U

VUVel

ACADEMY

VUVeL Academy VIII - od vyzkumu k praxi
—— v chovech hospodarskych zvirat, cyklus seminaru

SBORNIK ZE SEMINARE
10. 11. 2022

Zdravi vcel v ohrozeni

Seminar prinasi poznatky vzniklé resenim projektd QK1910286 Efektivni postupy a
strategie pro zvladani véelich chorob a udrzitelny chov véelstev, QK21010088 Vyvoj
prostifedku na podporu vceli imunity na bazi probiotik, spolu s technologii jeho
vyroby a potravinarskym vyuZitim vedlejsiho produktu.

@ Zemeédélsky svaz
MINISTERSTVO ZEMEDELSTVI Ceské republiky




AN

N Ceska te
= * Zemédélsky svaz 6"‘:’ platform
MINISTERSTVO ZEMEDELSTVI éeské republiky @

Ceska technologickd platforma pro zemédélstvi

TPI ve spolupraci s Vyzkumnym dstavem Zivocisné vyroby, v. v. i., Ceskou zemédélskou
univerzitou Praha a Mendelovou univerzitou v Brné

Uve L a Vyzkumnym ustavem veterinarniho lékafrstvi, v. v. i.

si Vas dovoluji pozvat na seminar
ACADEMY

ﬁz Zdravi vcel v ohrozeni

PROGRAM

@ Zdravi a imunita véel - doc. RNDr. Pavel Hyr3l, Ph.D. (MUNI) 0. }1(ﬁy2:022

® Nové poznatky o vlivu roztoce Varroa destructor na fyziologii a imunitu vcel - 10:00 — 15:00 hod.
Mgr. Pavel Dobes, Ph.D. (MUNI) Kde:

® Rasa Ch. vulgaris a jeji zhodnoceni jako krmného sirupu pro véely - Mgr. Silvie Hotel Vista

Hudcova 72, 621 00
Brno

Dostalkova, Ph.D. (UPOL)
Vcely a elektromagneticka pole - doc. RNDr. Martin Vacha, Ph.D. (MUNI)
Vyuziti proletové haly pfi studiu zdravi véel - Ing. Dalibor Titéra, CSc. (VUVE Dol)

® Pouziti dezinfekénich pripravka ve véelarské praxi - RNDr. Jana Prodélalova, Ph.D.
(VUVel)
® Vyzkum varroa-rezistentnich véel ve Svédsku - Mgr. Eliska Cukanova (VUVel)

® Role stfevniho mikrobiomu a vyhlidky na probiotika ve zdravi véel/The role
of the gut microbiome and prospect for probiotics in honey bee health -
Saetbyeol Lee (CZU Praha), doc. RNDr. Pavel Hyrsl, Ph.D. (MUNI)

Seminar prinadsi poznatky vzniklé fesenim projektt QK1910286 Efektivni postupy a strategie pro zvladani
véelich chorob a udrzitelny chov véelstev, QK21010088 Vyvoj prostfedku na podporu véeli imunity na bazi
probiotik, spolu s technologii jeho vyroby a potravinarskym vyuzitim vedlejSiho produktu.

Registrace zde Ucast na seminafi je bezplatna, ob&erstveni zajisténo.
Dotazy a kontakt: doc. MVDr. Sofia Slosarkova, Ph.D. -~
e-mail: sona.slosarkova@vri.cz, tel: 773756631.

V prabéhu seminare bude potizovana fotodokumentace nebo audiovizualni
zaznam vyhradné za ucelem propagace a medializace akce.
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Zdravi a imunita vcel

Pavel Hyrsl

Dnesni prednaska

e imunita bezobratlych Zivocich(
* imunitni reakce vcel
e socialni chovani

e vyzkum




Zdravi, imunita, imunologie
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Rovnovaha mezi infekci a imunitou

infekce imunita




Prirozena imunita vcel

- vrozena, nespecificka, neadaptivni

- evolucné starsi nez adaptivni (specificka, ziskanad)

- nejsou lymfocyty ani protilatky

- pfirozena imunita je pfitomna u vsech Zivocichi
(bezobratli i obratlovci), adaptivni pouze u malé
casti obratlovc(l jako nadstavba prirozené imunity

- rychla odpovéd

Imunita hmyzu

Rozpoznani Slozky Imunitni reakce
patogenu imunity

a aktivace
imunitni

odpovédi

Bunécné slozky prirozené imunity

- fagocyty (hemocyty)

okamzita imunitni odpovéd

- + pozdni imunitni odpovéd
99,5% bakterii odstranéno

0,5% bakterii odstranéno

bakterie antimikrobialni peptidy
Buriky tukového télesa
fagocyt
melanizace pohlceni syntéza intimikrobialnich peptidd
sekundy hodiny az dny

Schneider and Chambers 2008
nodulace, enkapsulace u bezobratlych —adherence hemocytd
produkce reaktivnich metabolity kysliku a dusiku

- antioxidaéni mechanismy odstranuji reaktivni metabolity
- zabranuji oxida¢nimu stresu




Humoralni imunita

stale pfitomné nebo indukované slozky

antibakterialni latky (baktericidni peptidy, lytické enzymy - lysozym)

Patogeny
Bakterie

Produkce

Viry antibakterialnich,
antivirovych a
antihoubovych
peptidl

Houby

https://i i ing.bic com/articles/10.1186/1742-4933-10-12

Vceli antibakterialni peptidy

Med:

—, defensin

S. Dostalkova, UPOI

Humoralni slozky pfirozené imunity

koagulacni a fenoloxidazova kaskada — srazeni hemolymfy a tvorba melaninu




Letni x zimni vcely

Danihlik, Hyrsl, 2017

Socialni hmyz
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Imunita vcel

- socialni imunita

individualni obrana - kralovna

shlukovani kolem kralovny

ochrana kolonie — Uklid, ostraha, vzajemné ¢isténi jedincu, trofalaxe
zabranéni vstupu infekénich agens i nakazenych jedinct

resiny, propolis a dal§i antibakterialni latky pro ochranu kolonii

Michael Simone-Finstrom (2017) Social Immunity and the Superorganism
Behavioral Defenses Protecting Honey Bee Colonies from Pathogens and
Pacacitac BoaWodd 1 2120 DI 10 2% 2017 1307800

Allo-grooming (shlukovani a ¢isténi jedincu):




Zdéarek 2013

Imunita vcel

velmi malo informaci v kontrastu s dlouhodobym
chovem

velmi slabé imunitni reakce v porovnani s jinymi
zastupci hmyzu (antibakterialni aktivita, celkova
antioxidacni aktivita, fenoloxidazova aktivita...)

velka variabilita mezi jedinci

vliv stari jedincG - izolatory pro synchronizaci
lihnuti, znaceni vcel pro ziskani vzorku stejného
stari




klicky pro laboratorni chov véel v termostatu
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Nové poznatky o vlivu rozto¢e Varroa destructor
na fyziologii a imunitu véel

2019-23 NAZV QK1910286

Pavel Dobe$ | Oddéleni fyziologie a imunologie Zivogichti, UEB, Ptirodovédecka fakulta, MU

Co zpUsobuje Varroa destructor véele medonosné?

= zhorSeni zdravotni stavu véel a tim i celého vcelstva (jeden z faktord podilejicich se na CCD)
= prenasec virovych a ziejmé také bakterialnich chorob
= nesporny negativni vliv na funkci vCelstev a jejich vyuziti clovékem




Sledovani vlivu Varroa destructor na zdravi vcel

= vytvofeny dvé skupiny pokusnych vcelstev:
1) standardni péce (flumethrin)
2) bez o$etreni proti roztoclim
vCelstva bez oSetfeni umisténa na pfirozené izolované lokalité
taxace a vySetfeni na roztoce (otfep cukrem)
dva hlavni odbéry v zafi 2020 (zimni v€ely) a na konci Cervna 2021 (letni vcely)
v€ely sbirany pfi lihnuti; mladuska i jeji bunika byly prohlédnuty na pfitomnost roztocu:
1) vCely parazitované
2) véely neparazitované
3) véely z kontrolnich véelstev oSetirenych flumethrinem

Sledovani vlivu Varroa destructor na zdravi vcel

= vCely umistény po 100 jedincich v plastovych klickach
= krmeny ad libitum 50% cukernym roztokem a drcenym pylem

Vlastni experiment:
pfezivani v€el v kontrolovanych laboratornich podminkach
pfitomnost virovych infekci
sledovani fyziologickych a imunitnich parametrd délnic
pouziti vysokokapacitnich metod

Vyvoj parazitace béhem studie
= otfep cukrem




Prezivani vcel po vylihnuti

= vCely umistény po 100 jedincich v plastovych klickach
= krmeny ad libitum 50% cukernym roztokem a drcenym pylem

Pritomnost virové genetické informace u zimnich véel

= virus deformovanych kridel (DWV), virus akutni paralyzy v¢el (ABPV) a Lake Sinai virus (LSV) témér
u vSech

= virus €ernani mate¢nikd (BQCV) a virova nakaza v&eliho plodu (SBV, sackbrood virus) u nékolika jedincd

= virus chronické paralyzy véel (CBPV), kaSmirsky virus (KBV) a virus izraelské paralyzy vcel (IAPV)
nezachyceny

= potvrzeny rozdily v kvantité jednotlivych vird (DWV je vyrazné vice u Varroa parazitovanych vcel)

pfitomnost potvrzena
‘. pfitomnost nepotvrzena

wm =
o

Zmény v zakladnich fyziologickych parametrech

= parazitace vede ke snizeni mnozstvi vody v organismu, hladiny lipidd, vitellogeninu a dal$ich parametr(
= potvrzeno na genetické i molekularni trovni
= dehydratace, snizena energeticka zasoba a naruSeni dlouhovékosti

w =
[N =




Zmény v zakladnich fyziologickych parametrech

parazitace vede ke snizeni mnozstvi vody v organismu, hladiny lipidd, vitellogeninu a dalSich parametr(
= potvrzeno na genetické i molekularni drovni

= dehydratace, snizena energeticka zasoba a naruseni dlouhovékosti

w=
(qp X =

Zmény v zakladnich imunitnich parametrech

= rozto€i produkuji latky, které maiji za cil tlumit imunitni odpovéd hostitele

parazitace vede ke zvySeni aktivity imunitniho systému (zvySena exprese mnozstvi antimikrobialnich
peptidl i celkové antibakterialni aktivity) a pfi tom v&ely nevykazuji znamky oxidativniho stresu

w=
(@ —

Vyuziti vysokokapacitnich metod

GENOMIKA: TRANSKRIPTOMIKA: PROTEOMIKA: METABOLOMIKA:

analyza biomolekul

analyza gendl analyza aktivity gend analyza bilkovin

FUNKCNI ANALYZY:
analyza fyziologickych a imunitnich reakci

sledovani zmén v parazitovaném organismu na vSech jeho urovnich
= provazanost jednotlivych zmén

= dalSi urovni je srovnani omics dat ziskanych ze zimni a letni populace vcel

wn=
[ —




Vliv parazitace na nizkomolekularni organické latky

= stanoveni nizkomolekularnich metabolitl pomoci protonové nuklearni magnetické rezonance ukazalo
22 z nich a jejich zmény souvisejici s parazitaci (napf. zvySeni adenosinu a soucasné snizeni inosinu
u Varroa pozitivnich vcel)

Vliv parazitace na proteiny ve véelim abdomenu

= oranzova barva oznacuje protein, kterého je vic, a modra
protein v niz§im mnozstvi

= celkem 43 proteind bylo vyrazné ovlivnéno parazitaci

= jednotlivé proteiny v Fadcich rozdéleny do skupin podle
jejich relativni hojnosti

= skupina 1A (zvySené u parazitovanych vcel):
strukturni, stresové a imunitni proteiny

= skupina 2A (snizené u parazitovanych vcel):
proteiny spojené s vyzivou véel, dlouhovékosti
a rozpoznavanim infekce

w =
(X —

Vliv parazitace na proteiny ve véeli hlavé

= oranzova barva oznacuje protein, kterého je vic, a modra
protein v niz§im mnozstvi

= celkem 130 proteind bylo vyrazné ovlivnéno parazitaci

= jednotlivé proteiny v Fadcich rozdéleny do skupin podle
jejich relativni hojnosti

= skupina 1H a 2H (sniZené u parazitovanych vcel):
proteiny spojené s vyzivou véel, dlouhovékosti
a rozpoznavanim infekce

= skupina 3H a 4H (zvySené u parazitovanych vcel):
strukturni, stresové a imunitni proteiny

w =
(X —




Vliv parazitace na véeli proteiny

= konkrétni proteiny, jejichz mnozstvi
bylo vyznamné ovlivhéno
parazitaci

= u parazitovanych véel se sniZuje
napriklad mnozstvi vitellogeninu
nebo odorant binding proteinu

= naopak je vice napfiklad
kutikularnich protein(

= body uprostifed grafu nejsou
parazitaci vyznamné zasazeny

wmw=
[l —

— =
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Maynooth
University

National University
of Ireland Maynooth
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Data obsazena v této prezentaci jsou soucasti publikace pfijaté k tisku v odborném
Casopise Insect Biochemistry and Molecular Biology pod nazvem:

Omics-based analysis of honey bee (Apis mellifera) response to Varroa sp.
parasitisation and associated factors reveals changes impairing winter bee
generation

Autory publikace jsou Martin Kunc, Pavel Dobes, Rachel Ward, Saetbyeol Lee, Radim Cegan, Silvie

Dostalkova, Katefina Holugova, Jana Hurychova, Sara Elia$, Eliska Pindakova, Eliska Cukanova, Jana
Prodélalova, Marek Petfivalsky, Jifi Danihlik, Jaroslav Havlik, Roman Hobza, Kevin Kavanagh a Pavel HyrslI.

Pavel Dobe$ | Oddéleni fyziologie a imunologie Zivogichti, UEB, Prirodovédecka fakulta, MU




Rasa Chlorella vulgaris a jeji zhodnoceni
jako krmného sirupu pro vcely

Mgr. Silvie Dostélkova, Ph.D.
Katedra biochemie, Prirodovédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

silvie.dostalkova@upol.cz

10.11.2022, seminat , Zdravi véel v ohrozeni“, VUVel, Brno

Zdravi a imunita vcel

Rogtodi, viry

Imunitni systém

Aktivace imunity, tvorba imunitnich faktord
Z3asobni proteiny (napf. vitellogenin)

Pesticidy '
Snizena tvorba imunitnich faktord,

Vykyvy pocasi nizka ochrana

Proc¢ krmna aditiva ve vcelarstvi?

Imunitni systém
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SniZena diverzita
potravnich zdroja

Salek et al. (2018)




Rasa Chlorella vulgaris

— Siroce uZivany potravinovy doplnék

— Nutricni kvalita ras je podobna pylu
(bohaté na proteiny, esencidlni
aminokyseliny, vitaminy, mineraly)

Chlorella vulgaris M.Beijerinck, 1890 (Chlorellaceae)

Brzychczyk et al. (2016)

Rasa Chlorella vulgaris

— Rasa konzumovana v&elami s pozitivnim

efektem na VYVOj vCelstva
(Eremia et al., 2013; Jehlik et al., 2019)

— Antimikrobidlni u¢inky i v0¢i bakterii
Paenibacillus larvae (Dostalkova et al., 2021)

Jaky je efekt rasy Ch. vulgaris na organismus vcel?

1. Vliv fasy Ch. vulgaris na antioxidacni systém vcely medonosné.
2. Vliv konzumace fasy na hladinu proteinu vitellogeninu.

3. Ma konzumace rasy vliv na travici trakt?




Plan experimentu

1) Aplikace fasy do véelstev

prdskovd forma Chlorella vulgaris

Plan experimentu

1) Aplikace fasy do vcelstev

10% (w/v) Chlorella vulgaris v APIVITAL® sirupu

Plan experimentu

[
1) Aplikace fasy do vcelstev 2) Odbér vzorki
- Aplikace koncem léta
, Larvy Dospélci
- Konzumace 2 tydny
- Spotreba: 3 litry krmiva/vcelstvo (300 g Ch. vulgaris)

[ ——

1=} 1=

Vcelstva krmena sirupem

obohacenym Ch. vulgaris

Komeréni sirup APIVITAL®

[ ——




Medna volatka véel ﬁ

A

Vysledky studie

1. Vliv fasy Ch. vulgaris na antioxidacni systém vcely medonosné

Stresové faktory
(patogeny, pesticidy, metabolicka zatéz)

Zvyseni aktivity antioxidacnich enzymd

Katalasa (CAT)

Superoxiddismutasa (SOD)
Reaktivni formy kysliku (ROS)

Vysledky studie

1. Vliv fasy Ch. vulgaris na antioxidacni systém vcely medonosné

Aktivita CAT (nkat/ml)
Aktivita SOD (U/ml)

Mann-Whitney U test, p=0.450, Z=0.747 t-test, p=0.219, df 81

Konzumace rasy Ch. vulgaris ptimo neovliviiuje oxidacni rovnovahu organismu




Vysledky studie

2. Vliv konzumace rasy na hladinu proteinu vitellogeninu

e Primarné zésobni funkce

* Dlouhovékost vcel t

Vitellogenin * Imunitni systém

Leipart et al., 2022

Vysledky studie

2. Vliv konzumace rasy na hladinu proteinu vitellogeninu

Relativni mnoZstvi Vg v larvach
Relativni mnoZstvi Vg v délnicich

Mann-Whitney U test, p=0.317, Z=-1 Mann-Whitney U test, p=4x10-6, Z=-4.629

Vyssi hladiny vitellogeninu u dospélych vcel
krmenych rasou

Vysledky studie

3. Ma konzumace rasy vliv na travici trakt?

Amylasa
Sacharidy Jednoduché cukry
Proteasy
Aminokyseliny
Proteiny
Lipasa

Mastné kyseliny
Lipidy




Aktivita proteas
(absorbance/stfevo)

Vysledky studie

3. M konzumace fasy vliv na travici trakt?
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Parametry traviciho systému nejsou ovlivnény po konzumaci rasy

Souhrn

v’ Po aplikaci krmného sirupu nebyla narudena oxida¢ni rovnovéaha vcel

v’ Zvy$end hladina proteinu vitellogeninu u véel krmenych fasou Ch. vulgaris

v’ Aktivita travicich enzymU neni ovlivnéna pfitomnosti fasy Ch. vulgaris v krmivu

v Nebyl pozorovéan efekt u véelich larev

Co stale nevime?

? Vhodna doba pro aplikaci fasy do véelstev
? Davkovani rasy

? Uk

adani fasy ve vcelich produktech

Dékuji za pozornost!

Dr. Michael Si Fi Katedra biochemie,
[ eoae Smane Finstrom, Univerzita Palackého v Olomouci

USDA, Baton Rouge, LA
Magr. Silvie Dostalkova, Ph.D.

Email: silvie.dostalkova@upol.cz
Ing. Vaclav Kristtfek, CSc. a Centrum ALGATECH, Trebori

10.11.2022, seminaf , Zdravi véel v ohrozeni“, VUVel, Brno

Prof. Dalibor Kodrik,
Katedra zoologie, JihoCeska univerzita
v Ceskych Budéjovicich
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VCely a elektromagneticka pole
MartinVacha

* Kompasovy smysl pro magnetické pole Zemé je zatim
jedinou, dobre prokazanou schopnosti magnetorecepce.

* RuSeni kompasové magnetorecepce radiofrekvencnimi poli
je nejlépe, i kdyz porad velmi malo, prokazanym pfipadem
citlivosti na uméla RF pole.

 Efekty ohrozujici zdravi (vCel) nejsou zatim prdkazné. Pokud
jsou, jejich vliv je slabsi nez mnoha jinych vlivi prostredi.







Soucasnost se vcelami.

Opét oznaceni krmitka
pomoci MGP

Soucasnost: Problém antropogenniho
znecisténi prostredi RF poli do asi 100 MHz

Anthropo’ romagneti

Velka shrnujici studie
vSech RF poli

2019







Obr. 2: Ctyfi Ulky, tzv. oplodfiagky, jsou

umistény ve stfedu antény, ktera generuje
elektromagneticky radiofrekvencni Sum.

Obr. 3: Rozmisténi antén generujicich
elektromagneticky Sum zajistuje, Ze sousedni aparatury
nejsou jakkoli vzajemné ovlivnény.

Spectrum 27/05/21 11:02
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Prah jsme nasli mezi 22nT a 420nT.




UZ dlouho jsou tu soHz EMP pole.
Jaka 5oHz pole mohou vcely potkat?

Hodné vysoka
intenzita
3mT

Hodné vysoka
intenzita
imT




Kognitivni a motorické schopnosti vcel potlaceny soHz EMP
uz od 20uT.

Vyssi agresivita a
kognitivni
schopnosti vcel
pod vlivem 5oHz
EMP.

50 Hz EMF zhorsSuje schopnost vcel se
ucit.

Uceni spociva ve vytvoreni podminéného
spojeni mezi potravou a vUni.

VCela se naudi vysunovat jazycek jen na
vani.




Rano, priprava vcel

m

Odchyt
(réno) L
transport Cukerny roztok
+
A “ “
zchlazeni na ledu
(nékolik minut)
uchycenf Nakrmeni ad
libitum,
cca 17.00

* Pokud bylo odchyceno vice véel, pak uchovény
s cukernym roztokem v kelimku v termostatu,
max 3 dny

* Uchovani v termostatu ve vlhkém prostredi

Poledne N

1) Odstranéni mrtvych B
2) Motivace ke krmeni?

3) Nereaguji PER na neznamou

vani? Q per? @  PER? Q

Test - dopoledne
Pobyt v aparatuie: 60 s

PFivykani Viiné Krmeni Ukladani do paméti







Vysledek —jsme
asi v poloviné

Efekt Zzadny nebo jen velmi slaby.




Zaver

Dékuji za pozornost !

http://edition.cnn.com/2010/WORLD/europe/o6/30/bee.declin
e.mobile.phones/index.html

https://www.thestatesman.com/lifestyle/cell-phones-play-
key-role-decline-bees-1£02023c0

https://earthsky.org/earth/may-berenbaum-do-cell-phones-
kill-honey-bees/17.html




Vyuziti proletové haly
pti studiu zdravi vcel

50. let

Ing. Dalibor Titéra, CSc Vyzkumny Ustav vcelafsky v Dole

Proc?

Laboratorni pokusy: v klickach - stres
Vcely potrebuji moznost defekace

Venku: bez evidence mrtvych jedincl

VyZiva neni pod kontrolou




Prani:
mit halu na pokusy

pripadné na oplozeni matek

Pokusy ve sportovnich halach
nebyly Uspésné.

Vcely se chovaly jako ve tmé,
prestoZe intenzita osvétleni (Lux)
byla vysoka.

Prelomovy rok: 1971
van Praagh, Velthuis, J. Apic. Res.

Intenzita svétla nic nezmUze,
pokud neni kratkovinné.

¢lovék

véela




Job van Praagh aplikoval
tfi nové poznatky z fyziologie véel:

* Upravu svételného spektra
* Upravu Uhlové distribuce svétla

* zvySeni kmitoctu vidéni

VCelstvo v Utrechtu Zilo 18 mésicd a nebylo krmeno do Ulu

1974
Vladimir Vesely - proletova hala v Dole

3. v Evropé a tehdy nejvétsi



















2012 :-)

Energeticka uspora: prechod na LED

2020 Dyntec Terezin













Zavér:
Proletova hala rozsifuje experimentalni moznosti.

Klinické pokusy s bakterialnimi chorobami plodu Ize realizovat
jen v proletové hale v prostorach s kontrolovatelnym rizikem.

Morova infekce pozitivnim plastem je okamzita.
Infekce prostfednictvim potravy md dlouhou inkubaci.
Dalsi pokusy: vyuziti proteinti faga Paenibacillus larvae

- projekt Dyntec a spolupracujici tymy




Dékujeme
za pozornost
a za vaSe ndpady, navrhy, projekty

do dalsich let




VUVeL Academy: Zdravi véel v ohroZeni
10.11.2022 Hotel Vista, Brno

Pouziti dezinfekénich pripravki ve
véelarské praxi

Mozné zpusoby kontaminace prostiedi véelimi viry

v' Viry jsou vnitrobunéc¢ni parazité a jejich vyskyt je zcela zavisly na vyskytu hostitelt.

Manley, R., Boots, M., Wilfert, L. Emerging viral
disease risk to pollinating insects: ecological,
evolutionary and anthropogenic factors. J Appl Ecol
2015;52:331-340.

Zdravi a imunita v€el, UKB Brno, 22. dubna 2022

Pfenos virti a jejich udrZovani v populaci vcel

Horizontalni prenos Vertikalni prenos
PRIMY NEPRIMY —>
biologicky vektor veneralni
> (Varroa destructor) ‘ll

7N

T
R N

trubci=»délnice, trubci
(loupez, zalétani, omyl)

A 4 7 mechanicky vektor
>
: ve véelstvu délnice=»plod, délnice, trubci matka=>dcery (matky)
: trubci=»délnice, trubci matka=>dcery (délnice)
: matka=>»syny (trubci)
1
: mezi véelstvy  délnice=>délnice, trubci rojeni
1
1
1

Zdravi a imunita véel, UKB Brno, 22. dubna 2022




Horizontalni pfenos N
. = Vertikalni
Virus Matefi 3 Varroa >
Pyl Med " Vykaly  Sperma prenos
kasicka destructor
ABPV + - - + + + +
(+) +) (+) ? (+) +) (+)
BQCV + + = + ? - +
CBPV + - - + ? (+) +
- + + ? + + + +
IAPV + + + + + +
T S o
+ ? ? ? ? (+) (+)
+ + + + ? + (+)
SBPV ? ? ? ? ? + ?

+ prenos potvrzen; (+) pfenos pravdépodobny; - pfenos nepotvrzen; ? neni znamo

Zdravi a imunita v€el, UKB Brno, 22. dubna 2022

VIRUS DEFORMOVANYCH KRIDEL

fad: Picornavirales

celed: Iflaviridae

genom: jednofetézcova RNA
virion:  dvacetistén

primér: 30 nm = 0,00003 mm

Skubnik et al. (2017) PNAS 114 (12) 3210-3215
https://doi.org/10.1073/pnas.1615695114

VIRUS DEFORMOVANYCH KRIiDEL

* nejvice studovany vceli virus o

» pred zavle€enim V. destructor detekovan velmi vzacné

» V.d. je velmi U€inny prenasec viru deformovanych kfidel, jeho roz$ifeni proto vedlo k
rozsifeni viru

* mimo pfenosu biologickym vektorem V.d. je efektivni také pfenos potravou, zejména

u vysoce infikovanych véelstev




TEORIE VZNIKU VARIANT U RNA V!BEI
(VCETNE VIRU DEFORMOVANYCH KRIDEL)
« pfi mnozeni RNA viri vznikaji v pribéhu kopirovani jejich genetické informace ve
velkém mnozstvi chyby
» vysledkem je ,oblak® geneticky odliSnych a nestejné zivotaschopnych variant viru,

CcOoZ mu umoznuje pfizpusobovat se ménicimu se prostredi

Zjednodusené schéma vzniku virovych variant: Cetnost jednotlivych variant v populaci je
dana jejich schopnosti prezit a mnozit se.

Lauring AS, Andino R (2010) Quasispecies Theory and the Behavior of RNA

Viruses. PLoS Pathog 6(7): e1001005.

VARIANTY (GENOTYPY) VIRU DEFORMOVANYCH KRIDEL

V roce 1982 byla popsana plvodni varianty DWV A s celosvétovym
vyskytem a velmi pravdépodobné evropského puvodu. Jedna se o
dlouhodobé ve véelstvech rozsifeny virus.

V roce 2001 (Ongus et al., 2004, J Gen Virol 85) byla ve V.d. v
Nizozemi popsana varianta DWV B, plvodné oznacena jako
Varroa destructor virus -1.

Mezi DWV A a DWV B ¢asto vznikaji rekombinanty, které mohou zpUsobovat chyby
pfi ur€ovani genotypu.

Dale byla popsana jen vzacné se vyskytujici varianta DWV C.

V archivnich vzorcich ze 70. let, pochazejicich z Egypta, byla
identifikovana varianta DWV D.

obrazek: Skubnik et al. (2017) PNAS 114 (12) 3210-3215

Vyznamné recentni vysledky tykajici se virulence genotypti DWV A a DWV B:

* Mordecai et al., 2015: UK — DWV B u sledovanych v&elstvech pfevlada, je vSak méné

virulentni nez DWV A

* McMahon et al., 2016: DWV B vykazuje vysSi virulenci v laboratornich experimentech

na dospélych véelach (rychlejsi replikace a vys$si titry pfi Ghynu nez DWV A)

» Tehel et al., 2020 a AINaggar and Paxton, 2021: potvrzuji vy$si virulenci DWV B u

dospélych vcel

» Tehel et al., 2019 a Norton et al., 2020: laboratorni experimenty na kuklach ukazaly u

Paxton R.J. et al. International Journal of Parasitology:
Parasites and Wildlife 18 (2022) 157-171.




Paxton R.J. et al. International Journal of Parasitology:

Parasites and Wildlife 18 (2022) 157-171.

ODSTRANENI{ VCELICH VIRU Z PROSTREDI?

ODSTRANENI{ VCELICH VIRU Z PROSTREDI?

= za dodrZeni urcitych podminek Ize viry ,,odstranit“ z povrch(i chovatelského
zafizeni, vCelafskych pomulcek a medu

=> v bézném provozu pouzit chemické dezinfekéni prostfedky nebo vyuzit
ucinky suchého tepla




Viry

1. jsou mensi nez jiné mikroorganismy | predstavuji
2. maji jednodussi strukturu obtii_ny _Cil
pro biocidy

3. nevykazuji metabolickou aktivitu

|

Kde mtze pusobit chemicky dezinfekéni prostiedek na
virionu?
1. obal (u vcelich virt chybil)
» obsah lipidu

+ derivovan z membrany hostitelské buriky virion ABPV

2. kapsid

» slozen z proteinu

» zodpovédny za tvar virionu a ochranu genomu

» samotné poskozeni struktury kapsidu vsak nemusi
vzdy znamenat ztratu infektivity

3. virovy genom

 virus je spolehlivé inaktivovan, pokud dojde k

nevratnému poskozeni genomu

Perzistence virli v prostredi:

* prezivani vira v prostfedi je ovlivnéno pusobenim mnoha
faktorl: mnozstvi vylu€ovanych virioni, mnozstvi a
druh pfitomnych organickych latek v prostredi, teplota,
pH, vihkost, UV zareni ...

+ Vliv prostfedi na infektivitu a pfenos vira se ovsem velmi

obtizné stanovuje




Chemické dezinfekéni prostredky Gcinné proti pikornavirim:
Alkoholy Halogeny — chlér | Halogeny —jod | Aldehydy Fenoly Peroxoslouéeniny
etanol, chlornany, jodofory formaldehyd peroxid vodiku, kyselina
izopropanol chloraminy glutaraldehyd peroctova
+lokalni uziti | +levné +spory [c] +spory +stabilni +Sirokospektralni
+ucinnost +Sirokospektralni | +organické +vyssi stupen | +organické | +Siroké rozmezi pH
zvysuje +teplota znecisténi dezinfekce znecisténi | +organické znecisténi
kombinace s +tvrdost vody +pH +organické +tvrdost +vyssi teploty
KAS +méné toxicky znecisténi vody +nepéni
+reziduadlni
aktivita

-rychle se -toxicita -barvi -toxicita -spory -nestabilni v
vyparuji, -drazdivé -teplota -astma, -nizké pracovnim roztoku
nevhodné na | -korozivni -tvrdost vody kontaktni teploty -korozivni
velké povrchy | -organické latky | -nestabilni v dermatitidy | -zdpach -Ziraviny
-NE spory -pH >8,5 pracovnim -alkalické -toxicita -poskozuji sliznice
-horlavé roztoku prostiedi -zapach

destabilizujr -manipulace s

koncentratem
-ionty Fe, Mn, Cu

Spravné pouziti chemickych dezinfekénich prostredku:

Dezinfekce povrchti (staje, pfedméty a vybaveni)

odstranéni podestylky, trusu, krmiva ap.
Cisténi nasucho kartadcovani ...
Eistani namodeni vodou povrsh € :/ldl:celne
- Cisty ciste
e myti vodou s
C¢isténi namokro detergentem
oplachnuti vodou
povrchy jsou
dezinfikované =
. . - Y . | vétsina patogend je
. aplikace dezinfekcniho prostredku dle pokynl | . . P . & J
Dezinfekce , inaktivovana a
vyrobce .
povrch nadale
nepredstavuje zdroj
infekce

Juzskiewicz, M. et al. Characteristics of selected active

substances used in disinfectants and their virucidal activity
against ASFV. J Vet Res 2019, 63:17-25.

Dezinfekce pomlicek, nastrojti a povrchti v chovatelskych zafizenich
s u€inkem proti véelim viriim.

Volba jédu jako aktivni latky dezinfekéniho prostredku
(pfipravek Bee-Safe):

=>jodofory €asto vyuzivany pro dezinfekci kize a sliznic
hospodafskych zvifat i €lovéka

=>aktivni slozka téchto prostfedku, tedy jod, je dulezity
stopovy prvek

=>jdd je navic pfirozenou soucasti v€eliho medu

=>dalsi vyhodu vyuziti jodoforovych pfipravkl ve véelarstvi je
jejich silny ucinek proti ptivodci hniloby v&eliho plodu a
schopnost snizit mnozstvi spor plvodce moru véeliho plodu o

dva fady

=»snizuje virovou zatéz prostfedi minimalné o 99 %




Povrchovy test pro testovani dezinfek¢nich pripravka

Pokud prezije jedna virova castice
ze sta viriond, jedna se o snizeni
koncentrace viriont o 90 %.

Osetreni mednych zasob dlouhym ohfevem s uéinkem proti véelim virtim.

Kdy se postup pouziva?

= postup slouZi k deaktivaci virovych véelich patogentd pritomnych na
plastech, v medu, plastovém medu, pfipadné v cukernych zasobach

=> tim se zamezi pfenosu virt z pavodnich véelstev na dalSi vCelstva
Na ¢em je postup zalozen?
= 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 (doporu€ujeme 48 h) od okamziku, kdy jsou

vSechny plasty na tuto teplotu prohraty

Osetieni mednych zasob dlouhym ohfevem s Gc¢inkem proti véelim virtim.

Proc¢ teplo?

= Ucinek tepla je nejdéle znamy a nejlépe popsany zpusob dezinfekce v historii
lidstva

=>pro Ucely tohoto metodického postupu bylo zvoleno plsobeni suchého tepla
za teploty, ktera neposkodi oSetfovany material

=>vyhodou pouziti suchého tepla je jeho hloubkovy uc€inek

=>teplo prostupuje do vSech druh materialli

=>vyuziti tepla nezatézuje zivotni prostfedi zadnymi zbytky




Osetfeni mednych zasob dlouhym ohfevem s Gé€inkem proti véelim viram.

Vysledek laboratorniho testu:

Po 48 hodinach pfi
teploté 50 °C
nebyl detekovan
zivotaschopny virus.

=> pii pasobeni teploty 50 °C po dobu 48 hodin dojde k poklesu mnozstvi
modelového infekéniho enteroviru 71 v medu (objem vzorku 0,45 ml) o
minimalné pét fadd (99,999 %)

Problematika zdravi véel, Praha, 3.10. 2019




Vyzkum varroa-rezistenstnich
vcéel ve Svédsku

Eliska Cukanova

elgon.e




Gotlandské vcely

» Pokusna, uméle napadena
vcelstva

» Vice nez 80% ztraceno
béhem prvnich tri let

» O 82% nizsi mira napadeni
» Mala vcelstva




Svédska univerzita agronomickych véd




Vlastnosti varroa-rezistence

» Mensi reprodukéni Uspésnost V. destructor

» Maly pomeér plod : vcely

» Mensi titry virl u zimnich vcel

» Vyssi tolerance vici urcitym virovym infekcim
» Vyssi Cetnost previckovavani (recapping)




Projekt Bond Il

Vliv vCelarskych praktik na prirozenou varroa-rezistenci

v

v

Sila a vyvoj véelstev

v

Mira napadeni V. destructor
» Dospélé vcely
» Plod
Reprodukéni Uspésnost V. destructor

\ A 4

Mira previckovavani

Titry hlavnich véelich virQ

v

» Dospélé vcely

» Plod (rCizné vyvojové faze)

Smyvy ze vcel

Extrakce nukleovych kyselin




Detekce vybranych véelich viru

« Vybrané viry: DWV, ABPV, CBPV, SBV, BQCV, LSV

« Uspé&$né detekovany DWV, SBV, BQCV, LSV

- DWV pritomny ve vsech vzorcich

- LSV pritomny ve vysokych titrech
- SBV a BQCV detekovany sporadicky




Zaver

» Bond vcely

sV

- Podstatné nizsi infestace V. destructor
- NiZzsi virova zatéz
» Varroa rezistence = vhodné pro vcelareni

» Svédsko stoji za to!

Dékuji za pozornost!




Role strevniho mikrobiomu a vyhlidky na
probiotika ve zdravi vcel

Ing. Saetbyeol Lee a doc. RNDr. Pavel Hyrsl, Ph.D.
Katedra kvality a bezpecnosti potravin, Fakulta agrobiologie, potravinovych a ptirodnich zdrojl

Ceska zemédélska univerzita v Praze

10.11.2022

Vcelarstvi v Koreji

* Apis cerana (Vcela vychodni)
Indie -> Cina -> Goguryeo (Korea) v BC 58-18

* Apis mellifera ligustica (Western honey bee)
zavedena z némecka v roce 1910

Jaro 2010 — Sacbrood virus, 90 % umrtnost
* Leden 2022 — Colony Collapse Disorder

* Pocet véelatl v Koreji > 27 464
e Pocet véelich uld = 2 744 141
v roce 2020

Typicky korejsky vcelin




SrSen mandarinska

MIKROBIOM: ZDRAVI A STESTI

Cryan, John F et al. (2019) Physiological reviews

MIKROBIOM: ZDRAVI A STESTI

Todd et al. (2017)
Gastrointestinal endoscopy




MIKROBIOM: ZDRAVI A STESTI

Cryan, John F et al. (2019) Physiological reviews

STREVNI MIKROBIOM VCEL :

Pfenosné
fekalni cestou, socialni interakci,
a kontaktem s povrchem ulu

Dominantni bakterialni kmeny

Snodgrasella alvi

Gilliamella apicola

Frischella perrara
Lactobacillus Firm 5 a Firm 4
Bifidobacterium asteroides

Medny vacek

Nékolik bakteyii\

Zaludek
Nékolik bakterii

Tenké stievo

) ) Konecnik
S. Alvi, G. A’?’COIG' Lactobacillus &
Lactobacillus Bifidobacterium

Motta et al., (2022) Phil. Trans. R. Soc. B

Ochrana proti larvalnim patogentim
a fermentace potravinovych rezerv

MIKROORGANISMUS

A ZIVOT VCEL

UloZeny pyl a med

Bombella apis
Lactobacillus
Apilactobacillus
Enterobacteriaceae

Larvy

Vceli matka

Ochrana proti dospélym patogeniim,
detoxikace potravy,
rozvoj a stimulace imunity, a traveni potravy

Vcely délnice

Dominujici stfevni bakterie

Patogeny
Serratia marcescens,
Crithidia, Lotmaria,
Nosema a RNA virus

Snodgrassella alvi,
Gilliamella, Bifidobacterium,
Bombilactobacillus, Lactobacillus Firm5

Kvétiny, nektar

Acetobacteraceae
Lactobacillus
Apilactobacillus

Patogeny v ulu
Melissococcus plutonius
Paenibacillus larvae

Ascosphaera apis
RNA viruses

Motta et al., (2022) Phil. Trans. R. Soc. B

Zdroje ulu a
potencialni patogeny




ROLE STREVNIHO MIKROBIOMU

Imunitni funkce
Metabolismus

Rust a vyvoj

* Hormony a chovani
Citlivost na patogeny

—T

Raymann and Moran (2018) Curr Opin Insect Sci.

couescunino misosiony
TN
-
couesicvnino misosiony

ROLE STREVNIHO MIKROBIOMU

* Environmentalni faktory * Ve vyzivé a metabolismu

sve

Nespravna vyZiva
Pesticidy

Antibiotika x

Co je to dysbioza?
Naruseni normalniho stfrevniho mikrobiomu

Vyss$i tmrtnost PfirGstek hmotnosti
Nachylnost k nemocem Reakce na sacharézu
i.e. Nosema Hormonalni signalizace

Zheng et al (2017) PNAS
Motta et al., (2022) Phil. Trans. R. Soc. B

ROLE STREVNIHO MIKROBIOMU
Tenké stfevo

* Ochrana pred patogeny S. Alvi, G. Apicola,
Lactobacillus

Normalni stfevni symbionti
vyvolavaji u v€el imunitni reakce

Strevni mikrobialni symbionti u véely medonosné mohou
indukovat expresi antimikrobidlnich peptid( (AMP),
klicovou slozku vrozené imunity hmyzu.

S. alvi chrani véely medonosné pred oportunnim
patogenem Serratia marcescens a vede k expresi
antimikrobialnich peptidd hostitele.

G. Apicola a Lactobacillus stimuluji imunitni systém

hostitele k ochrané proti patogenni Hafnia alvei. Konecnik
Lactobacillus &
Lang et al (2022) ASMJ Bifidobacterium

Horak et al (2020) Phil. Trans. R. Soc. B
Kwong et al (2017) Phil. Trans. R. Soc. B




VYHLIDKY PROBIOTIKA

U VCEL

* Probioticka lécba

1) Probiotika podobna komercnim
produktiim pro lidi - napf. jogurt s
laktobacily a bifidobakteriemi.

e . , ., Probiotika jsou Zivy organismus, ,,dobré*
2) Pfimy prenos puvodnich stfevnich ) y org "

kterie,
bakteridlnich kmen - jako fekalni pfenos . . ba”teru‘a: .
O L které pomahaji udrzovat zdravi a
Riziko existuje!!! . o . .
imunitni systém

3) Izolace bakteridlnich kmend ziskanych ze

stfev vCely v laboratofi

Motta et al., (2022) Phil. Trans. R. Soc. B
VYHLIDKY PROBIOTIKA
U VCEL
Probiotika? Probiotika?

Ano, funguji Ne, nefunguiji

VYHLIDKY PROBIOTIKA

U VCEL

Probiotika?
Ano, funguji
Aplikace probiotik u vcelich délnic
* Smés plvodnich a neptvodnich bakteridlnich kmenl pomaha odoldvat P. larvae (AFB)
* Aplikace vede ke snizeni poCtu spor Nosema a vyssi mife preziti véel
* Pouziti pavodniho bakterialniho kmene ze strev vcely vede ke snizeni vyskytu varroazy
* VCely krmené LAB obvykle produkuji vice medu, maiji vétsi zasoby pylu a
zvysSeny pocet véelstev.
Aplikace probiotik u larv a matek

* Larvy: Bombella apis zvySuje preziti larev tim, Ze produkuje metabolity, které inhibuji
rUSt hUb . . , e Chmiel et al (2020) Front. Ecol. Evol.
* Matky: zlepsuji kladeni vajicek Chmiel et al (2021) Apidologie

Motta et al., (2022) Phil. Trans. R. Soc. B




VYHLIDKY PROBIOTIKA

U VCEL

Smeés plvodnich bakteridlnich kment
74dné zlep3eni proti P.Larvae.

Probiotika?
Ne, nefungujl' Komer¢ni aplikace probiotik neni proti Nosema
ucinna
Shrnuti,

PFijem probiotik muze zlepsit preziti vcel proti
Moru vceliho plodu(AFB) a infekci Nosema a zvysit produkci medu.

Chmiel et al (2020) Front. Ecol. Evol.
Chmiel et al (2021) Apidologie
Motta et al., (2022) Phil. Trans. R. Soc. B

PROJEKT PROBEE

Vyvoj prostredku na podporu vceli imunity na bazi probiotik, spolu s

technologii jeho vyroby a potravinarskym vyuzitim vedlejSiho produktu

(1) ovéfit ucinnost probiotického pripravku pro véely a jeho vlivu v modulaci imunity

a produkénich parametra

(2) optimalizovat jeho sloZeni obohacenim o nové vceli bakterialni izolaty

(3) vyvinout metodu komercni produkce vcelich probiotik s pomoci fermentace v médiich
z potravinarskych vyrob

(4) uvést probioticky pripravek na trh

(5) uplatnit vedlejsi produkt fermentace jako napoj s vysokou pridanou hodnotou

a komerénim potencidlem.

PROJEKT PROBEE

° °
* Bacteria species * Vcely byly barevné oznaceny a
Bifidobacterium a Lactobacillus premistény do rGznych uld.
e Krmeni kombinaci pyl+sukroza * Byly odebrany 10denni barevné oznacené

s bakteridlnimi druhy po dobu 5 dnl vceli délnice.




Future plan

Izolace plivodniho
bakterialniho kmene ze
stfeva vcely medonosné

Pouziti v laboratofii v
terénu (alu)

Imunitni odpovéd’, mira
preziti po aplikaci

* Analyza metabolit(i v téle a stfevech bakterialniho kmene

* Imunitni zmény, analyza imunity
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