Nova infekce vcel pfenasena rozto¢em Varroa?
Jim Burrit, University of Wisconsin-Stout

Kdyz lidé pfemysleji o véelach, vétSinou premysleji o letnim obdobi, kdy je zjevné, jak jsou vcely pro
nas potiebné. Je skute¢nou radosti byt véelar v Zadpadnim Wisconsinu, protoze je Uzasné sledovat, jak
to véely dobfe délaji - je to néco jako zahradniceni :) Je UZasné vidét, jak to funguje dobfre - kdyZ to
funguje dobre., ale je také zajimavé sledovat, jak to nefunguje, kdyz se néco pokazi. Tudiz sledovat
véely v zimé je vskutku jiny pribéh - a ja Vam o vcéelach v zimnim obdobi budu nyni povidat, jelikoz
véely jsou v ramci hmyzu opravdu zvlastni - je to jediny druh hmyzu, ktery se zahfiva po celou zimu v
nasem klimatu. To je vskutku zajimava vlastnost a je to i velky problém pro vcely, kdyzZ jejich systém
nefunguje spravné. Takze zimni obdobi je pro vcely v Zapadnim Wisconsinu opravdu vyzva a vétsina z
nas, pokud pfijde o sva véelstva, pfijde o né béhem zimy, coz vzbuzuje veliky zajem o to, co mlzeme
udélat pro to, abychom v€elstva béhem zimy udrieli zdrava. Tam, kde jsme to sledovali, jsme zjistlili,
Ze ztraty dosahuji nékde kolem 70 - 80%, bez toho abychom chapali proc - takze my vlastné vice
ztracime nez chovame béhem zimy. To je veliky problém.

Zde je obrazek zdravych vcel - to je jeden z téch
neobvyklych pfikladd, co jsem mél, kdy to vcely
zvladly pres zimu velmi dobfre, byly pfed zimou
silné,

mély dobré Iéto a byly pred zimou zdravné a zimu
prezily, coz prokazuje, Ze stale pokud to vcelstvo
dobre funguje, tak vcely zimu zvladnou, ale obvyklé
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Takze takto by to mélo vypadat.

Ale nemusim zfejmé ukazovat mnohym vcelaram,
jak to vypada, kdyz to vcely pres zimu nezvladnou.
Situace, na kterou jsem €asto narazil, kdyZ jsem
otevrel Ul béhem zimy, je maly shluk zmrzlych v¢el.
Zde horni obrazek ukazuje, Ze priimér toho shluku
je asi 12cm, a ten spodni obrazek ukazuje, jak to
vypada, kdyZ z toho shluku odstranite ty vrchni
mrtvé vcely - vidite vSechny vcely s hlavickama
uvnitf bunék, jak jsou jedna pres druhou, ja je to
smutny obrazek. Kdyz jsem to poprvé vidél ve
Wisconsinu, ptal jsem se sam sebe, co to znamena?
Ptdm se vds, co to znamend? Je to hladovéni? | kdyz jsem nevidél nikde, Ze by to bylo dokazano,
vypada to opravdu, Ze je to umrti hlady. Ale to, co bylo zvlastni, je, Ze pobliz téchto shlukd véel byly
zasoby medu. TakZe to neznamen3, Ze by vcelar nenechal véelam dostatek zasob, znamena to, Ze ty
vCely prosté nebyly schopné se k tém zasobam dostat ve chvili, kdyz se ten shluk dostane do néjakého
kritického stavu - vCely jsou zavésene na sobé doll a nejsou schopny se pohnout do strany. Obcas v
tom ule je spousta mednych zasob.

TakZe jsem si jisty jednou véci - véely neumiou na zimu - mohly by a asi by i umfely, kdyby byly
osamoceni jednotlivci, ale s ohledem Ze vytvafi tu hmotu, neumfou zimou.

Dostanu se k tomu jesté pozdéji, ale zminim to jiZ nyni - jsem presvédceny, Ze neztracime tolik
vCelstev na Nosemu.



Kazdopadné tato situace na obrazku je celkem Casta a ja se ptam, co to zapficinuje? Zrejmé to ma
nékolik diivod, ale tim hlavnim je, Ze vcelstvo, které bylo na poéatku silné a skonci takto je to, Ze ta
kolonie “krvacela” véely uz néjakou dobu - véely pfilis rychle umiraly.

Dneska bych Vam chtél povédét o 3 tématech:

1. Hemocyte Profiling - Profily dle hemocytt
2. Bakteridlni infekce u dospélych vcel pfenasena Varroa.
3. Imunologické sondy do immunitnich funkci véel

1. Hemocytové profily (Profily dle hemocyti)

Vytvorili jsme metodu, kterou charakterizujeme bilé krvinky vcel, zjistili jsme Ze kazda véela ma svlj
“profil” a mGZeme porovnavat véely mezi sebou, jelikoz tyto profily jsou odlisné.

Myslim, Ze to bylo v Iété 2013, kdy ja a Mike Kruger jsme zacali sbirat “krev” ze v€el - jmenuje se
hemolymfa, ale budu to nyni nazyvat “krev”. Kdyz jsme tu “krev” sbirali, byli jsme velmi zvédavi, co se
v ni nachazi, co mizeme nalézt a co mliZeme studovat? TakZe v nasledujicich letech jsme se stovkami
student( shirali “krev” ze vcel.

Tady na tom obrazku vidite, jak ten proces probiha.

Vcelu musite zabit, abyste to mohli provést.

Vcela je zchlazena, abyste s ni mohli pracovat - tudiz jsme
sesbiraly svétlé vcely, vloZili jsme je do nadoby s ledem , coz
véely to hned uspi, ale neumiou. Pokud je zahfejeme, opét
se zacnou pohybovat.

Takze takto probihal sbér hemolymfy a poté jsme se
rozhodovali, co mizeme délat. Nejdrive jsme chtéli zjistit,
co je v ni, tudiz jsme dali hemolymfu na mikroskopické
sklicko. Takto jsme vidéli tekutinu, kterd méla byt krvinkami - ty se nazyvaji u v€el hemocyty a maji
prekvapivé mnozstvi funkci obdobné jako bilé krvinky u ¢lovéka. Ale kdyz jsme se je snazili zvyraznit/
probarvit, abychom se na né mohli [épe podivat, pomoci latky, ktera se pouziva na zvyraznéni lidskych
krvinek, nedafilo se nam je nikdy vidét, z ¢ehoz jsme byli frustrovani. Ale ndhodné se ndm podafilo
zjistit, Ze kdyz sklicko natrete tenkou vrstvou roztoku Zelatiny, dokazete buriky jiz dobfe rozlisit.
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Kdyz jsme se podivali na nékolik riznych vcel,
které mély byt zdravé, existovaly rozsahlé rozdily
mezi témito hemocytovymi profily. Toto jsou
profily 3 riznych véel - z éeho? vidite, jak jeden
profil miZe byt rozdily od druhého a zjistili jsme,
Ze tyto vCely maji riizné moznosti ohledné jejich
imunitnich funkci - nemyslime si, Ze je to nahoda,
jsme presvédceni, Ze Matka pfiroda to takto
naprogramovala, ale nikdo jesté “nerozlomil” ten
kdd, co tyto jednotlivé profily znamenaji - velmi
nas to zajima a ja jsem doufal, Ze od chvile, co
jsme tuto studii publikovali, nékdo se toho ujme a
vyresi to, ale zatim to nikdo neudélal -
neresil.

Nevime, jestli ty véely mély stejny vék, tudiz by
to mohl byt jen rozdilny vék - uz to by bylo
zajimavé.

Mohlo by to byt od jinych trubcd, i to by bylo
zajimavé.

Publikovali jsme studii ohledné rtznych mnozstvi
Varroa v ulech ve spojitosti s hemocytovymi
profily véel - i tam jsme hledali urcitou spojitost.
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2. Bakteridlni infekce u dospélych véel pfenasena roztocem Varroa

Jak vcelstvo ztraci véely v pribéhu pozdniho
|éta, béhem podzimu a béhem zimy, v urcitou
chvili se mlZe dostat do stavu, kdy nema
dostatecnou masu, dostatecny pocet vcel, aby
urzelo teplo. V tu chvili se podchladi, za¢nou
hladovét a umrou hlady - to myslim, Ze se déje -
a takto to vypada - toto jsou posledni dny
vCelstva, které jsem sledoval - tento shluk je
stale Zivy, ale to je vSe, uz to neni vcelstvo, i
kdyz to ma matku, tak mozna bude bojovat,
mozna prezije do jara, ale to neni vcelstvo, se
kterym chcete zacinat na jare.




VCcelati jsou zvlastni stvoreni - ¢asto délaji vSe pro tc
aby udrzeli sva vcelstva ziva, experimentuji a je to
opravdu tvrda prace. | ja jsem to zkusil, a jednou z
véci, co jsem vyzkousel bylo, Zze jsem obehnal
vCelstvo izolaci a fikal jsem si, to jim udrzi teplo.
TakzZe zde vidite dva uly obehnané izolaci kolem
dokola i navrchu (vidite tu pevnou pénovou desku).
VEéfil jsem s tou izolaci budou opravdu v telpe.
Navrchu jsem udélal ventilaéni otvor, kudy v noci
jde vidét i sloupec pary, ktery vychazi ze vcel, takze
kdyZ jsem Sel v noci se na né podivat, vidél jsem,
diky tomu sloupci, Ze jsou vcely skutecné Zivé. Kdyz
jsem k tém ulm pfisel, spatfil jsem levy Ul bez mrtvych vcel a pravy ul s mrtvymi véelam v okoli
otvoru. Odstranil jsem tedy mrtvé vcely, vratil jsem se po nékolika dnech a vidél jsem to samé - rikal
jsem si, co se tam déje?

TakZe tyto mrtvé véely na vrchu vika se staly $tastnym bodem naseho vyzkumu- ony jsou nemocné a
snazi se opustit v€elstvo - to je to, co si myslim ja, mozna se mylim.

TakzZe jsme zacali jeden ten ul studovat
podrobnéji, otevreli jsme ho zvrchu, a zde
vidite uprostred, kde je otvor do ulu, skupinu
velmi aktivnich, svétlych vcel, které vypadaji
velmi zdravé. Ale vSude kolem dokola, po
okrajich, byly - jak jsem si myslel ja - mrtvé
véely. Vcelstvo ztracelo vély vrchem a zfejmé
i spodem, ale vidél jsem je hlavné na vrchu.

Kdyz jsem se podival dovnitf na ramky,
uvidél jsem shluk vcel, dobry shluk, sice bych
si pral, aby byl vétsi, ale byl OK. - se spoustou
zdravych vcel. A nevidél jsem zadné pokaleni
- k tomu nedojde, dokud je véelstvo Zivé,
véely se pokali tésné pred umrtim, takze zde
se nejedna o Zzadnou Nosemu

Zacali jsme tedy sbirat vzorky vcel, které jsme povazovali za mrtvé a i téch zivych vcel. To, co bylo
zajimavé bylo, Ze vcely, které jsme povaZovali za mrtvé, ve chvili kdy se nam nahodou dostali v
laboratofi na svobodu, zacaly se hybat. Tudiz vCely, o kterych jsme si mysleli, Ze jsou mrtvé, nebyly
mrtvé - alespon ne vSechny. Ty, co se zacaly hybat, se pohybovaly ale velmi velmi pomalu - byly
evidentné opravdu nemocné.



Ve chvili, co jsme nanesli hemolymfu z téchto
v€el na skli¢ko a vlozili pod mikroskop, vidéli
jsme toto:

Divali jsme se na néco neocekavaného a zfejme

vyznamného. Toto je Cerstva hemolymfa ze vcely

A nepodafi se vam v Zivoté dosahnout pfilis vyssi

koncentrace nez této - to prosté nejde. A tyto '
véely byly stale zivé! : [

Nasli jsme tyto bakterie ve vSech téch g | 5 m
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od shluku a pravdépodobné byly na cesté umfit. T——

Toto jsme nasli u v€el béhem zimy, ale nasli jsme to i u trubcd béhem Iéta.Nenasli jsme tyto bakterie u
délnic béhem teplych mésicu. Jak to? ProtoZze umfou vné ulu - opusti ul, kdyZ citi, Ze jsou nemocné -
to si myslim j3, jsou to mé spekulace, ale je to podporeno vyzkumem na univerzité v Minnesoté, kde
potvrdili, Ze v€ely, kdyZz onemocni, aby zachranily kolonii, opusti ji - kdyZ jsou jiz opravdu nemocné. |
trubci opoustéli véelstvo, vidéli jsme je ale kolem ulu na zemi.Koncentrace bakterii v jejich hemolymfé
byla jesté vyssi.

Zacali jsme tedy shromazdovat vice vzork.

Nasli jsme tedy tyto bakterie u zimnich dospélych véel Varroa destructor mites
v letnim obdobi u trubcd a tudiz s ohledem, Ze se :
Varroa zZivi hemolymfou, jasnou otdzkou bylo, jestli
nalezneme bakterie i ve Varroa - a nasli jsme - zde
mate misku s bakteriemi z jednoho klestika - na to, Ze
je to zjednoho, je to opravdu hodné a navic - je to

gista kultura. " il 500 pm

Otdazkou zUstava, co dokazuje, Ze tato bakterie zplsobuje, Ze jsou vCely nemocné? Ja tyto otazky
dostavam od védecké komunity.

Na zakladé dalSich zkoumani a porovndni genovych databazi ndm vyslo, Ze se jedna o bakterii Serratia,
coz mne velmi prekvapilo, jelikoz jsem jako zdravotnicky pracovnik v laboratofi pracoval ¢asto s
bakterii Serratia, ale toto vypadalo Uplné jinak nez cokoliv, co jsem do té doby vidél. Na zakladé
dalsiho zkoumani sekvenci genom( nam vyslo, Ze se jedna o Serratia marcescens - kmen Sicaria (Ss1).
Co je téz zajimavé, Serratia - kmen SCBI, ktery je nejblize kmen Ss1 - byla nalezena u Zavijece
voskového (Galleria mellonella) - jedna se o bakteridlni patogen zavijecCe. Nevime, jestli je toto jen
nahoda.



Koncentrace bakterii ve v¢elach, které jsme
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obdobi byla koncentrace bakterii v jejich krvi =
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Domnivame se, Ze Varroa, které se krmi krvi dospélych délnic, maji v sobé obdobnou koncentraci.
Ne vSechny Varroa roztoci jsou pozitivni, vétSinou kolem poloviny, nékdy az 70%, obvykle do 50%.
Pro srovnani, &lovék umira na krevni infekci, kdyZ koncentrace bakterii je 102/ml az 103/ml krve. Tyto
zkoumané vcely vykazovaly nékdy aZ milionkrat vy3si koncentrace bakterii v hemolymfé a byly stéle
nazivu. To vypovida néco o houzevnatostni hmyzu.

Vratme se k pritokovému cytometru, A B
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- a zjistili jsme, Ze se jedna o pylova zrna.
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Nase vysledky:

- zkoumali jsme 3219 vcel, 1259 roztocl Varroa v letech 2014 - 2016

- 91 vcelstev z rGznych ¢asti USA
-z ¢ehoz 33 v sobé mélo klestika (76% z nich bylo pozitivni na Serratia
- v 66 vcelstvech bylo pres 48% pozitivnich délnic
- v 33 vcelstvech, co nepfezilo zimu, bylo 73% pozitivnich vcel

- jednalo se o stejnou bakterii ve vCele i v roztoci
- objevili jsme novy kmen bakterie Serratia, ktery jsme nazvali Ss1

Nase domnénky - na které nemame presné dikazy:

- je moZné spojit nemocnost véely s pfitomnosti dané bakterie? Zd3a se, Ze ano

- jaké je geografické rozsifeni bakterialniho kmenu Serratia Ss1? Nalezli jsme ho viude, kde jsme v
ramci Wisconsinu, Minnesoty délali odbéry, nalezli jsme ho i ve vzorku, ktery pochazel z izemi mimo
USA. Domnivame se tedy, Ze se nejedna pouze o lokalni zaleZitost.

- opusti nakazena vcela vcelstvo, kdyZ presahne koncentrace bakterii v hemolymfé urcitou hranici?
Myslime, Ze ano a Ze to potvrzuje i to, Ze jsme v |été nenalezli Zddnou délnici, kterd by byla nakazena.
Nalezli jsme trubce, ti se téZ snazi opustit vcelstvo, ale zda se, Ze to nedokazou tak efektivné, jako
délnice.

Testovali jste plod? Ano, testovali jsme zavickovanou trubcinu, kterd v sobé méla roztoce Varroa a ano,
nalezli jsme tam danou bakterii. Co vim, tak jsme nikdy neevidovali, Ze by bakterie nakazila plod -
nejedna se o nemoc plodu, tudiz co vim, bylo by to jediné bakterialni onemocnéni, které se prenasi
pfimo na dospélé jedince délnic.

Neni moznost, Ze by se - obdobné jako nékteré bakteridlni nemoce - pfenaselo pres matku? | my jsme
se tohoto obdvali, ale nikdy jsme nenarazili na nevylihnuty plod délnic ani trubct, ktery by prokazoval
nemoc (pokud v ném nebyl roztoc) - oproti tfeba moru vceliho plodu.

Testovali jsme kralovnu dvakrat a nalezli jsme v ni bakterii Serratia.

Publikovali jsme tuto studii jako ¢lanek, ktery
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naleznete zdarma pristupny online.
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Zde jsou moje navrhované teorie tykajici se infekce:
Zaclind to tim, Ze Varroa prenese bakterii do nového vcelstva, novym véeldm, s ohledem, jak se rozto¢
Zivi na dospélé vcele.

Novi roztoci se mohou Zivit na infikovanych vceldch, ne vsichni roztodi jsou pozitivni, néktefi ano a
bakterie mohou byt prfeneseny na nové vcely a do nového vcelsta, bakterie neposkozuje roztoce

Vcely se pomalu stavaji syptomatické (ne vSechny najednou, ale pomalu) a pfip. opousti véelstvo.

Postupna ztrata véel v prlibéhu zimy zabrariuje otuZilosti vCelstva. Ne pokazdé musi véelstvo umfit, ale
Casto se tak zfejmé déje - to jsme ale neprokazali.

3. Imunologické sondy do imunitnich funkci vcel

Zavér - poznatky:

- vCelstva malokdy umiraji na chlad ¢i na Nosemu

- Varroa roztoc jsou prenaseci onemocnéni, kterd zabiji nase vcely

- chemikalie (akaricidy, neonicotinoidy, antibiotika) maji negativni vliv na vcely

- je tfeba uvaZovat i o dalSich - ndm v soucasnosti neznamych - infekcich (novych bakterialnich
onemocnénich?)

- pro analyzy je tfeba pracovat s dobrymi, ¢erstvymi vzorky (zjistili jsme ale, Ze tfeba Serratia setrvava
ve vCele i 1 rok, kdyZ je v mrazdku - tam je dost otuzila, ale tfeba v roztoci je “half-life” -
“polocas-zivota” - jen 10 dni)



