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Vyskyt fakultativné patogenni bakterie Serratia marcescens u véely medonosné (Apis

mellifera)

Souhrn

V soucasné dobé dochazi ke zhorSeni zdravotnimu stavu vcel a k celkovému poklesu jejich
poctu. Divody Spatného zdravotni stavu vcel se povazuji za multifaktoridlni, mize to
zapri¢inovat expozice insekticidim, slaby imunitni systém vcéel nebo sloZity soubor
patogennich agens.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat travici trakt a hemolymfu izolované ze vcely
medonosné (Apis mellifera) odchycené na tizemi Ceské republiky na p¥itomnost bakterie
Serratia marcescens, jejiz pritomnost byla v nékolika pracich dokédzédna a oznaCena za
patogenni. Hypotézou této prace bylo, Ze S. marcescens je fakultativnim patogenem vcely
medonosné a podili se na thynech v podminkéch CR.

Kultivaéni metodou byly studovany bakterie na n¢kolika rtiznych kultivacnich mediich
citivych na S. marcescens a bakterie Celedi Enterobacteriaceae. Cisté izolity byly
identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Byly provedeny celkem tfi pokusy — analyza smésnych vzorkl véel, analyza jednotlivych
véel a analyza smésnych vzorki vcel v ramci jedné lokality. Prvni analyza prokdzala 100%
vyskyt bakterii Celedi Enterobacteriaceae druha analyza nebyla provedena z divodu
negativniho nartistu na vSech agarovych plotnach a tfeti analyza ukazala vyskyt Celedi
Enterobacteriaceae, Bacillaceae, Streptococcaceae a Carnobacteriaceae. Konkrétné nejvice
zastoupenou bakterii byla Morganella morganii a bakterie Providencia spp.

Nekteré detekované bakterie se shodovaly s vysledky jinych studii, dosazené vysledky ale
pritomnost bakterie S. marcescens neprokazaly a hypotéza tak nebyla potvrzena.

PredloZend price je pilotni studii v CR pro exaktni stanoveni vyznamnosti infekce S.
marcescens v chovech vcely medonosné na nasem uzemi. Shrnuje dosavadni poznatky a

poskytuje detailni metodicky postup pro studium a detekci S. marcescens u véely medonosné.

Klicova slova: Serratia marcescens; véela medonosnd; oportunni patogen; kultivace; selektivni

medium



Occurrence of facultative pathogenic bacteria Serratia marcescens in a honey bee (Apis

mellifera)

Summary

At present, the health status of honey bees is worsening, and their number is falling. The
reasons of poor health of bees are multifactorial, it can cause exposure to insecticides, a weak
honey bee immune system or a complex set of pathogenic agents.

The aim of this thesis was to test the digestive tract and haemolymphs isolated from honey
bees (Apis mellifera), which was caught in the Czech Republic, for the presence of the
bacterium Serratia marcescens. The presence of this bacterium has been confirmed in several
works and is considered pathogenic. The hypothesis of this work was that S. marcescens is an
optional pathogen of honey bees and participates in their mortality in the Czech Republic.

Using cultivation methods, we tested bacteria on several different culture media that were
sensitive to S. marcescens and Enterobacteriaceae family. Pure isolates were identified by
MALDI-TOF mass spectrometry.

We did three analyses: analysis of mixed samples of bees, analysis of individual bees and
analysis of mixed samples of bees from one locality. The first analysis revealed a 100%
incidence of Enterobacteriaceae family. We did not do the second analysis because of the
negative growth on all agar plates. The third analysis showed the presence of
Enterobacteriaceae, Bacillaceae, Streptococcaceae and Carnobacteriaceae family. Overall,
the most prevalent bacteria were Morganella morganii and Providencia spp.

Some of the bacteria found in the practical part were consistent with the results of other
studies, but the results did not show the presence of S. marcescens and the hypothesis was not
confirmed.

This thesis is a pilot study in the Czech Republic for the exact determination of the
importance of S. marcescens infection in bee breeding in our country.

It summarizes current knowledge and provides a detailed methodology for the study and

detection of S. marcescens in honey bees.

Key words: Serratia marcescens; honey bee; opportunistic pathogen; selective medium
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1 Uvod

Vcela medonosna (Apis mellifera) hraje dileZitou roli v zivoté kazdého z nas. NejenZe
produkuje Sirokou $kalu produkti, ale predevsim je dilezitym opylovacem rostlin, ¢imz je
odpovédna za posileni zemédélské produkce a za rozmanitost volné rostoucich kvétin.

V soucasné dobé se miizeme z mnoha riznych zdroji dozvédét o celosvétovém zhorseni
zdravi vcelstev. Tento jev je nazyvan syndrom zhrouceni véelstev (Colony collaps disorder,
CCD). Vzhledem k tomu, Ze chov v€el ma vyznamny pfinos pro celou spole¢nost a snaha o
udrzitelnost vcelich kolonii je velmi dilezitd, je snahou zjistit, co mizZe byt pfi¢inou tohoto
thynu a jak mu predejit. Zkoumani tohoto fenoménu piinasi rizné vysledky a je predpokladano,
Ze tento jev miZe byt zptisoben napiiklad parazity, roztoci a jinym onemocnénim vcel, Spatnou
vyzivou dospélych vcel, nedostatkem genetické rozmanitosti, vyS$Si mirou stresu u dospélych
vcel, chemickymi rezidui €1 jinou kontaminaci.

Nékteré studie naznacuji, Ze Serratia marcescens je béZnym patogenem véel medonosnych
a mohla by souviset s CCD. Z tohoto diivodu ptedlozend diplomova prace shrnuje poznatky
tykajici se vzajemnych vztahd mezi bakterii S. marcescens a véelou medonosnou. Tato prace

se soustiedi také na vyznam vcely medonosné a biologii bakteridlniho ptivodce choroby.



2 Cil prace a védecka hypotéza

Cilem diplomové prace je v teoretické Casti zpracovani literarni reSerSe, kterd se zamétuje
pfedevSim na vCelu medonosnou (Apis mellifera), jeji vyuZziti, na nemoci vcelstva a shrnuti
dosavadnich poznatki o vyskytu bakterie Serratia marcescens u véely medonosné a jejim vlivu
na zdravotni stav hostitele.

Prakticka cast se zaméruje na detekci S. marcescens v travicim traktu véely medonosné
z riznych lokalit.

Testovanou hypotézou této prace je, Ze bakterie S. marcescens je fakultativnim

patogenem v&ely medonosné a podili se na tihynech v&el v podminkéch CR.



3 Literarni reSerse

3.1 Vcela medonosna

Véela medonosnd (Apis mellifera) (Obr. 1) je jednou z nejsledovanéjSich z rodu vcel
(Apis), ktery zahrnuje vice nez 20 poddruhd. Je to hmyz (Insecta) patiici do fadu blanok¥idlych
(Hymenoptera), Celedi véeloviti (Apidae) (Cane 2008; Yadav et al. 2017).

Obrazek 1: Véela medonosnd Apis mellifera
(https://www.geograph.org.uk/photo/4591531)

Prvni vyskyt vcel se datuje na dobu asi pfed 30 miliony let (Tautz & Heilmann 2009).
Tento spolecensky hmyz pochéazi pivodné z Evropy, Stiedniho vychodu a Afriky. V 17. stoleti
zacali lidé prevaZet vCelstvo i na ostatni kontinenty a v€ela se tak rozsitila téméf po celém svéte.
Nyni ji najdeme v riznych zemépisnych oblastech, véetné Ameriky, Asie nebo Australie
(Bradbear 2009; vanEngelsdorp et al. 2010).

Vcely hraji klicovou roli pfi opylovani plodin a pastvin, maji sloZitou spolecenskou
strukturu, kdy jedna kolonie miZe obsahovat 30 000 az 100 000 v¢el (Bradbear 2009). Kromé
spoleCenskosti vykazuji také jiné sloZité behaviordlni rysy jako je jejich dorozumivéani,
rozdéleni prace a vyjimecné schopnosti ueni a paméti. Véely jsou vyvojové tvarné, coz
znamend, ze se ze samiciho jedince muze podle typu potravy vyvinout d€lnice nebo

morfologicky odliSnd krdlovna (Dearden et al. 2009; Abou-Shaara & Hossam 2015).
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3.2 Historie vyuZziti vcel

Prvni zdznamy o vyuzivani vcelich produktti lidmi sahaji do ddvné historie. Nejstars{
obrazovy zaznam, ktery dokumentuje sdruZeni lidi a v€el pochazi z obdobi 7000 let pf. n. 1.
Jsou ale dikazy, Ze jiz predchiidci samotného druhu Homo sapiens vytvareli ndstroje na
roztrhani hnizd divokych vcel, ze kterych pak vybirali samotny med (Kritsky 2017).

Vznik vcelarstvi jako takového se t€zko odhaduje, ale jsou dochovany obrazové zdznamy
z doby 2400 az 1450 let pred nasSim letopoctem (Obr. 2), na kterych je vyobrazeno ucelné
sbirdni medu ze vc¢elich dli (Crane 1999). Kritsky (2017) uvadi, Zze k domestikaci véel doslo
pred 2600 let pf. n. 1. Toto tvrzeni potvrzuje fakt, Ze po medu byla vysokd poptavka vzhledem
k tomu, Ze byl jedinym dostupnym sladidlem pro rané africké, evropské a stfedovychodni

civilizace (vanEngelsdorp et al. 2010).

Obrazek 2: Nasténné malby v egyptské hrobce Rekhmire,
1450 let pf. n. . (Crane 1999)

Véelafskd praxe byla preddna starym Rekim pfiblizn& v obdobi 650 let pi.n.l. a dile pak
Rimantim, ktef{ tuto praxi roziffili po celé stiedovéké Evropé. Potomci stfedovékych
evropskych vcelaii nakonec rozsitili vCelarstvi i vCely po celém svété. I kdyz nejsou z obdobi
500 az 1000 let naseho letopoctu zadné dolozZené ilustrace dll, predpoklada se, Ze v Evropé
bylo vcelarstvi v dobé stfedovéku na vzestupu (vanEngelsdorp et al. 2010).

A7 od 18. stoleti se zacalo praktikovat v&elafstvi, jak ho zndme ted, tedy sklizeni medu bez

niceni vcelich kolonii. Spravna praxe moderniho vcelarstvi je zaloZena na lepSi znalosti
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biologie vcel a zahrnuje napiiklad kocovani se vcelstvy a tim i vyS$im vynosy medu anebo
ndstavkové vcelateni, které umoznuji extrakci medu se sniZzenim poskozenim vcel (Kiinast et
al. 2013; Toni et al. 2018).

Pro ucelné opylovani plodin se zaCaly vCely pouZivat na konci 19. a na zacatku 20. stoleti

v nékterych statech USA (Toni et al. 2018).

3.3 Vliv vCel na produkci potravin

Opylovani rostlin je pro nasi planetu dilezité. Vzajemné biologické interakce probihajici
mezi kvetoucimi rostlinami a jejich opylovaci jsou klic¢ovou slozkou biologické rozmanitosti.
I kdyZ opylovani rostlin zajistuje spoustu druhli opylovact, vcely jsou znich absolutné
nejdilezitéjsi. VEely umoznuji reprodukci kultivovanych i volné rostoucich druhi rostlin a tim
se stavaji zdsadnimi ucastniky pfi produkci mnoha druhii ovoce, zeleniny, semen a vétSiny
vegetace v naSem prirozeném prostiedi, zahradach a parcich (Kiinast et al. 2013; FAO 2018a).
Vcely po miliony let zajiStuji potravinovou bezpecnost, vyzivu, udrZuji biologickou
rozmanitost a ekosystém pro rostliny a lidi (Stein et al. 2017; FAO 2018a).

Zviteci opylovaci, kam fadime i vcely, ve skuteCnosti opyluji pfiblizné 80 % vSech
rostoucich kvetoucich rostlin, tudiZ 1 produkce plodin na celém svété je na nich vysoce zavisl4.
Opylovaci ovliviiuji pfiblizné 35 % svétové produkce plodin, pficemz pifimo zévisld je 5 az
8 % svétové zemeédelské produkcee, coz predstavuje 235 az 557 miliard americkych dolarti ro¢né
(Sekhran 2016; Potts et al. 2016; FAO 2018b). V Evropské unii je financni pfinos z chovu vcel
ve vy§i 14,2 miliard aZ 22 miliard euro roéné (MZe 2017).

Pouziti véel je z ekologického, ale i z ekonomického hlediska nejicinnéjs$i metodou pro
opylovani ovocnych plodin (Toni et al. 2018). Potts et al. (2016) uvadi, Ze ze 107 prednich
celosvétovych druhd plodin je 91 plodin (ovoce, semena, ofechy) riznou mérou zavislé na
opylovéni zvifaty. Rada plodin, jako jsou napiiklad jablka, avokada, borGivky, brusinky nebo
chiest, jsou na opylovaéich pfimo zavisla (Johnson & Corn 2015). U&innost v&el je d4na jejich
velkym poctem v kolonii a jejich spoleCenskym Zivotem (FAO 2016).

V soucasné dobé dochdzi v riznych agrosystémech k vymirani populaci vcel v disledku
ni¢eni jejich stanovist, pouzivani pesticidll, snizovani rozmanitosti rostlin, pfiliSné mechanizaci
a Spatnych zemédélskych postupti (Thakur 2012; Ferrier et al. 2018). Ztrata opylovaci by
mohla navic vést k niZ8i dostupnosti plodin a volné rostoucich rostlin, které poskytuji vitaminy,

mineralni latky a stopové prvky (Potts et al. 2016). To vyvolava obavy, Ze produkce plodin
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bude niZsi, s ¢imZ souvisi negativni dopad nejen na celosvétovou ekonomiku, ale zejména na
potravinovy fetézec (FAO 2018a).

Nektefi farmafi musi opylovani kvétin, z divodu deficitu opylovaci, provadét
alternativnimi zpUsoby. Napiiklad péstitelé vanilky v Ugandé, péstitelé maracuji v Brazilii
nebo péstitelé jablek v Cin& jsou okolnostmi nuceni opylovat plodiny ruén& (Obr. 3), i kdyZ je

tato metoda velice obtiZzna a nadkladna (Toni et al. 2018).

Obrazek 3: Rucni opylovani maracuji
(https://www.fairchildgarden.org/Events-Community-Outreach/Events-
Details/passion-fruit)

FAO (2016) uvadi, Ze vcéely zvySuji vynosnost nékterych plodin (Tab. 1). Vyzkum uk4zal,
Ze pokud je opylovéni provddéno spravnymi postupy, mohou se vynosy farmy zvySit az o 24
% . Dobte opylenym plodindm, kterym je doddno pomérné velké mnozstvi pylu, se vyvine veétsi
a jednotnéjsi plod. V praxi to znamend, Ze kulaté jablka byla dostate¢né opylena, zatimco jablka
nedokonalého tvaru znamenaji nedostateCné ¢i nevyvazené opyleni. Stejné tak to plati pro
jahody, kdy plné vyvinutd jahoda potfebuje priblizné 21 ndvstév vcel. Pokud neni dostate¢né
opylena, md mens$i a nerovnomérny tvar. Vyzkum s bordvkami ukazal, Ze sklizeni bortivek

vypéstovanych v blizkosti vcelich uli byla téméf dvojndsobnd, na rozdil od bortvek

pestovanych v oblasti bez v€el (Akratanakul 1990).
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Tabulka 1: Percentudini ndrdst vynosu nékterych plodin v dlisledku opyleni véel (Abrol 2012)

Plodina Zvyseni vynosnosti (%) | Plodina Zvyseni vynosnosti (%)
Jablko 18-69.,5 Vojtéska 23-19733
Mandlon 50-75 Jetel 40-33150
Merurnka 5-10 Vikev 39-20000
Tresen 56-1000 Stirovnik 3-1000
Citron 77-223 Pohanka 63-100
Hrozen 23-54 Kéva 17-39
Lici 453-10246 Bavlna 2-50
Svestka 536-1655 Bob 7-90
Kost'dlova zelenina 100-300 Hoft¢ice 13-222
Redkvicky 22-100 Svétlice 4-114
Mrkev 9-135 Sezam 24-40
Vodnice 100-125 Lnéné semeno 2-49
Okurky a tykve 21-6700

Cibule 353-9878

Zeli 100-300

3.4 Vdeli produkty

Pouzivani vcelich vyrobkl sahd do daleké historie. Ve vSech tradi¢nich medicinach
naleznete pouZiti véelich produktt jako je med, v¢eli vosk, propolis, pyl, matefi kasicka a veli
jed (Jilo 2016; Aminimoghadamfarouj & Nematollahi 2017; Sforcin et al. 2017).

Lécba, kterd se zabyva terapii clovéka pomoci veel a jejich produktil se nazyva apiterapie.
Bylo prokazano, Ze tyto produkty maji pozitivni vliv na zdravi. V souCasné dobé maji nékteré
véeli produkty vyuziti v odvétvi dopliikové a alternativni mediciny a zdjem o né roste
v souvislosti s jejich pouZiti pii 1écbé rakoviny, nebo pii chorobach neurodegenerativnich,

kardiovaskularnich ¢i gastrointestinalnich (Sforcin et al. 2017; Kocot et al. 2018).

34.1 Med

Med je nejdéle vyuzivanym produktem vcel. Je také nejzndméjSim a nejdulezitéjsim
primarnim produktem vcelafstvi at’ uz z kvantitativntho nebo ekonomického hlediska.

Celosvétové je zaznamenano 81 miliont uld, které rocné vyprodukuji 1,6 milionu tun medu,
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z &ehoZ se s 518 tisici tunami obchoduje (Potts et al. 2016). Hlavnimi producenty jsou Cina,
Mexiko a Némecko (Alvarez-Suarez 2017).

Jednad se o sladkou latku vytvarenou véelami z nektaru nebo medovice, které vCely sbiraji
a s pouzitim vymeéski hltanovych 7Zlaz pretvareji a nasledné uklddaji v plastech, kde ho
nechavaji zrat. Med je viskozni kapalina, jejiz viskozita je zavisla na spektru latek v medu
obsazenych. Medy rtiznych rostlin vykazuji odlisné viskozity (Vesely 2013). Pozadavky na
med stanovuje vyhlaska ¢. 148/2015 Sb.

Med se skladd prevazné ze smési sacharidi (28-45 % fruktéza a 19-40 % glukdza,
10-12,9 % ostatni cukry). Celkové sacharidy predstavuji 79,7-82.4 %, dalSimi sloZkami jsou
voda (15-20 %), bilkoviny 1-2,6 %, organické kyseliny, mineralni latky, aminokyseliny,
vitaminy, fenoly a jiné vedlejsi slouCeniny. V medu nalezneme také bioaktivni slouceniny
zahrnujici flavonoidy, fenolovou kyselinu a alfa tokoferol (Bogdanov et al. 2008; da Silva et
al. 2016; Pasupuleti et al. 2017).

V soucasné dobé je med pouzivan predevsim jako potravina, pfisada pfi tvorbé pokrmd,
ale vyuziti naléza také v tradi¢ni 1 alternativni mediciné a kosmetice (Krell & Nations 1996).
Vyuziti najde pfi oSetfovani ran, oSetfeni diabetickych nohou, gastrointestinalnich potiZich,
gastroesofagedlnim refluxu, dyspepsii, peptickych vredech, gastritidé, ordlni péci, kasli a
faryngitidé, gastroenteretidé, zacpé, prijmu, onemocnéni jater a ledvin, metabolickych a
kardiovaskularnich onemocnénich, rakoviné jater, kolorektdlnim karcinomu (Pasupuleti et al.

2017; Samarghandian et al. 2017).

3.4.2 Propolis

Propolis je prirozené se vyskytujici tmavé zbarvend pryskyri¢nd latka, kterou vcely sbiraji
z riznych rostlin, napiiklad z topold, jehli¢nant, ol$i, vrb nebo bfiz. Jeho barva je zavisla na
pivodu a miiZze mit rizné barvy od hnédé az po Cervenou (Vesely 2013; Alvarez-Suarez 2017;
Rivera-Yafiez et al. 2018). Propolis vCely pouzivaji k utésnéni trhlin v tlu, ale také k udrZeni
vlhkosti a tepelné stability. Od starovéku je pouZivan pro jeho pozitivni ucinky v lidové
mediciné (Vesely 2013; Aminimoghadamfarouj & Nematollahi 2017).

Zhruba polovinu propolisu tvorii rostlinnd pryskyfice, tfetinu vosk a zbytek tvori esencidlni
a aromatické oleje, pyly a dal$i organické latky (Kuropatnicki et al. 2013; Huang et al. 2014).
Mezi organickymi latkami v propolisu nalezneme fenoly, estery, flavonoidy, terpeny,

[3-steroidy, aromatické aldehydy a alkoholy (Pasupuleti et al. 2017).
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V soucasnosti je propolis diky svym pozitivnim G¢inkiim uZivan v humanni medicing,
farmakologii a kosmetice, ale také napfiklad ve veterindrni mediciné (Wagh 2013). Propolis se
pro své zdravotni benefity pouZzivd pii gastrointestindlnich chorobéch, v gynekologii, ordlni
péci, kosmetice, ale také tieba v onkologické 1é¢bé (Pasupuleti et al. 2017). Néktefi autori
(Aminimoghadamfarouj & Nematollahi 2017; Rivera-Yafiez et al. 2018) poukazuji na
antidiabetickou aktivitu propolisu a také na jeho dileZitou roli v metabolismu lipidl, kdy ma
pozitivni vliv na oxidacni stav a zlepSeni HDL-c, coz prispivd ke sniZeni rizika
kardiovaskularnich chorob. Tyto vysledky byly prozatim ziskdny pouze jen ze studii na

zviratech.

3.4.3 Materi kaSicka

Mateii kaSicka je vyméSek tvoreny hltanovymi a Celistnimi zldzami mladych vcelich
délnic. Po staleti byla po staleti vyuzivana pro jeji mimorddné zdravotni ucinky (Pavel et al.
2011; Alvarez-Suarez 2017). Je nedilnou soucdsti vyZivy vcel a hraje hlavni roli v rozliSovani
kast. Prvni 2 azZ 3 dny je jedinou potravou, kterd je podavdna larvdm v procesu dozrivani,
zatimco vceli matce je tato specialni vyZiva doddvana béhem celého jeji Zivota (Pavel et al.
2011). Je tvorena z 50 aZ 60 % vodou, 18 % proteiny, 15 % sacharidy, 3—6 % lipidy, mineralni
soli a vitaminy tvori pfiblizné 1,5 % obsahu (Pasupuleti et al. 2017).

Mateii kaSicka md velky potencidl v medicing pro jeji terapeutické ucinky. Nékteré studie
(Pavel et al. 2011; Pasupuleti et al. 2017; Khazaei et al. 2018; Kocot et al. 2018) poukazuji na
Jjeji antimikrobidlni, antioxida¢ni, protinadorové a protizdnétlivé ucinky. Pfedpoklada se, Ze ma

vliv 1 na reprodukéni zdravi, 1éCbu ran a neurodegenerativni onemocnéni.

344 Véeli vosk

Vceli vosk je latka, ktera tvofi strukturu v€eliho hnizda. Vcely ho vymésuji, aby vytvorily
plastve pro vyvoj plodu a uloZeni zasob. Je cenén predevS§im pro jeho hydrofobni vlastnosti
(Fratini et al. 2016). Jedna se o slozitou smés latek, jejiZ obsah se mize liSit podle genetiky a
stravy vcel. Sklada se pfiblizn€ z 12-16 % uhlovodiki, 12-14 % tvori volné mastné kyseliny,
volné alkoholy asi 1 %, linedrni voskové monoestery a hydroxyestery tvoii 35-45 %
a 15-27 % tvori komplexni voskové estery (Fratini et al. 2016).

Rocné se vyprodukuje priblizné€ 65 tisic tun vceliho vosku a je vyuZzivan pfedevSim ve

PR

vcelarstvi pro vyrobu mezistén 1 pro dekoracni ucely pfi vyrobé svici. VCeli vosk zaujima také
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vyznamné misto ve farmaceutickém, kosmetickém primyslu a v potravinafstvi jako obalovy
materidl ¢i jako pridatnd latka v potravinach oznacena kédem E901 (Vesely 2013; Potts et al.

2016).

345 Pyl

Plastovy pyl je smés pylu rostlin, nektaru a produktu sekre¢nich Zlaz vcel. Tento vyznamny
véeli produkt mé 1ékarsky a vyzivovy potencial (Denisow & Denisow-Pietrzyk 2016; Kocot et
al. 2018). SloZeni zavisi predevs§im na jeho rostlinném a zemepisném ptivodu spolec¢né s dal$imi
faktory, jako jsou klimatické podminky, typ pidy, druh a ¢innosti véel (Komosinska-Vassev et
al. 2015). Primérny obsah bilkovin v pylu je 32,8 %, zcehoz je 11,5 % esencidlnich
aminokyselin. Redukujici cukry se vyskytuji v mnozstvi priblizné 40,7 % a lipidy v mnoZstvi
12,8 %. Pyl obsahuje spoustu vitamini a mineralnich latek, za zminku stoji vitamin C (0,19 %)
a PB-karoten (0,07 %) (Komosinska-Vassev et al. 2015).

V dneSni dobé nalézd vceli pyl uplatnéni v potravinovych doplicich, ale ma také
terapeuticky pfinos. Pro jeho antioxida¢ni, imunomodulaéni, bakteriostatické i anestetické

vlastnosti se vyuZziva pfi hojeni ran (Nascimento & Jr 2018).

3.4.6 Vcelijed

Vceli jed je hotkd bezbarva kapalina zajiSt'ujici obranu vcelstva. Obsahuje smés bilkovin,
které maji prozanétlivé a koagulaéni téinky. Jako 1ék se pouZival jiz ve starovékém Recku a
Ciné (Hwang et al. 2015; Zolfagharian et al. 2015). Je tvofen z 88 % vodou (Jilo 2016).
Obsahuje 13,6—-16,6 % bilkovin (enzymi), 51,1-68,8 % peptidt, 1-3 % fosfolipidi, 0,8-3,5 %
biogennich amind, 1 % aminokyselin, 4-8 % feromonil a 3—4 % mineralnich latek ve 100 %
susSiné (Bogdanov 2017). Z farmakologického hlediska jsou vyznamné peptidy melitin, apamin
a enzymy fosfolipaza A, fosfolipaza B a hyaluroniddza (Alvarez-Suarez 2017).

V tradi¢ni medicin€ se vceli jed pouziva pro 1écbu mnoha onemocnéni. Z tohoto diivodu
jsou jeho farmaceutické vlastnosti pfedmétem mnoha vyzkumu. Soucasné studie poukazuji na
jeho mozné terapeutické ucinky v 1€cbé artritidy, rakoviny, nemoci nervového systému, srdecni
a cévni soustavy, ale i v 1é¢bé koZnich onemocnénich (Hwang et al. 2015; Jilo 2016; Rady et

al. 2017).
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3.5 Nemoci ohroZujici vCelstva

Ve,

mohou byt ohroZeny jak nakaZlivymi, tak nenakaZzlivymi nemocemi. V pfipadé, Ze je vcela
ohroZena nakazlivou nemoci, Sifi se potom tato nemoc velmi rychle vzhledem k tomu, Ze véely
Ziji spole¢né v uzce propojené socidlni organizaci. Vyskyt vceliho onemocnéni zavisi na
pritomnosti patogenu, podminkédch prostfedi, ale také na genetickych predispozicich daného
véelstva (Ritter & Akratanakul 2006; FAO 2018c). I kdyZ pocet chovanych vcelstev za
poslednich 60 let celosvétové vzrostl o vice nez 45 %, objevuji se obavy tykajici se zdravotniho
stavu stdvajicich kolonii vCel. Za poslednich 15 let bylo hlaSeno mnoho dramatickych ztrat
kolonii v¢el béhem zimnich obdobi (Gisder & Genersch 2015).

Podrobnd znalost patogeneze infekci je zakladem pro pochopeni a predvidani dopadu
infekéntho patogenu na hostitele (Genersch et al. 2010). Dle FAO (2018b) je moZné
onemocnéni vcel rozdélit podle povahy Ccinitele odpovédného za dané onemocnéni na

bakteridlni, virové, parazitarni ¢i mykotické infekce, nebo dle funkce jedincti v postiZzeném tlu

na choroby plodu a choroby dospélych vcel.

3.5.1 Onemocnéni zpasobena parazity

Nejznaméjsim parazitdrnim onemocnénim pusobici celosvétove velké skody je varroaza.
Postihuje v¢eli plod i dospélé vcely a jejim pivodcem je rozto¢ Varroa destructor (Obr. 4)
(Cermik et al. 2016). Tento parazit saje hemolymfu v&eliho plodu a dospélych véel. Z plodi se
stavaji poSkozené vcely nemohouci vykonavat béZnou Cinnost a hynou. Napadené dospélé
véely jsou oslabeny a tim nachylné€jsi k dalSim onemocnénim, zejména virovym (Spivak &

Reuter 2016; FAO 2018c¢).
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Obrazek 4: Detail v€ely medonosné s Varroa destructor na povrchu
téla (https://www.flickr.com/photos/absolutefolly/8856545015)

Roztoéikova ndkaza véel byla ve 20. stoleti pozorovana i na tizemi CR, ale od konce
80. let 20. stoleti nebyl jeji vyskyt v CR zjistén. Péivodcem tohoto onemocnéni je Acarapis
woodi (Cermék et al. 2016). Tento mikroskopicky rozto¢ Zije a rozmnoZuje se uvniti dychaciho
ustroji dospélych vcel a Zivi se jejich hemolymfou (Spivak & Reuter 2016).

Dal§fm parazitdrnim onemocnénim je méhavkovd nakaza, jez se v CR nékolik let
nevyskytuje. Toto onemocnéni zpisobuje parazit Malpighamoeba mellificae, ktery parazituje
v malpighickych trubicich v&el (Cermdk et al. 2016; FAO 2018c). Toto onemocnéni zplisobuje

prijem, zdufeni bficha, neschopnost 1état a vede k postupnému thynu véel (FAO 2018c).

3.5.2 Onemocnéni zpisobena viry

Virovd onemocnéni véel zptsobuji predeviim RNA viry. Skody zptisobené viry se lisi
v zavislosti na tadé faktort, které zahrnuji typ a kmen viru, odolnost kolonie v¢el nebo
povétrnostni podminky. Vzhledem k tomu, Ze vcely jsou svou stavbou pred viry dobie
chranény, virové infekce je postihuji vétSinou v kombinaci se sdnim krve parazitdrnimi roztoci
(Ritter & Akratanakul 2006). Pfenos virii probih4 bud’ horizontdlné, coZz znamend Ze k pienosu
virt dochdzi uvnité jedné generace vcel, nebo vertikaln€, tedy prenos virli z generace na
generaci. Viry jsou ve vCelach pritomny v latentni nebo asymptomatické formé a k rozvoji
infekce dochazi vétsinou az po spusténi jinych faktorti, jako jsou jiné choroby anebo stres (FAO
2018c).

Mezi virova onemocnéni veel fadime virovou nakazu v¢eliho plodu, ktera je zptisobena

virem oznacovanym jako Morator aetatulae. Toto onemocnéni nazyvané také jako Sackbrood
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virus se v CR vyskytuje spise ojedinéle (Ritter & Akratanakul 2006; Vesely 2013; Cermdk et
al. 2016). Celosvétové byl zjistén virus chronické paralyzy vcel, ktery ma casto
asymptomaticky prubéh. Klinicky se projevuje paralyzou nebo ¢erndnim vcel (Ribiere et al.
2010).

V Evropé a Australii se vyskytuje virus akutni paralyzy vcel, ktery je davan do souvislosti
se véelim roztoCem Varroa destructor, ale i Acarapis woodi (Cermik et al. 2016).

Dalsi, virus deformovanych kiidel (Obr. 5), postihuje véeli plod i v€ely samotné. Vyskytuje
se celosvétové a objevuje se zejména u vcel postizenych varodzou (Danihlik & Petfivalsky

2015; FAO 2018c¢).

Obrazek 5: Virus deformovanych kfidel
(http://www.modernivcelar.eu/clanky/virus-deformovanych-
kridel.html)

Ostatni viry vcel jsou napfiklad virus Cerndni mate¢niku, virus zakalenych ktidel, virus F,

vceli virus X nebo vceli virus Y nebo (Danihlik & Pettivalsky 2015).

3.5.3 Onemocnéni zpasobena houbami

Mezi mykotickd onemocnéni postihujici véeli plod patfi zkamenéni vceliho plodu a
zvéapenaténi vCeliho plodu. Zvapenaténi véeliho plodu, které zpisobuje mikroskopicka houba
Ascosphaera apis, se v CR vyskytovalo v minulosti pomérné ¢asto a postihuje predeviim
véelstva se $patnym hygienickym chovanim (Cermak et al. 2016). Zkamenéni v&eliho plodu,

Jjinak také aspergil6zu, vyvolavaji plisné rodu Aspergillus, zejména A. flavus, ale naptiklad i A.
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fumigatus. Toto onemocn&ni miiZe postihnout vyjime¢nd i dospélé véely (Cermdk et al. 2016;
FAO 2018c).

Za nejroz$itenéj$i chorobu vcel vibec je povazovdna nosematéza. Je to mykotické
onemocnéni dospélych vcel, které mohou zplsobovat dva druhy mykotickych organismi
Nosema apis (Obr. 6) a Nosema ceranae (Cermék et al. 2016; Spivak & Reuter 2016).

Prevalence tohoto onemocnéni v CR je 50-70 % (Papezikovi et al. 2015).

Obrazek 6: Pfiznaky infekce N. Apis ukazujici tmavé hnédé zbarvenou
stolici pfi vstupu do Ulu
(www.nationalbeeunit.com/downloadDocument.cfm?id=947)

Dalsi mykotické onemocnéni, zvané melanéza matky, vyvolavd houba Aureobasidium

pullulans a postihuje pfedevsim matky, nékdy méize postihovat i délnice (Cermak et al. 2016).

3.54 Onemocnéni zpasobena bakteriemi

Bakteridlni infekce se u v€ely medonosné projevuji predevsim jako choroby plodu, jedna
se zejména o mor véeliho plodu a hnilobu véeliho plodu (Burritt et al. 2016). Mezi bakteridlni
onemocnéni dospélych vcel patii hniloba v¢eliho plodu, kterou zptisobuje bakteridlni pivodce
grampozitivni, anaerobni, nesporogenni kokobakterie Melissococcus plutonius (Cermdk et al.
2016). Pro toto onemocnéni je charakteristicky ostfe kysely zdpach. Napadené larvy hynou pred
tzv. zavi¢kovanim bun&k (Spivak & Reuter 2016). V CR je vyskyt této ndkazy spise ojedinély
(Lokajova 2015).
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Mor vceliho plodu, ktery je znam jiz od staroveéku, zpisobuje sporogenni, grampozitivn{
bakterie Paenibacillus larvae. Toto zavazné, velmi nakazlivé onemocnéni postihuje vcelstva
po celém svété véetné CR (Obr. 7) (Le Conte & Navajas 2008; Cermék et al. 2016). Pro tuto
infekci je typické hynuti larev po zavickovani bunék a zména jejich barvy (Spivak & Reuter

2016).

Pocet ohnisek moru vyceliho plodu v letech 2012-2017
v Ceské republice

350

300
< 250
%
2
= 200
5
= 150
Z
2100
<
—
T 50
>
>

0

2012 2013 2014 2015 2016 2017
ROK

Obrazek 7: Pocet ohnisek moru véeliho plodu v letech 2012-2017 v CR

3.5.4.1 Serratia marcescens

Serratia marcescens (Obr. 8) je gramnegativni, fakultativné anaerobni patogenni bakterie
rodu Serratia, pattici do Celedi Enterobacteriaceae. Jsou tyCinkovitého tvaru se zaoblenymi
konci o velikosti 0,5-0,8 um x 0,9-2,0 um a jsou pohyblivé. Neékteré druhy S. marcescens jsou
schopny produkovat pigment nazyvany prodigiosin, ktery ma svétle rizové az tmavé Cervené

zbarveni (Golemi-Kotra 2008; Forsythe et al. 2015). Vyskytuje se ve vodé, byla izolovana
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napriklad z feky, ale také v piidé€ ¢i rostlinach. Izolovana byla taktéz u zvitat a lidi. Optimalni

teplota pro rist je 10-40 °C, pH 5-9 a pritomnost NaCl do 0,5 % (Grimont & Grimont 2006).

Obrazek 8: Serratia marcescens
(https://www.123rf.com/photo_97203520_stock-illustration-serratia-
marcescens-bacteria-gram-negative-rod-shaped-bacteria-causative-agents-of-
hospital-aquired-.html)

Tuto bakterii poprvé objevil Bartolomeo Bizio v roce 1819, oficidlni vysledky zvetejnil aZ
roku 1823. Bakterii povazoval za houbu a pojmenoval ji Serratia marcescens po italském
fyzikovi Serafino Serrati. V pribéhu let byla tato bakterie byl povaZovana za rtizné typy
organizmil a byla popsand riznymi ndzvy. AZ v roce 1980 byl pfijat nazev S. marcescens
v prvnim vydani seznamu Approved List of Bacterial Names (Mahlen 2011).

S. marcescens je na zZivném agaru vétSinou neprihlednd, nékteré druhy se diky produkci
pigmentu prodigiosinu mohou zbarvovat od svétle riizové az po tmavé Cervenou (Garrity et al.
2005; Climaco 2018).

Vzhledem k tomu, Ze S. marcescens ma predpoklady k ristu na potravinich zejména
skrobovitého piivodu, pigmentové kolonie se v historii zaménovaly za kapky krve. JiZ v roce
332 pt. n. 1. predpovidal makedonsky vizionar pad Tyru z ,.krve* vytékajici z chleba. V pribéhu
celé historie se jeSté objevilo mnoho dalSich udélosti tykajicich se ,.krvacejiciho* chleba, mnohé
z nich jsou spojeny s kiest'anskymi hostiemi kvuli udalosti, kterd se stala r. 1263 v italském
mésté Bolsanu. Némecky knéz, ktery idajné pochyboval o pohledu na svatost, spatfil ,,krev*
prosakujici z posvécenych hostii a jeho vira byla upevnéna. Tato udalost se zaCala nazyvat

Bolsanskym zazrakem (Haluzik 1994; Yu 2006; Mahlen 2011).
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S. marcescens se vyskytuje jako oportunni patogen, coZ znamena, Ze je patogenni pouze
za urcitych okolnosti, napf. oslabeni hostitele. Najdeme ji u lidi, ale i zvifat véetné hmyzu
(Grimont & Grimont 2006; Raymann et al. 2018). U lidi zptisobuje oportunni infekce dychaciho
traktu, mocového systému, mozku anebo naptiklad infekce, a s tim spojené Spatné hojeni ran
(Fiinthaus et al. 2018). U vétSiny zvifat je virulentni pouze za predpokladu, Ze se dostane do
krevniho feCisté. VCeli imunitni systém se mize zménit napiiklad expozici antibiotikim ¢i
pesticidim, coz vede ke zvysen{ rizika napadeni oportunnim patogenem (Raymann et al. 2018).

Raymann et al. (2018) uvadi, Ze byl zjistén vyskyt S. marcescens u nemocnych larev
véely medonosné a sporadicky se tento druh vyskytoval ve stfevech dospélych vcel, kde je
povazovan za atypicky. Soucasné byl druh S. marcescens izolovany ze stieva véely medonosné,
a ukdzal se jako ukazatel zvySujici umrtnost dospélych vcel vystavenych antibiotikiim ¢i
pesticidim. Ddle S. marcescens izoloval zroztoCe Varroa destructor a hemolymfy
imobilizovanych a mrtvych vcel, zejména u prezimujicich vcelstev. Fiinfhaus et al. (2018)
zminuje, Ze bakterie S. marcescens jsou hmyzem vychytdvany pravdépodobné z rostlin,
prostupuji do hemocoelu a hemolyfy, ¢imz zpisobuji letdlni septikémii. Novy poddruh
S. marcescens, poddruh Sicaria, ktery byl izolovan z mrtvych v¢el pochazejicich z dla, které se
v zimé zhroutily, ale byl také nalezen u Zivych dospélych vcel. Tento poddruh byl nalezen u
trubcti a délnic. Infikované vcely byly nehybné a nalezeny oddélené od ostatnich vcel.
Symptomy u dé€lnic se projevovaly pouze v zimni sezéné, zatimco symptomy u trubcl se
objevily v letni sez6né. Tento poddruh se objevoval také u larev medonosnych vcel (Burritt et

al. 2016).
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4 Metodika

V praktické ¢asti diplomové prace byly kultivaCni metodou studovdny bakterie vcely
medonosné (Apis mellifera). Byla pouzita kultivacni média, kterd slouzi pro selektivni
stanoveni a diferenciaci Serratia spp. a bakterii Celedi Enterobacteriaceae. Po kultivaci byl
popséan vzhled jednotlivych kolonii a z kazdého typu odebrany Cisté izolaty pro naslednou
identifikaci pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Odbér vzorki, kterymi byly vcely
druhu A. mellifera, byl proveden na tizemi CR ve dvou lokalitach — Kli¢any a Suchdol. Vzorky
v lokalité Kli¢any, kde byly vcelafem detekovany dhyny v disledku varodzy, byly odebrany
9. dubna 2018 do sterilniho plastového sacku, transportovany do mikrobiologické laboratore a
tam skladovany do nésledné analyzy v mraznicce o teploté -18 °C. Vzorky z lokality Suchdol

byly odebrany 9. kvétna 2018 a také zmraZeny na teplotu -18 °C.

4.1 Material

4.1.1 Pouzita kultivaéni media

Pro analyzu smésnych vzorki vcel byla pouzita selektivni media MacConkey agar (Oxoid,
UK), DCLS agar (Oxoid, UK) a Serratia differential agar (Himedia, Indie). MacConkey agar
(Oxoid, UK) je diferencialni medium pouZzivané pro detekci, izolaci a stanoveni koliformnich
a intestindlnich patogenti vody, mlé¢nych produkti a biologickych vzorki. DCLS agar (Oxoid,
UK) je modifikovanéd forma desoxycholat citratového agaru obohacena o sacharézu. Pridani
sachar6zy zvySuje uZiteCnost tohoto media, protoZe nepatogenni organismy fermentujici
sachardzu, napriklad Proteus spp. €1 Enterobacter spp., mohou byt rozpozndvany diky tvorbé
cervenych kolonii. Serratia differential agar (Himedia, Indie) je vhodnym mediem pro kultivaci
a diferenciaci bakterii rodu Serratia na zaklad¢ fermentace arabindzy a dekarboxylace ornitinu.

Pro rozbor jednotlivych vcel bylo z vySe uvedenych pouZito medium, které se v predeslém
rozboru ukazalo jako nejvice selektivni, a to Serratia differential agar (Himedia, Indie). Navic
byl pouzit Bacillus cereus agar base (Himedia, Indie), obohaceny o Polymyxin B selektivni
suplement (2 vialky/l) a Zloutkovou emulzi (50 ml/l), ktery se dle normy CSN ISO 7932 z
roku 2005 pouziva pro izolaci Bacillus cereus z potravin, ale mimo to je na této zZivné padé

prokazan dobry narist S. marcescens.
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Vzorky byly fedény v tekutém médiu o nasledujicim sloZeni: Nutrient broth (5 g/1, Oxoid,
UK), trypton (5 g/l, Oxoid, UK), 0,0075 g kvasni¢ny extrakt (Oxoid, UK), 0,0015 ml tween
(Sigma-Aldrich, USA) a 0,0075 g cystein (Sigma, USA).

Vybrané izolaty byly pred identifikaci subkultivovany v Tryptone soya broth (Oxoid, UK),
ktery je doporuCeny pro obecné laboratorni pouziti. Toto medium podporuje rist mnoha

organismu bez nutnosti pridani dalSich prisad.

4.2 Metodika

4.2.1 Analyza smésnych vzorki vcel

V prvni fazi byly analyzovany smésné vzorky vcel z obou lokalit. Vzorek obsahoval 5 vcel
z lokality Suchdol a 5 vcel z lokality Klicany. Travici trakt a hemolymfa kazdé vcely byly

prevedeny do 1 ml fedictho media, homogenizovany a sériové nafedény (Obr. 9).

SERIOVE REDENI
10x travici trakt
+ hemolymfa
Ai;—;:1 ;:fj —> i\;i; ;:i;. —> i'}—:: :::; ]
0,1 ml 0,1 ml
\\\,77 > : "\\ o / ‘\\,77_,/"
1 ml fediciho media || 1 ml fediciho media || 1 ml fediciho media

Obrazek 9: Sériové redéni

Pro selektivni stanoveni byla pouzita riznd kultivacni media MacConkey agar (Oxoid,

UK), DCLS agar (Oxoid, UK) a Serratia differential agar (Himedia, Indie). Na pfedem
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pripravené agarové plotny bylo naneseno 0,1 ml vzorku a rozetfeno pomoci sterilni sklenéné
mikrobiologické hokejky. Kultivace probihala aerobné po dobu 24 hodin pfi teploté 30 °C.
Nisledné byly narostlé kolonie, liSici se tvarem, velikosti a barvou pfevedeny do Tryptone soya
broth (Oxoid, UK) pfipraveného anaerobné metodou dle Hungate & Macy (1973) a kultivovany
pri teploté 30 °C po dobu 24 hodin.

U plné narostlych kultur byla ovéfena Cistota a popsana morfologie pomoci mikroskopu
(Nikon Instruments Europe B.V., Nizozemi).

Vybrané kmeny byly identifikovany na zdkladé analyzy ribozomélnich proteini pomoci
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za UCasti matrice s priletovym
analyzatorem (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight mass spextrometry
MALDI-TOF MS) (Bruker Daltonik GmbH, Némecko) dle pokynt vyrobce. Jeden mililitr plné
narostlé kultury byl prenesen do 1,5 ml mikrocentrifugani zkumavky a odstfedén pri
14 500 ot/min po dobu 3 minut. Nasledné byl slit supernatant a pelet resuspendovan v 70%
ethanolu. Tento krok byl opakovén dvakrat pro zajiSténi dostate¢ného odstranéni kultiva¢niho
media. Pelet byl nékolik minut ponechén pii laboratorni teploté a po vyschnuti k nému bylo
ptidano 10 ul 70% kyseliny mravenci a dikladné promichédno, poté bylo pfidano 10 pul 100%
acetonitrilu a vzorek byl centrifugovan pii maximélnich otackach po dobu 2 minut. Jeden
mikrolitr supernatantu byl pomoci pipety preveden na Cistou MTP 384 MALDI desticku
(Bruker Daltonik GmbH, Némecko). Po zaschnuti byl kazdy vzorek prekryt 1 pl HCCA matrice
(nasyceny roztok kyseliny a-kyano-4-hydroxycinnamové v 50% acetonitrilu s 2,5% kyselinou
trifluoroctovou) (Bruker Daltonik GmbH, Némecko). Spektra byla méfena automaticky pomoci
softwaru FlexControl. Identifikace a analyza mikroorganismti byla provedena na zdkladé
ziskanych udaji importovanych do softwaru BioTyper verze 2.0 (Bruker Daltonik GmbH,

Némecko). Méfeni kazdého kmene bylo provedeno ve dvou opakovéanich.

4.2.2 Analyza jednotlivych vcel

Pro rozbor jednotlivych vcel bylo pouZzito Serratia differential medium (Himedia, Indie),
které se ukazalo jako nejvice selektivni. Déle byl pouzit Bacillus cereus agar base (Himedia,
Indie). Analyzovani byli 2 jedinci z kazdé lokality, pri¢emZ kazdy vzorek obsahoval pouze
jedno kompletni télo vCely. To bylo pievedeno do 1 ml bujonu a dikladné homogenizovano
sterilni sklenénou ty¢inkou. Nésledné bylo 0,1 ml vzorku rozetfeno na Petriho misky s pfedem

pripravenymi agary a kultivovano 24 hodin o teploté 30 °C.
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4.2.3 Analyza smésnych vzorki v ramci jedné lokality

U analyzy smésnych vzorkt véel v ramci jedné lokality byly pouzity totoZzné agary jako
v predchozim pokusu. Jednotlivé vzorky obsahovaly pét travicich trakti véel s hemolymfou.
Bylo provedeno sériové fedéni pro Serratia differential medium (Himedia, Indie). Na Bacillus
agar base (Himedia, Indie) byl aplikovan pouze nefedény vzorek. Kultivace probihala aerobné
pfti teploté 30 °C po dobu 24 hodin. Narostlé kolonie byly preockovany do Trypton soya broth
(Oxoid, UK) a kultivovany anaerobné pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin.

Morfologie a Cistota kolonii byla ovéfena a popsdna pomoci mikroskopu (Nikon
Instruments Europe B.V., Nizozemi).

Vybrané kmeny byly identifikovany, stejné jako v analyze smésnych vzorkd, pomoci
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za uUCasti matrice s priletovym
analyzatorem (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight mass spextrometry

MALDI-TOF MS) (Bruker Daltonik GmbH, Némecko).
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5 Vysledky

5.1 Interpretace vysledki MALDI TOF MS

Rodova a druhova pfislusnost mikroorganismi byla hodnocena na zakladé vyslednych
hodnot skére. Software Biotyper 2.0 (Bruker Daltonik GmbH, Némecko) za pomoci algoritmi
porovnava naméfena hmotnostni spektra analyzovanych kment se spektry referen¢nich kment
uloZenych v databazi a vypocitdva logaritmickou hodnotu od 0,00 do 3.00. Cim vyssi je

hodnota skére, tim vyssi je stupeni podobnosti daného organismu (Tab. 2).

Tabulka 2: Vyznam hodnot skére

Rozmezi Interpretace Barva
2,300 - 3,000 Vysokd pravdépodobnost identifikace na droven druhu
2,000 - 2299 Vysoka pravdépodobnost identifikace na droven rodu,

pravdépodobnd identifikace na droven druhu

1,700 - 1,999 Pravdépodobnd identifikace na droven rodu

<1,70 Nespolehlivé identifikace ]

Ptirucka MALDI Biotyper dostupna na:
ftp://ftp.bdal.de/data/support/tof/compass-flex/Service/Crosstraining/Part1/MALDI Biotyper ebook.pdf

5.2 Vysledky analyzy smésnych vzorki vcel

Na MacConkey agaru byly narostlé dva typy kolonii, syt¢ rizové a svétle rizové az
oranzové kolonie. Nardst bakterii byl pfili§ intenzivni a znemoznil pro identifikaci odebrat
vSechny kolonie. DCLS agar obsahoval také dva typy kolonii, riZové a svétle rizové az
oranzové. Nardst na tomto agaru byl mén¢ intenzivni neZ na MacConkey agaru. Na Serratia
differentialnim agaru se objevily jednotné kolonie Zluto-zelené barvy.

Vysledky identifikace bakterii izolovanych na jednotlivych agarech jsou uvedeny v
Tabulkdch 3, 4, 5 a 6. Nejcastéji izolovanymi bakteriemi na MacConkey agaru byly bakterie
rodd Providencia a rodu Escherichia. U DCLS agaru to byly bakterie rodu Proteus a u Serratia
differentidlniho agaru to byly bakterie rodu Providencia. VSechny identifikované bakterie

patfily do Celedi Enterobacteriaceae.
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Tabulka 3: Vysledky identifikace bakterii izolovanych z MacConkey agaru (analyza smésnych vzorkd vcel), ¢ast

prvni
Kmen Vysledky c!’a,né Hodfloty Vysledky dva’né Hodfloty
laboratori skore laboratori skore
Al Raoul'tella Raoul.tella
planticola planticola
A2 Escherichia coli Escherichia coli
Bl Escherichia coli Escherichia coli
B2 Raoul'tella Raoul.tella
planticola planticola
B3 Enterobacter Enterobacter
aerogenes aerogenes
B4 Escherichia coli Escherichia coli
C1 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens
I Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens
3 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens
D1 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens
D2 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens
El Providen?ia Providen?ia
rettgeri rettgeri
) Providen?ia Providen?ia
rettgeri rettgeri
B3 Providen?ia Providen?ia
rettgeri rettgeri

Pozn. k Tab. 3: A = svétlejsi riZové kolonie, B = ¢ervené, pravidelné ohranicené kolonie, C = ¢ervené nepravidelné
kolonie, D = svétle rlZové, nepravidelné ohrani¢ené kolonie, E = svétle rliZové, pravidelné ohrani¢ené kolonie,

F = syté riZové kolonie
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Tabulka 4: Vysledky identifikace bakterii izolovanych z MacConkey agaru (analyza smésnych vzorkl vcel), ¢ast
druhd

Vysledky dané Hodnoty Vysledky dané Hodnoty

Kmen laboratori skore laboratori skore
F1 Escherichia coli Escherichia coli
F2 Escherichia coli Escherichia coli
F3 Escherichia coli Escherichia coli
F4 Escherichia coli Escherichia coli
F5 Escherichia coli Escherichia coli
E-F PrOV{den'cza PI’OV%del’l.Cla 1.907
alcalifaciens alcalifaciens

Pozn. k Tab. 4: E = svétle rlzové, pravidelné ohranicené kolonie, F = syté rliZové kolonie
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Tabulka 5: Vysledky identifikace bakterii izolovanych z DCLS agaru (analyza smésnych vzork( vcel)

Kmen Identifikace Hodnoty Identifikace Hodnoty
MALDI-TOF skore MALDI-TOF skore
Al Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens
Bl Providenf'ia Providen?ia
rettgeri rettgeri
B2 Raoul.tella Raoul.tella
planticola planticola
C1 Proteus vulgaris Proteus vulgaris
I Morgane{{a Morgane{{a
morganii morganii
DI Enterobacter Enterobacter
aerogenes aerogenes
El Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens
B2 Morgane{{a Morgane{{a
morganii morganii
B3 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens
F1 Proteus vulgaris Proteus vulgaris
F2 Proteus vulgaris Proteus vulgaris
Gl Proteus hauseri Proteus vulgaris
G2 Morgane{{a Morgane{{a
morganii morganii
G3 Morgane{{a Morgane{{a
morganii morganii
G4 Raoul.tella Raoul.tella
planticola planticola

Pozn. k Tab. 5: A = Cervené kolonie, B = svétle rGizové kolonie s lehce ¢ervenym stfedem, C = krémové kolonie,
D = velmi drobné bilé aZ krémové kolonie, E = svétle rizové kolonie, F = velké krémové kolonie, G = krémové az
bilé drobné kolonie
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Tabulka 6: Vysledky identifikace bakterii izolovanych ze Serratia differentidlniho agaru (analyza smésnych vzork{

vcel)
Kmen Identifikace Hodnoty Identifikace Hodnoty
MALDI-TOF skore MALDI-TOF skore

Al Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens

A2 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens

A3 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens

A4 Providencia rettgeri Providencia rettgeri

A5 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens

Bl Morganella Morganella

morganii morganii

C1 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens

I Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens

3 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens

D1 Cttrob.a.cter Citrobacter freundii

murliniae

D2 Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens

D3 Providencia rettgeri Providencia rettgeri

D4 Providencia rettgeri Providencia rettgeri

D5 Providencia rettgeri Providencia rettgeri

El Providencia Providencia
alcalifaciens alcalifaciens

Pozn. k Tab. 6: A = syté Zluté aZ Zlutozelené kolonie, B = svétlé rozptylené kolonie se Zlutym stfedem, C = svétlé
kolonie se Zlutym stfedem, D = svétlé kolonie se svétle Zlutym stiedem, E = svétle kolonie se syté Zlutym stfedem
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5.2.1.1 Usp&nost MALDI TOF MS identifikace analyzy smésnych vzorki véel

Obr. 10 ukazuje uspésnost identifikace analyzy smésnych vzork vcel. V ani jednom
pripadé testovani nedoslo k nespolehlivé identifikaci. Pravdépodobnd identifikace na drovni
rodu byla pozorovdna v jednom piipadé. Tti pripady zahrnovaly vysokou pravdépodobnost
identifikace na trovni rodu a pravdépodobnou identifikaci druhu. Nejlepsi identifikace, tedy

identifikace o vysoké pravdépodobnosti na drovni druhu, byla pozorovéna ve 36 pripadech.

Analyza smésnych vzorki vcel

e 8%

m Nespolehlivd identifikace

Pravdépodobna identifikace na droven
rodu

Vysoka pravdépodobnost identifikace na
uroven rodu, pravdépodobna
identifikace na droven druhu

m Vysokd pravdépodobnost identifikace na
uroven druhu

Obrazek 10: Uspé&snost MALDI TOF MS identifikace analyzy smésnych vzorkd véel

5.2.2 Vysledky analyzy jednotlivych vcel

U této analyzy nebyla provedena MALDI-TOF identifikace z divodu negativniho nartistu

na vSech agarovych plotnach.
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5.2.3 Vysledky analyzy smésnych vzorku vcel v ramci jedné lokality

V pripadé€ lokality Suchdol na Serratia diferentidlnim mediu narostly dva typy kolonif
(Obr. 11), ve vétsim zastoupeni to byly velké svétle fialové kolonie s modrym stfedem a v
mensim zastoupeni malé Zluto-zelené kolonie. Vysledky identifikace MALDI-TOF vzorkd
ukazuje Tab. 7 a 8. Nejcastéji izolovanou bakterii byla Morganella sp. Narust bakterii na

stejném Zivném mediu v pfipadé lokality Klicany byl negativni.

Obrazek 11: Narust kolonii na Serratia
differentidlnim agaru (Suchdol)

Na zivné pudé Bacillus cereus agar base u vzorkl z lokality Suchdol (Obr. 12) byly
pozorovany ruzové kolonie o rizné sytosti a velikosti a kolonie Zluto-zelené barvy. Nejcastéji
identifikovanou bakterii, jak ukazuje Tab. 9, byla Morganella sp. V pripadé lokality Klicany
byly pozorovany kolonie svétle rizovych barev a zluto-zelené kolonie. VSechny bakterie byly

identifikovany jako rod Bacillus spp. (Tab. 10).

Obrazek 12: NarUst kolonii na Bacillus cereus
agar base (Suchdol)
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Tabulka 7: Vysledky identifikace bakterii izolovanych ze Serratia differentialniho agaru (Suchdol, analyza

smésnych vzork( vcel v ramci jedné lokality), ¢ast prvni

Kmen Identifikace
MALDI-TOF

Al Morganel.l.a
morganii

A2 Morganel.l.a
morganii

A3 Morganel.l.a
morganii

Ad Morganel.l.a
morganii

AS Morganel.l.a
morganii

A6 Morganel.l.a
morganii

A7 Morganel.l.a
morganii

A8 Morganel.l.a
morganii

A9 Morganel.l.a
morganii

A10 Morganel.l.a
morganii

All Morganel.l.a
morganii

Al Morganel.l.a
morganii

Al3 Morganel.l.a
morganii

Ald Morganel.l.a
morganii

INE Morganel.l.a
morganii

Pozn. k Tab. 7: A = velké, fialové kolonie s tmavé modrym stfedem, B = mensi, pravidelné ohranicené Zluto-zelené

kolonie

Hodnoty
skore
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Identifikace

MALDI-TOF

Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii

Hodnoty
skore




Tabulka 8: Vysledky identifikace bakterii izolovanych ze Serratia differentialniho agaru (Suchdol, analyza
smésnych vzork( vcel v ramci jedné lokality), ¢ast druha

Kmen Identifikace
MALDI-TOF
AlL6 Morganel.l.a
morganii
Al7 Morganel.l.a
morganii
INT: Morganel.l.a
morganii
A19 Morganel.l.a
morganii
A20 Morganel.l.a
morganii
A1 Morganel.l.a
morganii
B1 Citrobacter freundii
B2 Citrobacter freundii
B3 Citrobacter freundii
B4 Citrobacter freundii
BS Nesp. identifikace

Hodnoty
skore

Identifikace
MALDI-TOF

Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii
Morganella
morganii

Citrobacter freundii

Citrobacter freundii

Citrobacter
murliniae

Citrobacter freundii

Nesp. identifikace

Hodnoty
skore

Pozn. k Tab. 8: A = velké, fialové kolonie s tmavé modrym stfedem, B = mensi, pravidelné ohranicené Zluto-zelené

kolonie
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Tabulka 9: Vysledky identifikace bakterii izolovanych z Bacillus cereus agar base (Suchdol, analyza smésnych
vzorkd vcel v rdmci jedné lokality)

Kmen Identifikace Hodnoty Identifikace Hodnoty
MALDI-TOF skore MALDI-TOF skore
Al Morganella 2403 Morganella 2367
morganii morganii
A2 Morganella 2478 Morganella 2453
morganii morganii
A3 Morganella 2438 Morganella 2419
morganii morganii
Ad Morganella 2401 Morganella 2355
morganii morganii
A5 Morganella 2,402 Morganella 2367
morganii morganii
A6 Morganella 2.480 Morganella 2468
morganii morganii
A7 Morganella 2431 Morganella 2426
morganii morganii
Bl Nespolehliva Nespolehliva
identifikace identifikace
B2 Nespolehliva Nespolehliva
identifikace identifikace
B3 Nespolehliva Nespolehliva
identifikace identifikace
B4 Nespolehliva Nespolehliva
identifikace identifikace
C1 Lactocgccus 2140 Lactocgccus 1.949
garvieae garvieae
I Enterococcus 2387 Enterococcus 2340
durans durans
C3 Carnobacte‘rlum 2387 Nequ@hhva
maltaromaticum identifikace
Ca Lactocgccus 2100 Lactocgccus 2003
garvieae garvieae
Cs Enterococcus 2926 Enterococcus 7148
durans durans

Pozn. k Tab. 9: A = pravidelné, priihledné, rlizové kolonie; B = velmi drobné, priihledné, zZluté kolonie; C = drobné,
prahledné, bilo-rizZové kolonie
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Tabulka 10: Vysledky identifikace bakterii izolovanych z Bacillus cereus agar base (Kli¢any, analyza smésnych
vzorkd vcel v rdmci jedné lokality)

Kmen Identifikace Hodnoty Identifikace Hodnoty

MALDI-TOF skore MALDI-TOF skore

Al BC.lCll.lI/tS . 2.247 Bacillus cereus 2.188
thuringiensis

A2 Bacillus cereus 2.242 BC.lCll.l us- 2.224

thuringiensis

B1 BC.lCll.lI/tS . 2.003 Bacillus cereus 1.982
thuringiensis

Cl Bacillus altitudinis 2.600 Bacillus pumilus 1.971

C2 Bacillus pumilus 2.073 Bacillus pumilus 1.972

Pozn. k Tab. 10: A = velké nepravidelné ohranicené svétle rlizové kolonie se zénovou precipitaci; B = mensi
nepravidelné ohranicené kolonie svétlejsi barvy nez A; C = malé Zluto-zelené pravidelné ohranicené kolonie
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5.23.1 Usp&nost MALDI TOF MS identifikace analyzy smésnych vzorki véel v ramci
jedné lokality

Uspé&snost identifikace analyzy smésnych vzorkli v&el v ramci jedné lokality ukazuje
Obr. 13. V tomto piipad€ byla jiz identifikace oproti prvnimu testovani nespolehliva ve vice
pripadech, konkrétng v jedendcti. Ctyfi identifikace byly pravdépodobnou identifikaci na
uroveni rodu a ve dvandcti pfipadech byla pozorovana vysokd pravdépodobnost identifikace na
urovenn rodu a pravdépodobnd identifikace na udroven druhu. Vysokd pravdépodobnost

identifikace na drovni druhu byla pozorovéana v 67 piipadech.

Analyza smésnych vzorki vcel v ramci jedné lokality

/

m Nespolehliva identifikace

Pravdépodobna identifikace na droven
rodu

Vysoké pravdépodobnost identifikace
na droven rodu, pravdépodobna
identifikace na droven druhu

m Vysoka pravdépodobnost identifikace
na troven druhu

Obrazek 13: Uspé&$nost MALDI TOF MS identifikace analyzy smésnych vzorkd véel v rémci jedné lokality

5.2.3.2 Rodova diverzita bakterii na jednotlivych mediich

MacConkey agar byl pouZit pouze v prvni analyze a jak ukazuje Obr. 14, celkem se na ném
vyskytovaly 4 bakteridlni druhy. VSechny tyto druhy nélezely do skupiny gramnegativnich
bakterii Celedi Enterobacteriaceae. Na tomto agaru se nejCastéji vyskytovaly bakterie rodu

Enterobacter a Escherichia.
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MacConkey agar

Raoultella sp.

Escherichia sp.

Enterobacter sp.

m Providencia spp.

Obrazek 14: Rodova diverzita bakterii na MacConkey agaru

DCLS agar byl také pouzit pouze v prvni analyze a vyskytovalo se na ném celkem 5
bakteridlnich druhl. VSechny tyto bakterie patfilo do skupiny gramnegativnich bakterii celedi
Enterobacteriaceae. NejCastéji se vyskytujicimi bakteriemi, jak ukazuje Obr. 15, byly Proteus

sp., Morganella sp. a Providencia spp.

DCLS agar

Raoultella spp.

u Enterobacter sp.

Providencia spp.
Morganella sp.

m Proteus sp.

Obrazek 15: Rodova diverzita bakterii na DCLS agaru
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Rodovou diverzitu bakterii na Bacillus cereus agar base ukazuje Obr. 16. Tento agar
obsahoval nejvice bakteridlnich druhti. Kromé o¢ekavaného grampozitivniho druhu Bacillus
narostly na agaru gramnegativni bakterie eledi Enterobactericeae,konkrétné Citrobacter spp.,
Morganella sp. a Enterococcus sp. DalSimi identifikovanymi grampozitivnimi bakteriemii
mimo &eled Bacillaceae byly Lactococcus sp. patiici do &eledi Streptococcaceae a
Carnobacterium sp. patfici do Celedi Carnobacteriaceae. NejCastéji se vyskytujicimi

bakteriemi byly Morganella sp. a Bacillus spp.

Bacillus cereus agar base

Citrobacter spp.

m Morganella sp.
Bacillus spp.
Enterococcus sp.

m Carnobacterium sp.

m Lactococcus sp.

Obrazek 16: Rodova diverzita bakterii na Bacillus cereus agar base

Obr. 17 znézornuje rodovou diverzitu bakterii na Serratia differentidlnim agaru. Tento agar
obsahoval pouze gramnegativni bakterie Celedi Enterobacteriaceae. Nejvice zastoupenou

bakterii byla Morganella sp.
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Serratia differentialni agar

Citrobacter spp.
u Providencia spp.

m Morganella sp.

Obrazek 17: Rodova diverzita bakterii na Serratia differentidlnim agaru

5.2.3.3 Cetnost vyskytu jednotlivych bakterii

Obr. 18 ukazuje pocet jednotlivych bakterii nalezenych ve vSech testovédnich. NejCastéji
objevenou bakterii byla M. morganii a bakterie rodu Providencia. Nejcastéji zastoupenou Celedi

byla celed Enterobacteriaceae.
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Obrazek 18: Pocet jednotlivych bakteridlnich rodi z celého testovani
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6 Diskuze

V¢ela medonosna ma nezastupitelnou roli v opylovani kulturnich 1 volné rostoucich rostlin,
ale také ve tvorbé vcelich produkti. Celosvétova ztrata vcelstev je proto ohroZenim pro
zasobovani lidské populace potravinami. V¢Eely jsou obklopovany velkou spoustou mikrobt, at’
uz v pozitivnim ¢i negativnim smyslu. S nékterymi mikroby Ziji v symbidze, jinymi mikroby
mohou byt ohroZovany, ¢imz miZe byt sniZzovana jejich odolnost (Burritt et al. 2016). Proto je
snahou zjistit, které bakterie mohou byt pro vCely patogenni a které protektivni. Pochopeni
souvislosti mezi patofyziologii a symptomy je dilezitym krokem k pochopeni mechanismu
tohoto problému. Hledani patogeni muze byt ztiZzeno faktem, Ze infikované vcely obvykle
opoustéji ul nebo jsou z ulu odstranény (Raymann et al. 2018).

Cilem této diplomové prace byla detekce Serratia marcescens ve vybranych Ceskych
véelstvech celkem ze dvou lokalit. Testovano bylo celkem 24 vzorkd vcel, po 12 vzorcich
z kazdé lokality. Vyskyt S. marcescens ve véele medonosné, na kterou se tato prace zamérovala,
byl jiz v nékolika studiich (Jeyaprakash et al. 2003; Burritt et al. 2016; Raymann et al. 2018)
prokdzdan, v naSem testovani se ji ale prokazat nepodarilo.

Gasper & Kagdniova (2017) zkoumali &eled Enterobacteriaceae ve stfevé véely
medonosné a antibiotickou resistenci téchto izolatti. Kultivace probihala na McConkey agaru a
masopeptonovém bujonu a izolaty byly identifikovdny pomoci MALDI-TOF MS Biotyper.
Izolovanymi bakteridlnimi rody Celedi Enterobacteriaceae byly Enterobacter sp., Morganella
sp., Raoultella spp., coz koresponduje s nasimi vysledky. Autorim se podaftilo prokdzat vyskyt
bakterii Serratia spp., nicméné ndm se tuto bakterii prokdzat nepodarilo. Bakterii Serratia sp.
objevil ve vcelstvech vychodniho Slovenska i Gasper et al. (2017), ktery zkoumal a
charakterizoval bakteridlni diverzitu traviciho traktu véely medonosné za pouziti MALDI-TOF
MS Biotyper. Obsah stfevniho traktu kultivoval pro izolaci gramnegativnich a grampozitivnich
bakterii a kvasinek. Kacaniova et al. (2017) se ve své studii zabyvala identifikaci bakteridlnich
druhd v intestindlnim traktu véely medonosné. Stievni obsah kultivovala na MacConkey agaru
a trypton-sojovém agaru a identifikace izolatd probihala takt€Zz pomoci MALDI-TOF MS
Biotyper. Nékteré bakteridlni druhy se shoduji s ndmi objevenymi, jako je napiiklad
Morganella sp., Raoultella spp. nebo Lactococcus sp. V jeji praci uvadi 1 vyskyt bakterie
Serratia sp.

Bakteridlni diverzitu véel Apis mellifera capensis a Apis mellifera scutellata zkoumal

Jeyaprakash et al. (2003). Pomoci 16S rRNA sekvenace objevil v tradvicim traktu vcel rody
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Bifidobacterium, Lactobacillus, Gluconacetobacter, Simonsiella a Bartonella, byli objeveni i
zastupci rodu Serratia.

Predpoklada se, zZe S. marcescens je u vCel patogenni. Tuto patogenitu testoval Burritt et
al. (2016). Zkoumal n€kolik trubcti a d€lnic na pfitomnost bakterii rodu Serratia dle t kritérii.
Prvni kritériem byly symptomatické versus asymptomatické vcely, spoleCnym ndlezem
symptomatickych trubcti a délnic byla ztrata normalniho pohybu a jejich oddéleni od aktivniho
ulu. Druhym kritériem byly infikované vcely v porovndnim s neinfikovanymi vcelami dle
kultiva¢niho stanoveni. Treti kritérium porovnavalo pohlavi — délnice a trubce. Na zakladé
téchto kritérii zkoumal nasledujici 4 experimentalni skupiny — symptomatické infikované
délnice, asymptomatické infikované délnice, asymptomatické neinfikované délnice a
symptomatické infikované trubce. Prvni skupina vCel vykazovala pfitomnost S. marcescens v
hemolymfé. Kultivace hemolymfy druhé skupiny vcel ukdzala také pritomnost S. marcescens.
Tteti skupina vCel nevykazovala zZadné zndmky S. marcescens v hemolymfové kulture. U
posledni skupiny vcel byla také S. marcescens v hemolymf€ pfitomna. Tyto poznatky poukazuji
na moznou patogenitu S. marcescens. Vzorky vcel ze stanovisté Klicany byly mrtvé vcely
v nadmérném mnozstvi béhem zimovani vcelstva. Symptomaticky tedy odpovidaji popisu,
ktery ve své praci uvedl Burritt et al. (2016). To by znamenalo, Ze S. marcescens neni béZnou
soucasti traviciho traktu vcel a je oportunnim patogenem pouze na urcitych mistech.

Patogenitu S. marcescens u vclel testoval také Raymann et al. (2018). V jeho studii
charakterizoval virulenci tiif kment S. marcescens, které byly izolované ze stfev vcel a
porovnaval je s kmeny S. marcescens izolovanych z roztoCe Varroa destructor a z hemolymfy
mrtvych ¢i umirajicich vcel. Bakterie izolované ze stieva byly patogenni jak pii ordlni
inokulaci, tak v pripadé¢ injektovani do hemolymfy. Bakterie izolované z hemolymfy a roztoce
V. destructor byly virulentni pouze v ptipadé injektovani do hemolymfy. To poukézalo na fakt,
Ze rizné kmeny S. marcescens mohou mit rizné mechanismy virulence. Celkovy vysledek
studie predstavuje bakterii S. marcescens jako hrozbu vcel, ktera by neméla byt prehliZena.

Divodi, pro¢ v naSem testovani nebyla objevena hledana bakterie, miZe byt né€kolik.
Vyznamnou roli zde mlze hrat vék testovanych jedinct a vliv na jeho pfeZziti, imunitu a
intenzitu infekce. Pfi vystaveni starSich vcel parazitim Nosema ceranae doslo k zavaznéjsi
infekci nez u mladSich véel Robertse & Hughese (2014). Je tedy pravdépodobné, Ze i Sifeni S.
marcescens muze souviset s vékem vcel, a proto by bylo vhodné pro piisti pokus znat veék
testovanych vcel.

Dalsim diivodem neobjeveni S. marcescens mize byt vliv antibiotik. Studie Raymanna et

al. (2017) se zabyvala expozici v€el medonosnych antibiotikiim a jejich vy$si mortalité. Tato
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studie poukazuje na fakt, Ze u vCel vystavenych antibiotické 1éCbé se ve sloZeni stfeva zmensilo
mnoZstvi nékterych bakterii, ackoliv pfitomnost S. marcescens byla naopak prokdzina ve
vétSim mnoZzstvi. Za ucelem zjiSténi, zda oportunitni bakterie prispivaji ke zvySené mortalité u
vcel 1éCenych antibiotiky, provedl experiment s pouzitim S. marcescens, ktery byl izolovan ze
stfev vCel. Vcely vystavené 1é¢bé antibiotiky a zdroven bakterii Serratia sp. vykazovaly vySssi
mortalitu neZ véely vystavené pouze 1é¢bé antibiotiky nebo pouze bakterii Serratia sp. V. CR
se vSak ve vcelarské praxi antibiotika nepouZzivaji.

I kdyZ v naSem testovani nebyl prokdzan vyskyt S. marcescens, byly objeveny jiné druhy
bakterii, které koresponduji s vysledky jinych studii (Lyapunov et al. 2008; Hubert et al. 2015;
Wang et al. 2015; Khan et al. 2017; Erban et al. 2017; Al-Ghamdi et al. 2018; Mathialagan et
al. 2018). Mezi tyto druhy patfila i Morganella morganii, kterd patii mezi nejCastéjSi bakterie
objevené nasim testovanim. U této bakterie byl jiZ sledovan mozny vliv na sniZeni umrtnosti
larev vCely medonosné v disledku infikovani Paenibacillus larvae. M. morganii vSak nema
vliv na sniZeni dmrtnosti (Al-Ghamdi et al. 2018). Kromé traviciho traktu se M. morganii
vyskytuje také u roztoce V. destructor odebraného ze zimni méli (Hubert et al. 2015).
Pritomnost této bakterie je prokdzédna také u hibernujicich vcel. Béhem zimovani vzrostl pomér
vcel obsahujicich enterobakterie z 92,3 % na 100 %. Vcely po zimnim obdob{ obsahovaly vice
bakterii Providencia rettgeri, M. morganii a Proteus vulgaris (Lyapunov et al. 2008), coz
koreluje s naSimi vysledky. Ddle byla u vzorki vcel zlokality Praha Suchdol potvrzena
pritomnost Citrobacter freundii. Je uvadéno, Ze tato bakterie je patogenni pro vcely (Lyapunov
et al. 2008). Mimo to je C. freundii asociovana s vySSim vyskytem moru vceliho plodu, zatimco
M. morganii byla asociovana se véelami, které byly na mor vceliho plodu negativni (Erban et
al. 2017). V naSich vysledcich prevazovala M. morganii, coz by mohlo naznacovat, Ze vceli
larvy by mohly byt odolné;si proti P. larveae a to presto, Ze nebyl prokdzan vliv na sniZovani
umrtnosti (Al-Ghamdi et al. 2018).

Mathialagan et al. (2018) ve své préci tykajici se izolace, charakteristiky a identifikace
probiotickych bakterii mlé¢ného kvasSeni uvadi, Ze bakterie Carnobacterium spp., Enterococcus
spp., Lactococcus spp. Ci Streptococcus spp. se béZzné vyskytuji ve stftevech hmyzu, véetné vcel.
Nase vysledky také prokdazaly jejich pfitomnost.

NaSe analyza poukdzala také na pritomnost bakterii Bacillus spp. Timto bakteridlnim
rodem ve stievé vCely medonosné se zabyval Wang et al. (2015) a doSel k zavéru, Ze tyto
bakterie poméahaji pti zpracovani kvétinového nektaru v med, coZ nepredstavuje patogenitu, ale

jakousi formu pozitivni symbiézy. MiZeme souhlasit s tvrzenim Hroncové et al. (2015), Ze

aktivni mikrobiota vcel se liSi lokaci ulu, ontogenetickym stadiem a vékem vcely.
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7 Zavér

Pritomnost patogennich bakterii je povaZzovana za moZznou pfiinu zhorSeni zdravotniho
stavu a celkového poklesu poCtu vcéel. Nékteré druhy bakterii jiz byly za patogeny vcel
nékolikrat prokdzany a zdjem o zjiSténi pritomnosti a patogenity téchto bakterii roste. Mezi
takové bakterie patfi 1 Serratia marcescens.

PredloZend price je pilotni studii v CR pro exaktni stanoveni vyznamnosti infekce
S. marcescens v chovech v€ely medonosné na naSem uzemi. VCely v naSem pokusu pochédzely
pro srovnani ze dvou lokalit. Na stanovisti Kli¢any byly vcelafem zaznamenané uhyny
v diisledku varrodzy a proto byla u tohoto oslabeného véelstva vétsi pravdépodobnost detekce
S. marcescens. Nicméné ani u jednoho z vCelstev se pritomnost této bakterie neprokazala.
Vzhledem k tomu, Ze S. marcescens nebyla v naSem testovani objevena, se hypotézu, Ze S.
marcescens je fakultativnim patogenem vcely medonosné a podili se na uhynech vcel
v podminkdch CR, nepodafilo prokazat. Price viak shrnuje dosavadni poznatky a poskytuje

detailni metodicky postup pro studium a detekci S. marcescens u véely medonosné.
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