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Cile prace

e Zpracovani literarni reSerSe o vybranych patogenech a jejich
nebezpecnosti pro vcely.

® Zpracovani poznatkd o molekularné-biologické a biochemické podstaté
jejich infek¢nosti a vlivu na zdravi vcel.

e Sepsani poznatkl o cestach obranyschopnosti véel viic¢i témto patogeniim
(imunita).

e \ypracovani literarni reSerSe o metodach diagnostiky téchto patogent

(mikrobiologické kultivace, mikroskopie, PCR, MALDI MS).



1 UVOD

V¢ela medonosna (Apis mellifera) je jednim z nejvyznamnéjsich opylovatelti na svété a
jeji ekologicka a ekonomicka dulezitost je nezpochybnitelnd. V poslednich letech ale
dochazi k neobvykle vysokému ubytku vcelstev, a to zejména v Severni Americe a
Evropé. Tento ubytek je pfisuzovan pusobeni mnoha faktora jako jsou vceli patogeny,
pesticidy, antibiotika nebo nedostate¢na vyziva. Tyto faktory maji casto synergicky efekt,
napiiklad v piipad€ oslabeni vcely antibiotiky ¢i nedostate¢nou vyzivou muze dojit ke

zvyseni nachylnosti vi¢i nékterym patogenim (Matthijs et al., 2020).

Velich patogent existuje pomérné velké mnozstvi, pii¢emz ne vsechny jsou velmi
dobfte prostudovany. Znalost v¢elich patogent a studium mechanismu jejich patogeneze
jsou velmi dilezité a nezbytné pro vyvoj opatieni k zajisténi zdravi vcéel. Stejné tak
i komplexni screeningy véelich patogen jsou velmi uzite¢né, jelikoz prevalence
patogenil odrdzi zatéz nemoci ve vcelstvu a mize také poukazat na ptipadné aditivni
interakce mezi ur¢itymi patogeny. Tato prace je vénovana péti vybranym patogentim, a
to bakterii Serratia marcescens, mikrosporidiim Nosema apis a Nosema ceranae a

parazitickym prvoktim Crithidia mellificae a Lotmaria passim.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Vceli patogeny

Véeli patogeny jsou jednim z faktorti zapfi¢ifujicich ztraty véelstev. Radi se mezi né
bakterie, houby, viry, prvoci, ale také i mnohobunééni parazité, jako je rozto¢
Varroa destructor, ktery navic funguje jako vektor pro pfenos jednobuné¢nych patogent
(Ravoet et al., 2013).

Asi nejznaméj$imi veelimi onemocnénimi bakterialniho pivodu jsou mor a hniloba
véeliho plodu. Mor véeliho plodu je zapii¢inény sporulujici bakterii Paenibacillus larvae
a je to nejvice prostudované bakteridlni onemocnéni vcel, které se projevuje pfeménou
larev na lepkavou zapachajici hmotu. Hniloba v¢eliho plodu je nemoc zptisobena bakterii
Melissococcus plutonius a projevuje se mezerovitosti plodu a umrtim larev jesté pied
zavickovanim. Dal$imi znamymi bakterialnimi patogeny jsou napiiklad Spiroplasma apis
a Spiroplasma melliferum. V¢ely nakazené S. apis jsou neschopné letu a maji ztvrdlé a
nafouknuté zadecky. S. melliferum byla nalezena v travicim traktu a hemolymf¢ a
ovlivituje délku Zivota véel. Castou bakterii, izolovanou z hmyzich hostiteld je také
Serratia marcescens, ktera po vniknuti do hemolymfy véel zptsobuje letalni septikémii
(Fiinfhaus et al., 2018).

Mezi parazitické houby napadajici v¢ely se fadi mikrosporidie Nosema apis a Nosema
ceranae. Oba tito parazité napadaji travici trakt véel a zplsobuji nemoc zvanou
nosematoza. Dalsi znamou parazitickou houbou je napiiklad Ascosphaera apis,
zpusobujici zvapenaténi vceliho plodu. Dale pak Aspergillus fumigatus a Aspergillus

flavus, zptisobujici zkamenéni v¢eliho plodu (Fries et al., 2013; Sarwar, 2016).

Kromé hub existuji i dalsi eukaryotické patogeny vcel, napiiklad parazité z fadu
Trypanosomatida. U vcel byly zatim nalezeny trypanozoémy Crithidia mellificae a
Lotmaria passim, které jsou u véel pomérné neprozkoumanymi parazity. Néktefi zastupci
trypanosomatid, parazitujici na ptibuzném hmyzu, jsou ale piivodci mnoha nemoci

(Williams et al., 2019).

Virt napadajicich véelu medonosnou je znamo vice jak 20 druhi a vét§ina z nich jsou
RNA viry. Mohou napadat vSechna vyvojova stadia vcel a zptisobuji mnoho riznych

klinickych pfiznaki, jako jsou deformity kiidel, ztrata ochlupeni, smrt larev C¢i



behaviordlni zmény u dospélych vcel. Viry se prenaseji bud’ vertikalné ¢ili z infikované
matky na potomstvo, nebo horizontalné, tedy naptiklad ze vcely na véelu pomoci
trofalaxe (tedy pifedavani potravy ¢i tekutin mezi véelami), ¢i pii krmeni larev, nebo také
pfenosem zroztoce V. destructor, ktery se zivi tukovou tkani a hemolymfou vcel

(Matthijs et al., 2020).

Mnoho vcelich virt neprodukuje zadné jasné viditelné fyzické ¢i behavioralni zmény
u vcel. Viry, které jsou nejvice studovany obvykle maji alesponn jeden specificky
symptom, ktery umozituje spolehlivou diagnézu. Castymi viry jsou naptiklad virus
deformovanych ktidel (DWYV), virus akutni paralyzy véel (ABPV), virus chronické
paralyzy vcel (CBPV), virus ¢ernani mate¢niku (BQCYV), kaSmirsky virus (KBV) a virus
pytlickovitého plodu (SBV). Mezi méné casté viry patii naptiklad virus jezera
Sinai (LSV), virus smrtelné paralyzy msic (ALPV) kmen Brookings, virus velké feky
Sioux (BSRV), v¢eli virus Y (BVY) a vlaknity virus (AmFV) (Ravoet et al., 2013;
Beaurepaire et al., 2020; Matthijs et al., 2020).

DWV napada tkan celého vceliho téla a projevuje se deformaci kiidel, zkracenim
zadecku, paralyzou, zkracenim délky zivota atd. ABPV, KBV a CBPV napadaji nervovy
systém a hypofaryngealni zlazy, projevuji se napt. tfasem, neschopnosti letu a rychlou
smrti siln¢ nakazenych vcel. BQCV napadd stfevni tkan, zptisobuje zezloutnuti az
zhnédnuti larev matek, pficemz plod ma pytlickovity tvar a dospé€lci maji zkracenou délku
zivota. SBV napada hypofaryngealni zlazy véelich délnic a svalové bunky a buiky
tracheji larev, projevuje se pytlickovitosti plodu, narusuje metabolickou aktivitu a

zivotnost veel (Beaurepaire et al., 2020).

2.2 Obranné mechanismy vc¢el vii¢i patogeniim

Obranu proti mikrobialnim patogeniim zajistuje imunitni systém vcel. Narozdil od
obratlovct disponuje v€ela medonosnd pouze vrozenym imunitnim systémem. Imunita
vcely jako jedince se sklada ze tii slozek, a to z fyzikdlnich bariér, humorélni imunity a
bunécéné imunity. U vcel se ale podobné jako u vos, mravenct ¢i termitll vyvinula navic
socialni imunita. V¢ely maji stejné signalni drahy jako naptiklad octomilky nebo rod
Anopheles. Mnoho znalosti imunitniho systému véel tak bylo odvozeno od imunitniho

systému dvouk#idlého hmyzu, pficemz vcela patii mezi blanoktidlé (Larsen et al., 2019).



2.2.1 Fyzikalni bariéry

Fyzikalni bariéry brani vstupu patogenu do organismu a fadi se mezi n¢ kutikula, sténa
zazivaciho traktu a sténa trachei. Proniknout skrz tyto bariéry jsou ¢asto schopny viry, a
to za pomoci vektoru, naptiklad roztoce V. destructor, ktery fyzikalni bariéry narusuje
(Larsen et al., 2019).

Kutikula hmyzu se déli na epikutikulu, exokutikulu, mezokutikulu a endokutikulu.
Endokutikula je slozena z chitinu a proteint, které se zesit'uji a formuji pevnou strukturu.
Kromé této vnéjsi bariéry maji véely také Ceslo, coz je aparat slouzici jako chlopen pro
prichod potravy z medného vacku do zaludku. Zaroven slouzi jako filtr pro zachyceni
patogennich spor. Dalsi vnitini mechanickou ochranou je peritrofickd membrana, ktera

slouzi jako fyzikalni bariéra vii¢i patogentim, které jiz byly straveny (Caputo, 2017).

2.2.2 Bunééna imunita

Bunécnd imunita je zprostfedkovdna hemocyty, coz jsou bunky transportované
hemolymfou, které zajistuji procesy jako je fagocytdza, nodulace a enkapsulace
nasledovand melanizaci. Buné¢na imunita je zaroven Uizce spojena s humoralni imunitou,
jelikoz dilezitou roli hemocytl je také syntéza latek ucastnicich se humoralni imunitni

odpovédi, jako jsou antimikrobialni peptidy (Larsen et al., 2019).

Fagocytdza znamena pohlceni cizorodé ¢astice jednim hemocytem a nastava, pokud
ma dana ¢astice malou velikost. V ptipadé patogend, které jsou moc velké na to, aby byly
fagocytovany, nastavd proces enkapsulace, pfi kterém dochazi ke kooperaci ne€kolika
hemocyti. Hemocyty separuji patogen od hostitelskych bunék, ¢imz jej omezuji
Vv piistupu kysliku a zivin. Mize také nastat nodulace, pti které dochazi k formulaci
nodul, coZ jsou velké akumulace hemocyti, tvofici extraceluldrni matrix zachycujici

bakterie (Sideri et al., 2008; Caputo, 2017).

Dalsi slozkou imunity je tzv. melanizace, coz je kombinace humoralni a bunécné
imunity a nastava béhem enkapsulace, nodulace a hojeni. Dochazi béhem ni k oxidaci
fenoll na chinony, které poté polymeruji a tvofi melanin. Melanin je nasledné prenasen
do okoli cizich mikroorganismti jako pomoc pro jejich oddéleni jiz u mista rany. B€hem
melanizace vznikaji chinonové latky a dalsi reaktivni kyslikaté meziprodukty, u kterych

se predpoklada jejich pfima toxicita na mikroorganismy. Zaroven melanizace funguje
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jako pomocna sila piikoagulaci, hojeni ran, fagocytéoze a hraje roli pii expresi
antimikrobialnich peptidi (Tang, 2009; Larsen et al., 2019).

2.2.3 Humoralni imunita

Humoralni imunita je zprostfedkovana riznymi chemickymi latkami a antimikrobidlnimi
peptidy (AmP). Tyto latky mohou byt produkovany hemocyty, epitelidlnimi buitkami a
slinnymi zldzami. Nejvice jsou ale humoralni efektory produkovany v tukovém télisku.
Produkce AmP je pomérné rychla, udavaji se 2—4 hodiny po rozpoznani nakazy (Caputo,
2017; Larsen et al., 2019).

Vcely maji geneticky zakodovany Ctyfi AmP, které maji antimikrobidlni aktivitu
V hemolymf€ a jsou sekretovany jako odpovéd na mikrobidlni infekce nebo hnisava
zranéni. Témito AmP jsou apidaeciny, abaecin, hymenoptaecin a defensiny. Vétsina AmP
jsou kationtové nebo amfipatické peptidy, coz jim umoziuje interagovat s negativné
nabitou lipidovou membranou obsahujici lipopolysacharidy a narusovat ji. Tato interakce
peptidii s membranou vétSinou vyusti ve formaci kanalkd, které umozni inik malych
iontd a esencialnich metabolitt, popfipadé i penetraci proteind, coz ma pro bakterie

fatalni nasledky (Danihlik et al., 2015; Larsen et al., 2019).

2.2.4 Socialni imunita

Socialni imunita je kolektivni obrana vué¢i patogenim a parazitim, ktera vychazi
Z behavioralni spoluprace mezi jednotlivei ve véelstvu. Mechanismt socidlni imunity je
n€kolik. Prvnim mechanismem je naptiklad hygienické chovani vcel, kdy jsou vcely
schopny rozpoznat a odstranit nemocné jedince. Vceli délnice odstraiiuji vcely, které
zemfiely v ulu, a také odstranuji larvy, které jsou bud’ nemocné, nebo parazitované.
Nemocné vcely navic instinktivné opoustéji vcelstvo a umiraji dal od 1lu

(DeGrandi-Hoffman a Chen, 2015; Larsen et al., 2019).

Dalsi ¢asti socidlni imunity je tzv. grooming, kdy veely odstrafiuji vnéjsi parazity ze
svych tél nebo tél jinych véel pomoci noh a mandibul. Toto chovéani hraje vyznamnou
roli v rezistenci vuci rozto¢i V. destructor a je ovlivnéno genetickymi faktory, které se
1i$i u rznych druht v¢el (Larsen et al., 2019). Termoregulaéni chovani je také dileZitou

soucasti socidlni imunity, zvlaSt’ tzv. socialni horecka, kterd plisobi proti patogenim



citivym na teplo. ZvySeni teploty je ucinné napiiklad proti houbé A. apis
(DeGrandi-Hoffman a Chen, 2015).

Vcely, kromé skupinového chovani v lu, navic sbiraji propolis. Propolis je rostlinna
pryskyfice s antimikrobidlnimi ucinky, kterou vcely pouzivaji k vytvoreni vzduchotésné
a vodéodolné vrstvy uvniti hnizda. Krom toho mohou propolis pouzit k mumifikaci
malych obratlovcl, napt. mysi, které vniknou do ulu. Nékteré latky v propolisu jako
kyselina p-kumarova mohou podporovat expresi gend imunitniho systému

(DeGrandi-Hoffman a Chen, 2015; Larsen et al., 2019).

2.3 Mikrobiom v¢el

Stfevni mikrobiom mé obecné u zvitat velky vyznam, napomahé napftiklad pfi trdveni
potravy a detoxikaci Skodlivych latek, poskytuje esencialni Ziviny, ale také chrani vici
patogentm a parazitiim a ovliviiuje imunitu. SloZeni stfevniho mikrobiomu se u riznych
druhii organismti zna¢né 1i§i a mize obsahovat stovky ruznych bakteridlnich druhi.
Mikrobiom u dospélych v¢el je ale dominovan pouze deviti bakterialnimi druhy (Kwong
a Moran, 2016).

Mezi hlavni bakterie mikrobiomu patii gramnegativni bakterie Snodgrassella alvi a
Gilliamella apicola a grampozitivni bakterie Bifidobacterium asteroides a skupiny
Lactobacillus Firm-4 a Lactobacillus Firm-5. Dal§imi mén¢ pocetnymi bakteriemi jsou
Frischella perrara, Bartonella apis, Parasaccharibacter apium a linie bakterii z ¢eledi
Acetobacteraceae, pribuzna rodu Gluconobacter, nazyvana Alpha2.1 (Kwong a Moran,
2016).

Bakterie vceliho mikrobiomu jsou v rdmci travici soustavy vcel rtizné rozmistény.
Nejméné bakterii se nachazi v medném volatku a jednd se predevsim 0 bakterie
Lactobacillus kunkeei a P. apium, které se nachazi v nektaru a v materialu pro stavbu tlu.
V Zaludku se také nachazi pomérn¢ malé mnozstvi bakterii, jelikoz zaludek neposkytuje
vhodné podminky pro bakterialni kolonizaci kvuli pfitomnosti peritrofické membrany.
Naproti tomu v tenkém stieve a rektu se jiz nachazeji pocetné mikrobialni komunity, a to
v poétu mezi 108 az 10° bunek, coz je vice jak 99 % z celkového poctu bakterii v téle
délnic. V tenkém stfevé se nachazeji hlavné gramnegativni bakterie a v rektu poté
grampozitivni fermentativni bakterie rodu Lactobacillus a také B. asteroides. Piesna

kompozice mikrobiomu vcel se ale 1isi v zavislosti na véku a kasté dané vcely. Vceli
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matky napiiklad Casto postradaji n€které bakterialni druhy pfitomné u vcelich d€lnic a

obecné jsou u nich dominantni P. apium a bakterie z linie Alpha2.1, coz je zapfic¢inéno

jejich odlisnou fyziologii a stravou (Kwong a Moran, 2016).

Kromé vyse zminénych bakterii se v travici soustavé vcel také vyskytuji 1 jiné,
vzacnéj$i druhy, které Casto patii mezi oportunni patogeny. Jedna se piedevsim o bakterie
z ¢eledi Enterobacteriaceae, do které patfi bakterie Hafnia alvi a druhy Pantoea,

Enterobacter, Klebsiella a Serratia (Kwong a Moran, 2016; Raymann a Moran, 2018).

2.3.1 Faktory ovliviiujici v€eli mikrobiom

Slozeni mikrobiomu je ovlivnéno mnoha faktory jako jsou strava, stres, imunitni
odpovéd’, starnuti a vystaveni antibiotikim ¢i pesticidim. NaruSeni mikrobiomu muze
mit pfitom vazné nésledky a ma velky vliv na vyvoj délnic. Napiiklad naruSeni v raném
stadiu vyvoje ovliviiuje expresi geni dulezitych pro vyvoj a pravdépodobné také
ovliviiuje fungovani imunitniho systému. U dospélych vcel pak naruseni mikrobiomu
muze zpusobit zvySenou citlivost vii¢i nekterym patogeniim jako jsou napiiklad parazité

z fadu Trypanosomatida (Raymann a Moran, 2018).

V Ceské republice je pouzivani antibiotik na véelstva zakazano, nicméné v nékterych
oblastech (napt. USA) je jejich pouzivani rutinou a slouzi ptedev§im pro prevenci moru
a hniloby vceliho plodu. Jednim z b&zné pouzivanych antibiotik je tetracyklin. Pouzivani
tetracyklinu ma velky vliv na slozeni mikrobiomu vcel a také zvySuje jejich umrtnost,

napiiklad pravé diky zvySené citlivosti na oportunni patogeny (Raymann a Moran, 2018).

Negativni vliv na vCely maji také mikroplasty, konkrétné polystyrenové mikroplasty,
které byly nalezeny na kvétech nékterych rostlinnych druhi. Tyto mikroplasty ovliviiuji
strukturu a diverzitu v¢eliho mikrobiomu a pfipadné naruseni mikrobiomu antibiotiky

pak zvySuje umrtnost v¢el vystavenych mikroplastim (Wang et al., 2021).



2.4 Serratia marcescens

Serratia marcescens je gramnegativni ty¢inkovita bakterie, patiici do celedi
Enterobacteriaceae. Jedna se o fakultativné anaerobni organismus, ktery v roce 1819
objevil italsky 1ékarnik Bartolomeo Bizio. Pojmenovana poté byla na pocest fyzika
Serafina Serratiho (Yu, 1979).

S. marcescens, stejné jako dal$i zastupci rodu Serratia, tvoii typicky ¢ervené kolonie.
Toto zbarveni je zplUsobeno pigmentem prodigiosinem, ktery je nejvice produkovan
ve stacionarni fazi ristu jako sekundarni metabolit. Obsahuje ve své struktuie tii
pyrrolova jadra, podobné jako porfyriny, chlorofyl ¢i fykobiliny (Madigan et al., 2012).
Béhem lag faze je produkce prodigiosinu spojovana se zvySenou produkci ATP, pfi¢emz
pigmentované buniky jsou schopny rychlejsi akumulace ATP a dé¢leni nez bunky
nepigmentovanych kment, ¢imz je zvySena produkce jejich biomasy (Haddix a Shanks,
2018). U prodigiosinu byly také objeveny zajimavé u¢inky na lidsky organismus, jako
naptiklad jeho proapoptotickd aktivita vii¢i rakovinnym buitkdm nebo imunosupresivni
uc¢inky pozorované napf. jako zpozdéna autoimunitni reakce u diabetu. Vzhledem k tomu,
ze nevykazuje toxické, mutagenni a jiné skodlivé vlivy, by mohl také slouzit jako nahrada

syntetickych barviv v potravinovém pramyslu (Darshan a Manonmani, 2015).

Prodigiosin (2-methyl-3-amyl-methoxyprodigiosen, obr. 1) v buiice vznika enzymoveé
katalyzovanou kondenzaci stabilniho 2-methyl-3-pentylpyrrolu (MPP) a nestabilniho
4-methoxy-2-2’-bipyrrol-5-karbaldenydu  (MBC). Biosyntéza MPP a MBC je
nékolikakrokovy proces katalyzovany skupinou tzv. Pig enzymi, a jejimi prekurzory jsou
acetat/malonat, serin, methionin a prolin. Prodigiosin je u S. marcescens tvofen pouze
V aerobnim prostiedi a pfesna barva kolonii zavisi na kultiva¢nich podminkach (Brenner

et al., 2005; Darshan a Manonmani, 2015).

S. marcescens se obecné nachazi ve vode a v pudg¢, ale také v travicim traktu hmyzu a
obratlovcu (Madigan et al., 2012). U vcel se vyskytuje v malém mnozstvi v travicim
traktu, je soucasti strevni mikroflory a fadi se mezi oportunni patogeny (Raymann a
Moran, 2018). Bakterie S. marcescens je znamo n¢kolik kment, V travicim traktu se
napiiklad vyskytuji kmeny kz2, kz11 a kz19 (Raymann et al., 2018). U kmenu kz11 bylo
dokazano, ze po vystaveni véel antibiotikim ¢i pesticidim zpUsobuje jejich zvysenou

umrtnost (Raymann et al., 2017).
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Obr. 1 Strukturni vzorec prodigiosinu (vytvofeno v aplikaci Chemsketch podle databaze
PubChem).

2.4.1 Patogenita S. marcescens u v¢el

S. marcescens se u vcel stava patogenni v pfipad¢, ze se dostane do hemolymfy. Tento
prichod je umoznény diky enzymu CBP21, coz je chitin vézajici a degradujici enzym,
exprimovany bakterii S. marcescens. Podobny enzym, PICBP49, je kli¢ovym virulentnim
faktorem bakterie P. larvae zodpovédny za degradaci peritrofické membrany larev
(Fiinfhaus et al., 2018).

CBP21 patii mezi lytické polysacharidové monooxygenasy (EC 1.14.99.53) a je
schopen depolymerizovat fetézce chitinu skrz oxidativni mechanismus, pii kterém vznika
aldonova kyselina (GICNACA, obr.2). Zaroven ma CBP21 stimulujici efekt na aktivitu
chitinas (EC 3.2.1.14), kter¢ §tépi glykosidové vazby chitinu. CBP21 piisobi na mistech
tézko ptistupnych pro chitinasy, diky tomu jsou po nastépeni fetézce vytvorena mista, na
ktera se chitinasy mohou snadnéji vazat. S. marcescens produkuje tfi izoformy téchto
chitinas, a to chitinasu A, B a C (ChiA, ChiB, ChiC). ChiA a ChiB degraduji fetézce
chitinu na opacnych stranach a produkuji chitobiosu. ChiC je endoaktivni chitinasa,
nahodné $tépici fetézce chitinu na amorfnich mistech, ¢imz otevird regiony pro atak ChiA
a ChiB. Dale pak bakterie produkuje chitobiasu (EC 3.2.1.52), ktera konvertuje
chitobiosu na N-acetylglukosamin (GIcNAc, obr. 2; Vaaje-Kolstad et al., 2013). Jelikoz
je vystelka traviciho traktu slozena z chitinu, zptisobuji enzymy prodéravéni vystelky, a
tim umoznuji vniknuti bakterie do hemolymfy. V hemolymf¢ pak S. marcescens
zpusobuje sepsi, ktera se projevuje ztratou schopnosti vcel 1état ¢i pohybovat se. V zimé
se takto oslabené vcely odpojuji od zimniho klastru a oslabuji tak celé véelstvo (Fiinfhaus

etal., 2018).
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Obr. 2 Schématické znazornéni pusobeni chitinolytickych enzymut bakterie S. marcescens na
fetézce chitinu; NR — neredukujici konce, R — redukujici konce (pievzato z Vaaje-Kolstad et
al., 2013).

2.4.2 S. marcescens kmen Sicaria

V hemolymf€ v¢ely byl v roce 2016 také nalezen novy kmen S. marcescens, a to kmen
Sicaria (Ss1), pojmenovany podle latinského vyrazu pro zabijaka. Do téla véel se dostava
pfenosem z roztoc¢e Varroa destructor. Tento parazit se Zivi hemolymfou a tukovou tkani
vcCely a je zaroven prenaSeCem ruznych infekci ¢i patogenti. Bakterie samotného roztoce
neposkozuje a po pienosu na zdravou vcelu se po infikovani mohou na vcele zivit dalsi

rozto€i, ¢imz se bakterie §iti dal (Burritt et al., 2016; Ramsey et al., 2019).

Ss1 vykazuje fenotypické a biochemické odlisnosti od ostatnich kmenii S. marcescens.
Netvoii typicke velké Cervené kolonie, ale mensi bilé kolonie s vinové Cervenym sttedem,
viditelnym po podsviceni kolonie umélym osvétlenim (obr. 3). Pro S. marcescens jsou
navic typické n¢které biochemické reakce. Je naptiklad schopné vyuZzivat lysin jako zdroj
uhliku a energie pro rast, nicmén¢ lysin dekarboxylasovy test na Ss1 je negativni. Stejné
tak i test na aktivitu gelatinasy (EC 3.4.24.24), produkci acetoinu, hydrolyzu eskulinu,
vyuziti citratu a dal$i. Spolecnou vlastnosti Ss1 s ostatnimi kmeny je napiiklad aktivita
DNasy (EC 3.1.11.4) pii 22 °C (Burritt et al., 2016).
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Obr. 3 a) Kolonie Ss1 na levé strang, napravo kontrolni kolonie S. marcescens #361 na LB agaru,
b) kolonie Ss1 na McConkeyho agaru podsvicené lampou; méfitko 5 um (pfevzato a

upraveno dle Burritt et al., 2016).

2.5 Hmyzomorka véeli (Nosema apis)

Hmyzomorka véeli (Nosema apis), je paraziticka houba fadici se mezi mikrosporidie.
Jako prvni byla popsana vroce 1909 némeckym zoologem a vcelafem Enochem

Zanderem (Fries, 1993).

Zpusobuje nemoc zvanou nosematdza, coz je priajmové onemocnéni a projevuje se
kalenim vcel na sténach ulu a na plastech. Siln¢ infikovana vcelstva navic vykazuji
snizenou produkci potomstva a jejich pomaly rast (Fries et al., 2013). U N. apis byl
zaroven pozorovan sezonni charakter s nejvyss$im dopadem na vcelstvo v zimnim obdobi

(Kamler et al., 2011).

2.5.1 Pribéh a SiFeni infekce N. apis

N. apis je intracelularni parazit tvofici spory, diky nimz se §ifi mezi hostiteli. Spory
mikrosporidii obecné maji tlustou sténu slozenou ze tii vrstev, a to z bilkovinné exospory,
z chitinové endospory a z plazmatické membrany uzavirajici cytoplazmu, jadro
(poptipadé jadra), posteriorni vakuolu, polaroplast a extruzni aparat. Extruzni aparat
obsahuje polové vlakno obtoc¢ené kolem jadra a kotvici disk (Franzen a Miiller, 1999).

Spory N. apis maji velikost 4—6 x 2—4 um (Sulborska et al., 2019) a jejich polové vlakno
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je obtocené kolem jadra Casto vice jak tiicetkrat (obr. 4; Fries et al., 2013). Do organismu

véely se spory dostavaji konzumaci kontaminované potravy ¢i vody a nasledn¢ se také

Sifi trofalaxi (Higes et al., 2010).

Po konzumaci se spory dostanou do zaludku v¢ely, kde vyklici, a poté vytlaci polové
vldkno, diky némuz muze infekéni sporoplasma proniknout do epitelovych bunck
(Fries et al., 1992). Polové vlakno je vytlaceno diky bobtnani polaroplastu a vakuoly
béhem germinace. ZvySeni tlaku uvniti spory vede k prasknuti kotviciho disku, diky
¢emuz dojde k vystieleni polového vlakna, kterym nasledné projde sporoplasma (Keeling
a Fast, 2002). Sporoplasma je uvolnéna piimo do cytoplazmy hostitelské bunky, kde
nastdva nejprve asexudlni mnozeni neboli merogonie. Béhem merogonie se ze
sporoplasmy stava tzv. meront, coz je forma vegetativni builky, kterd ma zaobleny,
nepravidelny a podlouhly az vieténkovity tvar s malo diferenciovanou cytoplazmou,
uzavienou plazmatickou membranou. Béhem merogonie poté dochazi bud’ k aplnému
bunéénému deleni, nebo muize dojit pouze k déleni jadernému, pii¢emz vznikaji
mnohojaderné podlouhlé¢ meronty. Po merogonii nasleduje sporogonie, pii které¢ dochazi
k vyvinuti meronti ve sporonty, pro které je charakteristicky tuhy povrchovy plast, ktery
se dale vyviji v exosporu. Sporonty se dale déli na sporoblasty, ze kterych se vyviji spory
(Fries et al., 1992; Franzen a Miiller, 1999; Gisder et al., 2011).

V zéavislosti na teploté se hostitelsky epitel naplni sporami béhem jednoho tydne
(De Graaf et al., 1994). V této situaci mohou bunky prasknout, a tim uvolnit novou
generaci primarnich spor, které mohou infikovat dalsi buniky (Huang et al., 2012). V¢eli
organismus je ale schopen dalsi infekci zabranit. Imunitni systém vcel reaguje na infekci
zvySenim exprese genl kodujicich antimikrobidlni peptidy a enzymy spojované
s imunitou (Antanez et al., 2009). V ptipad¢, ze se infekci dalSich bun€k podati zamezit,
se primarni spory vyvinou ve spory environmentalni, které jsou vylouceny vykaly.
V opacném piipadé primarni spory infikuji vice bun€k a dale se mnozi (obr. 5; Huang et
al., 2012).

V¢ely nakazené nosematozou navic kéleji po sténach ulu a jelikoz tyto vykaly uklizeji
ostatni vcely, §ifi se spory dal po celém vcelstvu. Vyznamny pienos spor je také zptisoben
trofalaxi v¢el. Po vylétnuti v¢el z Gillu dochazi ke kontaminaci vody a pylu v okoli (obr. 5),

¢imz hrozi i nakaza dalSich vcelstev (Kamler et al., 2011).
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Obr. 4 Schématické znazornéni spory N. apis (pievzato a upraveno dle Fries, 1993).
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Obr. 5 Schéma pienosu infekce N. apis a jeji zivotni cyklus v téle véely (vytvoreno podle Franzen
a Miiller, 1999; Kamler et al., 2011).
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2.5.2 VIiv infekce N. apis na véelstvo

Degenerace epitelové tkané zpusobena infekci ovliviiuje hladinu mastnych kyselin a
zasobniho proteinu vitellogeninu v hemolymf€, ¢imz je ovlivnéna sekrece enzymu a
mnozstvi proteinti v hypofaryngealnich zlazach, které casteéné slouzi k vyrob¢é matefi
kasicky (Bahreini a Currie, 2015). Vitellogenin je prekurzorovy protein vajeéného
zloutku a je syntetizovan v tukovém télese véel (Corona et al., 2007). Ma pleiotropni
efekt na délbu prace a opatieni potravy, ¢imz napomahad organizovanosti vceli
spoleCnosti. Exprese vitellogeninu byva také spojovana s rezistenci vici oxidacnimu

stresu a jeji naruSeni ma tedy na vcely pomérné velky dopad (Antunez et al., 2009).

Infekce N. apis je také spojovana se tfemi virovymi infekcemi, a to s BQCV, BVY a
AmFV. N. apis a zminéné viry na sebe maji synergicky u¢inek. Naptiklad kombinace
N. apis s BQCV je mnohem $kodlivéjsi nezli samotné jednotlivé infekce (Fries et al.,
2013).

2.6 Hmyzomorka vychodni (Nosema ceranae)

Nosema ceranae je stejné jako N. apis intracelularni parazit, zpsobujici nosematozu
véel. Tuto mikrosporidii poprvé popsal vV roce 1996 $védsky profesor Ingemar Fries a

pojmenoval ji podle hostitele Apis cerana (Fries et al., 1996).

Ackoliv byla N. ceranae objevena v asijské vcele, v poslednich letech byla detekovana
I v evropské véele A. mellifera. Nékteré studie navic ukazuji, ze muze byt vice virulentni
nez N. apis (Pasca et al., 2019). Zatimco je N. apis spojovana se zimni imrtnosti,
N. ceranae ma na svédomi umrtnost vcel v teplejsich oblastech a obdobich (Fries et al.,
2013).

Spory N. ceranae (obr. 6) maji velikost 3,3-5,5 x 2,3-3,0 um (Sulborska et al., 2019).
Jsou tedy mensi nez spory N. apis a jejich polové vlakno byva kolem jadra obtoc¢eno

20 —23x (Fries et al., 1996).
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Obr. 6 Spory N. apis a N. ceranae pozorované pod skenovacim elektronovym mikroskopem
(SEM) s viditelnym pocatkem vytlaceni polového vlakna (pievzato a upraveno z Ptaszynska
etal., 2012).

2.6.1 Vliv infekce N. ceranae

Mechanismus infekce N. ceranae je stejny jako u N. apis, nicméné celkovy vliv na
hostitele se u téchto paraziti li§i. Naptiklad imunosuprese byla pozorovana pouze
u N. ceranae. Infekce N. ceranae negativné ovliviiuje transkripci nékterych gent a
expresi antimikrobialnich peptidi. Konkrétné exprese abaecinu a hymenoptaecinu je
vlivem infekce zna¢né snizena. Tyto peptidy jsou soucasti humoralni imunity véel a jsou
dalezité v zabranéni infekce gramnegativnimi a grampozitivnimi bakteriemi. N. ceranae
také ovliviiuje expresi glukosadehydrogenasy (EC 1.1.5.9), coZ je enzym, hrajici roli
v aktivaci bunééné imunity. Takové naruSeni imunity navic usnadiiuje replikaci raznych
nebezpecnych viru, jako je DWV, BQCV, CBPV a KBV (Antunez et al., 2009; Hubert
etal., 2017).

Pro zabranéni mnoZeni a §ifeni parazita je u infikovanych buné¢k ptirozené indukovana
apoptdza. Mikrosporidie jsou schopny manipulace metabolismu hostitelské buiiky a
ovlivituji expresi apoptotickych gend a jiné dulezité pochody. Jak infekce N. ceranae, tak
infekce N. apis zvySuje expresi gent buffy a BIRCS, které maji velmi dalezitou roli pro

programovanou smrt. BIRCS je inhibitor apoptozy, ktery produkuje protein, inhibujici

15



aktivaci kaspas. Buffy naproti tomu koduje protein zvany Bcl-2-like pro-survival protein,
ktery kontroluje integritu vnéj$i mitochondridlni membrany. Kromé vlivu na tyto geny
maji Nosema spp. také vliv na G1 fazi bunécného cyklu, kterd je rozhodujici pro dalsi
osud bunky (apoptdza, déleni, diferenciace atd.). G1 fazi a progresi do S faze ovliviuji
oba druhy riiznymi zplsoby, ale pfedevsim se jedna o indukci nadmérné exprese cyklint,
a to konkrétné cyklinu B1 u N. apis a cyklinu E u N. ceranae (Martin-Hernandez et al.,
2017).

U vcelich bun¢k infikovanych N. ceranae bylo také pozorovéano jejich celkové
zvétSeni, pri¢emz jejich cytoplazma obsahovala zvysSeny pocet mitochondrii a ribozomt.
Nékteré z mitochondrii pak obklopovaly membranu merontli, coz poukazuje na externi
pfisun energie pro parazita. Zvyseni metabolické aktivity hostitelskych bun€k pro potieby
parazita potvrzuje fakt, ze pfi infekci N. ceranae dochazi ke zvySeni exprese genili
kédujicich proteiny kli¢ové pro procesy energetického metabolismu. Takovym genem je
napiiklad gen MRP L16 kodujici mitochondridlni ribosomalni protein L16, ktery ma
dialezitou roli pro sestaveni a strukturu peptidyltransferasového centra ribosomu a je
nezbytny pro spravnou funkci mitochondrialnich ribosoma (Martin-Hernandez et al.,
2017). Dale je pii infekci zvySena exprese 6Al1 podjednotky cytochrom c oxidasy
(EC 7.1.1.9) a beta podjednotky ATP synthasy (EC 7.1.2.2), pficemz oba tyto enzymy
katalyzuji termindlni reakci elektronového transportniho fetézce. ZvySena exprese
glukosidasy 11 (EC 3.2.1.84) pak poukazuje na navyseni katabolismu sacharid (Kurze et
al., 2016). N. ceranae tak zptsobuje nutri¢ni a energeticky stres pro véelu, ktery vyvola
zvySeni pfijmu potravy bohaté na glukosu. Pro mikrosporidie je zavislost na hostitelové
ATP obvykla vzhledem k jejich zna¢né redukovanému genomu, nicméné u N. apis nebyl

tento jev pozorovan (Martin-Hernandez et al., 2017).

2.7 Crithidia mellificae

Crithidia mellificae je eukaryoticky parazit z fadu Trypanosomatida, ktery byl poprvé
popsan v roce 1967 v Australii (Langridge a McGhee, 1967). Nicméné jako vceli patogen
byla C. mellificae popsana az pomérné nedavno, a to v roce 2013, kdy byl zjistén jeji
negativni impakt na zdravi v¢el a byla oznacena jako novy faktor ptispivajici k zimnimu
uhynu vcelstev v Belgii. Zaroven byl pozorovan synergicky efekt infekce C. mellificae a

N. ceranae (Ravoet et al., 2013). C. mellificae je také spojovana s imunosupresi,
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snizenim délky Zivota hostitele, fyziologickymi a behaviordlnimi zménami a také

negativné ovliviiuje produktivitu véelstev (Arismendi et al., 2020).

Trypanosomatidy obecné maji vlastnost polymorfie a béhem svého vyvoje vytvareji
rizna stadia, liSici se morfologicky a fyziologicky. Tyto morfotypy se 1isi u riznych druhi
a také béhem fazi zivotniho cyklu. Zaroven slouzi k adaptaci trypanosomatid na rtizna
prostiedi. Morfotypii se uvadi osm a déli se na zéklad¢ pozice kinetoplastu a biciku a
celkového tvaru buniky (Maslov et al., 2013; Wheeler et al., 2013). Kinetoplast je usek
mitochondrie, ktery obsahuje kinetoplastovou DNA (kDNA). Gen pro cytochrom b, ktery
je zakodovany v KDNA naptiklad slouzi pro fylogenetické odliseni rtiznych druht

trypanozom (Schwarz et al., 2015).

C. mellificae ma pievazné ovoidni tvar téla s jednim bic¢ikem v zadni ¢asti (Langridge
a McGhee, 1967). Nejcastéji se vyskytuje ve formé choanomastigotu, coz je morfotyp
charakterizovany bunikami ve tvaru je¢mene se Sirokou bi¢ikovou kapsou a kinetoplastem
ptilehlym k jadru (Maslov et al., 2013). Buinky choanomastigoti C. mellificae maji

primérnou velikost 6,62 % 3,32 um a obsahuji n¢kolik uzkych, hlubokych postrannich

zlabka (obr. 7; Schwarz et al., 2015). Pti lehké infekci napada C. mellificae rektalni papily

Obr. 7 SEM snimek choanomastigoti C. mellificae (pfevzato a upraveno dle Schwarz et al.,
2015).
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2.8 Lotmaria passim

Lotmaria passim je stejn¢ jako C. mellificae eukaryoticky parazit ztadu
Trypanosomatida. Diive byla povazovana za jeden z kment C. mellificae, v roce 2015
bylo ale toto zatazeni pfehodnoceno, jelikoz ptivodni fazeni bylo zaloZeno na morfologii,
nikoliv na fylogenetice. Nové objeveny rod trypanozom byl poté pojmenovan podle
mikrobiologa Rutha Lotmara. Pro druhové jméno bylo vybrano latinské slovo passim,
tedy ,,vSude*, a to z divodu, Ze je pravdépodobné, ze L. passim je zodpovédna za velkou
Cast patologii dosud ptisuzovanych C. mellificae, a je tak nejcastéj$im a globalné

nejrozsifenéj$im druhem trypanozom u véel (Schwarz et al., 2015).

Nejcastéji se L. passim vyskytuje ve formé promastigotd, coz je morfologicky typ
bunky, pro ktery je charakteristicky podlouhly tvar, Gizka bi¢ikova kapsa a kinetoplast
umistény ptred jadrem (Maslov et al., 2013). Buiky promastigotd L. passim maji
prumérnou velikost 7,44 x 3,15 um a obsahuji Siroky hluboky postranni zlabek (obr. 8),
sféroidni morfotypy jsou pak velké 3 —4 um (Schwarz et al., 2015).

Stejné jako C. mellificae napada rektum a koncovou ¢ast tenkého stieva. Sféroidni
bezbicikaté morfotypy L. passim adheruji ke sténé traviciho traktu a vytvareji hustou,
jednotnou vrstvu. Po jejich separaci od stény zanechavaji v epitelu eroze podobné malym
diram (Goémez-Moracho et al., 2020). Prostiedi tenkého stieva vcel je ale anaerobni a
nutricné chudé. L. passim tak v odpovédi na tyto podminky snizuje expresi gent
zapojenych do bazdlniho metabolismu, napf. mRNA spojené s translaci bilkovin,

glykolyzou, antioxida¢niho stresu a dychacim fetézcem kinetoplastu (Liu et al., 2020).

Arismendi et al. (2020) pozorovali, ze v¢ely nakazené L. passim a zaroven N. ceranae
vykazuji zvySenou umrtnost, coz ukazuje na synergicky efekt mezi témito patogeny.
Nicméné umrtnost vcel nakazenych pouze L. passim nebyla vyrazné ovlivnéna. Byla ale
pozorovana snizena exprese Vitellogeninu a AmP, a to piedevsim pfi silné infekci. Podle
Liu et al. (2020) akumulace parazita v zadni Casti stieva véely snizuje zivotnost véel, ale

nevede Kk rychlé smrti v€ely, ¢imz si parazit zajistuje dokonceni svého Zivotniho cyklu a

vvvvv

Zajimavym objevem byl nalez DNA L. passim v rozto¢i V. destructor. Vzhledem
k tomu, Ze trypanosomatidy se vyskytuji v travicim traktu a rozto¢ se zivi tukovou tkani,
neni vysvétleni tohoto nalezu jasné. Moznosti je, Ze L. passim je schopna prechodu skrz

bariéru traviciho traktu do tukového téliska. Pro tento pfechod ale zatim nejsou zadné
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dukazy. Bylo ale pozorovano, ze vcelstva infikovana L. passim vykazovala vysokou
uroven parazitizace roztoCem. Je tedy mozné, ze V. destructor je prenasecem L. passim

(Castelli et al., 2019; Quintana et al., 2021).

Obr. 8 SEM snimek promastigoti L. passim (pfevzato a upraveno dle Schwarz et al., 2015).

2.8.1 Sifeni trypanosomatid

Parazité z fadu Trypanosomatida nejsou u vcely medonosné dikladné prostudovani a
znalosti o jejich pfenosu a mechanismu patogenity jsou omezené. Vétsi mnozstvi znalosti
je ale u pfibuzného druhu Crithidia bombi, coz je parazit, napadajici ¢melaky rodu
Bombus (Williams et al., 2019).

C. bombi ma u émelaka velky vliv na celkové zdravi, a to pfedev§im na preziti matek
V obdobi hibernace. M4 také vliv na zakladani kolonii a reprodukéni zdatnost. Po poZiti
se C. bombi dostava do traviciho traktu, kde se pfichyti ke stievni sténé. Nasledné se
mnozi a v ur€itém stadiu vyvoje jsou parazitické buniky vymésovany ve vykalech, ¢imz
dochazi k Sifeni infekce. Vykaly se mohou dostat na kvét ¢i do pudy, tak mohou ulpét na
téle jiného hmyzu, ktery mulzZe slouzit jako vektor pro pfenos parazita na ¢melaka.
Takovym vektorem muze byt i A. mellifera, na které se infekce C. bombi neprojevuje
(Ruiz-Gonzalez a Brown, 2006; Schliins et al., 2010).
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3 METODY DIAGNOSTIKY VCELICH PATOGENU

3.1 Kultiva¢ni metody

3.1.1 Mikrobialni kultivace S. marcescens

Bakterie rodu Serratia jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni organismy. Anaerobné
redukuji dusi¢nany a chlore¢nany. Pro rast nejsou nezbytné sodné ionty, nicméné
optimalni koncentrace NaCl pro S. marcescens je ~ 0,5 % (w/v). Kultura S. marcescens
obvykle produkuje rybi az mocovy odér, pfisuzovany trimethylaminu spolu s malym
mnozstvim amoniaku. Pigment prodigiosin produkuje S. marcescens pouze Vv aerobnim
prostiedi, pficemz pfesna barva kolonii zavisi na kultiva¢nich podminkach (napf. teplota,
pH, anorganické ionty, sacharidy, aminokyseliny). Odstin barvy kolonii se mizZe
pohybovat od oranzové, pies rtizovou, syt¢ Cervenou, az po fuchsiovou. Nejlépe je
prodigiosin produkovan na pepton-glycerolovém agaru pii 20-35 °C, pii¢emz tplné
teplotni rozmezi pro jeho produkci je 12-36 °C. Na masopeptonovém agaru rostou
nepigmentované druhy Serratia jako neprihledné bilé kolonie nebo mukoidni &i
prihledné hladké kolonie. Tyto pudy nejsou Vhodné pro izolaci Serratia spp. od
enterobakterii (Brenner et al. , 2005; Grimont a Grimont, 2006).

Pro Serratia spp. je typickda produkce extracelularni gelatinasy, lecithinasy
(EC 3.1.1.4) a DNasy. Média, ktera dokazuji pfitomnost jednoho z enzymi mohou byt
pouzita pro odliSeni rodu Serratia. Selektivni médium pro Serratia spp. je
caprylate-thallous agar (CT agar), ktery je vhodny pro izolaci z polymikrobidlnich
klinickych vzorki jako jsou naptiklad vykaly. Pro selekci S. marcescens se pak pouziva

specialni DNasové médium (Grimont a Grimont, 2006).

Slozeni selektivniho DNasového média pro izolaci S. marcescens je nasledovné: agar
pro DNasovy test s methylovou zeleni (Difco) 42 g; L-arabinosa 10 g; fenolova Cerven
0,05 g; methylova zelen (1%) 4 ml; destilovana voda do 1 1. Po autoklavovani je k médiu
pridan ampicilin (5 pg-ml?), kollistin (5 pg-ml™?), cefalotin (10 ug-ml™?) a amfotericin B
(2,5 pg-ml) (Grimont a Grimont, 2006).

Pro identifikaci Serratia spp. jsou velmi uzite¢né testy vyuziti zdroje uhliku, které jsou

upiednostiiovany pred fermentacnimi testy, jelikoz kmeny schopné vyuzit polyalkohol
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¢asto produkuji pfili§ malé mnozstvi kyseliny na to, aby reakce byla pozitivni (Grimont

a Grimont, 2006).

3.1.2 Mikrobialni kultivace trypanosomatid

Trypanosomatidy obecné lze kultivovat v riznych typech zkumavek a médii. Standardné
jsou pouzivany sklenéné zkumavky s gumovym vickem obsahujici bifazové médium,
skladajici se z krevniho agaru jako zakladu, pfevrstvené¢ho tekutym médiem. Tento typ
média je pouzivan predev§im pro parazity vyzadujici pro rist velmi specifické podminky
a vyzivu. Pro monoxenni, tedy jednohostitelské, parazity, jako jsou C. mellificae a
L. passim, je pro kultivaci postacujici monofazové médium méné bohaté na nutrienty. Pro
kultivaci téchto trypanosomatid je tedy mozné pouzit napiiklad Brain Heart Infusion
médium (infuze mozkové a srde¢ni tkané; BHI médium), kompletni Schneiderovo
médium (Drosophila, Insect), médium M 199 a médium RPMI 1640. Do médii je podle
potfeby pridavana také napt. krali¢i/ov¢i defibrinovand plna krev, tepelné inaktivované
fetalni hovézi sérum, a také riizné antibiotika (Lukes a Votypka, 2020). Trypanozémy lze
kultivovat pfi pokojové teploté, bunécny rast pak lze pozorovat pocitanim parazitl

vV Neubauerové komirce pod svételnym mikroskopem (Gomez-Moracho et al., 2020).

U prvokt zfadu Trypanosomatida jsou pro kultivaci in vitro velmi vhodna
proliferativni stadia, nachazejici se v travicim ustroji bezobratlého hmyzu. NejcastejSim
takovym stadiem je stadium promastigotu, coz je typicka forma pro L. passim a zaroven
se jedna o morfotyp, ktery roste nejlépe in vitro. C. mellificae je ale vyjimkou a v travicim
traktu hmyzu se nejCastéji nachazi ve formé choanomastigotu (Lopes et al., 2010).
C. mellificae je také na rozdil od ostatnich druht parazitickych prvoku acidofilnim

organismem a nejlépe roste pii pH 5 az 6 (Langridge a McGhee, 1967).

3.1.3 Mikrobialni kultivace Nosema spp.

Mikrosporidie N. apis a N. ceranae jsou obligatn¢ intracelularni patogeny, ktefi nejsou
schopni ristu a mnozeni mimo hostitelskou bunku. Pro jejich kultivaci je tedy nutné
pouzit vhodné bunécéné kultury, pfistupné k infekci témito patogeny. Jako bunécné
kultury mohou byt pouzity epitelové burniky izolované piimo ze vcelich kukel, nebo

komercné dostupné bunétné kultury ziskané znékterych hmyzich druhli fadu
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Lepidoptera, jako napfiklad bunééna suspenze IPL-LD-65Y (Bekyné velkohlava,
Lymantria dispar) (Gisder et al., 2011; Fries et al., 2013).

3.2 Mikroskopické techniky

3.2.1 Mikroskopie S. marcescens

Bakterie S. marcescens je gramnegativni ty¢inkovita bakterie. Po Gramové barveni se

tedy pod svételnym mikroskopem bakterie jevi jako rizové tyc¢ky (obr. 9; Madigan et al.,
2012).
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Obr. 9 Bakterie S. marcescens barvené dle Grama, zvétSeni 1500 (pouzito se svolenim autora:
MVDr. Jaroslav Bzdil, Ph.D.).
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3.2.2 Mikroskopie Nosema spp.

U svételné mikroskopie je pro pozorovani spor Nosema spp. dostacujici zvEtSeni
200-400x. Daji se pozorovat nebarvené v kapce vody (obr. 10). Je také vhodné pouzit
svételny mikroskop s fazovym kontrastem pro odliSeni mikrosporidii od kvasinek a
jinych ¢astic. Pro pocitani spor se béZné pouziva hemocytometr a je vhodné pro né€ pouzit

pouze zaludek, jelikoz se v ném nachdzi nejvyssi pocet spor (Fries et al., 2013).

Spory N. apis a N. ceranae jsou od sebe rozeznatelné na zakladé odlisné velikosti a
tvaru. Spory N. ceranae jsou mensi nez spory N. apis a jsou Casto lehce ohnuté a nemaji

zcela uniformni tvar. Pozorovani téchto rozdilt je ale ¢asto obtizné (Fries et al., 2013).

Preparaty téchto mikrosporidii jsou pro svételnou mikroskopii standardné fixovany
methanolem a barveny Giemsovym barvivem. Pro elektronovou mikroskopii Ize po zaliti
tkan¢ epoxydovou pryskyfici a nafezani na tenké sekce barvit preparaty toluidinovou

modri (Fries et al., 2013).

Obr. 10 Spory N. ceranae (A) a N. apis (B) pod svételnym mikroskopem (pfevzato a upraveno
dle Fries et al., 2006).
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3.2.3 Mikroskopie C. mellificae a L. passim

Pro detekci C. mellificae a L. passim pomoci svételné mikroskopie je pozorovan zaludek,
tenké stfevo a rektum zkoumané vcely. Pod svételnym mikroskopem by u infikovanych
véel mély byt vidét bunky parazita prichycené na sténu rekta. Pro ptipravu barveného
preparatu je infikované rektum otieno na podlozni sklicko, poptipadé jsou pouzity
vykultivované trypanosomatidy v tekutych médiich. Pfi tomto postupu je nejprve
preparat fixovan methanolem a nasledné barven Giemsovym barvivem. Pro pozorovani
kinetoplastu a jadra v zivych bunkach lze buiky obarvit fluorescenénim barvivem
Hoechst 33442 (obr. 11; Langridge a McGhee, 1967; Buendia-Abad et al., 2021).
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Obr. 11 Promastigoti L. passim pod mikroskopem a) fixovany preparat barveny Giemsovym
barvivem b) nefixovany preparat barveny barvivem Hoechst 33442: N - jadro,
K — kinetoplast (ptevzato z Buendia-Abad et al., 2021).
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3.3 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucCasti matrice
s analyzatorem doby letu (anglicky Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-of-Flight Mass Spectrometry), zkracen¢ MALDI-TOF MS, je metoda pro rychlou
a presnou identifikaci a charakterizaci mikroorganismi. Vysledkem analyzy jsou
charakteristicka hmotnostni spektra, specificka pro kazdy mikroorganismus a jsou proto
vhodna jak k rodové, tak druhové identifikaci a také pro rozliSeni riiznych kmend.

Vyhodou metody je vysoka citlivost a rychlost méfeni (Croxatto et al. 2012).

Pouziti hmotnostni spektrometrie pro identifikaci mikroorganismi bylo poprvé
navrhnuto v roce 1975, kdy si Anhalt a Fenselau vsimli, Ze bakterialni extrakty riznych
druhii produkuji specifickd hmotnostni spektra. Ioniza¢ni techniky se d€li podle
pfenesené energie na ,,tvrdé“ a ,,mekké*“. MALDI patii mezi ,,m&kké* ionizacni techniky,
tedy produkuje ionty snizkou vnitini energii. Tyto techniky byly vyvinuty v druhé
poloviné 80. let, do té doby byly ,,tvrdé* techniky schopny analyzovat pouze bakterialni
lipidy, jelikoz mély pfilis velkou energii na to, aby nedoslo k rozpadu biomolekul s vyssi
hmotnosti. Nastup ,,mékkych* ioniza¢nich technik tedy umoznil analyzu biomolekul jako
jsou polypeptidy ¢i celé proteiny (Anhalt a Fenselau, 1975; Florio et al., 2018; Perutka a
Sebela, 2018).

V roce 1996 pak bylo zjisténo, ze pomoci MALDI-TOF MS mohou byt spektralni cary
ziskany z celych bakteridlnich bunék a neni potieba piredeslé bun&tné extrakce a
purifikace. MALDI-TOF MS neni pouzitelna pouze k identifikaci bakterii, ale také hub,
plisni a kvasinek (Croxatto et al., 2012). Zaroven identifikaci pomoci MALDI-TOF MS
neovliviiuji rizné kultivacni podminky, které ovliviiuji mikrobidlni fyziologii a bunéénou

expresi (Singhal et al., 2015).

3.3.1 Princip MALDI-TOF MS

Pro MALDI-TOF MS je pouzivan hmotnostni spektrometr, ktery se sklada ze Ctyf ¢asti.
Prvni ¢asti je iontovy zdroj, ktery ionizuje a prenasi ionty molekul vzorku do plynné faze.
Dalsi casti je hmotnostni analyzator, ktery separuje ionty na zdklad¢ jejich poméru
hmotnosti a naboje. Tieti ¢asti je poté detektor, zachycujici dopadajici ionty a posledni

&asti je systém na zaznam a zpracovani dat (Croxatto et al., 2012; Perutka a Sebela, 2018).
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Pti MALDI-TOF analyze jsou vzorky pfipraveny smichdnim analytu s matrici, diky
¢emuz dojde ke krystalizaci vzorku v ramci matrice. Smichani se provadi na vodivé
kovové desce, a to bud’ tak, Ze je vzorek s matrici smichan pfimo, nebo je mikrobialni
kultura nejprve ponechana zaschnout na desce a az poté se piidava matrice. Matrici jsou
nejcasteji aromatické kyseliny, které maji silnou optickou absorpci Vv rozsahu vinovych
délek pouzivaného laseru. Rizné matrice odlisné krystalizuji a ionizuji latky a jejich
slozeni se 1i$i v zavislosti na analyzované biomolekule a typu pouzivané¢ho laseru.
Nejpouzivangjsimi matricemi jsou kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (gentisova, DHB),
a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA), 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova (sinapova,
SA) a 4-hydroxy-3-methoxyskoficova (ferulova, FA). DHB je nejvhodnéjsi pro detekci
glykopeptidll a glykoproteinid. FA, SA a CHCA jsou vhodné pro detekci proteinovych
biomarkerti. Obecné pro detekci iontdl s niz§i hmotnosti jsou vhodn¢é DHB a CHCA
s detek¢nim limitem do 10 kDa a pro ionty s vy$si hmotnosti jsou vhodné SA a FA, které

detekuji ionty nad 15 kDa (Croxatto et al., 2012; Huong et al., 2014).

Divodem, pro¢ je mozné u MALDI-TOF MS pouzit celé mikroorganismy je to, ze
vétSina vegetativnich bakteridlnich bunck lyzuje po vystaveni vodé, organickym
rozpoustédlim a silnym kyselinam v matrici (napf. kyselina trifluoroctova). U nékterych
druhtt mikroorganismt je ale ¢asto nutné pro lyzu bunék piidat ke vzorku silné organické
kyseliny (napt. kyselinu mravenci) ¢i alkoholy jiz v ramci ptedpiipravy (Croxatto et al.,
2012; Singhal et al., 2015).

Po krystalizaci je vzorek v hmotnostnim spektrometru ostfelovan kratkymi pulzy
laseru. Matrice absorbuje energii laseru (vétSinou dusikovy UV laser s vinovou délkou
337 nm), coz vede k desorpci a ionizaci analytd a jejich pfevedeni do plynné faze
(El-Aneed et al., 2009). Excitované molekuly matrice ionizuji vzorek tak, ze pfenesou
svilj proton na molekulu analytu a vznikne pseudomolekulovy ion. Ionizované molekuly
jsou nasledné nejprve urychleny elektrickym polem a poté vstupuji do vakua v kovové
praletové trubici, kde se pohybuji rychlosti zavislou na jejich hmotnosti a néboji, s tim,
Ze mensi ionty jsou rychlejsi nez ionty vétsi. Nakonec ionty dosahnou detektoru. Doba
letu, ktera je nutna, aby ion dosahl detektoru, je imérna poméru m/z. Béhem analyzy jsou
tedy bioanalyty ve vzorku srozdilnym m/z rozdéleny podle doby letu a vytvafi
hmotnostni spektrum, které je charakterizovdno pomérem m/z a také intenzitou iontd,

ktera znaci, kolik iontd o daném m/z dosahlo detektoru. Jelikoz u MALDI jsou ionty
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obvykle jednomocné, tak m/z analytu piimo koresponduje s hodnotou hmotnosti
(Croxatto et al., 2012; Florio et al., 2018).

Identifikace mikroorganismii se poté provadi bud’ porovnanim vyslednych spekter se
spektry v databazi, nebo srovnanim hmotnosti biomarkeri neznamého organismu
s databazi proteomu. V ptipadé porovnani spekter je pro mikrobidlni identifikaci
pouzivan hmotnostni rozsah 2 az 20 kDa, coz odpovidd dominantnim ribosomalnim
proteintim. Tento pfistup je vyhodny pro pouziti v diagnostickych laboratotich, jelikoz je
jednoduchy a je dostupné velké mnozstvi komerénich databazi k porovnani (Singhal et

al., 2015; Florio et al., 2018).

3.3.2 MALDI Biotyper®

MALDI Biotyper® je systém pro identifikaci mikroorganismi, vyvinuty spole¢nosti
Bruker Daltonics. Funguje tak, Ze cili na ribosomalni proteiny a biomarkery pro
identifikaci bakterii, hub a kvasinek, a to na trovni rodu, druhu i kmenu. Ziskana
hmotnostni spektra jsou v programu Biotyper porovnavana s databazi, pficemz systém
vyhodnoti shodu ¢i neshodu. Shody jsou oznaceny barevné a to tak, Ze Zadna shoda je
¢ervena, ¢astena shoda je zluta a plna shoda je zelena (Huong et al., 2014; Houdelet et
al., 2020).

3.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce, nebo také zkracené PCR (z anglického Polymerase Chain
Reaction), je metoda, pii které dochazi k rychlému zmnozeni uréitého useku DNA. Pro
namnozeni sta¢i pouze velmi malé mnozstvi pivodni DNA, a to i DNA z komplexniho
vzorku jako naptiklad vzorku izolovaného z ptdy ¢i vody, ktery miize obsahovat miliony
odlisnych DNA fragmentd riznych mikroorganismt. Vyhodou PCR je jeji snadnost,
rychlost, piesnost, citlivost a také reprodukovatelnost (Clark et al., 2019).

PCR byla vynalezena Karym Mullisem, ktery za tento objev spolu s Michaelem
Smithem dostal v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii. Objev PCR byl pro biologii
revolu¢ni, jelikoz dtive byl pro amplifikaci DNA pouzivan zdlouhavy proces, pii kterém
bylo nutné ¢ast DNA nejprve zavést do plasmidu nebo jiného vektoru. Nasledné byla
provedena transformace této kombinované DNA do bakterialni buiiky, ktera pfi mnoZeni

zaroven namnozila nami pozadovany tisek DNA. PCR je oproti tomu jednodussi proces,
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u kterého neni zapotiebi bakterialnich bunék, ale DNA polymerasy (EC 2.7.7.7), tedy
enzymu katalyzujiciho syntézu nového tetézce DNA. PCR je zalozena na cyklickych
reakcich, béhem kterych je templatova DNA opakované denaturovana a enzymoveé
replikovana. Kazda noveé vytvoiena kopie slouzi jako templat pro vytvoieni dalSich, ¢imz

dochazi k fetézové reakci (Tiizmen et al., 2018; Clark et al., 2019).

3.4.1 Slozeni PCR smési

Pro probéhnuti PCR je nutnd pfitomnost n€kolika komponent. Jako prvni je potfeba
templatova DNA, u které je dostacujici i jeji stopové mnozstvi v komplexnim vzorku,
ktery obsahuje celkovou DNA, obsahujici i DNA rtznych organismi vyskytujicich se ve
vzorku. Dale je zapotiebi PCR pufr o vhodném pH a koncentraci ionti. Velmi dulezité
pro pribéh reakce jsou Mg?* ionty, které jsou nezbytné pro aktivitu DNA polymerasy,
jelikoz tvofi s jednotlivymi dNTP rozpustny komplex, ktery je DNA polymerasou
rozpoznavan. Pokud je koncentrace Mg?* iontd piili§ nizkd dochazi ke snizenému
vytézku reakce, naopak pii vysoké koncentraci Se mohou tvofit nespecifické produkty

kvuli snizené piesnosti DNA polymerasy (Tiizmen et al., 2018).

Nutnou soucasti PCR smési jsou také PCR primery, které slouZi k iniciaci syntézy
DNA. PCR primery jsou kratké jednovlaknové casti DNA, komplementarni k sekvenci
na kazdém konci cilového segmentu DNA. DNA polymerasa je nutna pro tvorbu kopii a
pfidava nukleotidy k primertim. JelikoZ jsou pro PCR nutné vysoké teploty, je nutné
pouzit termostabilni DNA polymerasu. Termostabilni polymerasy jsou izolovany
z bakterii zijicich v teplotach vyssich jak 90 °C. Nejcastéji je pouzivana Taq polymerasa,
izolovana z bakterie Thermus aquaticus. Nakonec jsou do PCR smési pfidavany
nukleotidy ve form¢ deoxynukleosidtrifosfati (dATP, dCTP, dTTP a dGTP) (Tiizmen et
al., 2018; Clark et al., 2019).

3.4.2 Prubéh reakce

Prvnim krokem PCR je smichédni reakénich komponent popsanych vyse. Nasledné je
reak¢ni smés vlozena do termocykléru, ktery je schopen ménit teplotu PCR velmi rychle
a presné. Kazdy cyklus PCR sestava ze tii fazi, a to z denaturace, nasednuti primera a
syntézy DNA, pfi¢emz kazda z fazi probihd pfi odlisné teploté. Na konci kazdého cyklu
je mnozstvi cilové DNA dvojnasobné (Green a Sambrook, 2019).
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Prvni fazi PCR je tedy denaturace, pti které dochazi k separaci dvouvlaknové DNA na
jednoduchd vldkna v disledku rozvolnéni vodikovych vazeb, které drzi vlakna
pohromadé (Clark et al., 2019). Dvouvlaknova templatova DNA denaturuje pii teploté,
ktera je Casteéné zavisla na obsahu guaninu a cytosinu (G+C). Cim vyssi je podil G+C,
tim vyssi je teplota nutna pro oddéleni vlaken od sebe. Rychlost denaturace pak zavisi na
délce DNA, pficemz ¢im delsi je molekula DNA, tim delSi je doba potiebnd pro
denaturaci. Pokud je teplota pfili$ nizka nebo ¢as je pfili$ kratky, dojde k denaturaci pouze
¢asti DNA bohatych na adenin a thymin (Green a Sambrook, 2019).

Pti PCR reakcich katalyzovanych Taq DNA polymerasou probihd denaturace pii
94-95 °C. Pifi prvnim cyklu muze denaturace probihat 5 minut pro zvyseni
pravdépodobnosti kompletni denaturace dlouhych molekul DNA, nicméné pro béZznou
amplifikaci linearni templatové DNA, jejiz obsah G+C je 55 % a nizs§i, postacuje doba
45 sekund pii 94-95 °C. Pro denaturaci DNA s vys§im obsahem G+C jsou Casto nutné
vyssi teploty a pro tyto ucely jsou pouzivany DNA polymerasy izolované z Archei, které

jsou vice tolerantni vié¢i vysokym teplotam nez Taq (Green a Sambrook, 2019).

Dalsi fazi cyklu je nasednuti primerd (hybridizace) na templatovou DNA. Pro tento
krok je teplota v termocykléru sniZzena na piiblizné 60 °C, respektive by teplota méla byt
0 3-5 °C nizsi, nez je vypoctena teplota, pti které se primery odlucuji od templatu. Pro
spravné nasednuti je teplota kriticka. Pokud by byla pfili§ vysoka, primery by dokonale
nenasedly na templat a vytéZzek amplifikované DNA by byl velmi maly. Pokud by naopak
byla teplota pfili§ nizkd, mohlo by dojit k nespecifickému navazani primert a tedy
k namnozeni nechténych ¢asti DNA. Dana teplota se v tomto kroku udrzuje po dobu 15 az

60 sekund (Clark et al., 2019; Green a Sambrook, 2019).

Féaze syntézy DNA se také oznacuje jako faze extenze ¢i elongace. Béhem tohoto
kroku dochazi k navazani DNA polymerasy na primery, ke kterym za¢ne postupné
ptidavat nukleotidy komplementarni k ptivodnimu vlaknu DNA (Tiizmen et al., 2018).
Syntéza DNA probiha od 5” konce ke 3° konci a je pro ni nastavena teplota okolo 72 °C,
coz je optimalni teplota pro Taqg DNA polymerasu. Doba trvani tohoto kroku zéavisi na
délce cilové sekvence. Udava se, ze pro kazdych 1000 part bazi je postacujici 1 minuta

(Clark et al., 2019).

Casto je nutné PCR optimalizovat pfidanim raznych sloucenin. Za ucelem zvyseni

efektivity a amplifikace G+C bohatych templatd se pridavaji k PCR rtzna aditiva a
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rozpoustédla. Rozpoustédly mohou byt naptiklad formamid, dimethylsulfoxid a glycerol.
Aditiva mohou byt tetramethylammonium chlorid, betain, glutamat draselny, siran

amonny nebo neiontové a kationtové detergenty (Green a Sambrook, 2019).

Nejcastéji se pro analyzu produkti PCR pouziva elektroforéza na agarosovém gelu,
pti které dochazi k separaci DNA podle velikosti a naboje. Pro vizualizaci PCR produkti
se bézné pouzivaji dva druhy postupl. Prvnim je obarveni amplikoni chemickym
barvivem (napf. ethidium bromid), které se interkaluje mezi jednotlivé baze DNA.
Druhou moznosti je znaceni primerti ¢i nukleotidii fluorofory pied samotnou amplifikaci

(Garibyan a Avashia, 2013).

3.4.3 Modifikace PCR

Existuje mnoho modifikaci PCR pro riizné ucely, v nasledujicich podkapitolach jsou

uvedeny tfi priklady nejcastéjSich modifikaci.
3.4.3.1 PCR V realném case

Hlavnim rozdilem mezi tradi¢ni PCR a PCR v realném case (real-time PCR) je ten, Ze
u real-time PCR neni potfeba detekce amplikonti pomoci elektroforézy, ale detekce
probihd soucasné s amplifikaci. Jedna se o velmi citlivou metodu, kterd poskytuje

presnéjsi a rychlejsi vysledky nez tradiéni PCR (Valones et al., 2009).

Pro real-time PCR je nutné pouziti termocykléru se zabudovanym optickym systémem
pro zachyceni fluorescence, a také je potieba pocitacovy software, schopny zachytit data
a provést finalni analyzu reakce. Fluorescence, emitovana béhem reakce vytvari signal,
ktery je béhem kazdého cyklu zaznamenam a je ptimo umérny mnozstvi amplifikovanych

produktu (Valones et al., 2009).

Fluorescenc¢ni signal miize byt vytvoren dvéma zplsoby. Prvni moznosti je pridani
fluorescen¢niho barviva jako je napiiklad SYBR Green I, emitujici fluorescenci pii
520 nm. Barvivo se interkaluje do dvouvldknové DNA a neemituje zafeni, pokud je pouze
Vv roztoku a neni navazano. Béhem reakce se zvySuje mnozstvi dvouvlaknové DNA, coz
umozni navazani fluoroforu. Cim vice amplikont je tedy vytvoieno, tim vice zafeni je
emitovano. Druhou moznosti méfeni mnozstvi produkti je pfidani oligonukleotidovych
sond, naptiklad TagMan sondy. Sonda je kratk4 jednovlaknovd DNA, komplementérni

k cilové DNA, ktera ma na svém 5’ konci pfichyceny fluorofor a na 3’ konci ma
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tzv. zhasec. Pokud je fluorofor a zhasec v tésné blizkosti, tak zhaSe¢ pohlcuje fluorescenci
emitovanou fluoroforem. Pokud je zhase¢ daleko, nedochazi k pohlceni a termocyklér
muze zaznamenat intenzitu fluorescence. Béhem PCR se sonda musi navazat na
komplementarni DNA a nasledné Taq polymerasa odStipne 5° konec sondy, ¢imz dojde
k separaci fluoroforu od zhasece a dojde Kk fluorescenci. Vyhodou vyuziti sond oproti
SYBR Green 1 je, ze sondy jsou sekvencné specifické a nedochézi tedy k detekci
nespecifickych PCR produkti (Valones et al., 2009; Clark et al., 2019).

3.4.3.2 PCR s reverzni transkripci

PCR s reverzni transkripci, zkracené RT-PCR z anglického Reverse-Transcription PCR,
je varianta PCR umoZiujici detekci a kvantifikaci RNA pomoci reverzni transkripce do
struktury DNA. Konverze RNA na DNA je umoznéna diky enzymu reverzni transkriptase
(EC 2.7.7.49), ktery vytvati komplementarni vlakno DNA (cCDNA) podle sekvence RNA.
Vznikla cDNA poté slouzi jako templat pro amplifikaci (Green a Sambrook, 2018).

3.4.3.3 Multiplexni PCR

Multiplexni PCR (MPCR) je varianta PCR, kterd umoznuje rychlou detekci nékolika
mikroorganismi béhem jediné reakce a je pro ni nutné pouziti né€kolika specifickych sad
primert. MPCR miize byt také spojena s real-time PCR, ¢imz se dosahne nejen rychlé

detekce mnoha rtiznych mikrob, ale také jejich kvantifikace (Settanni a Corsetti, 2007).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast této prace je zpracovana v podobé navrhu postupu pro detekci

patogent v terénnich vzorcich vcel.

4.1 Zpracovani vzorki

Pro detekci patogent se udava, ze pro piipravu vzorkil je vhodné pouzit minimalné

11 v¢el z kazdého vcelstva (Pirk et al., 2013). Zmrazené vzorky vcel jsou pro izolaci

DNA nejprve homogenizovany. Homogenizace mize byt provedena pomoci riznych

typ homogenizatort, popiipadé pomoci tieci misky s tlou¢kem (Evans et al., 2013).

Podle Fries et al. (2013) a Dostalkova et al. (2021) by se dala homogenizace a extrakce

DNA provést takto:

1.
2.

4.

V¢ely zmrazit tekutym dusikem.

Veely vlozit do homogeniza¢niho sacku, pfidat 0,2 ml GITC pufru na véelu a
rozdrtit tlouckem.

300 pl homogenatu napipetovat do mikrocentrifuga¢ni zkumavky a centrifugovat
3 min na 16 100 x g, supernatant odlit.

Izolovat DNA z homogenatu pomoci DNeasy® Plant Mini kitu (Qiagen).

Piiprava 200 ml GITC pufru pro extrakci:

4.

5.

-1
5,25 mol-1 guanidin isothiokyanat, Mr 118,12, navazka 124,16 g.

-1 -1
50 mmol-1 Tris-Cl (pH 6,4), Mr 121,14 — ptipravit 0,1 mol-1 Tris, tj. 4,84 g na
400 ml, upravit pH pomoci koncentrované HCI na pH 6,4; do GITC pufru
fedit 2x.

1
20 mmol-1 EDTA, Mr 292,24, navazka 1,169 g.
2,6 ml 1,3% Triton X-100.

2 ml 1% B-merkaptoethanol pridat po autoklavovani.

-1
Nebo podle Evans et al. (2013) za pouziti CTAB pufru (100 mmol-1 Tris-HCI pH 8,0;

-1 -1
1,4 mol-1 NaCl; 20 mmol-1 EDTA; 2% (w/v) hexadecyl-trimethyl-ammonium bromid)

by se dala homogenizace a extrakce DNA provést nasledovné:
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1. Vzorky dat do mikrocentrifuga¢ni zkumavky, ptidat 500 pl CTAB pufru a
2 pl 2-merkaptoethanolu (0,2%) na vcelu.

2. Homogenizovat v kulovém mlynku.

3. Pridat smés 50 pg proteinasy K a 25 ul RNasy.

4. Zvortexovat.

5. Inkubovat pti 55-65 °C nékolik hodin az ptes noc, obcas preklapét.
6. Centrifugovat 1 min pfi maximalni rychlosti (14 000 rpm).

7. Supernatant pouzit k izolaci DNA pomoci DNeasy® Plant Mini Kitu (Qiagen).

4.2 lzolace DNA

Izolace DNA pomoci DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) funguje na principu adsorpce
nukleové kyseliny na silikdtovou membranu v ptitomnosti chaotropnich soli. V kitu jsou
2 typy kolonek, a to QIAshredder a DNeasy Mini Spin. QIAshredder kolonka je uréena
pro filtraci vzorku, dochézi v ni k odstranéni precipitat soli a bunécnych zbytkd, diky
c¢emuz ziskame Cisty lyzat, ktery je nezbytny pro zabranéni ucpani membrany v DNeasy

Mini Spin kolonkach, které vazi DNA. Precisténa DNA je z kolonky eluovéana pufrem AE

nebo vodou, a to idealné dvakrat.

Maximalni mnozZstvi poc¢atecniho materidlu pro kit je 100 mg hmotnosti nevysuSené¢ho
biologického materidlu a 20 mg suché vahy. Vazebna kapacita kolonek je 50 ng.
Maximalni objem kolonek je 700 pl, elu¢ni objem je 50400 pl. Vytézek je 3-30 pg.

Obsah kitu je nasledovny: kolonky DNeasy Mini Spin a QIAshredder Mini Spin;
sbérné zkumavky; pufry APl, P3, AWI1, AW2, AE (10 mmol-l_l Tris-Cl;
0,5 mmol-” EDTA; pH 9,0); RNasa A (100 mg'ml ).

Postup izolace DNA podle vyrobce:

1. Pridat 400 pl pufru APl a 4 pl roztoku RNasy A k maximalné¢ 100 mg
(nevysuSeny biologicky materiadl) nebo 20 mg (vysuseny biologicky

material) homogenatu a zvortexovat.

2. Inkubovat 10 min pfi 65 °C, béhem inkubace 2-3x% promichat pretoCenim

zkumavky — lyze.
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Pridat k lyzatu 130 pl pufru P3, promichat a inkubovat 5 min na ledu.

4. Centrifugovat lyzat 5 min pti 20 000 x g (14 000 rpm).

5. Napipetovat lyzat do QIAshredder kolonky vlozené do 2ml sbérné zkumavky,
zcentrifugovat 2 min pii 20 000 x g (14 000 rpm).

6. Precistény lyzat premistit do Cisté zkumavky.

7. Pridat pufr AW1 (1,5% objem lyzatu) a okamzité promichat pipetovanim.

8. Napipetovat 650 ul této smesi véetné piipadného precipititu do DNeasy Mini
Spin kolonky vloZené do 2ml sbérné zkumavky. Centrifugovat 1 min pii 6000 x g
a odstranit pritokovou frakci.

9. Zopakovat krok 8 se stejnou kolonkou, vyhodit prutokovou frakci a sbérnou
zkumavku.

10. Vlozit DNeasy Mini Spin kolonku do nové sbérné zkumavky, ptidat 500 pl pufru
AW?2 a centrifugovat 1 min pii 6000 X g, odstranit prutokovou frakci.

11. Ptidat 500 pl pufru AW2 do kolonky, centrifugovat 2 min pii 20 000 x g pro
vysuseni membrany. Odstranit prutokovou frakci a sbérnou zkumavku, vyjmout
kolonku ze zkumavky (opatrng, aby se nedotkla frakce s ethanolem).

12. Kolonku vlozit do 1,5 nebo 2ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky a napipetovat
100 pl pufru AE pfimo na membranu, inkubovat 5 min pii laboratorni teploté a
centrifugovat 1 min pti 6000 x g pro eluci.

13. Zopakovat krok 12.

43 PCR

Pro PCR by byl pouzit kit FastStart Taqg DNA Polymerase (Roche, Basel, Switzerland).
Primery, pouzivané pro detekci vybranych patogent a pro referencni gen jsou uvedeny
v tabulce 1. Teploty a ¢asy pro jednotlivé kroky PCR doporuéené vyrobcem jsou uvedeny
v tabulce 2.

Obsah kitu je nasledovny: PCR pufr bez MgCl> (10x koncentrovany); PCR pufr

-1 -1
s 20 mmol-l MgCl2 (10x koncentrovany); 25 mmol-l MgClz; GC-bohaty roztok
(5% koncentrovany); smés dNTP; 5 U/ul FastStart Taq DNA Polymerasa.
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Tab. 1 Sekvence oligonukleotidii pouzivanych pro identifikaci vybranych patogend.

) Primer 5'— 3~ Velikost
Protein/ . Nazev ]
Zdroj ) amplikonu
patogen primeru Forward Reverse
(bp)
Actin- AGAATTGAC
(Lourengo TGCCAACAC 155 (156
related Arpl TeTceTTTeT CCACCAATC ]
) etal., 2008) G v referenci)
protein CA
s (Bussalleu GGTGAGCTT  AATTCCGATT
' a Althouse, AATACGTTC  AACGCTTGC 107
marcescens
2018) ATCAA AC
GGGGGGCGT
(Martin- GGGGGCATG TTAAAATGT
N. apis Hernandez ~ 321APIS TCTTTGACGT GAAACAACT 321
etal., 2007) ACTATGTA ATG
CGGCGACGA
(Martin- CCCGGTCATT
TGTGATATG
N.ceranae Hernandez 218MITOC CTCAAACAA  218-219
AAAATATTA
et al., 2007) A AAAACCG
RTCWGAACT
) (Schwarz et TGTGGWGTK
L. passim Tryp-cytb CATAAAATA 490
al., 2015) TGTTTAGC
ATG
) AGTTTGAGCT AACCTATTAC
C. (Stevanovic
. CmCytb GTTGGATTTG AGGCACAGT 140
mellificae etal., 2016)
TT TGC
) CGAAGTGCA GCCAAACAC
] (Stevanovic
L. passim LpCytb CATATATGCT CAATAACTG 247
etal., 2016)
TTAC GTACT

35



Tab. 2 Parametry pro pribéh PCR podle protokolu vyrobce FastStart Tag DNA polymerase
(Roche).

Pocet cyklt Cas Teplota
Prvni denaturace 1 2-6 min 95°C
Denaturace 30s 95°C
Hybridizace 30-40 30s 45-65 °C
Elongace 45 s -3 min 72 °C
Finalni elongace 1 7 min 72 °C
Ochlazeni bez limitu 4°C

Podle Evans et al. (2013) je pro FastStart Tag DNA polymerase (Roche) vhodny
nasledujici cyklus: pocatecni denaturace pii 95 °C po dobu 5 min; nasledné 40 cyklu,
skladajicich se z denaturace 15 s pii 94 °C, 15 s pfi teploté optimalni pro dany primer a
60 s elongace pti 72 °C; nakonec 5 min pii 72 °C.

Pro referen¢ni gen Arpl provedli Lourengo et al. (2008) PCR takto: 2 min pii 94 °C,
25 cykla 30 s pti 94 °C, 30 s pii 60 °C, 30 s pii 72 °C a 7 min pii 72 °C. Podle Stevanovic
et al. (2016) by byly parametry pro PCR L. passim LpCytb nasledovné: denaturace 2 min
pti 95 °C nasledovana 40 cykly 30 s pti 95 °C, 30 s pii 55 °C pro nasednuti primerd,
20 s pti 72 °C pro elongaci a nakonec 2 min pii 72 °C. Schwarz et al. (2015) pro L. passim
Tryp-cytb pouzili teplotu pro nasednuti primert 50 °C a pro C. mellificae 59 °C. Teplota
pro nasednuti primerti pro N. ceranae a N. apis podle Martin-Hernandez et al. (2007) je
61,8 °C. Pro S. marcescens podle Bussalleu a Althouse (2018) jsou optimalni podminky
PCR 1 min pii 95 °C, 40 cykli 15 s pti 95 °C, 15559,5 °C, 10 s pti 72 °C a 7 min pfi
72 °C.

Podle vyrobce FastStart Tag DNA Polymerase (Roche) by byla PCR reakce pro

100 az 250 ng templatové DNA provedena v objemu 50 pl s nasledujicimi komponenty:
1. PCR voda.

2. 5 ul 10x koncentrovaného PCR pufru sMgCly, finalni koncentrace

2 mmol-l_1 MgClz. Popiipadé pouzit 5 pl 10x koncentrovaného PCR pufru bez

MgClz a pridat 25 mmol-l-1 roztok MgCl. v potiebném objemu ve finalni

-1
koncentraci 1,5 az 4 mmol-1 .

-1
3. 1 pul ANTP smési, finalni koncentrace 200 pmol-1 pro kazdy dNTP.
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-1
4. 5 pl forward a reverse primeru, finalni koncentrace 0,2 az 1 pmol-1 .

5. 0,4 pl FastStart Taqg DNA polymerasy ve finalni koncentraci 2 U.

4.4 Elektroforéza v agarosovém gelu

Produkty PCR by byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy v 2% (w/v)
agarosovém gelu s barvivem GelRed, v TAE pufru. Jako negativni kontrola by byla
pouzita PCR voda v objemu pfidavané DNA se v§emi PCR komponenty. Pro pozitivni
kontrolu by byla pouzita DNA izolovana z referen¢nich mikroorganismu. Ilustrativni

elektroferogramy pro kazdy detekovany patogen jsou vyobrazeny na obrazcich 12—-17.

500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Obr. 12 Tlustrativni elektroferogram pro C. mellificae CmCyth. M: marker, 1: pozitivni kontrola

C. mellificae, 2: negativni kontrola, 3: 140 bp amplikon izolatu (vytvofeno v programu
Krita).
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Obr. 13 Tlustrativni elektroferogram pro N. ceranae 218MITOC. M: marker, 1: pozitivni kontrola
N. ceranae, 2: negativni kontrola, 3: 218-219 bp amplikon izolatu (vytvofeno v programu
Krita).
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400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Obr. 14 Tlustrativni elektroferogram pro N. apis 321APIS. M: marker, 1: pozitivni kontrola
N. apis, 2: negativni kontrola, 3: 321 bp amplikon izolatu (vytvoreno v programu Krita).
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Obr. 15 Tlustrativni elektroferogram pro S. marcescens. M: marker, 1: pozitivni kontrola

S. marcescens, 2: negativni kontrola, 3: 107 bp amplikon izolatu (vytvofeno v programu
Krita).
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100 bp

Obr. 16 Ilustrativni elektroferogram pro L. passim LpCytb. M: marker, 1: pozitivni kontrola
L. passim, 2: negativni kontrola, 3: 247 bp amplikon izolatu (vytvotfeno v programu Krita).
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Obr. 17 Tlustrativni elektroferogram pro L. passim Tryp-cytb. M: marker, 1: pozitivni kontrola
L. passim, 2: negativni kontrola, 3: 490 bp amplikon izolatu (vytvofeno v programu Krita).
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5 ZAVER

Tato bakalarska prace je zaméfena na patogenni mikroorganismy vcely medonosné,
konkrétné na pét vybranych patogent N. apis, N. ceranae, S. marcescens, C. mellificae a

L. passim a jejich detekci vhodnou laboratorni metodou.

Uvod teoretické Casti prace byl vénovan obecné charakterizaci vcelich patogent a
imunitnimu systému vcel. Nasledné byly popsany vybrané vceli patogeny se zamétenim

na mechanismy jejich infek¢nosti pro véely.

Dale byly popsany moznosti laboratorni diagnostiky téchto patogent.. Jako prvni byla
popsana mikrobialni kultivace, ktera se pro ucely detekce da nejlépe pouzit k identifikaci
S. marcescens, jelikoz produkuje typicky cCervené kolonie a lze ji kultivovat na
selektivnim médiu. Byla popsana také mikroskopicka identifikace patogent, coz ale neni
velmi spolehlivy zpasob detekce, jelikoz napiiklad spory N. apis a N. ceranae jsou Si
velmi podobné a nejsou tak vzdy dokonale rozlisitelné. Z tohoto divodu se vyuziva
molekularné-biologickych metod jako MALDI-TOF MS a PCR, kterym byly vé€novany

posledni kapitoly teoretické Casti.

V experimentalni ¢asti byl popsan navrh postupu pro detekci patogenti pomoci PCR.
Byly sepsany mozné postupy zpracovani vzorkd véel a izolace DNA z téchto vzorkd.
Dale byly popsany mozné podminky PCR reakce a nésledné detekce patogeni pomoci
elektroforézy v agarosovém gelu. Také byly nakresleny ilustrativni elektroferogramy,

které zobrazuji, jak by mohl vypadat pozitivni nalez vybranych patogeni.

41



6 LITERATURA

Anhalt J., Fenselau C. (1975): Identification of bacteria using mass spectrometry. Analytical
Chemistry 47, 219-225.

Antanez K., Martin-Hernandez R., Prieto L., Meana A., Zunino P., Higes M. (2009): Immune
suppression in the honeybee (Apis mellifera) following infection by Nosema ceranae
(Microsporidia). Environmental Microbiology 11, 2284-2290.

Arismendi N., Caro S., Castro M., Vargas M., Riveros G., Venegas T. (2020): Impact of Mixed
Infections of Gut Parasites Lotmaria passim and Nosema ceranae on the Lifespan and
Immune-related Biomarkers in Apis mellifera. Insects 11, 420. https://www.mdpi.com/2075-
4450/11/7/420

Bahreini R., Currie R. (2015): The influence of Nosema (Microspora: Nosematidae) infection on
honey bee (Hymenoptera: Apidae) defense against Varroa destructor (Mesostigmata:
Varroidae). Journal of Invertebrate Pathology 132, 57-65.

Beaurepaire A., Piot N., Doublet V., Antunez K., Campbell E., Chantawannakul P., Chejanovsky
N., Gajda A., Heerman M., Panziera D., Smagghe G., Yaiiez O., de Miranda J., Dalmon A.
(2020): Diversity and Global Distribution of Viruses of the Western Honey Bee, Apis
mellifera. Insects, 11, 239. https://www.mdpi.com/2075-4450/11/4/239

Brenner D.J., Farmer 111 J.J. (2005): Genus XXXIV. Serratia. In: Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology. Vol. 2, The Proteobacteria, Part B The Gammaproteobacteria (Garrity G.M.,
Brenner D.J., Krieg N.R., Staley J.T., eds.), Springer, New York, U.S.A., 799-811.

Buendia-Abad M., Higes M., Martin-Hernandez R., Barrios L., Meana A., Fernandez Fernandez
A., Osuna A., De Pablos L. (2021): Workflow of Lotmaria passim isolation: Experimental
infection with a low-passage strain causes higher honeybee mortality rates than the PRA-403
reference strain. International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife, 14, 68-74.

Burritt N., Foss N., Neeno-Eckwall E., Church J., Hilger A., Hildebrand J., Warshauer D., Perna
N., Burritt J. (2016): Sepsis and Hemocyte Loss in Honey Bees (Apis mellifera) Infected with
Serratia marcescens Strain Sicaria. PLoS ONE 11,
p.e0167752. https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0167752

Bussalleu E., Althouse G. (2018): A PCR detection method for discerning Serratia marcescens
in extended boar semen. Journal of Microbiological Methods 151, 106-110.

Caputo J. (2017): A Guidebook On Honey Bee Health: Honey Bee Immunity — Pesticides —
Pests and Diseases. Lincoln: UNL Digital Commons Repository, 2-18.
https://digitalcommons.unl.edu/entodistmasters/24/ (22. 1. 2021).

Castelli L., Branchiccela B., Invernizzi C., Tomasco I., Basualdo M., Rodriguez M., Zunino P.,
Antinez K. (2019): Detection of Lotmaria passim in Africanized and European honey bees
from Uruguay, Argentina and Chile. Journal of Invertebrate Pathology 160, 95-97.

Clark D., Pazdernik N., McGehee M. (2019): Polymerase Chain Reaction. In: Molecular
biology, Elsevier, 168-198.

Corona M., Velarde R., Remolina S., Moran-Lauter A., Wang Y., Hughes K., Robinson G.
(2007): Vitellogenin, juvenile hormone, insulin signaling, and queen honey bee
longevity. Proceedings of the National Academy of Sciences 104, 7128-7133.

Croxatto A., Prod'hom G., Greub G. (2012): Applications of MALDI-TOF mass spectrometry in
clinical diagnostic microbiology. FEMS Microbiology Reviews 36, 380-407.

Danihlik J., Aronstein K., Petfivalsky M. (2015): Antimicrobial peptides: a key component of
honey bee innate immunity. Journal of Apicultural Research 54, 123-136.

Darshan N., Manonmani H. (2015): Prodigiosin and its potential applications. Journal of Food
Science and Technology 52, 5393-5407.

De Graaf D., Raes H., Sabbe G., De Rycke P., Jacobs F. (1994): Early Development of Nosema
apis (Microspora: Nosematidae) in the Midgut Epithelium of the Honeybee (Apis
mellifera). Journal of Invertebrate Pathology 63, 74-81.

DeGrandi-Hoffman G., Chen Y. (2015): Nutrition, immunity and viral infections in honey
bees. Current Opinion in Insect Science 10, 170-176.

42



Dostalkova S., Dobes, P., Kunc M., Hurychova J., SkrabiSova M., Petiivalsky M., Titéra D.,
Havlik J., Hyrs$l P., Danihlik J. (2021): Winter honeybee (Apis mellifera) populations show
greater potential to induce immune responses than summer populations after immune
stimuli. Journal of Experimental Biology 224, jeb232595.
https://journals.biologists.com/jeb/article/224/3/jeb232595/223431/Winter-honeybee-Apis-
mellifera-populations-show

El-Aneed A., Cohen A., Banoub J. (2009): Mass Spectrometry, Review of the Basics:
Electrospray, MALDI, and Commonly Used Mass Analyzers. Applied Spectroscopy Reviews
44, 210-230.

Evans J., Schwarz R., Chen Y., Budge G., Cornman R., De la Rua P., de Miranda J., Foret S,
Foster L., Gauthier L., Genersch E., Gisder S., Jarosch A., Kucharski R., Lopez D., Lun C.,
Moritz R., Maleszka R., Munoz I., Pinto M. (2013): Standard methods for molecular research
in Apis mellifera. Journal of Apicultural Research 52, 1-54.

Florio W., Tavanti A., Barnini S., Ghelardi E., Lupetti A. (2018): Recent Advances and Ongoing
Challenges in the Diagnosis of Microbial Infections by MALDI-TOF Mass
Spectrometry. Frontiers in Microbiology 9, 1097.
www.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2018.01097

Franzen C., Miiller A. (1999): Molecular Techniques for Detection, Species Differentiation, and
Phylogenetic Analysis of Microsporidia. Clinical Microbiology Reviews 12, 243-285.

Fries 1., Granados R., Morse R. (1992): Intracellular germination of spores of Nosema apis
Z. Apidologie 23, 61-70.

Fries I., Martin R., Meana A., Garcia-Palencia P., Higes M. (2006): Natural infections of Nosema
ceranae in European honey bees. Journal of Apicultural Research 47, 230-233.

Fries I. (1993): Nosema Apis—A Parasite in the Honey Bee Colony. Bee World 74, 5-19.

Fries I., Chauzat M., Chen Y., Doublet V., Genersch E., Gisder S., Higes M., McMahon D.,
Martin-Hernandez R., Natsopoulou M., Paxton R., Tanner G., Webster T., Williams G.
(2013): Standard methods for Nosema research. Journal of Apicultural Research 52, 1-28.

Fries I., Feng F., da Silva A., Slemenda S., Pieniazek N. (1996): Nosema ceranae n. sp.
(Microspora, Nosematidae), morphological and molecular characterization of a
microsporidian parasite of the Asian honey bee Apis cerana (Hymenoptera,
Apidae). European Journal of Protistology 32, 356-365.

Fiinthaus A., Ebeling J. and Genersch E. (2018): Bacterial pathogens of bees. Current Opinion
in Insect Science 26, 89-96.

Garibyan L., Avashia N. (2013). Polymerase Chain Reaction. Journal of Investigative
Dermatology 133, 1-4.

Gisder S., Mdockel N., Linde A., Genersch E. (2011). A cell culture model for Nosema ceranae
and Nosema apis allows new insights into the life cycle of these important honeybee-
pathogenic microsporidia. Environmental Microbiology 13, 404-413.

Gomez-Moracho T., Buendia-Abad M., Benito M., Garcia-Palencia P., Barrios L., Bartolomé
C., Maside X., Meana A., Jiménez-Antoén M., Olias-Molero A., Alunda J., Martin-Hernandez
R. and Higes M. (2020): Experimental evidence of harmful effects of Crithidia mellificae and
Lotmaria passim on honey bees. International Journal for Parasitology 50, 1117-1124.

Green M., Sambrook J. (2018): The Basic Polymerase Chain Reaction (PCR). Cold Spring
Harbor Protocols, 2018, 338-345.

Green M., Sambrook J. (2019): Polymerase Chain Reaction. Cold Spring Harbor Protocols,
2019, 436-456.

Grimont F., Grimont P. A. D. (2006): The Genus Serratia. Prokaryotes 6, 197-214.

Haddix P., Shanks R. (2018): Prodigiosin pigment of Serratia marcescens is associated with
increased biomass production. Archives of Microbiology 200, 989-999.

Higes M., Martin-Hernandez R., Meana A. (2010): Nosema ceranae in Europe: an emergent type
C nosemosis. Apidologie 41, 375-392.

Houdelet C., Bocquet M., Bulet P. (2020): Matrix-assisted laser desorption/ionization mass
spectrometry biotyping, an approach for deciphering and assessing the identity of the

43



honeybee pathogen Nosema. Rapid Communications in Mass Spectrometry 35.
https://analyticalsciencejournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/rcm.8980

Huang Q., Kryger P., Le Conte Y., Moritz R. F. A. (2012): Survival and immune response of
drones of a Nosemosis tolerant honey bee strain towards N. ceranae infections. Journal of
Invertebrate Pathology 109, 297-302.

Hubert J., Bicianova M., Ledvinka O., Kamler M., Lester P. J., Nesvorna M., Kopecky J., Erban
T. (2017): Changes in the Bacteriome of Honey Bees Associated with the Parasite Varroa
destructor, and Pathogens Nosema and Lotmaria passim. Microbial Ecology 73, 685-698.

Huong T. T., Kopel P., Kominkova M., Guran R., Ruttkay-Nedecky B., Trnkova L., Zitka O.,
Adam V., Kizek R. (2014): Identifikace mikroorganismi pomoci MALDI-TOF MS. Journal
of Metallomics and Nanotechnologies 1, 64-66.

Kamler F., Titéra D., Kamler M. (2011): Rozsifeni, patogeneze a navrh opatieni v chovech vcel
ohrozenych mikrosporidii Nosema ceranae. Zaverecna zprava za rok 2011. 20 str.

Keeling P. J., Fast N. M. (2002): Microsporidia: Biology and evolution of highly reduced
intracellular parasites. Annual Review of Microbiology 56, 93-116.

Kurze C., Dosselli R., Grassl J., Le Conte Y., Kryger P., Baer B., Moritz R. F. A. (2016):
Differential proteomics reveals novel insights into Nosema—honey bee interactions. Insect
Biochemistry and Molecular Biology 79, 42-49.

Kwong W., Moran N. (2016): Gut microbial communities of social bees. Nature Reviews
Microbiology 14, 374-384.

Langridge D. F., McGhee R. B. (1967): Crithidia mellificae n. sp. an Acidophilic
Trypanosomatid of the Honey Bee Apis mellifera. Journal of Protozoology 14, 485-487.
Larsen A., Reynaldi F. J., Guzman-Novoa E. (2019): Fundaments of the honey bee (Apis
mellifera) immune system. Review. Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias 10, 705-728.
Liu Q., Lei J., Darby A. C., Kadowaki T. (2020): Trypanosomatid parasite dynamically changes
the transcriptome during infection and modifies honey bee physiology. Communications

Biology 3, 1-8.

Lopes A. H., Souto-Padrén T., Dias F. A., Gomes M. T., Rodrigues G. C., Zimmermann L. T,
Alves e Silva T. L., Vermelho A. B. (2010): Trypanosomatids: Odd organisms, devastating
diseases. Open Parasitology Journal 4, 30-59.

Lourengo A. P., Mackert A., Cristino A. D. S., Simdes Z. L. P. (2008): Validation of reference
genes for gene expression studies in the honey bee, Apis mellifera, by quantitative real-time
RT-PCR. Apidologie 39, 372-385.

Lukes J., Votypka J. (2020): Field Isolation and Cultivation of Trypanosomatids from Insects. In
Trypanosomatids (Michels P. A. M., Ginger M. L., Zilberstein D.), Humana Press, New York,
3-21.

Madigan M. T., Martinko J. M., Stahl D. A., Clark D. P. (2012): Brock Biology of
Microorganisms. 13" ed. Pearson, San Francisco, USA, 1041 stran.

Martin-Hernandez R., Higes M., Sagastume S., Juarranz A., Dias-Almeida J., Budge G. E,,
Meana A., Boonham N. (2017): Microsporidia infection impacts the host cell’s cycle and
reduces host cell apoptosis. PLoS ONE 12, e0170183.
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0170183.

Martin-Hernandez R., Meana A., Prieto L., Salvador A. M., Garrido-Bailén E., Higes M. (2007):
Outcome of colonization of Apis mellifera by Nosema ceranae. Applied and Environmental
Microbiology 73, 6331-6338.

Maslov D. A., Votypka J., Yurchenko V., Lukes J. (2013): Diversity and phylogeny of insect
trypanosomatids: All that is hidden shall be revealed. Trends in Parasitology 29, 43-52.

Matthijs S., de Waele V., Vandenberge V., Verhoeven B., Evers J., Brunain M., Saegerman C.,
de Winter P. J. J., Roels S., de Graaf D. C., de Regge N. (2020): Nationwide screening for
bee viruses and parasites in belgian honey Dbees. Viruses 12, 890.
https://www.mdpi.com/1999-4915/12/8/890.

Pasca C., Marghitas L., Sonea C., Bobis O., Buzura-matei I., Dezmirean D. (2019): A Review
of Nosema cerane and Nosema apis: Characterization and Impact for Beekeeping. Bulletin of

44



University of Agricultural Sciences and Veterinary Medicine Cluj-Napoca. Animal Science
and Biotechnologies 76, 77.

Perutka Z., Sebela M. (2018): Basis of Mass Spectrometry: Technical Variants. In: The Use of
Mass Spectrometry Technology (MALDI-TOF) in Clinical Microbiology (Cobo F.),
Academic Press, 19-45.

Pirk C. W. W., de Miranda J. R., Kramer M., Murray T. E., Nazzi F., Shutler D., M van der Steen
J. J., van Dooremalen C. (2013): Statistical guidelines for Apis mellifera research. Apis
mellifera research. Journal of Apicultural Research 52, 1-24.

Ptaszynska A. A., Borsuk G., Mutenko W., & Olszewski K. (2012): Monitoring of nosemosis in
the lublin region and preliminary morphometric studies of Nosema spp. spores. Medycyna
Weterynaryjna 68, 622-625.

Quintana S., Plischuk S., Brasesco C., Revainera P., Genchi Garcia M. L., Bravi M. E., Reynaldi
F., Eguaras M., Maggi M. (2021): Lotmaria passim (Kinetoplastea: Trypanosomatidae) in
honey  bees from  Argentina.  Parasitology International 81, 102244,
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S138357692030194X?via%3Dihub.

Ramsey S. D., Ochoa R., Bauchan G., Gulbronson C., Mowery J. D., Cohen A., Lim D., Joklik
J., Cicero J. M., Ellis J. D., Hawthorne D., Van Engelsdorp D. (2019): Varroa destructor feeds
primarily on honey bee fat body tissue and not hemolymph. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 116, 1792-1801.

Ravoet J., Maharramov J., Meeus I., De Smet L., Wenseleers T., Smagghe G., de Graaf D. C.
(2013): Comprehensive Bee Pathogen Screening in Belgium Reveals Crithidia mellificae as
a New Contributory Factor to Winter Mortality. PL0oS ONE 8, e72443.
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0072443

Raymann K., Coon K., Shaffer Z., Salisbury S., Moran N. (2018): Pathogenicity of Serratia
marcescens Strains in Honey Bees, mBio 9, e01649-18.
https://mbio.asm.org/content/9/5/e01649-18.short

Raymann K., Moran N. A. (2018): The role of the gut microbiome in health and disease of adult
honey bee workers. In Current Opinion in Insect Science 26, 97-104.

Raymann K., Shaffer Z., Moran N. A. (2017): Antibiotic exposure perturbs the gut microbiota
and elevates mortality in  honeybees. PLOS Biology 15, e2001861.
https://journals.plos.org/plosbiology/article?id=10.1371/journal.pbio.2001861.

Ruiz-Gonzalez M. X., Brown M. J. F. (2006): Honey bee and bumblebee trypanosomatids:
Specificity and potential for transmission. Ecological Entomology 31, 616-622.

Sarwar M. (2016): Fungal diseases of honey bees ( Hymenoptera: Apidae ) that induce
considerable losses to colonies and protocol for treatment. International Journal of Zoology
Studies 1, 8-13.

Schliins H., Sadd B. M., Schmid-Hempel P., Crozier R. H. (2010): Infection with the
trypanosome Crithidia bombi and expression of immune-related genes in the bumblebee
Bombus terrestris. Developmental and Comparative Immunology 34, 705-709.

Schwarz R. S., Bauchan G. R., Murphy C. A, Ravoet J., De Graaf D. C., Evans J. D. (2015):
Characterization of two species of trypanosomatidae from the Honey Bee Apis mellifera:
Crithidia mellificae Langridge and McGhee, and Lotmaria passim n. gen., n. sp. Journal of
Eukaryotic Microbiology 62, 567-583.

Settanni L., Corsetti A. (2007): The use of multiplex PCR to detect and differentiate food- and
beverage-associated microorganisms: A review. Journal of Microbiological Methods 69,
1-22.

Sideri M., Tsakas S., Markoutsa E., Lampropoulou M., Marmaras V. J. (2008): Innate immunity
in insects: Surface-associated dopa decarboxylase-dependent pathways regulate
phagocytosis, nodulation and melanization in medfly haemocytes. Immunology 123, 528-537.

Singhal N., Kumar M., Kanaujia P., Virdi J. (2015): MALDI-TOF mass spectrometry: an
emerging technology for microbial identification and diagnosis. Frontiers in Microbiology 6,
791. https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2015.00791.

Stevanovic J., Schwarz R. S., Vejnovic B., Evans J. D., Irwin R. E., Glavinic U., Stanimirovic
Z.(2016): Species-specific diagnostics of Apis mellifera trypanosomatids: A nine-year survey

45



(2007-2015) for trypanosomatids and microsporidians in Serbian honey bees. Journal of
Invertebrate Pathology 139, 6-11.

Sulborska A., Horecka B., Cebrat M., Kowalczyk M., Skrzypek T. H., Kazimierczak W., Trytek
M., Borsuk G. (2019): Microsporidia Nosema spp. — obligate bee parasites are transmitted by
air. Scientific Reports 9, 14376.

Tang H. (2009): Regulation and function of the melanization reaction in Drosophila. Fly 3,
105-111.

Tilizmen §., Baskin Y., Feyda Nursal A., Eraslan S., Esemen Y., Calibas1 G., Banu Demir A.,
Abbasoglu D., Hizel C. (2018): Techniques for Nucleic Acid Engineering. Omics
Technologies and Bio-Engineering 1, 247-315.

Vaaje-Kolstad G., Horn S. J., Serlie M., Eijsink V. G. H. (2013): The chitinolytic machinery of
Serratia marcescens - A model system for enzymatic degradation of recalcitrant
polysaccharides. FEBS Journal 280, 3028-3049.

Valones M. A. A., Guimardes R. L., Branddo L. A. C., De Souza P. R. E., De Albuquerque
Tavares Carvalho A., Crovela S. (2009): Principles and applications of polymerase chain
reaction in medical diagnostic fields: A review. Brazilian Journal of Microbiology 40, 1-11.

Wang K., LiJ., Zhao L., Mu X., Wang C., Wang M., Xue X., Qi S., Wu L. (2021): Gut microbiota
protects honey bees (Apis mellifera L.) against polystyrene microplastics exposure risks.
Journal of Hazardous Materials 402, 123828. https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.123828

Wheeler R. J., Gluenz E., Gull K. (2013): The limits on trypanosomatid morphological diversity.
PLoS ONE 8, e79581.
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0079581

Williams M. K. F., Tripodi A. D., Szalanski A. L. (2019): Molecular survey for the honey bee
(Apis mellifera L.) trypanosome parasites Crithidia mellificae and Lotmaria passim. Journal
of Apicultural Research 58, 553-558.

Yu V. L. (1979). Serratia marcescens: historical perspective and clinical review. New England
Journal of Medicine 300, 887-893.

46



ABPV
ALPV
AmFV
AmP
BSRV
BQCV
BVY
CBPV
CHCA
ChiA
ChiB
ChiC
DHB
DWV
FA
GIcNAc
KBV
KDNA
LSV
MALDI-TOF MS

MBC
MPCR
MPP
PCR
RT-PCR
SA

SBV

SEM
Ss1

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

virus akutni paralyzy vcel

virus smrtelné paralyzy msic

vlaknity virus

antimikrobialni peptidy

virus velké feky Sioux

virus ¢erndni matecniku

véeli virus Y

virus chronické paralyzy vcel

kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova

chitinasa A

chitinasa B

chitinasa C

kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, gentisova

virus deformovanych kiidel

kyselina 4-hydroxy-3-methoxyskoticova, ferulova
N-acetylglukosamin

kaSmirsky virus

kinetoplastova DNA

virus jezera Sinai

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
za GCasti matrice s analyzatorem doby letu
4-methoxy-2-2’-bipyrrol-5-karbaldehyd

multiplexni polymerazova fetézova reakce
2-methyl-3-pentylpyrrol

polymerazova fetézova reakce

polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci
kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova, sinapova

virus pytlickovitého plodu

skenovaci elektronovy mikroskop

Serratia marcescens kmen Sicaria

47



