych vajicek vyvinou dospéli roztoc€i, ktefi pfi

lihnuti vel opoustéji bunky. Vyvijejici se paraziti se Zivi sanim na v¢elim plodu, ¢imz
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dochdzi k poSkozovani vcel. Ty pak mohou mit poSkozena kiidla, nohy, popiipadé jiné
deformace a nejsou schopny dalsiho Zivota. Rozmnozovani parazita ve vcelstvu je pomalé,
klinické ptiznaky se proto objevi za dlouhou dobu od nakaZeni. Vcelstvo zamoiené timto
parazitem umird do dvou az tii let po nakaze (Le-Conte a Navajas, 2008). Nakaza roztocem
Varroa destructor pfispiva ke snizeni imunitni odolnosti vcel, ty jsou poté nachylné&jsi
k infekcim virovym a bakterialnim (Le-Conte a Navajas, 2008). Je nemozné vymitit toto
onemocnéni, tito paraziti se stavaji rezistentni na akaricidy, které pouzivaji vcelaii, aby je

vyhubili (Le-Conte a Navajas, 2008).
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5. Material a metody

Metoda odchovu larviéek byla diive publikovana tadou autord. Odchov se muze
provadét v 96-jamkovych destickach (Aupinel et al., 2005), 48-jamkovych (Brodschneider et
al., 2009) nebo na Petriho miskach. Pro ucely naSeho odchovu jsme zvolili metodu dle
Kaftanoglu et al. (2010), ktera spoc¢iva v odchovu larev na Petriho miskach s naslednym

zakuklenim v 48-jamkovych destickach.
Material

Glukosa a fruktosa od firmy Sigma-Aldrich (CZ) byly pfipraveny jako roztoky
200 mg/ml v 50 ml penicilinkach, které byly nasledn¢ autoklavovany a skladovany pii teploté
4 °C. Kvasni¢ny extrakt (Oxoid, UK) byl pfipraven jako 16 % roztok v 50 ml penicilinkach a
také byl nasledné autokldvovan a skladovan pfi teploté 4 °C. Voda, ktera byla pouZzita pro
krmivo, byla ultrafiltrovdna v systému Millipore (Waters, US) a pied piipravou krmeni
autoklavovana. Matefi kaSe byla ziskana od dodavatele Ing. J. Sima, Dolni Péna,

Jindfichuv Hradec.

Zaklad krmiva tvofilo krmivo 12 ml. Byl pfipraven smichanim a sestaval z 6 ml matefi
kase, dale z 360 ul (200 mg/ml) glukosy, 360 ul (200 mg/ml) fruktozy, 750 pl (16 % roztoku)
kvasni¢ného extraktu a 4,5 ml vody, coz tvotilo 50 % (w/w) mateti kase, 6 % glukosy, 6 %

fruktosy, 1 % kvasni¢ného extraktu a 37 % ultrafiltrované vody.

Sanguinarin (30% obohaceny extrakt ve smési s chelerythrinem; verifikovan metodou
HPLC) byl od firmy Naturalin Bio (Sifangping Changsha City, provincie Hunan, Cina).
DMSO byl od firmy firmy Lach-Ner (CZ). Oxytetracyklin byl od firmy Sigma-Aldrich.

K zékladu krmeni byla pfidana testovana latka (sanguinarin, antibiotikum a kontrola —
DMSO) a byly tak pfipraveny 4 varianty krmeni (Tab. 3). Sanguinarin byl rozpustén v DMSO
Vv koncentraci 10 a 1 mg/ml. Antibiotikum bylo rozpusténo v DMSO v koncentraci 0,1 mg/ml.
K zékladu krmeni pak bylo pfiddno vzdy 15 pl roztoku testovanych latek, zatimco do

kontrolni skupiny bylo ptidano pouze 15 ul DMSO.

VSechny varianty krmeni byly piipraveny ve dvou oOpakovanich, vzdy jedno
z opakovani bylo zaokovano sporami P. larvae v koncentraci 1-10* mI™* a druhé bylo

ponechédno bez zaockovani.
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K infikovani larev byly pouzity spory moru P. larvae, které byly ze sbirky Vcelaiského
vyzkumného tstavu v Dole. Spory byly rozpustény v 50 mM fosfatovém pufru (K;HPO4+
KH,PO4, pH 7,5) v koncentraci 1-10" mI™ pufru. Suspenze byla nafedéna sériovym fedénim

na 106 a vzdy 15-20 ul bylo pouzito na zaockovani 1,5 ml krmiva.
Odbér larvicek

Pro vyzkum byly pouzity larvy vcelstva (Apis mellifera L.) umisténého v dob¢ mezi
fijen 2011 — tnor 2012 v proletové hale ve Vyzkumném ustavu vcelaiském v Dole, kde byly
podminky nastaveny tak, aby se i v dobé plodové piestavky nachazely ve vcelstvu larvy

vhodné k ptelarvovani. Vybrané larvy byly ve stati jednoho nebo dvou dnt.
Vlastni odchov

V¢eli larvy byly rozdéleny do ¢tyi skupin podle podavané potravy. V ramci kazdé
skupiny byly vceli larvy rozdéleny do dvou podskupin, kdy jedna byla zaockovana sporami
P. larvae v koncentraci 1-10° mI™ a druha byla ponechana nezao&kovéana. Kazda podskupina
sestavala ze 7-10 larev. Celkovy piehled skupin v¢etné podavané potravy je v Tab. 3. Pro
odchov larev a testy aktivity latek proti moru byla pouzita metoda dle (Kaftanglu 2010a,
2010Db)
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Tab. 3: Celkovy ptehled skupin a slozeni podavaného krmiva

zaotkovani P. larvae | skupina | SloZeni krmiva
N1 | zK® +15 1 DMSO
, N2 | zZK® +15ul0,1SA®
NEINFIKOVANE . .
N3 | zKW+15u10,01 SAY
N4 | ZK® + 15 ul ATBY
11 N1
, 12 N2 A
INFIKOVANE + 20 pl spor P. larvae o koncentraci 1-10" ml™
13 N3
14 N4

W zaklad krmiva
(@ sanguinarin o koncentraci 10 mg/ml
®) sanguinarin o koncentraci 1 mg/ml

“ antibiotikum oxytetracyklin o koncentraci 0,1 mg/ml

Larvy byly ptelarvovany zbunck plastu na Petriho misku se zakladem krmiva,
prevezeny do laboratofe CZU a ponechany V inkubatoru pii fizené atmosféie (96 % vihkost,

34 °C.

Druhy den byly k pfelarvovani na testovaci krmeni pro ucely experimentu vybrany
pouze larvy, které prezily pievoz. Ty byly rozdéleny na Petriho misky po 7-10 larvach do
¢yt skupin se dvémi podskupinami podle Tab. 3. Kazda skupina larev dostala do Petriho
misky krmivo v objemu 1,5 ml. Larvy vZdy do druhého dne zkonzumovaly krmivo
bezprostiedné v jejich dosahu. Tteti den byly larvy pouze posunuty v krmeni, aby nedoslo ke
zbyteGnému stresovani pii prelarvovani na dalsi krmeni. Ctvrty den byly larvy opét
ptelarvovany na nové Petriho misky s objemem krmiva 3 ml a paty den opé&t pouze piisunuty
blize ke krmivu. Béhem stadia vyvoje byly larvy ulozeny v inkubatoru s teplotou 34 °C a
relativni vlhkosti vzduchu 96 % (Vandenberg and Shimanuki, 1987). Relativni vlhkost
vzduchu byla udrzovana s pomoci nasyceného roztoku siranu draselného. Sesty den doslo
K pfesunu larev na Petriho misky s filtracnim papirem, ktery byl piedem autoklavovan. Po
defekaci larev byl v sedmy den S$pinavy filtracni papir odstranén a larvy ulozeny do
48-jamkovych desti¢ek k vylihnuti. Pro zakukleni byly larvy uloZeny do inkubatoru s teplotou

34 °C a relativni vlhkosti vzduchu 80 %. Relativni vlhkost vzduchu v této komote byla
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udrzovéna prostfednictvim nasycené¢ho roztoku NaCl. Celkové mnozstvi potravy podavané

skupin¢ 10 larev na misce tak ¢inilo 4,5 ml.

34



6. Vysledky

V této praci byla studovana schopnost larev celit infekénimu tlaku pathogenniho
mikroorganismu Paenibacillus larvae po podani sanguinarinu ve dvou rtiznych koncentracich

0,1 mg/ml a 0,01 mg/ml.

Pracovali jsme se ¢tyfmi skupinami podle sloZzeni podavaného krmiva. Vysledky jsou
uvedeny v Tab. 4 a 5, kde je mozno najit zavislost pteziti larev na druhu krmiva. Nejistoty
vyslednych hodnot byly uréeny standardnim zplisobem jako smérodatnd odchylka
aritmetického priméru pii opakovaném méfeni. Z uvedenych vysledkii je patrno, Zze

neinfikované skupiny pfezivaji vice.

Ve vysledcich ve ¢tvrtém dni je vidno, ze larvy, jez byly zaockovany P. larvae,
ptrezivaly v nejvétsim procentu ve skupiné s koncentraci SA 0,01 mg/ml. Nejmensi procento
ptezivsich larev ve ¢tvrtém dni, jez byly zaoCkovany P. larvae, bylo ve skupiné s koncentraci
SA 0,1 mg/ml. Larvy, jez nebyly zaockovany P. larvae, piezivaly opét v nejvétsim procentu
ve skupiné s koncentraci sanguinarinu 0,01 mg/ml. Nejmensi procento piezivSich
nezaoCkovanych larev P. larvae bylo v kontrolni skupiné, avSak kvuli vys$§i smérodatné

odchylce to je neprikazné.

Po Sesti dnech pozorovani bylo nejvéEtsi procento prezivsich larev, jez byly zaockovany,
ve skuping, které¢ bylo do krmiva pfidano antibiotikum. Nejmensi procento zaockovanych,
ptezivsich larev bylo v kontrolni skupin€. Mezi nezaockovanymi larvami P. larvae bylo
nejvetsi procento piezivSich ve skupiné s koncentraci sanguinarinu 0,1 mg/ml. Nejmensi
procento pieZivSich larev, jez nebyly zaoCkovany, je stejné ve skupin€é s koncentraci

0,01 mg/ml SA i v kontrolni skuping.

V ptiloze jsou déle uvedena uvedend fotografickd dokumentace.
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Tab. 4: Procento prezivsich larev ve 4. dni

prezivsi larvy (%)

zaofkovani P. larvae varianta N pokusi _

4. den (X £ Sx)

DMSO 7 63,2+ 14,9

NEINFIKOVANE 0,01 SA 7 78,2+9,0

0,1 SA 7 77,2+ 10,5

ATB 3 75,8 £8,3

DMSO 7 72+77

INFIKOVANE 0,01 SA 7 71,5+8,9

0,1 SA 7 65,7 + 10,7

ATB 3 69,1 + 7.8

Obr. 3: Preziti larev ve 4. dni po piidani jednotlivych ucinnych latek (chybové usecky

vyjadiuji smérodatnou odchylku aritmetického praméru)

100
I Neinfikované 4. den
[ Infikované
80 1 ;l;
X 60 - {‘
>
P
®©
NO)
= 40 1
N
20 -
0 1 1 1 1

DMSO 0,01 SA 0,1 SA ATB
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Tab. 5: Procento ptezivsich larev v 6. dni

prezivsi larvy (%)

zaofkovani P. larvae varianta N pokusi _
6. den (X £+ Sx)

DMSO 7 42,4+12,6

NEINFIKOVANE 0,015 ! 42,4+4.8
0,1S 7 50,1 +11,1

ATB 3 45,1 +£4,7

DMSO 7 25,4+6,5

0,1S 7 35,6 8,4

ATB 3 48,5+ 8,7

Obr. 4: Pteziti larev v 6. dni po pfidani jednotlivych Géinnych latek (chybové Usecky

vyjadiuji smérodatnou odchylku aritmetického priameéru)
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7. Diskuze

vvvvvv

divodu ma vcelafstvi celosvétovy vyznam na zemédélskou produkei a zdravotni stav vcel se
stal vyraznym problémem mnoha zemi celého svéta. Mor vceliho plodu je bézné onemocnéni,
které postihuje veely po celém svété. Ten je smrtelny pro infikované larvy Apis mellifera a
muze byt znicujici jak pro vceli kolonie, tak pro veliny a zplsobit tim velké financni ztraty
pro vcelate (Forsgren et al., 2005).

Potrava pro vceli plod by méla byt bohata na bilkoviny, sacharidy, lipidy, steroly,
vitaminy, mineraly a stopové prvky, aby se organismus mohl spravné vyvijet. Dle
Kaftanoglu et al. (2010a) bylo potvrzeno, ze larvy Apis mellifera chované in vitro mohou
prezivat a rist na umélé stravé slozené z mateii kaSicky, glukosy, fruktosy, kvasni¢ného
extraktu a destilované vody. Odchovem véelich larev in vitro se jiz zabyvalo mnoho autori a
rovnéz bylo o této metodé sepsano mnoho ¢lanku. Aupinel et. al (2005) vylepsili metodu
odchovu vcelich larev in vitro o tfi zakladni parametry v krmeni. Optimalizovali rezim
krmeni, mnozstvi stravy na larvu a slozeni stravy dle véku larvy. V jejich studii byly
vytvoteny dvé skupiny, které se liSily v mnozstvi krmiva. Prvni skupina byla celkové (béhem
Sesti dnti) krmena 130 pl a druha skupina 160 ul. Aupinel et al. (2005) uvadi, ze larvy krmeny
Kaftanoglu et al. (2010b) se zaméfili na vliv sloZeni diety na chované larvy in vitro. Vytvofili
sedm rtznych diet se zménou koncentrace cukru a vody. Vysledky dokazaly, ze larvy jsou
schopny prezit ve smési kvasni¢ného extraktu, vody a mateti kaSe, bez pfidavku sacharidi.
Nemohou se ovSem zakuklit a stat se dospélci, pokud nemaji v krmivu dostatek sacharidi.
Bylo také zjisténo, ze preziti larev bylo vétsi ve skuping, jejiz krmivo obsahovalo 12 % cukru,
nez ve skupinach larev, jejichz krmiva obsahovala 6 % nebo 24 % cukru (Kaftanoglu et. al,
2010Db).

Pfi naSem vyzkumu jsme vychazeli z prace dle Kaftanoglu et al. (2010a), kde byly
vyuzity k odchovu larev in vitro Petriho misky. Larvy byly v Petriho miskach ulozené volné
ve skupinach nékolika jedincti. Tato metoda méa vyhodu oproti vyzkumu dle Aupinel et al.
(2005), kde odchovavali larvy na 96-jamkovych mikrotitraénich destickach. Zminénou
vyhodou je vétsi prostor pro larvy, které se poté netopi v krmivu. V alu krmi mladusky larvy
dosyta a mohou tak regulovat mnozstvi krmiva. Larvy, plovouci na Petriho misce se mohly
najist ad libitum. Kaftanoglu et al. (2010a) rozdéluje larvy do Sesti skupin s rozdilnym

intervalem krmeni (intervaly 1-6 dni). Dale uvadi, Ze nebyly zpozorovany vyrazné rozdily
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pfezivani mezi skupinami, ale nejvyssi hmotnosti doséhly larvy krmeny kazdy druhy den
(Kaftanoglu et al., 2010a). Proto jsme se pro na$ vyzkum rozhodli pouzit tento interval
krmeni.

Brodsgaardem et al. (1998) byl testovan vliv P. larvae na v¢eli larvy pii odchovu in
vitro ve tiech riiznych skupinach véku larev. Bylo zjisténo, Ze nejvice jsou k nakaze P. larvae
nachylné vceli larvy ve staii véku 24--28 hodin a ¢im vice byly larvy starsi, tim vice byly
k ndkaze P. larvae odolngjsi. Cilem této prace bylo ovéfit antimikrobialni Géinek piirodni
latky SA proti pathogennimu mikroorganismu P. larvae, jak jiz bylo zjisténo ve vyzkumu
Flesar et. al (2010). Avsak ucinek tohoto alkaloidu na infikované vceli larvy danym
patogenem doposud testovan nebyl. Podobné studii se jiz vénovali také Forsgren et al. (2009),
ktefi hodnotili u¢inek nové¢ identifikovanych bakterii mlé¢ného kvaseni, Lactobacillus sp. a
Bifidobacterium sp., ze vcelich zaludkd. V jejich testu byly pouzity ¢tyfi rizné kmeny
P.larvae a jejich odolnost vici jedenacti druhtim bakterii mlééného kvaseni. Vysledky
ukazuji silny inhibi¢ni efekt vici vSem ¢tyfem kmentum P. larvae, které mély dva druhy
bakterie Lactobacillus (Forsgren et al., 2009).

Z vysledku naSeho vyzkumu, uvedenych v Tab. 6, je patrno, Ze neinfikované skupiny
piezivaji vice, coz potvrzuje negativni vliv patogenniho mikroorganismu P. larvae na vceli

larvy.

Tab. 6: Celkovy pocet ptezivsich larev ve 4. a 6. dni

prezivsi larvy (%)
zaockovani P. larvae

4.den (X + Sx) 6. den (X + Sy)
NEINFIKOVANE 73,6+3,5 45,0 £1,8
INFIKOVANE 69,4 + 1,3 372+48
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Obr. 5: Celkovy pocet piezivsich larev ve 4. a 6. dni (chybové Gsec¢ky vyjadiuji sSmérodatnou

odchylku aritmetického primeéru)
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Sanguinarin v obou koncentracich i antibiotikum mély vliv na lepsi zivotaschopnost a

tedy i na procento pieziti u infikovanych i neinfikovanych larev.

Pteziti larev bylo sledovdno 4. a 6. den., ale 4. den byly vysledky mén¢ jednoznacné,
ziejmé proto, ze za tak kratkou dobu se ucinek latek nestihl projevit nebo ze jesté nedoslo
K rozvoji onemocnéni véeliho moru v infikované skuping.

Ve skupin¢ infikovanych larev byla zivotaschopnost 6. den v kontrole 25 %. Podavani
sanguinarinu v koncentraci 0,1 mg/ml vedlo ke zvySeni pteziti larev v priméru o 10,2 %
oproti kontrole a v ptipadé koncentrace 0,01 mg/ml SA o 14 %. Antibiotikum mélo
predpokladany nejlepsi vliv na Zivotaschopnost larev, kde procento pieziti oproti kontrole
bylo 0 23 % vyssi.

Ve skupiné neinfikovanych larev bylo procento pieziti zhruba stejné u vSech typu
podavanych krmiv. Jediné ve skupiné s krmivem obsahujicim 0,1 mg/ml SA bylo zvysené
mnozstvi ptezivsich larev (o 7,6 %), avSak kvuli vysoké smérodatné odchylce (11,13 %) je

neprikazné, Ze by tento typ krmiva mél pozitivni vliv na pfeziti larev.
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Dale je zvysledki naseho vyzkumu ziejmé, Ze z infikovanych larev bylo nejvétsi
procento piezivSich ve skupiné s koncentraci 0,01 mg/ml SA ve ctvrtém dni (71,5 %).
Srovname-li larvy ve Ctvrtém a Sestém dni, v Sestém dni bylo nejvétsi procento prezivsich
larev ve skupin€ s pfidanym antibiotikem (48,5 %). Tento pokus byl ovSem testovan pouze
tiikrat ze vSech sedmi pokust. Porovnani s antibiotiky jsme délali pro posledni tfi méteni
pouze informativné. Vysledek s nejvétsim poctem piezivsich ve skupinach s pridanymi
antibiotiky byl o¢ekavan, protoze je pfirozenou funkci téchto antibiotik ni¢it mikroorganismy.
V naSem vyzkumu jsme se ovSem zaméfili na prirodni latky, protoze antibiotika jsou pro boj
s mikroorganismem P. larvae v EU zakazana. Z Obr. 4 je také patrno, ze pomineme-li
antibiotika, nejvétsi procento prezivsich larev bylo opét ve skupiné s koncentraci 0,01 mg/ml
SA (39,4 %).

V praci jsme se zaméfili na dvé rizné koncentrace SA a to 0,01 mg/ml a 0,1 mg/ml.
Z vysledkti obou porovnavanych dnli méla koncentrace 0,01 mg/ml lepsi ucinek na preziti
larev v porovnani s koncentraci 0,01 mg/ml. Ve étvrtém dni to bylo 39,4 % oproti 35,6 % a
Vv Sestém dni vyzkumu 71,5 % oproti 65,7 %. Oproti tomu, v kontrolni skupiné¢ (DMSO) bylo
pteziti infikovanych larev po ctyfech dnech porovnatelné s obéma skupinami, kterym byl
piidan do krmiva SA (71,7 %). AvSak Sesty den vyzkumu je procentualni zastoupeni zivych
larev viditelné¢ nizsi (25,4 %). Tyto vysledky jsou ovSem =zatizené vysS$i smérodatnou
odchylkou (zhruba 9 %), proto nejsou uUplné prukazné. Nicméné urcity trend se da
vypozorovat.

SA jako alkaloid puisobi antimikrobialng, jak je jiz zminovano vySe, ¢ehoz disledkem je
vys8i procento prezivSich larev po Sesti dnech pii jeho pouziti oproti kontrolni skupiné
(39,4 % oproti 25,4 % pii koncentraci 0,01 mg/ml). Je potfeba nezapomenout, ze SA jako
alkaloid mlZe byt pifi urcitych koncentracich toxicky, coz ve svém vyzkumu jiZ popsali
Zdrazilova et al. (2005). Toto miZe byt pfi¢inou nizsiho procenta (35,6 %) ptezivsich larev,
kterym byl do krmiva pifiddn SA o koncentraci 0,1 mg/ml, coz je desetindsobné¢ vétsi
koncentrace nez 0,01 mg/ml (39,4 %). V této koncentraci toxické ucinky SA mohly

pfevazovat G¢inky antimikrobidlni, coz mohlo mit za néasledek niz$i procento ptezivsich larev.
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8. Zavér

Tato prace byla zamétena na vliv pfirodni latky sanguinarinu vici patogennimu
mikroorganismu P. larave na véelich larvach chovanych in vitro.

V ramci studie byl k porovnani pouzit kontrolni vzorek a vzorek s pridanim antibiotika
oxytetracyklinu. Tato prace dokazuje, ze pouziti alkaloidu sanguinarinu zvysuje procentualni
pteziti larev, infikovanych mikroorganismem P. larave o 14 % v pfipadé koncentrace
0,01 mg/ml a o 10,2 % v ptipadé koncentrace 0,1 mg/ml. Avsak kvili vyssi hodnoté
smérodatné odchylky je neprikazné, ktera koncentrace ma pozitivnéjsi vliv. Proto bude
nutnosti v budoucnu vykonat dal§i pokusy métfeni v této problematice. Pro dosazeni jesté
lepsich vysledkd s alkaloidem sanguinarin je potieba se v budoucnu zaméti na $irsi skalu

koncentraci.
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