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Viry predstavuji, at uz chceme nebo nechceme, neoddélitelnou souéast naseho
zivotniho prostredi. Viry napadaji vSechny Zivé organismy, od jednoduchych
bakterialnich bunék, fas a rostlin, pres hmyz vcetné vcel, az po ¢loveka. Viry
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jsou plvodci mnoha vyznamnych onemocnéni ¢lovéka i hospodafskych zvirat.
Virdzy jsou vsak jen obtizné lécitelné, |éCba ¢loveka s vyuzitim tzv. antivirotik je
obvykle velmi ndkladnd a vétSinou doprovazend mnoha nepfijemnymi
vedlejSimi ucinky. U zvirfat, zejména potom potravinovych, potom |écba
neprichazi v ivahu.

v

Vceli viry jsou nyni celosvétové povazovany za jednu z hlavnich pficin Spatné
kondice vcCelstev. Nelze ovSem v zadném pripadé Fict, ze se jedna o pfricinu
jedinou. Vcelstva a jejich zdravotni stav jsou ovliviiovana celou fadou faktord,
které se navic obvykle vyskytuji v nejrlznéjsSich kombinacich. Mezi pficiny
poklesu kondice vcelstev jsou nyni fazeny parazité (zejména hemolymfu sajici
roztoC Varroa destruktor a mikrosporidie rodu Nosema), fada patogennich
mikroorganismU (viry, bakterie, plisné), kvalita matky, vliv pesticidd, vykyvy
pocasi, nespravna vyziva, dostupnost pastvy a v neposledni radé nedodrzovani
zasad spravné chovatelské praxe. Nékteré vyzkumy dokonce radi zkuSenost a
vzdélani vCelare na misto nejvyznamnéjsiho faktoru, ktery zasadné ovliviiuje
kondici vcéelstva. Nékteré véeli viry, konkrétné virus izraelské akutni paralyzy
(IAPV), byly povazovany za podezrelé v kauze syndromu kolapsu kolonii (CCD),
zejména na Uzemi USA. Jedna se o jev, kdy dojde k ndhlému zmizeni vétsiny
délnic bez predchozich pfiznakl onemocnéni. V lle nejsou pfitomny mrtvé
v€ely, naopak zasoby jsou Casto nedotleny. Analyzy vSak neukazaly, ze by
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zrovna tento virus byl hlavni pri¢inou mizeni vcel. Podobnych vir(i je vice a

s

jejich urcovani je obtizné.



Daleko pravdépodobnéji se jevi vliv poSkozeni vcelstev rozto¢em V. destruktor,

pravdépodobné ovsem v kombinaci s virovymi infekcemi.

1. CO SI LZE PREDSTAVIT POD POJMEM VIRUS.

Ve

Viry jsou nebunécné Zivé organizmy, které jsou ovSem schopny vlastni
reprodukce pouze svyuZitim biochemického apardtu Zivé buriky. Samotny
virus, presnéji receno virova castice, je ve srovnani s bunéénymi organizmy
relativné jednoducha. Kazda virova ¢astice se sklada z nukleové kyseliny, ktera
nese dédi¢nou (genetickou) informaci viru a bilkovinného obalu. Doposud bylo
identifikovano pfiblizné 24 vcelich vir(. Vzhledem k rozsSitenému vyuzivani
modernich diagnostickych metod jsou vSak neustale popisovany viry nové,
napriklad vceli rhabdoviry. Proto je témér nemozné uvést kompletni prehled
vcelich virQ, protoZe jejich pocet se neustdle méni a lze ocekavat, Ze se bude
v blizké budoucnosti neustale navySovat. Zdakladni rozdéleni vird véely
medonosné je zaloZzené na druhu nukleové kyseliny, kterou virova castice
obsahuje. Az na vyjimky, které predstavuji viry s dvouretézcovou DNA (dsDNA),
se jedna prevainé o viry s jednoretézcovou RNA s pozitivni polaritou (+ssRNA).
Vétsina klinicky vyznamnych vir( patfi do dvou blizce pfibuznych celedi,
Dicistroviridae a Iflaviridae, nalezicich do radu Picornavirales. Tyto viry jsou
velmi cCasto sdileny také s jinymi druhy opylujiciho blanokfidlého hmyzu a
nékteré ze vcelich virG byly nalezeny naptiklad u mravencl. Je velmi
pravdépodobné, Ze viry, které byly plivodné povazovany za vyhradné vceli, jsou
daleko vice rozsifeny. Pfenos virli mezi rlznymi druhy blanokfidlych je bézny,

jednou zvelmi pravdépodobnych moznosti je vtomto pripadé sdileni

navstévovanych kvétl. V nékterych pripadech mohou vceli viry zplsobovat



onemocnéni u jinych opylovacli, v posledni dobé je diskutovan napfiklad

negativni vliv vcelich vird na komercéné chované ¢meldky.

2. JAK SE VCELI VIRY PRENASI.

Vcelstvo, typicky predstavitel eusocidlniho hmyzu, predstavuje tésné
nahlou¢eni mnoha vcel, které jsou v neustalém tésném kontaktu, komunikuji
spolu a také sdileji potravu. To je idedlni prostfedi pro Sifeni chorob, véetné
viréz. U vcel se viry mimo to mohou Sifit mezi rGznymi vcelstvy. V zasadé
rozliSujeme dva zdkladni zplGsoby prenosu virQ, horizontalni a vertikdlni.
V pripadé horizontalniho prenosu se mohou vcely nakazit primym kontaktem
mezi sebou nebo pri péli o plod, dale pfi manipulaci s kontaminovanou
potravou nebo pripadné s prostredim. Viry se také mohou Sifit pfi odstranovani
uhynulych jedincl. Vzhledem k tomu, Ze viry byly nalezeny v trdvicim traktu i
vykalech véel a také ve zdrojich potravy, nelze tento zplisob pfenosu opomijet.
K pfimému horizontalnimu prenosu je fazen také sexualni prenos spermatem
trubcl a to jak béhem pfirozeného pareni, tak pfi vyuZiti pfristrojové
inseminace. Horizontalni prenos neprimym kontaktem je zprostredkovan
pomoci prenasece. V naSich podminkach je prenaseéem (tzv. vektorem)
nejcastéji V. destructor. K prfenosu viru dochazi pfi sani hemolymfy a dalSich
tkani na vSech vyvojovych stadiich vcely. Pfenasec¢em viru vSak mize bohuzel
byt také sam vcelat, napriklad pfi sdileni véelafskych pomicek a ndstroja mezi
nékolika stanovisti. Pri vertikalnim prenosu jsou viry prenaseny mezi
generacemi, tedy z matky na potomstvo. K prenosu dochdzi prostrednictvim

vajicek. Viry se nachazeji bud pouze na povrchu vaji¢ka, nebo uvnitf vajicka.



3. PREHLED NEJCASTEJI SE VYSKYTUJICICH VIRU VCELY MEDONOSNE A PRiIZNAKU ONEMOCNENT,

KTERE MOHOU VYVOLAVAT.

Virus deformovanych kridel

Nazev v anglic¢tiné: Deformed wing virus

Zkratka: DWV

DWV je rozsifen na celé Zemi s vyjimkou Australie. Ma vyznamny sSkodlivy vliv
na kondici vcelstev, zejména v pfitomnosti V. destructor, ktery se také
zdsadnim zplsobem podili na prenosu tohoto viru. Charakteristickym
pfiznakem onemocnéni, zpisobeném DWYV, jsou deformovand kfidla (Obrazek
1). Infekci mUZe doprovazet také malformace koncetin, zkraceny a zvétSeny
zadecek, pripadné bledé zbarveni téla. Tyto pfiznaky jsou pozorovatelné, pokud
je virus prenesen na plod v prtibéhu sani V. destructor. Véela hyne kratce po

dokonceni vyvoje, pripadné jiz béhem né;j.

Obrazek 1: Vylihlda mladuska s priznaky viru deformovanych kridel (DWV)

v podobé poskozenych, zakrnélych a nevyvinutych kfidel.




Virus akutni obrny vcel

Nazev v anglictiné: Acute bee paralysis virus

Zkratka: ABPV

Jedna se o dalsi z béZnych virovych patogenl véel. Obvykle jej nalézdme ve
zdravych vcelstvech, nicméné pokud je vcelstvo vystaveno stresové situaci,
mohou se objevit priznaky onemocnéni. Mezi stresory opét radime V.
destructor, jehoz masivni sani ¢asto vede k rozvoji onemocnéni. To se u délnic
projevi jako rychle se rozvijejici obrna doprovazena tresem a neschopnosti
|état. Diky ztraté chloupkl se vcely jevi jako ¢erné a lesklé. Nasledné postizené
délnice rychle hynou. Viru akutni obrny vcel jsou blizce pfibuzné dalsi dva viry,
Kasmirsky virus vcel (KBV), ktery se vyskytuje zejména v Australii a Severni
Americe; a virus lzraelsky virus akutni obrny (IAPV), objeveny vroce 2004

v Izraeli. Bézné je detekovan také v oblastech vyskytu KBV.

Virus chronické obrny vcel

Nazev v angli¢tiné: Chronic bee paralysis virus

Zkratka: CBPV

Onemocnéni zplsobeni CBPV se podoba infekci virem ABPV. Typickd je
paralyza a abnormalnim tras téla a kfidel infikovanych vcel, coz je casto
doprovdzeno mirnym roztazenim kfidel a zvétSenym zadeckem. Infikované
vCely nejsou schopny létat a hynou za nékolik dni po nastupu symptoma. CBPV
také zpUsobuje ztratu témér veskerych chloupkl na téle vcel, které maji leskl3,
hladkd téla tmavého zbarveni (Obrazek 2). Lze je proto vizualné dobfe odlisit od
nepostizenych vcel. Ndsledné infikované vcely ztraci béhem pdar dnl schopnost
|état, zacnou se tfast a hynou. Oba popsané typy onemocnéni mohou byt
soubézné pritomny v jednom vcelstvu. Rozsahla infekce mize vést ke kolapsu

vCelstva.



Obrazek 2: Cerné véely na snimku ztratily chloupky pravdépodobné v ddsledku

infekce CBPV.

Virus ¢ernani matecniki

Nazev v anglictiné: Black queen cell virus

Zkratka: BQCV

Ackoliv jej béiné nalézame u plodu i dospélych délnic, ptipadné trubcq,
onemocnéni zplsobené BQCV postihuje vyhradné larvy matek v matecnicich,
které postupné meéni barvu az na Cernou, u matecniku taktéz dochazi k jeho
z¢ernani (Obrazek 3). Postizena larva se rozklada v podobé céerného pfiskvaru.
Virus je proto hrozbou zejména pro chovatele matek. Vyskytuje se celosvétové.

Velmi pravdépodobné se prenasi potravou pfi krmeni larev.



Obrazek 3: V horni radé jsou patrné zcernalé matecniky, které obsahuji larvy

matek postizené infekci BQCV.

Virus pytlickovitosti plodu

Nazev v anglic¢tiné: Sacbrood virus

Zkratka: SBV

SBV je plvodcem onemocnéni, znamého jako viréza vceliho plodu. Ponékud
krkolomny nazev viru vznikl jako pfeklad z anglictiny. Zajimavosti je, Ze SBV byl
jako plvodce onemocnéni vcel popsan jiz v roce 1913. Virus postihuje larvy, ve
kterych se velmi rychle mnozi, coz ve vysledku znamena jejich smrt. SBV je na
larvy prenesen délnicemi pfi krmeni a obdobné délnice se nakazi pfi
odstrafiovani mrtvych larev a mohou virus ddle prendset. Postizena larva méni
barvu z perlové bilé na hnédou a ziskava typicky tvar gondoly nebo ¢inského

stfevice, podle fantazie pozorovatele (Obrazek 4).
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Obrazek 4: Typicky vzhled larev postizenych infekci SBV.

4. JAK LZE VYSKYT VIROZY VE VCELSTVU POTVRDIT - LABORATORNI DIAGNOSTIKA VCELICH VIROZ.

V minulosti byla virologicka diagnostika pomérné obtizna. VyuzZivala velmi
sloZity a finanéné ndarocny elektronovy mikroskop, imunologické metody
vyuzivajici protilatky, pripadné biologicky pokus. Jako velmi vyhodné se ovsem
ukdzalo vyuziti nukleové kyseliny, ve které je zapsana dédi¢nd informace
kazdého organizmu véetné vir(l. Pfitomnost této nukleovou kyselinu umime jiz
vice nez 30 let zjistit pomoci polymerdzové retézové reakce (zkracuje se jako
PCR). V soucasné dobé se jednd o rychlou a relativné levnou diagnostickou
metodu velmi casto vyuzivanou v mnoha oborech lidské cinnosti vcetné
veterindrni diagnostiky. PCR ndm umoznuje potvrdit pri¢inu Spatné kondice
nebo dokonce uUhynu véelstva. VétSina vcelich virl obsahuje ribonukleovou
kyselinu (RNA). Jejich charakteristickou vlastnosti je schopnost mutovat a
vytvaret spolecenstva virl s odliSnou genetickou informaci. To mUZe ovsem

predstavovat problém pfi vyuziti PCR, kdy takovy viru nedokazeme za urcitych
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podminek ve vzorku zjistit a ziskame falesné negativni vysledky. Jinymi slovy, ve
vzorku neni potvrzen ten virus, ktery jsme tam predpokladali, ale mUze tam byt
jiny, jen nepatrné odlisny, a vysledek vypada stejné, jako kdyby tam nebyl

zadny.

Mimo potvrzeni probihajici virézy ve vcelstvu nebo stanoveni pficiny uhynu
v€elstva lze diagnostiku vcelich vir( vyuZzit i preventivné ke zvyseni kondice
vCelstev. Zejména pro Slechtitelské a rozmnozovaci chovy matek je urcen
chovatelsky postup, ktery slouzi prokazani pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
vyznamnych vcelich virovych patogenl v plemenné vceli matce nedestruktivni
metodou vySetteni vzorku vykal( a vajicek vceli matky.

Podrobny popis postupu, ktery byl vyvinut v ramci reseni projektu Ministerstva
zemédélstvi CR QJ1510113, je uveden v Piiloze 1 (Ovéfend technologie:
Produkce matek prostych specifickych patogend: Postup odbéru a zpracovani
vzork( uréenych k detekci vybranych virovych patogen( véely medonosné (Apis

mellifera L.) v matkach pred jejich distribuci).

5. JAKA JE SITUACE V CESKE REPUBLICE?

Situace ohledné vyskytu vcelich virQ je velmi proménliva v zavislosti na Case a
lokalité. Prvni studie analyzujici vyskyt virovych patogenli u tuzemskych
v€elstev ve Spatné kondici probéhla vletech 2006 az 2009. Celkem bylo
analyzovano 388 vzork( délnic a plodu. U celkem 56 % vySetfenych vzork( byla
prokdzdna pritomnost virové RNA. Nejcastéji byl detekovdan DWV (31 %),
druhym nejvice zastoupenym virem byl ABPV (17%), nasledovaly BQCV (11 %),
SBV (5 %) a CBPV (3 %). Jako statisticky vyznamny se ukdazal vyskyt smiSenych
infekci mezi N. apis a BQCV, a DWV a ABPV. V roce 2014 probéhly analyzy
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vzorkl ze vcelnic bez ztrat véelstev, véelnic s vysokymi Uhyny vcelstev a také
vzork( z jiz uhynulych vcelstev. Nejcastéji byl opét detekovan DWV (77 %),
nasledovaly SBV, ABPV a BQCV. V uhynulych vcelstvech byly detekovany
smiSené infekce minimalné dvéma viry, naopak nebyl prokdzan vyznam
smiSené mezi viry a nosemami. Vroce 2018 byla provedena analyza vzork(
pochazejicich ze Ctyriceti véelstev. DWV byl detekovan u 90 % vysetrenych
vcelstev, coZ predstavuje narlst oproti pfedchozim roklim, nicméné to mohlo
byt zplsobenou zménou pouzivané diagnostické metody. ABPV byl detekovan
u 47,5 % vcelstev. V poslednich dvou letech se vSak pomérné Casto objevovaly i
klinické pfiznaky ABPV, coZ odraZi i situaci v narlstu vcelstev, u kterych byla
diagnostikovana virova RNA. U 22,5 % byl potom zjistén BQCV a u 5 % vcelstev
SBV. Naopak CBPV nebyl v roce 2018 nalezen ani v jednom vcelstvu. To ostatné
plati i pro sezény 2015 a 2016, kdy bylo vysSetfreno odpovidajici mnozstvi

vzorku.

6. A LzE VUBEC NECO DELAT?

Vceli viry jsou nepopiratelné jednou z pficin Spatného zdravotniho stavu
vCelstev, a nelze je proto opomijet. Na soucasnou situaci je vSak potreba
nahlizet globdlné a v Uvahu je nutné brat vSechny faktory. Ackoliv mnohé z
téchto faktord, napt. pocasi, ovlivnit nelze, jednim z vyznamnych biotickych
faktor( je sdm clovék — véelat. Ve vztahu k udrZzovéani dobré kondice vcelstev je
v€elar faktorem naprosto zasadnim. Odpovédny chovatel musi mit potfebné
védomosti i praktické zkuSenosti. S tim souvisi také dUsledny boj s varodzou a
systematické udrzovani miry napadeni vCelstev na co nejnizsi Urovni, coz je pro

omezeni Skodlivého vlivu virovych infekci zasadni. Existuji postupy, pomoci
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kterych muze sam vcelar vyznamné koncentraci vird v prostredi snizit a omezit

tak jejich Sifeni.

Vyuziti ucinku tepla k eliminaci virti z mednych nebo cukernych zasob

K Uplné likvidaci vir(i v plastech s cukernymi nebo mednymi zdsobami, kde neni
mozné aplikovat chemické dezinfekéni prostredky, Ize vyuzit ucinky tepla. Teplo
je nejdéle znamy zpUsob dezinfekce, ktery lidstvo vyuZiva. Pro oSetfeni plastl
se pouziva tzv. suché teplo, které neposkozuje oSetfovany material a zaroven
ma hloubkovy ucinek. Teplo prostupuje, pomaleji nebo rychleji, do vSech druh
materidld. VyuzZiti tepla nezatéZuje Zivotni prostfedi Zadnymi zbytky. Cely
proces vsak vyzaduje fizené ddvkovani plisobeni tepla.

Podrobny popis postupu vyuziti tepla, ktery byl vyvinut v ramci reseni projektu
Ministerstva zemédélstvi CR QJ1510113, je uveden v P¥iloze 2 (Viry a véely:
metodicky postup pro dekontaminaci chovatelského zarizeni a vcelarskych

pom’cek).

Vyuziti jodoforového dezinfekcniho prostiredku ke snizeni virové zatéze
prostredi

Dezinfekce je odstranéni podstatné vétSiny mikroorganizm( véetné virQ,
z prostredi, na které aplikujeme dezinfekcéni prostfedek. Pro ucely vcelarstvi je
velmi vyhodné pouziti dezinfekénich prostfedkld na bazi jodoforu, které
obsahuji j6d navdzany na vhodném nosici. Dalsi vyhodu vyuZiti jodoforovych
pripravk( ve véelafstvi je jejich silny Ucinek proti plvodci hniloby vceliho plodu
a schopnost snizit mnoZstvi spor pivodce moru véeliho plodu.

Podrobny popis postupu, ktery byl vyvinut v ramci resSeni projektu Ministerstva
zemédélstvi CR QJ1510113, je popsan v Pfiloze 2 (Viry a véely: metodicky

postup pro dekontaminaci chovatelského zafizeni a véelafskych pomucek).
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Seznam pouzitych zkratek

SPF Specific Pathogen Free; prosty specifickych patogent
RT-PCR ..o reverzné transkripcni polymerazova fetézova reakce
RNA e, ribonukleova kyselina

BQCV .., Black queen cell virus; virus ¢ernani mate¢niki

ABPV ... Acute bee paralysis virus; virus akutni obrny vcel
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SBV ., Sacbrood viru; virus pytlickovitosti plodu

CSV oo, Cesky svaz veelafa, z.S.

DNA e, deoxyribonukleova kyselina

Technicka dokumentace
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Udel pouziti:

Chovatelsky postup uréeny chovatelim vcelich matek (Apis mellifera L.) zejména v ramci
rozmnozovacich a Slechtitelskych chovti, ktery slouZi prokazani pfitomnosti ¢i neptitomnosti
vyznamnych véelich virovych patogent v plemenné vceli matce nedestruktivni metodou

vysetieni vzorku vykall a vaji¢ek vceli matky.

Popis produktu:

Matka prosta specifickych virovych patogent (SPF matka) pfedstavuje zcela novy produkt,
kdy chovy matek budou distribuovat matky, u kterych je deklarovana nepiitomnost
vybranych virovych patogent. Matky budou pted zatazenim do chovu otestovany metodou
reverzné transkripéni polymerazové fetézové reakce (RT-PCR) na piitomnost genomové
ribonukleové kyseliny (RNA) viru ¢ernani mateénika (BQCV), viru akutni paralyzy (ABPV),
viru chronicke paralyzy (CBPV) a viru pytlickovitosti plodu (SBV).

Pro ziskani vzorka biologického materialu z matek budou vyuzity nedestruktivni postupy,
spocivajici v odbéru vykalti a vaji¢ek. Postup odbéru vzorkd umoZni otestovat jednotlivé
matky na pfitomnost virové ribonukleové kyseliny (RNA) v obdobi pied jejich odeslanim

odbératelim. Kombinace dvou odlisnych vzorki odebranych od jedné matky umozni popsat



virologicky status jednotlivych matek (vykaly) a soucasné vyloucit vertikalni pfenos virt

z matky na potomstvo (vajicka).

Vyvoj nového postupu pro produkci SPF matek reaguje na celosvétové rozsifeni patogennich
virt ve veelstvech a jejich negativni vliv na kondici a zdravotni stav vcelstev. VétSina vira
infikuje délnice a infekce probiha skrytou formou, nicméné obCas mize dojit ke vzniku
oteviené infekce, kdy jsou pozorovany klinické symptomy daného onemocnéni. Matka je
oproti relativné kratkovékym délnicim nejdéle zijici ¢lenkou véelstva a zaroveni ma
nezastupitelnou reprodukéni funkci. UdrZitelny zivot vcelstva, jakoZzto superorganismu, je
zcela zavisly na kladouci matce, ktera zajist'uje obnovu délnic ve vcelstvu. Proto je chov
kvalitnich véelich matek a nasledné véelstev v dobré zdravotni kondici zasadni pro vcelafstvi

Vv Ceské republice.

Podminky produkce:

Chov probihé v souladu s podminkami stanovenymi Chovatelskym fadem CSV a navazujici
Ptiruckou plemenaiské prace. Duraz je kladen na vedeni plemenaiské evidence a dalsi

predepsané dokumentace.

Vlastni chovatelské zafizeni je udrzovano v souladu se zootechnickymi zdsadami spravne
chovatelské praxe, veskeré plochy a pomicky jsou pravidelné ciStény a desinfikovany

vhodnymi ptipravky s virucidnim Géinkem (napt. 4 % roztok Bee-Safe).

Postup odbéru vzorku:

Odbér vykalu.

Odbér probiha v mistnosti pfi teploté¢ min. 15 °C. Matky jsou v klicce pfeneseny na Cisty
pracovni stiil a nasledné¢ umistény na dno plastové Petriho misky o priméru 50 - 80 mm,
ur¢ené k jednordzovému pouZiti a popsané Cislem vzorku. Alternativné lze pouzit Cisté,
doposud nepouzité, mikroskopické podlozni sklicko. Matka na zvoleném podkladu je
poklopena ¢istou kadinkou mensiho priméru nez podlozka a ponecha se po dobu piiblizné 5
az 30 minut. Poté co se vykali, se matka umisti zpét do své klicky. Prub&h vySetieni je
zdokumentovan na Obrazku 1. Vykaly se s pomoci automatické mikropipety s novou sterilni

Spi¢kou smyji 100 pl sterilniho fyziologického roztoku. Suspenze se umisti do nové sterilni



mikrozkumavky o objemu 200 pl a neprodlené se transportuje do laboratofe. VVzorky je nutné
transportovat pfi teploté +2 °C az +8 °C. V piipad¢ nutnosti kratkodobého skladovani (do 24
hodin) lze vyuzit chladnicku.

Obrazek 1: Pribéh Kkoprologického vySetfeni matek (provedeno s vyuzitim
mikroskopickych podloznich skli¢ek).

Odbér vajicek.

Odbér probiha v mistnosti pii teploté min. 22 °C. Matky pro odbér vaji¢ek musi byt
rozkladené, tedy alesponi 4 dny po pocatku kladeni. To se pozna podle pfitomnosti prvnich
larvicek v plastu. Matky se po vyjmuti ze spoleCenstva umisti na odbérovou podlozku podle
predchoziho odstavce, ale bezodkladné (nejlépe do 5 minut). Matka zpravidla naklade 2 a7z 8
vaji¢ek do 10 minut (Obrézek 2). Poté je vracena do svého spoleCenstvi. Vaji¢ka se pomoci
nové pipetovaci $pi¢ky piemisti do nové sterilni mikrozkumavky o objemu 200 ul a
neprodlen¢ se transportuji do laboratotfe. Vzorky je nutné transportovat pfi teploté +2 °C az

+8 °C. V ptipad¢ nutnosti kratkodobého skladovani (do 24 hodin) Ize vyuzit chladnicku.



Obrazek 2: Matka v ovipozici a tii vejce nakladena v pribéhu testu.

Ovéreni funkénosti

Funkénost postupu odbéru vykalli a vajicek byla ovéfena experimentalné. Vzorky byly
odebrany na pracovisti Vyzkumného ustavu vcelaiského, s.r.o. a neprodlené transportovany
do laboratofe Vyzkumného tstavu veterinarniho Iékafstvi, v.v.i. VirovA RNA byla
extrahovana s vyuzitim Chemagic Viral RNA/DNA Kit (Perkin-Elmer) dle navodu vyrobce.
V piipadé extrakce nukleovych kyselin zvajicek byl materidl homogenizovan piimo
V lyzaénim pufru soupravy Chemagic Viral RNA/DNA Kit (Perkin-Elmer) pomoci
sklenénych rozbijecich ¢&astic NucleoSpin® Bead Tubes Type A (Macherey-Nagel).
Extrahované nukleové kyseliny byly uchovany pii -80 °C do dalSiho pouziti. Reverzni
transkripce byla provedena pomoci ProtoScript®ll First Strand cDNA Synthesis Kit (New
England Biolabs) a nafedéna 3x v UltraPCR H20 (Top-Bio). cDNA byla skladovana pti -20
°C. PCR byla provedena s Quick-Load® 2xTaq Master Mix (New England Biolabs).
K detekci virové nukleové RNA byly vyuzity primery specificky cilené na genom ABPV,
SBV, BQCV a CBPV (Prodélalova a kol. 2017). Pouzita metoda je v laboratoii VUVeL b&zné

vyuZivana k detekci virovych nukleovych kyselin ve vzorcich véel a daliho biologického
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materialu véeliho puvodu (Prodélalova a kol. 2017). Jako negativni kontroly byla vyuZita
nepouzita podlozni mikroskopicka skla, jejichz povrch byl oplachnut 100 pl sterilniho
fyziologického roztoku a podlozni mikroskopické skla, jejichz povrch byl kontaminovan
povrchem téla a koncetinami matky (matka byla ponechana po dobu 5 minut na skli¢ku) a

nasledn¢ oplachnut 100 pl sterilniho fyziologického roztoku.

Vysledky ovétovaciho experimentu koprologického vySetfeni souboru vzorkli vykala
odebranych od 19 matek véetné popisu vzorki jsou uvedeny v Tabulce 1. Z vysledka je
ziejmé, ze mimo BQCV, ktery ptfedstavuje jediny virus klinicky postihujici matky, byl ve
vzorcich vykall detekovan také ABPV. Ve dvou ptipadech (10,5 %) byla ve vykalech
detekovana soucasna infekce BQCV a ABPV. Pfitomnost viru v kontrolnich vzorcich nebyla

potvrzena.

Tabulka 1: Koprologické vySeti‘eni matek

VySetiovany virus VySetrovany material

Vykaly Podlozni sklo kontaminované Cisté podlozZni

povrchem téla matky sklo

ABPV 21 % (4; n=19) nedetekovano nedetekovano
SBV nedetekovano nedetekovano nedetekovano
BQCV 31,6 % (6; n=19) nedetekovano nedetekovano
CBPV nedetekovano nedetekovano nedetekovano
Celkem 40 % (8; n=19) 0 % (0; n=7) 0 % (0; n=2)

Dale bylo vysetieno 8 vzorku vajicek (2-5 vajicek pochazejicich od 1 matky tvofilo 1 vzorek).
U 50 %vzorki (n=4/8) byla zjisténa virova infekce, z toho u 2 matek (25 %; n=2/8) se jednalo
o infekci BQCV a u 2 matek (25 %; n=2/8) se jednalo o infekci ABPV. Smésna infekce

Vv ptipad¢ vzorki vajicek nebyla detekovéna.

V Tabulce 2 jsou pichledné uvedeny vysledky testovani vzorka vykali, vajicek a negativni
kontroly. Celkem byly otestovany tfi matky. Ziskané vysledky poukazuji na vhodnost testovat
ptitomnost virové RNA ve vykalech i vajickach soucasné. U vzorku 38 by v ptipad¢, kdy by
byly testovany pouze vykaly, doslo k ziskani falesné negativniho vysledku u ABPV.



Tabulka 2: Celkovy virologicky status matek

Matka VySetfovany Testovany virus
material ABPV SBV BQCV CBPV

vykaly - - + -
38 vajicka + - - -
kontrola*

vykaly + - - -
426 vajicka +
kontrola* - - - -

vykaly - - - -
P1-416 vajicka - - - -
kontrola* - - - -

*oplach povrchu sklicka kontaminovaného povrchem téla a koncetinami matky
+ virova RNA ve vzorku detekovana; - virova RNA ve vzorku nedetekovana

Reference

Prodé¢lalova J., Cukanova E., Moutelikova R., Titéra D. Riziko §ifeni v¢elich virdz spermatem
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Predmluva

Viry véely medonosné jsou vzhledem ke svému ploSnému vyskytu a negativhimu dopadu na kondici
vCelstev stale v centru zajmu vcelar( a stale se objevuji otazky tykajici se moznosti snizovani infekéniho
tlaku v prostredi. Zasadni problém je to u chovatelskych pomicek a také u plastl se zasobami, které
zGstanou po Uhynech vcelstev. Odpovéd’ na tyto otazky neni jednoducha zejména proto, Ze aktivitu
dezinfekénich prostiedkl vici véelim virlm (tj. virucidni aktivitu) zatim nebylo mozno pfimo stanovit
vhledem ktomu, Ze se tyto viry doposud nedafi pomnoZovat v laboratornich podminkach. Tuto
prekazku lze ovsem vyfesit vyuZitim vhodné zvoleného modelového viru. Velka ¢ast nejcastéji se
vyskytujicich vcelich vird, konkrétné virus deformovanych kfidel, virus pytlickovitosti plodu, virus
cernani matecnikl, viry akutni izraelské obrny, kaSmirsky virus) jsou zastupci rozsahlé skupiny

123 Viry deformovanych kfidel a &erndni mateénik(i se dokonce vyznamné podobaji

pikornavir(
pikornavirim, které napadaji i jiné druhy Zivodichl véetné ¢&lovéka.* Pikornaviry jsou obecné
povaZzovany za velmi odolné vici vlivim prostredi véetné plsobeni dezinfekénich prostredk(. Jsou
schopny dlouhodobé pretrvavat na povrchu predmét(, zejména v pripadé, kdy na nich jsou spole¢né
sviry navic pfitomny dalsi organické latky (nejvyznamnéjsi jsou v tomto ohledu bilkoviny)®’, coz ve
vCelarské praxi zpravidla je. Pro uc¢inné provedeni zdsahu proti virilm je také nutné znat odpovéd na
otazku, jakym zplsobem se vceli viry do prostfedi mohou dostat. Viry jsou bézné nalézany jak ve
zdrojich potravy véel, tj. v medu i pylu, > tak v travicim traktu véel a ve vykalech.'*213 Vyznam vykall
neni z hlediska prenosu virl jesté zcela objasnén, nicméné virové Castice nalezené v zasobach byly
v experimentech schopné vyvolat infekci.2 Z vy$e uvedeného vyplyvd, Ze potrava spoleéné s aktivitami,
které s ni souvisi, pfedstavuje vyznamny zpUsob Sifeni infekce. Vcelstvo samotné potom predstavuje
spoledenstvi o vysoké hustoté jedincl, ktefi jsou navic v neustalém vzajemném socidlnim kontaktu

dotykovém vcetné trofalaxe (preddvani potravy). V prosttedi Ulu se tak mohou viry $ifit a pretrvavat

pfi béznych aktivitach vcelstva.

I. Cil metodiky

Cilem metodiky je predloZit Siroké vcelarské verejnosti postup vedouci ke snizeni kontaminace
pomtcek a chovatelského zafizeni patogennimi viry véel. Metodicky postup je zaloZzen na dvou
odlisnych pfristupech, z nichz kazdy je vhodny pro vyuziti za jinych, v dalSim textu specifikovanych
podminek. Prvni pfistup vyuziva chemicky dezinfekéni prostfedek na bazi jodoforu (pro vcelarstvi
registrovany pfipravek Bee-Safe, plivodné prodavany pod nazvem Biocid 30®). Druhy pfistup je zaloZen

na plsobeni tepla.



Il. Popis metodiky

1. Uvod

Dezinfekce povrchd, které byly ve styku s plivodcem nakazlivého onemocnéni (at uz se jedna pfimo o
nakazend zvifata nebo povrchy znecisténé kontaktem snimi) hraje zasadni Ulohu v chovu
hospodafskych zvifat a je nezbytnd pro zajisténi jejich dobrého zdravotniho stavu.l* Véelstva jsou
neustdle vystavovana infekénimu tlaku véelich vir(, které se pfi vhodné kombinaci podminek pomnoZzi
a zacnou skodit. Z rliznych zpUsobu jejich odstrariovani z chovatelského zafizeni, pomUcek a nastroju
prichazi v ivahu chemicka dezinfekce. Plsobeni tepla se da vyuZit také v pfipadé plastd s cukernymi
nebo mednymi zdsobami, kde je pouZiti chemie omezené. Je vidy nutné myslet na to, Ze chemické
dezinfekéni prostfedky mohou byt, zejména pfi nesprdvném poufziti, Skodlivé jak pro véely samotné,
tak i pro vcelare a Zivotni prostfedi. Proto je nutné brat ohled na volbu vhodné ucinné latky
pouzivaného dezinfekéniho prostiedku.t®

Jako potencialni pripravky proti mikroorganismim se nabizeji dezinfekini prostfedky obsahujici
jodofor (tj. jod navazany na vhodném nosici). Jsou casto vyuzivany pro dezinfekci klize a sliznic
hospodarskych zvirat i ¢lovéka a predstavuji také vhodnou volbu v oboru vcelarstvi. Aktivni slozka
téchto prostredk(, tedy jéd, je dllezity stopovy prvek, ktery je nezbytny napt. pro spravnou funkci
organismu jako sou¢ast hormon $titné Zlazy.*518 J4d je navic pfirozenou sou&dsti véeliho medu.?® Dalsi
vyhodu vyuZiti jodoforovych pripravkl ve véelafstvi je jejich silny Géinek proti pdvodci hniloby vceliho
plodu a schopnost snizit mnoZstvi spor ptvodce moru véeliho plodu o dva Fady.?

Ucinek tepla je nejdéle znamy a nejlépe popsany zpisob dezinfekce v historii lidstva. Obecné Ize t¢inek
tepla rozdélit na vyuziti suchého nebo vihkého tepla. Pro ucely tohoto metodického postupu bylo
zvoleno pusobeni suchého tepla za teploty, kterd neposkodi osetfovany material. Vyhodou pouZziti
suchého tepla je jeho hloubkovy Gcinek. Teplo prostupuje, pomaleji nebo rychleji, do vSech druhll
materialQ. VyuZiti tepla nezatézuje Zivotni prostredi Zzadnymi zbytky. Cely proces vsak vyzaduje fizené
davkovéni pasobeni tepla nutného pro Géinnou likvidaci nezddoucich vir.?

Vzhledem k tomu, Ze doposud neni dostupna laboratorni metoda umoznujici testovat ucinnost rdznych
zpUsobu dezinfekce pfimo na vcelich virech, byl pfi testovani uUcink(l jodoforového dezinfekéniho
prostiedku i plsobeni tepla vyuZzit lidsky enterovirus 71. Tento virus je svymi vlastnostmi podobny
véelim virdm. Na zakladé laboratornich testl se navic jedna o virus odolny vici vlivim prostiedi a
plUsobeni dezinfekénich prostfedk(. Jednd se proto o vhodny modelovy organizmus, kterym lze

v laboratornich experimentech nahradit vceli viry.



Tato metodika vznikla jako jeden z planovanych vysledku projektu MZe NAZV QJ1510113 ve spolupraci
Vyzkumného Ustavu veterinarniho lékarstvi, v.v.i. a Vyzkumného ustavu véelafského, s.r.o. Pfedstavuje
nadstavbu k publikaci Hygiena ve vcelafstvi (Vyzkumny Ustav vcelarsky, s.r.o., 2014) a certifikované
metodice Spravna praxe v chovu vcel (Vyzkumny ustav véelafsky, s.r.o., 2015).

Vlastni metodické postupy jsou zaloZzeny na vysledcich laboratornich pokus(, pricemz experimentalni
podminky byly nastaveny na zakladé zkusSenosti z véelarské praxe. Vzniku metodiky predchazelo
zverejnéni vysledkl pokust v odbornych ¢asopisech (viz kapitola VI. Seznam publikaci pfedchazejicich
metodice). V ptipadé nepublikovanych vysledk(l jsou popis a vysledky experimentl uvedeny
v pfislusné kapitole (viz kapitola 11.3. OSetfeni mednych zdsob dlouhym ohfevem s uc¢inkem proti

véelim virlm).

2. Dezinfekce pomucek, nastrojli a povrchl v chovatelskych zatizenich s Gcinkem proti véelim virlm

2.1 Pfedmét pasobnosti a podstata metody

Postup slouzi k provedeni dezinfekce povrchl vcéetné nastrojli a pomdlcek vyuzivanych ve
vCelarské praxi za Ucelem odstranit z oSetfenych povrchl a predmétl patogenni viry vcely
medonosné a zamezit tak jejich dalSimu rozsifovani. Podstatou metody je oxidacni plsobeni jodu
navazaného na nosic (jodofor). Jako dezinfekéni prostiedek byl na zakladé predchozich zkusenosti
vCelafl zvolen a testovan pripravek Bee-Safe (téZ pod ndzvem Biocid 30®) vyrobce Evans Vanodine
International (Anglie). Pfed pouzZitim dezinfekéniho prostfedku je vhodné, v pfipadé silného
organického znecisténi nutné, provést mechanickou ocistu dezinfikovanych povrchi a predmétu.
Podrobné informace o nakladani s dezinfekénim prostfedkem jsou uvedeny v ndvodu k pouZiti.
Pokud je dezinfekcni prostiedek Bee-Safe vyuzZivan k zasahu proti véelim virim, je nutné jej
pripravit v doporucené 4% koncentraci a nechat puUsobit 30 minut. Na zakladé vysledk
laboratornich testll s modelovym enterovirem 71 Ize ocekavat 99% ucinnost dezinfekce. To je

snizeni mnozstvi vir(l pfitomnych na povrchu o alespon 2 fady.

Potfeby a pomucky

o Bee-Safe (téZ pod ndzvem Biocid 30°)
e pitnd voda

e vhodné nadoby pro pfipravu a pouZiti pracovniho roztoku dezinfekéniho prostfedku

2.2 Postup

e Podle navodu k pouziti pfipravit 4% roztok pripravku Bee-Safe (40 ml do 1 | pitné vody).



e Predmeéty a plochy se dezinfikuji dle velikosti ponofenim do dezinfekéniho roztoku, postfikem
(nejlépe lahvi s pénovym aplikatorem) a v pripadé dezinfekce velkych ploch je mozné vyuZit
otfeni. Vidy je nutné zajistit pokryti celého predmétu nebo plochy dezinfekénim roztokem.

e Dezinfekéni prostiedek se necha plsobit 30 minut. Vysledek dezinfekce neni ovlivnén okolni
teplotou.

e Pracovni roztok je ucinny, pokud je tmavé zbarveny. Po zesvétleni je tfeba vyménit ho za

cerstvy.

3. Osettfeni mednych zasob dlouhym ohfevem s tUcinkem proti véelim virim

3.1 Pfredmét plsobnosti a podstata metody

Postup slouZi k deaktivaci virovych véelich patogenu pfitomnych na plastech, v medu, plastovém
medu, pfipadné v cukernych zasobdach. Tim se zamezi pfenosu virll z pdvodnich véelstev na dalsi
véelstva. Podstatou metody je pusobeni teploty 50 °C na plasty se zasobami. Podminkou
Uspésnosti celého procesu je zajistit plsobeni teploty 50 °C po dobu alespon 24 hodin od
okamziku, kdy jsou vSechny plasty na tuto teplotu prohraty. Na zakladé experiment( Ize ocekavat,
Ze v dlsledku plisobeni tepla po dobu dalSich 24 hod dojde k poklesu mnozstvi infekéniho viru o
alespon tfi fady (99,9 %). Po uplynuti 48 hodin dojde k poklesu mnozstvi infekéniho viru o
minimalné pét rada (99,999 %). To je velmi vyznamné sniZeni poctu infekceschopnych virovych
Castic. Vzhledem k bodu tani vosku 62 °C vsak nesmi byt pfekrocena teplota 55 °C, jinak dojde

k jejich poskozeni.

3.2 Potreby a pomucky

Zatizeni vybavené nucenou cirkulaci vzduchu umoznujici ohfev na 50 °C po dobu alespor 48
hodin a pribéznou kontrolu teploty. Vhodné regulacni termostaty dodava napf¥. firma Logitron,
Praha. Vyzkou$end varianta je Dixell XR60CH. K reguldtoru je mozné pfipojit teplotni ¢idla PTC /
NTC. Pfistroje Ize pIné nakonfigurovat pomoci parametr(, které lze snadno naprogramovat
klavesnici nebo programovacim klicem HOT KEY. Tato verze ma navic silnéjsi relé pro tepelny
zdroj — zatizitelnost 20A pfi odporové zatézi.

Topeni umistujeme ve spodni ¢asti komory vybavené rostem a fidici teplomér termostatu
naopak umistime v horni pétiné zatizeni. Doporucuje se validace procesu pomoci vhodnych

datalogerd.



3.3 Postup

Plasty se umisti do vyhtivaného prostoru. Od za¢atku ohfevu je nutné pocitat s dostatecnou dobou
ohfevu, aby doslo k rovhomérnému prohrati materialu na pozadovanou teplotu 50 °C. Celkova
doba ohfevu véetné nabéhu teploty vedouci k dosaZzeni poklesu mnozstvi infekénich virovych ¢asti

o0 vice neZ Ctyfi rady (99,99 %) je alespon 72 hodin.

Ill. Srovnani novosti postupl

Metodika byla vytvofena na zakladé testovani dekontaminacnich postuptll v laboratornich testech na
zcela novém modelovém systému, ktery vyuZziva lidsky enterovirus 71. Jedna se o virus ze skupiny
pikornavirl, ktery se svymi vlastnostmi podoba vcelim virim) a bunécnou linii VERO (buriky opicich
ledvin). V pouzitém systému byly simulovany podminky, za kterych predpokladame pritomnost vcelich
virll v chovatelskych zafizenich a na pouzivanych nastrojich a pomlckach. V ptipadé testovani
ucinnosti  jodoforového dezinfekéniho pripravku Bee-Safe byla testovdna jeho acinnost za
simulovaného vysokého stupné proteinového znedisténi pomoci pridavku bovinniho sérového
albuminu a teleciho séra, a sacharidového znecisténi pomoci pfidavku medu nebo sachardzy.
Znecisténi material( uréenych k dezinfekci vyznamné snizuje ucinnost dezinfekcnich prostredki a je
Castou pric¢inou neuspéchu vlastni dezinfekce. Proto je pro pouZiti dezinfekéniho prostredkd ve
specifickych pripadech, jakym bezesporu vcelafstvi je, mimoradné vhodné testovat pfitomnost
konkrétnich znecistujicich latek, které se v dané oblasti bézné vyskytu;ji.

Dale bylo testovdno prezivani modelového enteroviru v pfitomnosti medu s cilem zjisténi teploty,
ktera ucinné inaktivuje virové ¢astice pfitomné v medu. Rovnéz tato metodika byla prvné vyzkousena
a publikovdna v ramci projektu NAZV QJ1510113. Ziskané informace ndsledné byly podkladem pro
vytvoreni postupu inaktivace virG v medovych zasobach. Udaje o inaktivaci pikornavird teplem nebo
pripravkem Bee-Safe za podminek znecisténi organickymi latkami, jejichZ pfitomnost mize mit vliv na
vysledny stupen inaktivace virovych c¢dstic a jejichz vyskyt v oblasti véelafstvi se da svelkou
pravdépodobnosti ocekavat, nebyly doposud znamy. Podrobny popis experimentll a ziskana data
zdjemce nalezne v odbornych ¢lancich uvedenych v kapitole VI. Seznam publikaci predchazejicich

metodice 2%23,

IV. Popis uplatnéni metodiky a ekonomické aspekty

Metodika prispéje k udrzeni dobrého zdravotniho stavu vcelstev, coZ bude pfinosné pro vcelare

samotné diky vyssi produkci medu a dalsich vcelich produktd. V pripadé, Ze chovatel véel mize pfi
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vyskytu virdz touto metodikou dekontaminovat plasty se zasobami namisto jejich likvidace, uspofi
material (vosk a zdsoby) v hodnoté 1000 a7 2000 K¢ na jedno chované véelstvo. To predstavuje v CR
milionové c¢astky rocné. Zlepsovani zdravotniho stavu vcelstev predstavuje prospéch i pro spolecnost
vzhledem k vyznamu vcel jako opylovacu. Jedno vcelstvo ma hodnotu kolem 5000 K¢, takZe sniZeni
miry ztrat vcelstev o 0,1 % znamena Usporu 2,5 milionu korun.

Metodika je uréena Sirokému spektru véelard. Bude distribuovana ¢lenim Ceského svazu véelafd
prostfednictvim Casopisu VCelafstvi. Ostatni zdjemci mohou ziskat metodiku u pracovnikl
Vyzkumného Ustavu veterindrniho lékafstvi, v.v.i. a Vyzkumného ustavu vcelarského, s.r.o. Metodika
bude také umisténa na webovych strankach Vyzkumného ustavu veterindrniho lékafstvi, v.v.i
(www.vri.cz). Metodika pfispéje k udrzeni dobrého zdravotniho stavu véelstev, coz bude pfinosné pro
véelafe samotné diky vyssi produkci medu a dalsich vcelich produktd, navic zlepsovani zdravotniho
stavu vcelstev predstavuje prospéch i pro spole¢nost vzhledem kvyznamu vcel jako opylovacd.
V pfipadé zjisténi novych vyznamnych poznatkl v oblasti vyzkumu vcelich vird bude metodika

aktualizovana.
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