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Abstrakt

Hniloba vceliho plodu je celosvétové rozsifena bakteridlni choroba napadajici larvy véely
medonosné (Apis mellifera). Pivodcem tohoto onemocnéni je nesporulujici, Gram pozitivni,
anaerobni bakterie Melissococcus plutonius. Dospélé vCely ndkazou netrpi, nicméné bakterii
pienaseji na svych télech a ve stfevech do zna¢né vzdalenosti pii vylétdvani z ulu, ptipadné
mohou nakazit jiné vcelstvo, dojde-li k interakci pfedevsim v dob¢ stradani kolonii. Jakmile je
bakterie do kolonie zanesena, mize zde pfezivat i po dobu nékolika let, aniz by byla jeji
pritomnost jakkoliv pozorovana, nebo se zacne masivné mnozit, pfi¢emz je schopna znicit celd
vcelstva. Navzdory tomu, ze byl M. plutonius objeven jiz pfed mnoha lety, vétSina jeho
vlastnosti je stale neznama4, a proto zatim neexistuje 1écba, jez by udrzovala jak bakterii, tak i
jeji Sifeni pod kontrolou. Je tedy kliCové rozeznat jeji pfitomnost ve véelstvu vcas, nez vypukne

akutni nakaza. Tato prace piinds$i poznatky, které dosud o této bakterii mame a shrnuje

informace o pfistupu k onemocnéni z riznych casti svéta.
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Abstract

European foulbrood is a bacterial disease attacking honey bee larvae worldwide. It is caused by
bacterium Melissococcus plutonius, which is a non-spore-forming, Gram positive, anaerobic
bacterium. The adult bees are not affected but serve as a vector of the disease as they carry the
bacterium within their own bodies and can travel big distances from their hive and also may
interact with other hives especially when their own colony is suffering. Once the bacterium is
introduced into the colony, it either remains benign and unnoticed for years, keeping its
population low, or it can multiply vigorously within the brood and destroy the entire bee
populations. Despite having been described many decades ago, M. plutonius as such along with
its virulence remain poorly understood and therefore there is no treatment efficient enough that
would keep this bacterium along with the disease under control. Hence it is of a great
importance to recognize its presence soon enough to prevent the outbreak. This thesis brings
together the knowledge we have so far about this mysterious bacterium and sums up how

European foulbrood is being treated all around the world.
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Uvod

Hniloba v¢eliho plodu je celosvétove rozsitena choroba napadajici larvy nékolika druht rodu
vcela (Apis spp). (Bailey a Collins 1982a; Forsgren 2010), ktera dokdze vcelstva zdsadné
zredukovat az uplné znicit. PfiCinou této nemoci je Gram pozitivni bakterie Melissococcus
plutonius (Bailey 1963), diky jejimu plsobeni se vSak v koloniich mohou ustalit 1 dalsi,
v mensich koncentracich neskodné bakterie, jejichz spoleéné pisobeni nékdy vede az
k zaduSeni celé kolonie (Bailey 1961). Ne nutné ale pfitomnost M. plutonius v kolonii znamena
aktualni hrozbu akutni ndkazy, bakterie naopak dokaze po mnoho let ve vcCelstvu piezivat
nepovsimnuta, aniz by zptisobovala kolonii zasadni ztraty (Bailey 1961). Klinické projevy se
dostavi az pti piekroceni urcité velikosti bakteridlni kolonie na jedince (Roetschi et al. 2008),
avsak neni zcela jasné, co zpusobuje pfechod mezi benigni a akutni fazi. Dospélé vcely jsou do
ur¢ité miry schopné napadené larvy rozpoznat a z plastii odstranit, ¢imz pfispivaji k ¢isténi
kolonie (Bailey 1961; Forsgren et al. 2013), nicméné také slouzi jako vektor tohoto
onemocnéni, ponévadz prendSeji bakterii na svych télech jak vradmci svoji vlastni, tak

i ostatnich kolonii (Pinnock a Featherstone 1984).

V Ceské republice se toto onemocnéni opét vyskytlo po nékolika desetiletich, a to na uzemi
Krkono$ského narodniho parku (Erban et al. 2017). V soucasné dobé& neni zndm Zadny lécebny
postup, jenz by drzel infekci a jeji Siteni pod kontrolou, jedinym feSenim je paleni napadenych
vcelstev. Z toho diivodu je tfeba zrevidovat poznatky, které o této bakterii a ji zpisobované
chorobé mame, aby se alespoii na naSem uzemi mohl vyvinout efektivni postup pro zvladani
akutnich 1 latentnich ndkaz v souladu s ¢eskou legislativou. Tato prace zaroven sumarizuje
detek¢ni metody, jejichz v€asna a spravna aplikace miize zabranit rozsahlym ztratdm vcelstev,
ktera jsou tak dulezitou soucasti nejen ¢eského ekosystému i na hospodaiské urovni at’ uz jako

opylovaci ¢i producenti medu a dalSich komeréné vyuzivanych produktii.

1. Medonosné vcely

1.1 Apis sp.

Rod Apis sp. spada do celedi vcelovitych (Apidae), podifadu Stihlopasich (Apocrita), fadu
blanokiidlych (Hymenoptera), tfidy Insecta, kmene Arthropoda v ramci fiSe Opisthokonta
domény Eukaryota. Je to klasicky zastupce socialniho hmyzu. Typicka pro néj je stavba hnizd
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z vosku a shromazd’ovani medu. Cita celkem sedm Zijicich druhti. Nejbéznéjsi z nich je Apis



mellifera Linnaeus, 1758. Krom¢ tohoto, ktery se rozsitil patrn€ z tropické Afriky, pochazeji
vSechny druhy z jizni a jihovychodni Asie. Celkem ¢eled’ Apidae tvoii zhruba 20 000 zastupct
(Encyclopedia of Life [online]).

1.2 V¢ela medonosna, Apis mellifera

A. mellifera je nas nejbéznéjsi zastupce medonosnych vcel. Ma neobvykle rozsahly piirozeny
aredl rozsifeni, ktery se tdhne od jizni Skandinavie na severu k Uralu a pobfezi Omanu na
vychodé¢, na jihu saha az po Zapadni Kapsko a na zapad¢ je lemovan oceanem pii pobiezi
Senegalu (Ruttner, Tassencourt a Louveaux 1978). Clovékem byl tento druh introdukovan do
Asie, Australie a Severni a Jizni Ameriky, kde se stejné jako v tfeba Evropé chova predevsim
kvli produkci medu. Déle je vyuzivan ke komerénimu opylovani plodin (Encyclopedia of Life

[online]).

1.3 Funkce véely medonosné

Jiz ptfed mnoha tisici lety doSlo k domestikaci medonosnych vcel a k jejich chovani v uméle
vytvorenych tlech. V¢elatstvi vzniklo patrné v Egypté az 6 000 let pt. n. 1. kvili ziskdvani medu
a vceliho vosku (Morse 1989). Apis mellifera je povazovana za zasadniho opylovace a
prostiednictvim toho i za udrZitele biologické a genetické rozmanitosti rostlin. Jeji hodnota jako
opylovace je hospodarsky nékolikandsobné vétsi nez jako producenta medu. VEelafstvi je
vnimano jako jedna z klicovych €innosti rozvijejici venkovské oblasti, ktera vytvaii pracovni
mista a nepfimo se podili na zajiStovani potravin a zachovani biologické rozmanitosti (Sdéleni
Komise Evropskému parlamentu a Radé ¢. 0714/2010 o zdravi vcel [online]). 4. mellifera je
zakonem definovana jako hospodaiské zvite (§ 3 odst. 1 pism. ¢) z. €. 166/1999 Sb.) a veskeré
ukony s ni spojené, jako naptiklad prodej, pfemistovani apod., jsou feSeny podle veterinarniho

zakona (z. €. 166/1999 Sb.)

2. Nemoci vcel

Véely, stejné jako vétSina organismi, jsou ndchylné na virova, bakteridlni a mykoticka
(zpisobovana entomopatogennimi houbami) onemocnéni arlizné parazity. Za normalnich
okolnosti je jejich vlastni obranyschopnost velmi u¢innd, ovSem pouzivani insekticidd,
herbicidii a ménici se klimatické podminky mohou mit zasadni vliv na zdravi vcel, obzvlasté
jsou-li jiz nakaZeny (OIE 2013). Mezi choroby zplsobované parazitickymi rozto€i patii napf.

akarino6za, jejiz pivodcem je roztoCik vceli (Acarapis woodi). Ten parazituje v tracheach
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hemolymfou dos€lcti 1 larev, ¢imz jim zkracuje dobu zivota (Rosenkranz, Aumeier
a Ziegelmann 2010), zaroven je ale i hlavnim pfenase¢em vir6z jako napi. virus deformovanych
ktidel apod. (OIE 2018). Mezi bakterialni ndkazy se pak fadi mor véeliho plodu a hniloba
vceliho plodu. Obé nemoci si jsou podobné projevem, lisi se vSak jejich ptivodce — mor vceliho
plodu zptisobuje Paenibacillus larvae subsp. larvae, sporulujici, Gram pozitivni bakterie.
Napadé a likviduje vcelstva po celém svété, a protoze antibiotika uzivana k 1é€bé nedokézou
znicit spory, které Casto piezivaji v medu, celd vCelstva véetn€ vcelarského vybaveni se musi
spalovat (Hansen a Bredsgaard 1999). Trosku mimo standardni kategorie stoji fenomén
s nazvem Syndrom zhrouceni veelstev (Collony Collapse Disorder). Dochdzi k nému patrné
v kombinaci pisobeni néjakého patogena a dalSich stresovych podminek. Typickym projevem
je nahla ztrata délnic z tlu, az je nakonec kralovna obklopena jen velmi malym poc¢tem vétSinou
cerstvé vyvinutych dospélct. V kolonii ani v jeji blizkosti se pfitom neobjevuji mrtvé véely
(Cox-Foster 2007). Pfesnd pficina znama neni, ale zhrouceni vcelstev provazi vyssi ndchylnost
na patogeny, Cili jim byly kolonie bud’ vystaveny ve vétsi mife nebo trpély sniZenou imunitou
(VanEngelsdorp et al. 2009). V Ceské republice ptipad Syndromu zhrouceni véelstev hlasen
neni, zato se tu vyskytuje jak mor vcéeliho plodu, tak varrodza (Statni veterinarni sprava (a)
[online]) a nyni opét i hniloba vceliho plodu, jiZ zplisobuje Melissococcus plutonius. Tato prace

se bude zaobirat pravé timto onemocnénim a jeho ptivodcem.

3. Melissococcus plutonius

3.1 Klasifikace

AC popsan jiz pred vice nez sto lety, Melissococcus plutonius se dockal spravného zatazeni
relativné nedavno. Nejprve byl pojmenovan Bacillus pluton (White 1912, podle Baileyho
1956), nasledné byl pieklasifikovan kvili fetizkovym tUtvarGm, které tvofil v kultivaci,
a pojmenovan Streptococcus pluton (Bailey 1957a). Nicméné pozdéji doslo k vylouceni z rodu
Streptococcus na zakladé kulturnich dat a dat biochemickych a chemickych. Byl tedy vytvofen
novy, samostatny taxon a navrzeno nové jméno Melissococcus pluton, jez vychdzi z feckého
slova pro v€elu — Melissa (Bailey a Collins 1982a). S nastupem molekuldrnich technologii byl

posléze potvrzen blizky ptibuzensky vztah s rodem Enterococcus po srovnani sekvence genu



16S rRNA (Cai a Collins 1994). V soucasné dobé je zafazen do kmene Firmicutes celedi
Enterococcaceae, vramci které tvoii samostatny rod, a je tudiz jeho jedinym zdstupcem

(Forsgren 2009).

3.2 Charakteristika
M. plutonius (viz Obrézek 1) je Gram pozitivni, nesporulujici, pleomorfni, anaerobni az
mikroaerofilni bakterie. Je vS§ak mozné ji v laboratornich podminkach vytrénovat a ptivyknout
aerobnim podminkam, ve
kterych je schopna rist, ale
ztraci schopnost rust
anaerobn¢ (Bailey 1957b).
V anaerobnim prostiedi roste
pouze za piitomnosti CO:
(Bailey a Collins 1982a),
prficemz koncentrace plynu
neni pro rust zasadni (Bailey

1957b).  V zavislosti na

dostupnosti  vzduchu tvofi ) ) _ ) }
Obrdzek 1: snimek M. plutonius ze skenovaciho elektronového

formu bud’to kokalni mikroskopu, méritko odpovidda I um. Zdroj: Forsgren et al. (2013).

(v anaerobnim prostiedi) nebo siln&jsi ty¢inkovitou (v prosttedi acrobnim). Forma mtize patrné
pfechazet jedna v druhou v zdvislosti na pfitomnosti sekundarnich bakterii, jeZz ovliviiuji
koncentraci COg, ptipadné z pocatku tvoii formu ty¢inkovitou, kterd zméni podminky v misté
ristu na anaerobni a umozni tak rust kokdlni formy (Bailey 1957b). Buiky se mohou
vyskytovat samostatné,
v parech nebo mohou tvofit
fetizky raznych délek (viz
Obréazek 2) (Forsgren 2009).
V kulturach  tvoti  kolonie
vpruméru 1 mm S$iroké,
jejichz vzhled se 1isi nejvice
v zévislosti na druhu véely, ze

které byla bakterie izolovana.

Obrazek 2: M. plutonius po Gramove barveni. Zdroj: Forsgren et
al. (2013).



V zésadé se pohybuje od hustych bilych nebo zrnitych, nepruhlednych, celistvych, hladkych,
kopulovitych pfes relativné transparentni s klenutym stfedem az po prstencovité utvary se
zrnitymi okraji. Nejveétsi variabilitu tvoti kultury vypéstované z Apis cerana (Bailey a Collins

1982a).

3.3 Uniformita kmenut M. plutonius

3.3.1 Kmeny napadajici Apis mellifera

Pti studiu ptibuznosti kmenli M. plutonius z riznych Casti svéta se prokazala velkd geneticka
podobnost i geograficky velmi vzdalenych kmenti na zékladé kulturnich a sérologickych testi
(Bailey a Gibbs 1962). Nejméné piibuzny se ukdzal kmen z Brazilie, jenz se odliSoval jak
niz8imi naroky na kultivaci, tak 1 koncentracemi guaninu a cytosinu v DNA a sérologickymi
vysledky (Bailey 1984). Dale se ukazala podobnost izolatd z Ciny a Indie, ackoliv pochazely
zjinych druht vcel (z A. mellifera a A. cerana), oba se vSak odliSovaly od britskych
a brazilskych. Vytvofily se tak tfi pomyslné skupiny kmenti odpovidajici jejich geografickému
rozmisténi (Allen a Ball 1993). Pozdé¢ji doslo k ptfezkoumani ptibuznosti kment z jednotlivych
statil Australie v porovnani s n€kolika kmeny z Anglie pomoci restrikénich endonukledz
(Djordjevic et al. 1999). Samotné australské staty maji velice odlisné klimatické podminky —
od subtropickych pifes temperatni a mediteranni az po suché stepni oblasti. Stejné tak se
v jednotlivych statech 1isi vliv hniloby véeliho plodu na kolonie vcel, nejvice znatelny je
v jthovychodni ¢asti kontinentu. Vysledky srovnavajici DNA bakterie z takto rozmanitych

podminek vSak ukézaly naprostou genetickou homogenitu (Djordjevic et al. 1999).

Atypicky kmen se objevil v Japonsku. Na rozdil od typickych evropskych neni tento zdaleka
tak naro¢ny na kultivaci, liSi se 1 v biochemické aktivité a v kultivaci si zachovava virulenci
(Arai et al. 2012). Po srovnani oblasti genu 16S rRNA a DNA-DNA hybridizaci (tj. proces
porovnavajici oblasti DNA dvou organismii) se jevil jako taxonomicky identicky s evropskym
kmenem, v pulzni gelové elektroforéze je ale Slo velmi dobie odlisit (Arai et al. 2012).

V soucasnosti rozliSujeme 14 kmenti (viz Tabulka 1).

K zasadnimu prilomu doSlo pifi pouziti multilokusové sekvencéni typizaci. Ta je schopna
rozeznat typy jinak geneticky homogennich organismi pomoci analyzy sekvenci tzv.
,housekeeping* genl. Ukdzalo se, ze atypicky japonsky izolat je totoZny s nizozemskym,
britskym a americkym, a ze je tudiz pomérné hojn¢ rozsiten (Haynes et al. 2013). Velmi
podobny jim byl brazilsky izolat (popsal Bailey 1984), nicmén¢ tvoti vlastni typ. V roce 2013

bylo objeveno 20 sekvencnich typti, 12 z nich ve Velké Britanii a 11 v ostatnich zemich svéta.



Predevsim vzacné typy mohou slouzit ke studiu Sifeni bakterie a pfispét tak k objasnéni
biogeografickych preferenci danych typt a jejich distribu¢nich mechanismt (Haynes et al.
2013). O rok pozdé¢ji bylo pomoci stejné metody zkoumano vice nez 200 izolatl na uizemi Velké
Britanie. Doslo k objevu ¢tyi novych typi a nalezeni dvou, které se do t€ doby na britském

uzemi nevyskytovaly (Budge et al. 2014).

3.3.2 Kmeny napadajici Apis cerana

A. cerana je asijsky zastupce medonosnych véel. V 70. letech byl ale izolovan z indickych vcel
kmen M. plutonius, jenz se nejvice od béznych evropskych kment 1isi ve vzhledu kultur
v kultivaci, ¢aste¢né 1 v pozadavcich na ni a sérologii, nicméné charakteristické rysy si zachoval
(Bailey 1974). Kviili odliSnostem je tedy nepravdépodobné, ze by v tomto piipadé doslo
k prenosu bakterie zjednoho druhu vcely na druhy, ackoliv ho obecné nelze vyloudit.
V testovanych koloniich A. cerana v Ciné a Vietnamu se totiz M. plutonius vyskytoval pouze
tehdy, pokud byly v kontaktu s evropskym zastupcem. To ov§em neznamena, Ze se tam bakterie
normalné nevyskytuje (Forsgren et al. 2015). V Indii se podaftilo izolovat kmen M. plutonius,
jenz rostl striktné v anaerobnich podminkéch na specidlnim mediu, byl patogenni a vyskytoval
se jak v larvéach, tak v kuklach. Ve srovnani s izolatem z 4. mellifera ze stejné geografické
oblasti se dale drobné liSi na genomické trovni a odolnosti viici stejnym antibiotikiim (Singh
Rana et al. 2012). Pied par lety byl potvrzen prvni ptipad hniloby véeliho plodu u 4. cerana
Jjaponica, domorodého zastupce japonskych vcel. Izolaty z n& byly identifikovany jako
atypické kmeny a nésledné diky multilokusové sekvencni typizaci rozdéleny na Sest typt. Tti
z nich byly dosud nezndmé. Nejhojnéji zastoupeny byly dva typy, které byly totoZné s izolaty
jak z A. mellifera, tak A. cerana, a to nejen z Japonska, ale i jinych zemi (Takamatsu et al.

2014).

3.4 Patogenicita

M. plutonius velmi rychle ztraci schopnost vyvolat onemocnéni, pokud je péstovan v kultufe
(Bailey 1963). Nékteré atypické formy si vSak tuto schopnost zachovavaji (Arai et al. 2012).
Multilokusové sekvencni typizace odhalila, Ze vétsi vyskyt onemocnéni je na izemich, na nichz
se vyskytuje vice sekvencnich typii a vykazuji tak vEtsi diverzitu patogena. Sekvenéni typy se
podafilo rozdélit do vzijemné geneticky odlisSnych klondlnich komplexti podle jejich

podobnosti (Budge et al. 2014).

Celkem bylo zatim objeveno 34 sekvencnich typt, jez tvofi tii klonalni komplexy. Tyto

komplexy se 1li§i mimo jiné virulenci. Laboratorné se podafilo nasimulovat podminky, ve



kterych 1 kmeny, které standardné virulenci ztraci, byly schopny nemoc vyvolat, a na zédkladé
in vitro vyvolanych infekci se porovnala agresivita vybranych zastupcti jednotlivych komplexii.
Vysledky jsou nasledujici — nejagresivnéjsi je klonalni komplex CC12, do kterého spadaji tzv.
atypické kmeny M. plutonius. Téméf 100 % napadenych larev zastupcem komplexu CC12
zemie béhem nékolika dni, jejich rist je zasadné zpomaleny a nedostanou se do stadia kukly.
Komplex CC3 taktéz zamezuje rustu, ¢ast larev se nicméné muze zakuklit, ale opét nepteziji.
Naproti tomu komplex CC13 je v podstaté avirulentni a nezptisobuje ani maly nartst hmotnosti
ani umrti larev. S tim souvisi také proliferace v larvalnim stfevé, ktera je nejvyssi u komplexu
CC12 a nejnizsi u CC13. V terénu vSak byli izolovani zastupci CC13 z napadenych kolonii,
tudiz je mozné, Ze testovany kmen virulenci v in vitro podminkach ztratil, pfipadné k vyvolani
infekce potiebuje doprovodné bakterie nebo aby byla kolonie vystavena stresovym podminkadm
jako tfeba nedostatku vody. Reéalné také CC3 napada v rdmci trub¢i plastve vétsi procento larev
nez CC12, takZe by mél byt virulentnéj$i (Nakamura et al. 2016). Tabulka 2 znazorfuje
zastoupeni jednotlivych komplexti a sekvencnich typt, jak jsou registrovany ve vetejné

databazi multilokusové sekvencéni typizace PubMLST. Typ ST 35* byl registrovan na zacatku

roku 2018 a neni tudiz jesté zatazen.

Tabulka 1: Prehled kmenii M. plutonius a jejich identifikacni ¢islo pro nukleotidové databadze. Zdroj:
Upraveno podle National Center for Biotechnology Information [online].

Melissococcus plutonius S1 S1 NZ CP006683.1
Melissococcus plutonius DAT561 | DATS561 |NC 016938.1
Melissococcus plutonius ATCC ATCC

35311 ? S5l |DAAEER
Melissococcus plutonius 49.3 NZ JSBA00000000.1
Melissococcus plutonius B5 NZ JSAW00000000.1
Melissococcus plutonius 765-6B | NZ JSAX00000000.1
Melissococcus plutonius 90.0 NZ JSAZ00000000.1
Melissococcus plutonius 21.1 NZ JSAY00000000.1
Melissococcus plutonius 764-5B  |NZ JSAV00000000.1
Melissococcus plutonius 119 NZ JSBB00000000.1
Melissococcus plutonius H6 NZ JSBC00000000.1
Melissococcus plutonius 60 NZ JSBE00000000.1
Melissococcus plutonius L9 NZ JSBD00000000.1
Melissococcus plutonius 82 NZ JSBF00000000.1




Tabulka 2: Prehled sekvencnich typii (ST) rozlisenych podle multilokusové sekvencni typizace (MLST)
na zaklade alelického profilu a jejich prislusnost ke konkrétnimu klonalnimu komplexu (CC) vietne
poctu izolatii, jenz odpovidaji danému typu a jsou registrovany v PubMLST.

11 [ 1] 1 [
21 2 [ 3| 22 3 14
3| 23] 2] 4 3 113
4 1 1] 2] 4« T 6
50 213 4] 4 3 60
612 2] 22 3 5
712 [ 3 [ 5 ] 4 3 14
8| 1 | 1] 7|3 4
ol 1 [ 1 [ 6] 4 2
0] 4 | 43| 4 12
1] 3 | 3| 4] 4 3 8
2] 443 ]5 57
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7] 1 [ 3] 1] 4 1
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28] 2 [ 1 [ 7] 3
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30] 2 | 3 [15] 4 3
31 2 | 3 |16 ] 4 3
219 2] 4 P 1
33 4 | 4] 3 | 6 12 2
34 4 | 4 17 ] 5 12 1

35¢| 7 | 3| 2| 4




4. Prubéh onemocnéni u véely medonosné (Apis mellifera)

Hniloba vceliho plodu je nemoc napadajici striktné travici trubici larev (Takamatsu, Sato
a Yoshiyama 2016). Bakterie se do téla larev dostava s kontaminovanou potravou. Usadi se
v mesenteronu (stiednim stfeve), kde se zacne masivné mnozit (Forsgren 2009). Roste mezi
peritrofickou matrix a potravou, jez se ve stfevé nachazi, a postupné zacne vypliovat skoro
celou stievni dutinu. Rust se zastavi, pokud dojde k umrti larvy (Tarr 1938, Bailey 1961).
Nakazené larvy rostou pomaleji patrn€ kvili nedostatku Zivin vstiebanych pfes stievo na tkor
zvétSovani bakterialni kolonie v mesenteronu (Bailey 1960). U téch nejvice nakazenych lze
pozorovat degeneraci sttevniho epitelu a rozpad peritrofické matrix, nedochazi ale k aktivnimu

vycestovani bun¢k M. plutonius mimo stievni dutinu a napadani télnich tkani (Tarr 1938,

Takamatsu, Sato a Yoshiyama
2016).

Bé&zné€ dochazi ke smrti u Ctyt az
pét dni starych larev. Ty
prestavaji byt ve své typicky
sto¢ené pozici, ale jsou bud’
natazené podélné¢ nebo omotané
podél stén své trubC¢i ¢i délnici
bunky, zacnou ménit barvu

z perletové bilé na svétle Zlutou,

ztraceji vnitini tlak a jevi se jako
seschlé nebo zvadlé, spolu

s tim piestavaji byt viditelné

segmentované, a dale pfechazeji
ze zluté barvy az na hnédou, { S “\ f . \

pficemz se rozpadaji a vytvori

polotekutou hmotu na dn¢ builky
(viz Obrazek 3) (Forsgren et al.
2013, OIE 2016).

V tomto stadiu se z nich mize M. 0py gz 3: Napadené larvy v riizném stadiu onemocnéni; ztrdata
& perletove bilé barvy a vnitrniho tlaku (nahore), progresivni

arevnd zména az do faze seschlé Sedocerné Supiny (dole).
byt roznesen dospélymi vcelami Autori: Forsgren et al. (2013).

plutonius uvolnit a potencidln

(viz Obrazek 4), které se snazi buniku od zbytkt larvy vycistit (Bailey 1961). Stava se ale také,



ze pockaji a nechaji larvu seschnout, z té se nakonec stane Sedo¢erna mekka Supina, jez se da
snadno odstranit. V tomto ptipad¢ je v ni M. plutonius uzavien a odstranén se Supinou. Smrt
nastava jeden az dva dny pfed tim, nez by byly larvy zavickovany, ptipadné kratce poté, ale
vzdy pied stadiem kukly (Bailey 1961, Forsgren et al. 2013, OIE 2016). Zavisi vSak na dob¢,
kdy k infekci doslo — pokud se larva nakazi zahy po vylihnuti, velmi rychle zemie nebo ji
odstrani dospélci. Ty, které se nakazi pozd¢ji, nemusi byt nemoci tolik zasazeny, ponévadz se
v nich bakterie nestihne rozrist. Oproti nezasaZzenym jsou sice mensi a vytvoii si ten¢i kokon
(kvtli ztraté zivin na ukor patogena), ale mohou kompletné prodélat ptemeénu v dospélce
(Bailey 1961). Takové potom vylouc¢i veliké mnozstvi M. plutonius spolu s vykaly, ¢imz
napomahaji sifeni nemoci kolonii, ponévadz M. plutonius je schopen v tamnich podminkach

prezit i nékolik let (Bailey 1960).

Zaneseni bakterie

% z vnéjiich zdrojd

Rozvoj onemocnéni Sifeni do daldich

akutni &i benigni cestou kolonii nejcastéji

kvali vykradani

Obrazek 4: Schéma introdukce a Sireni bakterie v ramci jednoho a vice vcielstev. Autor: Blanka
Navrdtilova

Standardné jsou délnice schopné nakaZené larvy rychle rozpoznat a z plastu je odstrani (Bailey
1960). Vytvoii se tak nepravidelny vzor znamy jako ,,pepper pot“, €ili pepfenka, bézné
oznacovan jako mezerovitost plodu: zavickované a nezavickované builky jsou nahodné
rozmisténé po odstranéni infikovanych larev (Forsgren et al. 2013). Efektivita ¢isticiho procesu
zavisi na dostupnosti potravy a velikosti kolonie — kdyz je potravy malo, jsou primarné
odstrafiovani nakazeni jedinci, ponévadz by spotfebovavali nejvice jidla (Bailey 1960).
Dostatek potravy ma kolonie tehdy, kdy roste pomalu a pomér délnic vii¢i larvam je vyssi nez
obvykle. Potom se i ty nakazené bud’ dovyvinou, ackoliv podvyzivené, az do stadia dospé€lce,
nebo alespoii do stadia predkukly, kdy uz jsou zavickované, nicméné pied zakuklenim vylucu;ji
spolu s vykaly velké mnozstvi M. plutonius do buiiky (Bailey 1959, 1960). A€ jsou tedy larvy

krmeny dostatecné, neznamena to, ze nakonec nezemiou (McKee, Goodman a Hornitzky
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2004). Pokud je kolonie pfili§ mala, jakykoliv pokus o vychovani potomstva vede k velikym
ztratdm. K vymfeni celé kolonie dochézi tehdy, kdy se nakaza diky nadbytku potravy rozvine
natolik, Ze zabije naprostou vétSinu larev, nebo se vcelstvo doslova zadusi rozkladajicimi se
tély. Obecné se da fict, ze ¢im vétsi kolonie je, tim ma veétsi pocet d€lnic na odstraiiovani
napadenych larev a Cisténi plasti. Velmi efektivni jsou délnice v druhé poloviné 1éta, kdy uz si
navic i schranuji potravu pro sebe kvili pfezimovani, tudiz nedavaji vSechnu larvam. Takto

jsou schopny udrzet mnozstvi bakterie pod kontrolou (Bailey 1961).

Larvy umiraji vzdycky kvili pasobeni M. plutonius, az poté je napadaji sekundarni bakterie
(Tarr 1938). Navzdory tomuto zjisténi ze 30. let se vSak po nékolik dalSich desetileti véfilo, ze
hnilobu véeliho plodu zptisobuje M. plutonius v kombinaci s A. eurydice, bakterii velmi blizce

s nemoci asociovanou (Bailey 1957a).

5. Doprovodné bakterie

Pravého piivodce hniloby véeliho plodu bylo po mnoho let velmi obtizné identifikovat pravé
z divodu, Ze napadené larvy jsou zpravidla osidlovany sekundarnimi bakteriemi. Ty byly
s M. plutonius po dlouhd Iéta povaZovany za spoluptivodce onemocnéni (Bailey 1957a, 1957b).
AZ po pokusech o vyvolani ndkazy pomoci jednotlivych bakteridlnich druhi se prokéazalo, Ze
za hnilobu v¢eliho plodu je zodpovédny pouze M. plutonius a ostatni jsou s nemoci pouze blizce
spjaty (Bailey 1963). Jejich role a pifipadny mechanismus v rozvoji onemocnéni jsou zatim
dodnes neobjasnény (Forsgren et al. 2013). V poslednich letech se navic ukazuje, Ze jich je
s onemocnénim asociovano vice (Gaggia et al. 2015), niZe jsou uvedeny ty, jeZ jsou zmiovany

nejdéle (Tarr 1938; Bailey 1957b, 1963).

5.1 Achromobacter eurydice

Po mnoho let byl povazovan za spoluptivodce onemocnéni, ponévadz se vzdy vyskytoval
v napadenych larvach spolu s M. plutonius a nedafilo se vyvolat infekci Cistou kulturou ani
jednoho z nich (Bailey 1956). M4 tdajné dokonce obdobné naroky na kultivaci, predevsim se
podobaji ve faktorech, které riistu zamezuji (Bailey 1957b). Pokud jsou bakterie kultivovany
spole¢né v uzavienych aerobnich podminkach, dokaze A. eurydice snizit svym metabolismem
hladinu kysliku natolik, ze umozni rast M. plutonius, naopak M. plutonius snizuje rezistenci
stfeva dostate¢né pro vyvoj 4. eurydice a spolecné potom dokaZou narusit obranyschopnost
stfeva tak, aby se v ném mohly uchytit i dalsi sekundarni bakterie (Bailey 1963). Bézné se

vyskytuje 1 ve zdravych larvach, jeho pocty vSak narostou béhem pribéhu nakazy (Forsgren
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2010). V Australii ale asociovan se vcelami bé€zn¢ neni, tudiz je to patrné trend typicky pro
severni polokouli (Djordjevic et al. 1998). Vyskytuje se v travicich traktech jak A. mellifera,
tak 4. cerana (Bailey 1974). Jelikoz se této bakterii od 60. let nevénovala velika pozornost,
pozorovanich nebyla zaménéna za Lactobacillus kunkeei. Jeji evidované kmeny byly podle
genu 16S rRNA preklasifikovany na rod Kurthia, takze v soucasnosti patrné neexistuje zadny
referenéni kmen. Biologie tohoto mikroorganismu tak ptetrvava neobjasnénd véetné jejiho

vztahu k hnilob¢ v¢eliho plodu (Erler et al. 2018).

5.2 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis je typickym piikladem bakterie sekundarné¢ napadajici larvy nakazené
hnilobou véeliho plodu a ¢asto znemoznuje kultivaci samotného M. plutonius z infikovaného
materidlu (Djordjevic et al. 1998). Fylogeneticky je M. plutonius rodu Enterococcus blizce
pfibuzny (Cai a Collins 1994). Ve vysokych davkach mlzZe byt E. faecalis pro larvy patogenni,
ale zdaleka neni tak nebezpecny jako M. plutonius - nakazené larvy dospélci rychle identifikuji
a odstrani, nebo larvy projdou celym procesem metamorfozy naprosto nezasazené a bakterie
vymizi. Hojn¢ roste na jedincich napadenych M. plutonius a miZe si udrzovat stdlou populaci

v chronicky nakazenych koloniich (Bailey 1963).

5.3 Paenibacillus alvei

Tato bakterie je aerobni, tudiz nedokéaZe Zit ve stfevni dutiné larev. Roste jako saprofyt
na mrtvych larvach a v chronicky zamofenych koloniich se miZe ustalit (Bailey 1963). Tvofi
velmi odolné spory (Bailey 1963), jez se charakteristicky formuji do fad vedle sebe (Alippi
1991) a jejichz stény lze barvit 0,2% roztokem karbolfuchsinu (Hornitzky a Wilson 1989). Tyto
spory se objevuji rychle a navzdory tomu, ze to vypada, jako by bakterie zmizela kviili ostatnim
saprofytim, pocet jejich spor vysoce prevysuje pocty zbylych bakteridlnich organismii (OIE
2008). Ackoliv se vétSinou v nakazenych koloniich vyskytuje Castéji nez tteba E. faecalis
a dokonce nemoci propiijcuje jeji charakteristicky zatuchly zépach, neda se jeho pfitomnost
vyuzit jako spolehlivy indikator infekce, ponévadz jeho ptitomnost neni podminkou (OIE 2008)
a u nekterych ptipadi s atypickymi ptiznaky nebyl viibec objeven (Gaggia et al. 2015).
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Dokrmovani véelstva

kontaminovanym medem
Zaneseni bakterie k plodu

Kontaminace medu

Vznik ,pepper pot”
vzoru kvili odstrafovani
infikovanych larev Usazeni M. plutonius
v plastvich a kontaminace

tél délnic

Obrazek 5:Schéma prenosu bakterie z dospelcit na larvy primym kontaktem ¢i pomoci medu, jimz se
larvy Zivi. Autor: Blanka Navratilova

6. MoZné rezervoary onemocnéni

Hniloba v¢eliho plodu je rozsiiena celosvétoveé (Forsgren 2010). Onemocnéni je dlouhodobym
problémem v zemich jako napf. Anglie, Wales, Austrélie a Svycarsko (Waite, Brown, et al.
2003; McKee 2003; Roetschi et al. 2008), v nékterych castech svéta (pt. Novy Zéland) se
naproti tomu neobjevuje viibec (Djordjevic et al. 1999), je tedy mozné, Ze existuji 1 velika
uzemi, nanichZ se patogen nevyskytuje (Belloy et al. 2007). M. plutonius se vyznacuje
schopnosti piezivat dlouhd obdobi mimo téla larev, zlstava Zivotaschopny a potencidlné
infek¢ni v jejich vykalech (Bailey 1959). Hojné se vyskytuje v dospélcich, pfedevsim v téch,
ktefi se staraji o potomstvo (Roetschi et al. 2008), ale 1ze ho nalézt v podstaté na vSech Castech
téla vSech dospélcti v kolonii, v medu 1 pylu schraniovaném nakazenou kolonii. V koloniich bez
pfiznakt se bakterie mlize vyskytovat predev§im v medu a v travicich traktech larev i dospélci.
Diky ptitomnosti v medu, jimzZ se larvy Zivi, dochazi k opétovné infikaci nové populace, ze
které se bakterie miiZze Sifit na dospélce a z nich na trub¢i a délni¢i bunky (viz Obrazek 5)
(McKee et al. 2003a). Takto mize zlstavat nemoc enzootickd po 1éta (OIE 2008, Erban et al.
2017). Do té doby zlistdva benigni (Forsgren et al. 2018) a pravdépodobné i nepovSimnutd,
ponévadz nezplisobuje zadné zasadni ztraty (Bailey 1961). Propuknuti samotné se pak patrné
odviji od naruSeni urcité rovnovahy, jez v kolonii do t¢ doby panuje. PfeZivsi larvy vyluuji
bakterie do plastvi, které se snazi dospélci vycistit. Diky tomu se nakazi jen velmi maly pocet
larev, a ty jsou efektivné odstranovany. Tato rovnovdha muze byt podlomena stresovymi

podminkami, jako jsou nedostatek vody ¢i potravy, ale mize také zaviset i na lokalnich
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klimatickych (Bailey 1961) a jinych, nezndmych faktorech popisujicich dané izemi vyskytu.
Bailey a Locher (1968) pozorovali, ze kdyz jsou infikované kolonie ptesunuty do oblasti, kde
se hniloba vceliho plodu nikdy nevyskytla, spontdnné se uzdravi a nasledujici rok nejevi zadné
znamky nemoci. Jednotlivé sekvencni typy klonalnich komplext se také vyskytuji pouze na

urcitych uzemich, presné ditvody vsak jesté nejsou uréeny (Budge et al. 2014).

7. Zpusoby detekce M. plutonius

Vzhledem k zavaznosti onemocnéni a faktu, Ze dosud nebyla vyvinutd dostatecné kvalitni
1écebnd metoda, je v€asnd detekce klicovym faktorem pro zdchranu kolonii pfed zni¢enim
a pred nechténym roznesenim nakazy na dalsi stanovisté. Vezmeme-li v potaz, ze M. plutonius
dokaze ptezivat velmi dlouhé ¢asové iseky mimo hostitelské prostiedi (Bailey 1959), ale tfeba
i v medu (McKee et al. 2003a), je zadouci, aby detekéni metoda byla dostate¢né citliva at’ uz
kvili spolehlivé diagnéze nebo aby prokéazala cistotu produktu kvili exportnim ucelim
(Hornitzky a Smith 1998; McKee et al. 2003a). Testovani nakazenych larev vSak miiZze byt
zkresleno pritomnosti dal$ich, sekundarné invadujicich bakterii, jez pomérn¢ Casto infekci
doprovazeji a ztézuji tak urceni diagnozy (Alippi 1991). Spravnd diagnoza je ale klicova,
ponévadz na jejim zakladé se aplikuji pfislusné lécebné postupy. Pokrocila hniloba vceliho
plodu mize mit velmi podobné ptiznaky moru vceliho plodu, 1éc¢ba je vSak odliSnd. Z toho
davodu je detekce a ndslednd diagnéza zasadni (Hornitzky a Wilson 1989). V soucasnosti
existuje né€kolik metod jak laboratornich, tak terénnich — od prostych prohlidek aZ po uziti

nanotechnologii.

7.1 Pozorovani a prohlidky vcelstev

ProhliZeni vcelstev by obecné mélo patfit k zdkladnim standardiim jakoZto naprosto esencialni
slozka péce nejen kvili EFB, ale kviili veSkerym nékazdm, kterymi mohou vcely trpét.
V ptipad¢ hniloby vceliho plodu se primarné pozoruje nepravidelné rozmisténi zavickovanych
larev v plastu (mezerovity plod) vzniklé odstranovanim nakazenych jedincti dospélci a smrt
larev krétce pfed tim, neZ maji byt zavickovany (Forsgren et al. 2013; OIE 2016). Pokud se
vyskytne podezieni, ze propukla ndkaza, mize vcelar sdm odebrat vzorky téch, které se zdaji
byt napadené, umistit je na podlozni sklo a tady je napt. pomoci sirky rozmélnit. Smés se rozetie
po skle, aby na ném byla vrstva mlééné tekutiny a zbytek se smete pry¢. Takto vytvoreny roztér
se nechd na vzduchu uschnout, nacez je odeslan do laboratote, kde dojde k tepelné fixaci

a barveni 0,2% karbolfuchsinem. Pomoci mikroskopické examinace je pak M. plutonius snadno
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rozeznan, ponévadz se rovhomérné obarvi celd bunka. Z obarveného roztéru Ize navic stale
odebrat materidl pro kultivaci (Hornitzky a Wilson 1989). Podle ¢eské legislativy se prohlidky
vcelstev provadéji v souladu s § 12 vyhlasky ¢. 18/2018 Sb. Na zékladé klinického posouzeni
v nahlasenych piipadech provede bakteriologické vySetieni plast v rozsahu ur¢eném krajskou
veterinarni spravou Statni veterindrni spravy. Kdyz se nékaza potvrdi, je provedeno jedno
vySetteni vSech véelstev v ochrannych pasmech kolem ohniska onemocnéni béhem 12 mésict
od likvidace nemocnych vcelstev. Tyto ukony jsou povinné a hrazené ze statniho rozpoctu

(Opatteni obecné povahy, €. j. 63193/2017-MZE — 17210 [online]).

7.2 Kultivace M. plutonius

Prvni laboratorni metodou, ktera se pokousela o prokazani ptitomnosti M. plutonius v larvach,
byla kultivace z mrtvych napadenych jedincii. Pomérné brzy se ale zjistilo, ze je velmi narocna
kvili specialnim pozadavkim bakterie na zivné médium a kvili rozliSeni od doprovodnych
bakterii (Bailey 1957a). Nicméné se podatilo vyvinout médium, na kterém M. plutonius rostl
(Bailey 1957a; Bailey a Collins 1982b). Dalsim problémem se ukdzala byt riiznd zivotnost
kolonii v zavislosti na materidlu, ze kterého byly izolovany. Ta byla mnohem vyssi, Slo-li
o rozté€ry obsahu mesenteronu (sttedniho stfeva) ve srovnani s buitkami, jeZ zGstaly v Supindch
z mrtvych larev. Zivotnost vypéstovanych isolatl M. plutonius z mesenteronu byla viak
alespon 15 mésicil, coZ vysoce pievySovalo Zivotnost ostatnich bakterii nalezenych ve vzorku
(Bailey 1959). zéhy se ale zacaly objevovat kultury s niz§imi naroky na kultivacni podminky
a mén¢& piibuzné na sérologické tirovni (Bailey 1985). Standardné se v kultute objevi kolonie
béhem dvou az tfi dni (Bailey 1957a). Zavazné problémy nastaly v moment€, kdy byla snaha
vypéstovat bakterii pfimo ze vzorkli medu. Kultivace se ukézala pro tento ucel extrémné
nevhodnd, ponévadz se pii ni projevilo méné nez 0,2 % mikroskopicky detekovatelnych

zivotaschopnych organismi M. plutonius (Hornitzky a Smith 1998).

7.3 ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Diagndza na zdkladé mikroskopie vyZaduje rozpoznani alesponl jedné bunky M. plutonius
v pozorovaném poli, coZ znamena, Ze pocet bun¢k ve vzorku musi byt velmi vysoky (Pinnock
a Featherstone 1984). Vzhledem k tomu, Ze jednozna¢ny urcovaci postup byl stanoven az ke
konci 80. let Hornitzkym (1989), pfistoupilo se k vyvoji imunologické metody, kterd je jak
detek¢ni, tak kvantifikacni a oproti mikroskopii ma niz§i naroky na koncentraci bakterie ve
vzorku (Pinnock a Featherstone 1984). Diky potvrzené sérologické piibuznosti kment

z odlisnych geografickych podminek (Bailey a Gibbs 1962) bylo mozné vyvinout protilatky
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z dostupnych napadenych larev a ty pouzit pro testovani. Vysledky ukédzaly mimo jiné
ptitomnost M. plutonius ve zdanlivé zdravych koloniich, pficemz dospélci hledajici potravu
obsahovaly bakterii nejvice. ELISA se tedy stala ptesnou a rychlou metodou pro diagnostiku
a oteviela dvetfe kontrolnim métenim. Zaroven se diky ni zrodila myslenka, ze vcely cestujici

z ulu mohou slouzit jako vektory onemocnéni (Pinnock a Featherstone 1984).

7.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce je bézn¢ vyuzivanym zpusobem k detekci hledaného daného
useku DNA ¢i RNA. V tomto piipadé se podafilo najit gen, ktery spolehlivé identifikuje
M. plutonius ve smésném vzorku genetické informace. Jde o oblast genu 16S rRNA, jez se
amplifikuje pouze za ptitomnosti genomu M. plutonius, ale pti zménéné teploté i fylogeneticky
pfibuzného druhu Enterococcus faecalis. Fragmenty jsou poté rozStépeny restrikéni
endonukledzou. Vysledkem Stépeni jsou rizné€ dlouhé useky, jez lze rozdélit pomoci
elektroforézy, pricemz ty zgenomu M. plutonius maji specifickou délku a jsou jiz
nezaménitelné s t€émi pochazejicimi od E. faecalis. Jsou potom pouzity pro dalsi PCR reakei,
pro niz je pouzita jina kombinace primerti nez v prvnim kroku (hemi-nesting). Takto je mozné
detekovat 1-10 bun¢k na mililitr vzorku piimo z larev 4. mellifera (Djordjevic et al. 1998).
Odhalit ptitomnost M. plutonius pomoci polymerazové fetézové reakce je mozné nejen ze
vzorki larev, ale i z medu, pylu, plastvi a riznych tkani dospélych véel. Oproti kultivaci je totiz
mnohem citlivgjsi. Hlavni rozdil pfitom tvoii vysledky az z druhého kroku (generace) reakce,
ponévadz pfedev§im v medu se bakterie vyskytuje pouze v malych koncentracich a kultivace
je tedy ve valné vétsiné piipadl negativni. Diky osekvenovani genomi dalSich ptibuznych
bakterii z rodu Enterococci se také potvrdilo, ze fragment vznikly St€penim produktu z prvni
generace polymerdzove fetézové reakce je opravdu specificky Cisté pro M. plutonius, tudiz
nemuze dojit k zaméné za jiného patogena (McKee et al. 2003a). V soucasnosti je mozné
dokonce provadét tzv. multiplex PCR, coz vede k detekci ne jednoho, ale nékolika hledanych
usekit DNA riiznych patogent zaroveil. Testovani se d4 provadét piimo ze vzorkl larev
a dospélych vcel, aniz by mu predchazela mikrobiologicka kultivace (Garrido-Bailon et al.
2013). Jedinou nevyhodou tohoto typu fetézové reakce je, ze nedokdze rozlisit mezi zivymi

a nezivymi buiikami, pouze indikuje pfitomnost bakterie (Hornitzky a Smith 1998).
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Tabulka 3: Prehled primerit a podminek pro hemi-nested PCR. Zdroj: upraveno, autori Djordjevic et

al. (1998).

__autor | primer |

sekvence

MP1 5" CTT TGA ACG CCT TAGAGA 3’
MP2 5" ATC ATC TGT CCC ACCTTA 3
podminky teplota cas pocet cykli
pocatecni denaturace 95 °C 2 min.
denaturace 95 °C 30s
annealing 61 °C 15s 40
L. extenze 72 °C 60 s
DJOI;dJle vie finélni elongace 72 °C 5 min.
e MP1 5" CTT TGA ACG CCTTAGAGA ¥’
MP3 5" TTA ACC TCG CGG TCT TGC GTCTCT C 3’
pocatecni denaturace 95 °C 2 min.
denaturace 95 °C 30s
annealing 56 °C 15s 40
extenze 72 °C 60 s
findlni elongace 72 °C 5 min.

7.5 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (QPCR, real-time PCR)

Na rozdil od vyse popsané dokaze kvantitativni polymerazova fetézova reakce stanovit pocet
zivotaschopnych bun&k M. plutonius ve zkoumaném vzorku. D4 se tak tedy urcit, jestli jsou
vSechny ¢asti tlu a jedinci v ném srovnatelné promoteni. Ukdzalo se, Ze délnice pohybujici se
piedevsim u €esna (tj. ,,hlavni vchod* do lu) nesou dvacetkrat méné kolonii tvoticich jednotek
[KTJ] M. plutonius nez ty, které se vyskytuji u plodiste. Klinické pfiznaky nakazy hnilobou se
zacinaji projevovat pii prekroceni hranice 50 000 KTJ na jedince. Kvantitativni analyza je tedy
vhodnym prostiedkem k monitoringu, ponévadz dokaze odhalit pfitomnost bakterie jeSté pred
tim, nez se ndkaza zacne projevovat, pti¢emz vhodnéjs$i jsou pro tento ucel prave ty délnice, jez
se vyskytuji u plodisté (Roetschi et al. 2008). Ani dlouhodobé testovani ale neumozZiuje
pfedvidat vypuknuti ndkazy potazmo zredukovat pocet vizudlnich prohlidek povéfenymi
inspektory, protoze PCR detekuje DNA i mrtvych bun¢k, dokud nedojde k jeji degradaci.
Mnozstvi amplifikované DNA tudizZ nutn€ nemusi korelovat s mnozstvim infektivnich bakterii

a stejné tak siln€ pozitivni vzorek nemusi znacit akutni nakazu (Grangier et al. 2016). Tabulka

4 demonstruje hned né€kolik variant této reakce.
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7.6 NGP (nanocastice zlata)

Tato nova chromatografickd metoda byla vyvinuta za Gcelem snizeni pracovni a Casové
narocnosti, kterou obnasi PCR. Jedna se o uziti zlatych nanocastic, jez se nahromadi v misté,
kde vyvinuté specifické DNA sondy najdou svij protéjSek v testovaném vzorku DNA.
V ptipad¢ pozitivniho vzorku na M. plutonius agregace nanocastic zpusobi jeho barevnou
zménu viditelnou pouhym okem. Ackoliv je oproti PCR desetkrat méné citlivy, za vhodnych
podminek se da tento zptisob detekce povazovat za stejné spolehlivy. Jednou z hlavnich vyhod
je, ze nevyzaduje zmnozeni zadné DNA a dé se tedy provadét bezprostiedné po jeji extrakei ze
zkoumaného materidlu. Dalsi vyhodou je, ze cilové sekvence neni nutné fluorescencné, ani
jinak znacit, k barevné zméné dojde pouze na zéklad¢ agregace nanocastic (Saleh et al. 2012).
Otazkou ziistava, zdali jsou vyvinuté DNA sondy dostatecné specifické a jestli je metoda

dostatecn¢ prukazna i pti pouziti rutinni extrakce DNA (Takamatsu 2012).

7.7 Lateral flow test

Jedna se o test, ktery principialné funguje stejn¢ jako naptiklad bézny téhotensky test. Pro
detekci hniloby vceliho plodu byl vyvijen od roku 2003 (Waite, Thompson, et al. 2003).
Podaftilo se vyvinou specifickou monoklonalni protilatku, jeZ reaguje pouze na pfitomnost
M. plutonius, tedy neprokazalo se, Ze by vykazovala reaktivitu s jakymkoliv jinym vcelim
patogenem. Zaroven test v podstaté nema faleSn¢ pozitivni vysledky. Presnost této detekéni
metody se pohybuje mezi 96—100 % a to jak v laboratofi, tak pfi uziti v terénu, a vysledek je
znam maximalné do dvaceti minut. Z téchto diivoda je hojné pouZivan ve Velké Britanii pro
rutinni kontrolni i diagnostické prohlidky (Tomkies et al. 2009). Vzhledem k tomu, ze bakterie
se muzZe vyskytovat i v koloniich, které nevykazuji Zadné symptomy ndkazy a mohou ji pfenaSet
dospélci (Belloy et al. 2007), miize tento test slouzit k odhalovani latentnich infekei (Tomkies
et al. 2009). Problémem je, ze byl vyvinut podle evropského (typického) kmene, neni vSak
schopen spolehlivé detekovat kmeny atypické hlaSené napt. z Japonska (Takamatsu et al.

2012).
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Tabulka 4: Prehled primerii a podminek ke gPCR a k PCR vyuZivanému jako detekcni metodé v Ceské
republice. Zdroj: upraveno, autori Budge et al. (2010); Roetschi et al. (2008), Certifikovana meodika
[online], autori Erban et al. (2017).

autor sekvence

EFBFor TGT TGT TAG AGA AGA ATA GGG GAA
EFBRev2 CGT GGC TTT CTG GTT AGA
FAM - AGA GTA ACT GTT TTC CTC GTG ACG GT -
EFBProbe
Budge et TAMRA
al. podminky teplota cas pocet cykli
denaturace 95 °C 10 min.
annealing 60 °C 1 min. 40
extenze 95 °C 15s
autor sekvence
MelissoF 5’ CAG CTA GTC GGT TTG GTT CC 3’
MelissoR 5’ TTG GCT GTA GAT AGA ATT GAC AAT 3’
Taqm;rr:)feMBG 6’ FAM-CTTGGTTGGTCGTTGACMBGNFQ 3’
R(:;t:lchi podminky teplota cas pocet cykli
) denaturace 50 °C 2 min.
annealing 95 °C 10 min.
elongace 95 °C 15s 40
finalni elongace 60 °C 1 min.
EFB-F 5" GAA GAG GAG TTA AAA GGC GC 3’
EFB-R 5"TTA TCT CTA AGG CGT TCA AAG G 3’
podminky teplota cas pocet cykli
pocatecni denaturace 95 °C 1 min.
denaturace 93 °C 1 min.
annealing 55°C 30s 30
extenze 72 °C 1 min.
finalni elongace 72 °C 5 min.

' 27Fmod 5" AGR GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’
il1519Rmod 5" GTN TTA CNG CGG CKG CTG 3’
podminky teplota cas pocet cykli

pocétecni denaturace 94 °C 3 min.
denaturace 94 °C 30s
annealing 53 °C 40 s 28
extenze 72 °C 1 min.
finalni elongace 72 °C 5 min.
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8. Lécba

Lécebné postupy se 1isi v riznych statech na zakladé jejich legislativy. Ve Velké Britanii
dochazi k vyhodnocovani, zdali ma kolonie nad¢ji na uzdraveni. Rozhodujicim faktorem je
mira promotenosti a velikost kolonie. Pokud kolonie vykazuje klinické ptiznaky u vice nez
50 % veskerych larev nebo pokud je mensi nez Sest ramk{, je cela zni¢ena (Waite, Brown, et
al. 2003). Ve Svycarsku, kde je zakdzano uzivat k 1é¢bé antibiotika a incidence se od roku 1999
stale rapidné zvySuje, podléha EFB pfisnym natizenim, podle kterych se kolonie infikované
nebo zdravé, ale slabé a v ramci infikovaného vcelina, musi zlikvidovat (Roetschi et al. 2008).
V Ceské republice je 1é¢ba ze zdkona zakazana (§ 5 odst. 3 z. & 166/1999 Sb.). Efektivni
a uspesna 1écba by méla veelstvo nejen zbavit akutnich projevii nemoci, ale v idealnim piipade

1 odstranit z ul bakterie, které by mohly v nasledujicich letech opét zavinit propuknuti ndkazy.

8.1 Antibiotika

Jako pomérné logickym néstrojem k 1é€bé byly antibiotika. Bailey (1965) prokéazal na testech
in vitro, ze M. plutonius je k urCitym antibiotikim citlivy, konkrétné §lo o oxytetracyklin
(Terramycin), streptomycin a penicilin. Pfi vhodném davkovani viditelné projevy nemoci
pomérné rychle odeznély. V in vitro testech zjistil, Ze tato antibiotika zamezuji rlstu bakterie.
Vhodné koncentrace byly naméfeny pro oxytetracyklin v rozmezi 10 — 107, pro streptomycin
10* — 107 a pro penicilin 107 — 10”. Nicméné penicilin se ukazal pro 1é¢bu nevhodny kvili
svym chemickym vlastnostem — v pfirozeném pH potravy a medu larev se velmi rychle
rozpada. JeSté veétsi citlivost neZ k oxytetracyklinu a streptomycinu byla pozorovana
u erythromycinu. Ten stejné jako ostatni potlaCuje rhst bakterie, ale navic nejevil zndmky
snizujici se efektivity (Bailey 1965). Spolecné s oxytetracyklinem jsou uZivany napiiklad
v USA, pokud je jim vSak vystaven dlouhodobé ¢lovék, mohou mit teratogenni a jiné patogenni
ucinky. Erythromycin navic mize pfimo zptusobovat dychaci a travici obtize. Alternativou by
mohly byt ampicilin nebo amoxicilin, antibiotika hojné a dlouho vyuzivana ve veterinafstvi
1 v medicing. Jejich vliv na ¢lovéka je tedy dobie znam, u citlivych jedinc mohou zpisobit
alergickou reakci. V in vitro testech jevily velmi vysokou u¢innost proti M. plutonius, bylo by
tedy pifinosné ovéfit jejich efektivitu v infikovanych koloniich a provéfit, zdali vii¢i nim
M. plutonius nezaéne byt rezistentni (Doughty, Goodman a Luck 2004). V Ceské republice se

nicméné antibiotika uzivat nesméji (§ 5 z. €. 166/1999 Sb.).

Antibiotika ale nezabranuji navratu onemocnéni v nasledujicich sezonach. Navzdory 1&Cbe,

ktera byla hojné pouzivana napf. ve Svycarsku béhem $edesatych let, nedochéazelo ke sniZovani
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vyskytu choroby (Roetschi et al. 2008). Dalsi zemé, ktera trpi opakovanym vyskytem hniloby
vceliho plodu, je Velka Britanie. Tam se k 1é¢bé pouziva Terramycin (oxytetracyklin, OTC),
pokud kolonie splituje kritéria pro 1é€bu. Opakovany vyskyt nemoci vSak vedl k uvaze, ze
antibiotika patrn¢ nevedou k dostate¢nému odstranéni bakterii z larev a z trub¢ich bunék (tj.
bunky, kam klade vceli matka vajicka), ¢imz se zachovava infek¢ni rezervoar pro nasledujici
roky (Waite, Brown, et al. 2003). Tato obava byla jiz ale zminéna mnohem dtive. Bailey (1961)
publikoval nazor, Ze antibiotika infekci neodstrani, jen ji drzi pod kontrolou, a naopak jejich
uziti miize potencidlné zvySovat pocCty zbytkovych bakterii, ponévadz sté¢zuji délnicim
odstraniovani nakazenych larev. NejlepSim ¢asem pro nasazeni antibiotik se jevilo obdobi pted
vypuknutim choroby, tedy v dobé&, kdy se M. plutonius teprve hojné mnozi, ale nezpisobuje
infekci jako takovou (Bailey 1961). Relativné nedavno vsak bylo zjisténo, ze po dobu celého
larvalniho vyvoje vcelstva 1écend oxytetracyklinem vykazuji vy$S§i mortalitu larev nez ta
nelécend. To naznacuje, Ze oxytetracyklin je toxicky pro nezavickované larvy (Thompson et al.
2005). Naproti tomu ampicilin a amoxicilin spole¢né¢ s uméle vytvoienou potravou byly
podavany larvam odebranym z kolonie a péstovanym v laboratofi a jejich pritomnost neméla

na jejich vyvoj zadny vliv (Doughty, Goodman a Luck 2004).

8.1.1 Resistence M. plutonius vici antibiotikiim

Minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC) oxytetracyklinu (OTC), antibiotika vSeobecné
pouzivaného k 1écbé EFB, nebyla stanovena jednotné ve statech, jez trpi vyskytem EFB a tuto
koncentraci urCovaly. Hodnoty naméfené ve Veliké Britanii udaly primérnou MIC
oxytetracyklinu ve vysi 3,9 pg.ml! (Waite, Jackson a Thompson 2003). Hodnoty v Austrélii
byly zjistény poloviéni, tedy 1-2 pg.ml™! (Hornitzky a Smith 1999). To podporuje myslenku, Ze
mezi faktory zaviilujici vypuknuti akutni ndkazy jsou geografické a klimatologické podminky
(Bailey 1961). Zatim nebylo prokazano, ze by M. plutonius jevil znamky vyvijejici se resistence
(Waite, Jackson a Thompson 2003; Hornitzky a Smith 1999), ale nedoporucuje se sniZovat
davky OTC pravé z divodu, aby k tomu nedoslo (McKee et al. 2003b).

8.2 Shook swarm technika

Shook swarm technika je metoda spocivajici v piesunuti roje ze starych, infikovanych ramt na
nové a umisténi do nového ulu. Presunuti jsou dospélci vcetné kralovny, ale potomstvo je
spaleno spolu se starym ulem a veSkerymi zasobami. Tato metoda byla pouzivana jesté pied

objevem antibiotik. Hlavni vyhodou setfeseni je, ze spalenim ptivodniho tlu se v podstaté
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odstrani veskery potencidlné¢ infek¢éni materidl, coz zasadné snizuje pravdépodobnost

opakovaného propuknuti choroby (Waite, Brown, et al. 2003; Thompson a Brown 2001).

8.3 Shook swarm + OTC metoda

Kombinaci antibiotik a shook swarm metody je mozné témér zabranit opakované infekci.
Kombinace je tedy efektivnéjsi nez 1écba antibiotiky samotnymi. Oxytetracyklin (OTC),
antibiotikum bézné uzivané k 1é€bé, ma pouze bakteriostaticky ucinek, tedy brani bakterii
v mnozeni, ale nezabije ji — neni baktericidni, nezabranuje tak navratu choroby (Thompson
a Brown 2001). Procedura je v prvni ¢asti v zasad¢ stejnd jako klasickd shook swarm metoda —
na misto pivodniho Ulu je umistén novy, ze star¢ho je vyjmuta kralovna, nasledné jsou
premisténi dospélci a po nich je do nového ulu vypusténa i kralovna. Veskeré potomstvo, stary
ul a zasoby se spali. Nasleduje aplikace antibiotik: kolonie je krmena sirupem, ktery obsahuje
antibiotikum. Koncentrace OTC je stejna jako pfi standardni 1é¢bé pouze antibiotikem. Krmeni
takovymto sirupem mé dva divody: divodem piidani antibiotika je, aby se zajistilo, Ze ptipadné
prenesené bakterie na télech dospé€lct jsou vystaveny jeho ptsobeni. Sirup samotny potom
napomaha podpoftit rist kolonie pfipravené o veskeré potomstvo, obzvlasté pokud jsou pro
vcely nevhodné podminky z hlediska pocasi (dést’) a neni v rozkvétu zZadny z jejich hlavnich
zdrojli potravy. Kolonii je tedy dobré dokrmovat, dokud neni opét v plné sile. V takovéto
podobé¢ prosSla metoda testem ve Velké Britanii. OSetfené kolonie byly znovu kontrolovany po
osmi tydnech od aplikace OTC a prohlaSeny za vylécené, pokud nejevily Zadné zndmky nakazy

(Waite, Brown, et al. 2003).

Z divodu spaleni veskerého potomstva je tieba brat v potaz, kdy jsou v rozkvétu hlavni zdroje
nektaru (tzv. honey flow). Pokud se totiz 1écba pomoci SSM + OTC nacasuje Spatné, hrozi, ze
cela kolonie vyhyne, ponévadZ se nestihne dostate¢né zvétsit, nez zane zima. Pfi srovnani se
by se méla stat rutinni soucasti péce o vcelstvo (Waite, Brown, et al. 2003). Zaroven je vhodné
omezovat aplikaci antibiotik v ramci profylaxe kvili jejich zbytkovych koncentracich v medu
a kvili minimalizaci pravdépodobnosti vzniku rezistence (Thompson a Brown 2001). SSM
jediné opatieni, které se podle Svycarskych zakonli smi a doporucuje aplikovat jako 1écbu

kolonii dostatecné velikych a s pouze slabymi klinickymi symptomy (Roetschi et al. 2008).

22



8.4 Alternativni metody

8.4.1 Uziti upravenych rostlinnych produkti

A¢ 1écba antibiotiky vykazuje jisté vysledky, existuje snaha prokazat, ze M. plutonius mize byt
kontrolovéan i jinym zptisobem (McKee 2003). Jednim z divodi budiz fakt, ze staty, jejichz
legislativa antibiotika zakazuje, jsou vii¢i ndkaze v podstaté bezmocné. DalSim jisté i to, Ze po
své aplikaci zistavaji antibiotika ve vcelich produktech, tj. medu a matefi kaSicce,
detekovatelné po n¢kolik tydni (Matsuka a Nakamura 1990). To, a jisté i vSeobecny tlak
spole¢nosti na vyvijeni novych technologii Setrnéjsich k ptirodé€, vedlo k testovani piirodnich
produktt, zdali se neprokaze jejich bakteriostaticky uc¢inek. Jednou z variant by patrné¢ mohlo
byt uZivani extraktl skupiny Bryophyta, tedy mechorostl. Organické extrakty z Marchantia
polymorpha, Plagiochasma appendiculatum a Dicranum undulatum v in vitro testech vykazaly
jak bakteriostatickou, tak i baktericidni aktivitu vici M. plutonius srovnatelnou s aktivitou

béZzné uzivanych antibiotik (viz Tabulka 5) (Gahtori, Chaturvedi a Singh 2011).

Dalsi moZznou variantou je aplikace esenciidlnich oleji. Podatfilo se prokazat vysokou
antibakterialni aktivitu tzv. tea tree oleje — to je esencidlni olej ziskavany z listd kajeputu
stiidavolistého (Melaleuca alternifolia). Olej samotny vykazoval lepsi bakteriostatické ucinky
nez organické extrakty z mechorosti, jesté u€inngjsi jsou vSak nanocastice, ve kterych je tea
tree olej enkapsulovan. Jejich minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC), tj. minimalni
koncentrace, pti které latka jiz prokazatelné ptisobi proti ristu bakterie, byla stanovena na 0,01—
0,93 % (viz Tabulka 6). Olejové nanocastice maji navic tu vyhodu, Ze neplisobi toxicky na Zivé
vcely. Jak tea tree olej samotny, tak nanocastice byly v koncentraci vyssi, nezZ byla jejich MIC,
nasprejovany na Zivé vcely, jeZ pak byly pozorovany po dobu sedmi dni. Ty, na které byl
aplikovan samotny olej, jevily 80% Umrtnost, zatimco jedinci, na nez byly aplikovany olejové
nanocastice, ani po tydnu pozorovani nejevili zadné znamky intoxikace (Santos et al. 2014).

Tabulka 5: Minimdlni inhibicni koncentrace (MIC; ug.ml") a minimdlni baktericidni koncentrace

(MBC; ug x ml-1) riznych organickych extraktii t7i zastupcii skupiny Bryophyta a ampicillinu jako
kontrolniho antibiotika vici M. plutonius. Zdroj: upraveno, autori Gahtori, Chaturvedi a Singh (2011).

M. polymorpha P. appendiculatum D. undulatum
extrakt MIC MIB MIC MIB MIC MIB
methanol 2,5 3 2,5 4.5 1,25 2,5
chloroform - - - - 0,65 1,25
ethanol 1,5 1,5 2,5 4.5 - -
aceton 1,25 2,5 0,65 1,25 - -
ampicillin 0,65 0,8 0,65 0,8 0,65 0,8
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Tabulka 6: Minimalni inhibicni koncentrace tea tree oleje (TTO) a nanocastic obsahujicich tea tree olej
(nTTO) vyjadiena v procentech; a — atypycky kmen, b — typicky kmen. Zdroj: Santos et al. (2014).

MIC [%]
izolat TTO nTTO

M. plutonius DAT561? 6,25 0,93

M. plutonius DAT606° 3,12 0,93

Oba dva tyto postupy byly testovany pouze laboratorné¢ na vypéstovanych kulturach M.
plutonius, jejich uziti v praxi ani jejich uCinnost v terénnich podminkach zatim nebyly

provedeny ani zkoumany.

8.4.2 Antagonistické bakterie

Ukazalo se, ze dospélé véely i larvy ptirozené obsahuji specifickou skupinu laktobacilt, jejichz
hlavnim zdrojem potravy je fruktéza a obsazuji proto jen niky na fruktézu bohaté. Jednim
z jejich zéastupct je Lactobacillus kunkeei, ktery je hojné zastoupen v mikrobioté larev, ale 1
pylu a medu shromazd’ovaném v tlu. Jednotlivé kmeny této bakterie se mirné geneticky odliSuji
na zakladé¢ jejich geografického vyskytu. V laboratornich podminkach se ukézalo, ze nékteré
kmeny této bakterie ptisobi proti ristu M. plutonius a mohly by byt zvazovany pro vyvoj
probiotik (Endo a Salminen 2013). Tuto myslenku podpoftily zvySené koncentrace L. kunkeei
v koloniich s klinickymi projevy ndkazy hnilobou véeliho plodu. Spolecné s nim byly hojné&ji
zastoupeny také Fructobacillus fructosus, Gilliamella apicola, Frischella perrara
a Bifidobacterium coryneforme, zastupci kmena Firmicutes, Proteobacteria a Actinobacteria.
Je vSak tfeba mit na paméti, Ze vyskyt nékterych téchto druhtt mohl byl umoZnén kvili
zeslabené obranyschopnosti a nedostatecné vyziveé larev a Ze ne vSechny tyto bakterie nemayji

patogenni u¢inky (Erban et al. 2017).

Sttevni mikrobiota druhu 4. cerana japonica obsahuje zéastupce rodu Bacillus, jenz
prokazatelné€ inhiboval rist M. plutonius. Jeden z izolatd dokonce snizoval umrtnost larev
A. mellifera nakazenych hnilobou vceliho plodu, pokud jim byly larvy krmeny. Oba pokusy
byly provedeny v in vitro podminkéach, nicméné popsany izolat slibuje potencialni vyuZiti ve
vyvoji probiotické 1€c¢by (Wu et al. 2014). Je tedy mozné, ze nékteii zastupci piirozené vceli
sttevni mikrobioty hraji v ranych fazich ndkazy ochrannou roli jako inhibitofi M. plutonius ¢i

stimulanty imunitniho systému (Erban et al. 2017).
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8.5 Kontaminace medu

8.5.1 Odstranéni M. plutonius z medu

Veskeré popsané 1é¢ebné metody jsou aplikovatelné na kolonii samotnou, ale uz ne na osetfeni
medu, ve kterém se bakterie také mize velmi Casto nachazet (Wootton, Hornitzky a Ryland
1981; McKee et al. 2003a). Wootton (1981) tedy provedl testy na péti vzorcich kvétového medu
lisicich se v pH a obsahu vody. Kazdy ze vzorkii medi byl uméle inokulovan a nasledné
vystaven riaznym teplotdm od 10 °C az po 80 °C. Pii teplotach do 50 °C byla doba nutna pro
spolehlivé usmrceni bakterie v fadu dni, pro vyssi teploty se tato doba pohybovala v fadu hodin
az desitek minut. Vzhledem k zachovéni kvality medu, ptfi¢emz kli¢ovymi faktory byly barva,
obsah hydroxymethylfurfuralu a diastdzové aktivita, byly jako nejvhodnéjsi vyhodnoceny
teploty 44 °C a 50 °C, kterym vice mén¢ odpovida i teplota, kterou se med béhem standardniho
zpracovavani osetiuje. V teplotach 44 °C a 50 °C byly veskeré bunky M. plutonius zni¢eny po
dvou az Sesti dnech (Wootton, Hornitzky a Ryland 1981).

Dalsi testovanou variantou bylo vystaveni medu gama zateni. Buiky M. plutonius ptestavaji
byt zivotaschopné po ozateni 1,4 Mrad (=14 kGy) z kobaltu 60. Mortalita byla ovéfena
pokusem o kultivaci bunék zcentrifugovanych ze vzorki testovaného medu. Nevi se vsak, jaky

ma ozafeni vliv na kvalitu medu samotného (Hornitzky 1982).

8.5.2 Antibiotika v medu

Oxytetracyklin podavan at’ uz jako profylaxe nebo jako lécba akutnich projevii EFB se muze
vyskytnout v medu a pretrvat detekovatelny 6-8 tydnti po aplikaci (Matsuka a Nakamura 1990),
tudiZ je nutné ji provést dostatecné vcas, nez vypukne hlavni honey flow, Cili obdobi kvétu
hlavnich zdroj nektaru (Santos et al. 2014) a predeslo se tak t€émto zbytkovym koncentracim
(Thompson a Brown 2001). Hladina OTC v medu se mtize liSit na zdkladé formy, v jaké se
antibiotikum podava. V tekuté podobg, tj. ve vodném roztoku sachardzy, ve kterém je rozpustén
1 g aktivniho OTC, zanechavd OTC velmi vysoké hladiny jesté 8 tydnti po podani (Thompson
et al. 2005). Jsou-li kolonie l1éceny kombinaci shook swarm metody a OTC, je doporuceno, aby
se med stacel 16 tydnli po podani antibiotik v tekuté formé a 18 tydnt po podani ve formé
praskové (1 g OTC smichan s mouckovym cukrem ve hmotnostnim pomeéru 1:2). Standardni
doba staceni pfitom byla 56 dni po oSetieni. Oxytetracyklin by tedy mél byt podavan piiblizné
pul roku pted planovanym stacenim a jeho pouZiti by se mélo v kombinaci s SSM co nejvice
omezit (Thompson et al. 2006). Zkoumané alternativy, konkrétné ampicilin a amoxicilin, se
v medu rozkladaji velice rychle a jiz po 42 dnech nezanechavaji v podstaté zadna nebo

minimalni rezidudlni koncentrace (Doughty, Goodman a Luck 2004). Kontaminace medu
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antibiotiky zabranuje, aby byl takovy med uveden na trh (§ 20 odst. 2 pism. e) z. ¢. 166/1999
Sb.). V Ceské republice je ze zakona zakazano hnilobu véeliho plodu 1é¢it (§ 5 odst. 3
z. . 166/1999 Sb.), tudiz v medu, ktery prokazatelné pochazi z tzemi CR, by se antibiotika

vyskytovat nem¢la.

Na podzim roku 2015 se vSak na ¢eském trhu objevily medy s prokazatelnym mnozstvim
antibiotik. Statni veterinarni sprava provedla testy medu jak od Ceskych vcelari, tak i téch
dostupnych v obchodnich fetézcich od velkého vyrobce. Medy od vcelaiti byly prokazatelné
bez rezidui, zato v téch od vyrobce byla zjisténa pritomnost stejného spektra antibiotik jako
v medech plvodem z Ukrajiny. Nevyhovujici SarZze byly nahldSeny do Systému rychlého
varovani pro potraviny a krmiva (RASFF, jenz slouzi pro sdileni informaci mezi Evropskou
komisi, Clenskymi staty Evropské Unie a EFTA (Island, Lichtenstejnsko a Norsko)
a Evropskym uUfadem pro bezpecnost potravin), ukrajinsky med byl navracen a medy od
vyrobce byly staZzeny z prodeje. Podle Statni veterinarni spravy konzumace kontaminovanych
medt neohrozuje spotiebitele pfimo na zivoté, nicméné se nedoporucuje. Kauza se tahne az do
letosniho roku (CTK [online]), béhem let byly vyrobci udéleny milionové pokuty (Statni

veterinarni sprava (b) [online], Informac¢ni centrum bezpecnosti potravin [online]).

8.6 Létba v CR

V soucasnosti je dle zdkona hnilobu vceliho plodu zakdzano 1é€it (§ 5 odst. 3 z. ¢. 166/1999
Sb.). Vcelafi jsou povinni hlésit krajské veterinarni sprave stav, kdy dochéazi k thynu u vice nez
25 % vcelstev (§ 5 vyhlasky 18/2018 Sb.). V momenté podezieni na vyskyt EFB je vcelat
povinen na pokyn piislusné krajské veterinarni spravy uly na stanovisti oznacit, oznaceni
zdokumentovat, vyhotovit pro krajskou veterinarni spravu soupis veSkerého ptislusenstvi, které
mohlo piijit s v€elami do styku a provést ndslednd opatieni (§ 8 vyhlasSky ¢. 18/2018 Sb.).
Jakmile je infekce potvrzena ndlezem v ulu a potvrzena laboratornimi vysledky, rozhoduje
umrtnost larev v jednotlivych koloniich. Je-li pod 15 %, spali se tato kolonie a ostatni materiél
projde dikladnou desinfekci, idealné vyzihanim. V ptfipadé, ze mortalita pfesahuje hranici
15 %, jsou veskera vCelstva v misté ndkazy utracena a spalena a veSkery material desinfikovany
Zzehem. Za utracena vcelstva a za zniCené Ci zlikvidované zafizeni, pomitcky, uly a jejich
vybaveni se veelafi poskytne ndhrada, pokud o ni pozada. Stanovisté napadenych vcelstev je
krajskou veterinarni spravou vymezeno jako ohnisko nédkazy a v okruhu minimalné 3 km se
kolem n¢j zfidi ochranné pasmo. Celd tato oblast podléha specidlnim nafizenim ohledné

pouzivani produkta z ni, kontrol, pfemist'ovani spolecenstev apod., ta plati minimaln¢ 6 mésict
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a dale se vyvijeji podle vysledkii natizenych laboratornich vysetteni (§ 8-11, § 13 vyhlasky
18/2018 Sb.).

Zavér

Hniloba vceliho plodu je bakterialni onemocnéni napadajici larvy zéastupcti rodu vcela (4pis
sp.). Zpisobuje ho Gram pozitivni bakterie Melissococcus plutonius, kterd se dostane do téla
larev s kontaminovanou potravou. Usadi se v mesenteronu, kde se zaéne mnozit a vypliovat
sttevni dutinu. V tomto stadiu jest€¢ nemaji larvy utvofeny fitni otvor, tudiz z nich bakterie
neodchdzi. Bakteridlni kolonie pak patrné kompetuje s larvou o Ziviny, ponévadZz zamezuje
jejich vstiebavani pies stifevo do téla larvy. Neni znamo, ze by M. plutonius agresivné
proliferoval ze stieva do ostatnich tkani, zda se tedy, ze larvu vyhladovi, pfesny mechanismus

nakazy vSak neni znam.

Ackoliv je tato choroba rozsifena v podstaté po celém svéte, jeji ptivodce si zachovava velikou
genetickou podobnost (okolo 99 %) a jeho zndmé kmeny tedy ¢lenime do tii klonalnich
komplexii. Tyto komplexy kopiruji genetickou podobnost, ne vSak geograficky areal rozsiteni.
Zaroven se v ramci komplexii objevuji novi zastupci na jiz zamotenych uzemich. AvSak neni

objasnéno, pro¢ existuji velikd Gzemi, na nichZ se bakterie nevyskytuje.

Nakazu doprovazi sekundarni bakterie, jez jsou bud’ saprofytické nebo zastupci piirozené vceli
mikroflory, které oportunisticky zneuZiji oslabenou obranyschopnost véelich larev. Nékteré se
mohou ustalit v chronicky nakaZenych koloniich, a dokonce 1 dotvaii charakteristické rysy
onemocnéni (predev§im zapach), v posledni dobé se vSak ukazuje, Ze druhy sekundarnich
bakterii se mohou liSit a jejich pfitomnost v napadené kolonii neni pravidlem. Zaroven
nemohou slouzit ani jako spolehlivy indikator choroby, ponévadz se mohou vyskytovat ve
vcelstvech pfirozené bez patogennich nasledki. Role sekundarnich bakterii v rozvoji a prubchu

onemocnéni zUstava taktéZ dosud neobjasnéna.

NedofeSenou otazkou zlstava i1 lécba této nemoci. Legislativy kazdého statu pfistupuji
k soucasnym lé¢ebnym postuptim jinak, v zdsadé jde ale hlavné o povoleni uzivani antibiotik.
V mnoha statech, napi. ve Svycarsku, je vSak aplikace antibiotik zakdzana. V Ceské republice
je nelegélni jakykoliv 1écebny proces, dochazi pouze ke spalovani napadenych vcelstev
a infikovaného materidlu. Pro zemé¢, jako je Anglie, Wales, Svycarsko a Australie, kde se

s hnilobou v¢eliho plodu potykaji dlouhodob¢ a v zasadé neuspesne, je otazka kvalitni 1éCby
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naprosto zasadni, stejn¢ tak pro staty, kde se incidence po mnoha letech opét zvySuje nebo se
objevuje nové (Polsko, Norsko). Jednou z cest by mohlo byt vyuziti antagonistickych bakterii
nebo aplikace rostlinnych extrakt. LéCebny postup by vSak nemél ovliviiovat kvalitu véelich
produkti, ponévadz kontaminované mnohdy nesmi byt uvedeny na trh. Z tohoto dtivodu nejsou
antibiotika nejvhodnéj$im feSenim. Zaroven také existuje moznost, Zze pokud se davky

antibiotik snizi, dojde k vyvinuti rezistence.

Je tfeba 1épe porozumét vztahu mezi M. plutonius a véelou medonosnou, abychom byli schopni
efektivné vyvijet nova opatieni proti vzniku akutnich i chronickych ndkaz a zamezili tak dalSim

ztratam vcéelstev.

Seznam zkratek

argE, galK, gbpB, purR — geny, pomoci kterych se vytvari alelicky profil sekvenénich typi

- argE — acetylornithin deacetylaza
- galK — galaktokinaza
- gbpB — putativni sekretovany antigen

- purR — purinovy operonovy represor
CC — klonalni komplex
CTK — Ceska tiskova kancelaf
EFB — European foulbrood, hniloba vceliho plodu
EFTA — Evropské sdruZeni volného obchodu
Gy — [gray], odvozena jednotka soustavy SI pro absorbovanou dévku ionizujiciho zatreni
MLST — multilokusova sekvencni typizace
OTC — oxytetracyklin
rad — starsi jednotka pro absorbovanou davku ionizujiciho zafeni mimo jednotky soustavy SI
SSM — shook swarm metoda

ST — sekvencni typ
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Definice pouzitych vyrazi

16S rRNA gen — gen kodujici komponent malé podjednotky prokaryotického ribozomu,
ktery se hojné vyuziva ke studiu fylogenetickych vztahl a taxonomie bakterii (Janda
a Abbott 2007)

hospodaiska zvifata — zvifata vyuzivana pievazné k chovu, vykrmu, praci a jinym
hospodaiskym ucelim, zejména skot, prasata, ovce, kozy, koné, osli a jejich kiizenci,
driibez, bézci, kralici, kozeSinova zvirata, zveét ve farmovém chovu, ryby a jini vodni
zivocichové, veely a véelstva (§ 3 odst. 1 pism. ¢) z. ¢. 166/1999 Sb.)

housekeeping geny — geny zodpovédné za zdkladni déje v buiice, jsou neustale
exprimovany a jejich struktura je diky tomu velmi konzervativni (Medical Dixionary
[online])

ohnisko nékazy — hospodaistvi nebo jiné misto, kde byl zjistén jeden nebo vice piipadi
nakazy (§ 3 odst. 1 pism. k) z. €. 166/1999 Sb.)

ochranné¢ pasmo — okruh nejméné¢ 3 km kolem ohniska ndkazy s ptihlédnutim
k epizootologickym, zemépisnym, biologickym a ekologickym podminkam (§ 11 odst.
1 pism. a) vyhlasky 18/2018 Sb.)
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