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1. Uvod 1.1

Virologia sama o sebe, ako aj
virolégia v oblasti apidolégie je pomerne
mladym vednym odborom.

Prvy zreténejSi rozmach virologie,
ako oblasti medicinsko-biologickych vied,
nastal az v 30 rokoch 20. sto@ a to
vyvinutim  elektréonového  mikroskopu,
ktory po prvy raz umoznil vizualizaciu
virusovych partikal. Histéria virologie
v¢iel sa zd#ala pisé az v 60 rokoch
minulého stordia vo Vekej Britanii, kedy
vedci Brenda Ball a Leslie Bailey polozili
zaklady virologie viel blizSim opisom
prvych \elich virusov (GENERSH,
2008).

Dodnes Nie je presne znamydgd
tychto patogénov, nakko niektoré
z doteraz objavenych mb6zu tbylen
subtypom jedného a toho istého pdvodcu,
zatidd ¢o iné eSte neboli objavené.
Limitnym faktorom v tejto oblasti je vyvoj
novych, citlivejSich metdd diagnostiky,
ktory je v poslednom obdobi
najmarkantnejsi najma v oblasti
molekularnej biolégie. Zarowe sa tato
diagnostickd metoda zda tbypre svoju
vysoku Specifickag vyplyvajicu
Z génovej variability pévodcov choréb, tou
najlepSou cestou vé&wvani novych
virusovych patogénov, vytvarani ich
fylogenetickych stromov a v obj&svani
epizootologickych suvislosti.

Zaujem spoloénosti 0 poznanie
virusovych patogénov¢iel vzrastal az po
udalosti v rokoch 2006/2007 v USA, ktora
bola ozg#ena ako Colony Collapse
Disorder (CCD) a pravdepodobne
bezprostredne  suvisela s niektorymi
virusovymi ochoreniami ako su DWV,
CBPV alAPV vinterakcii s inymi
faktormi napr. Varroa  destructor
(GENERSH, 2008).

Prehad niektorych doteraz
znamych virusovych ochoreni

Virus deformovanych kridel (DWV)

Povodca tohto ochorenia je
zaradeny medzi iflavirusové ochorenia
vciel. Jeho prislusnds Kk iflavirusom
potvrdzuje aj analyza sekvencii RNA
zavislej RNA polymerazy, ktora je na 99%
zhodna zo sekvenciou iflavirusu (TERIO et
al., 2008).

Virus deformovanych kridel
vyvolava za normalnych okolnosti latentnu
infekciu  (covert infection). Samotna
pritomnos$ virusu vo ¥elej populacii
ajeho prenos medzi jednotlivymi
generaciami &iel teda nespbsobuje svojim
inaparentnym  priebehom ochorenia
vyrazné ekonomické straty (GENERSH,
2008 GISDER et al., 2009).

Vertikalny ~ venericky  prenos
latentnej formy ochorenia bol potvrdeny aj
dvomi nezavislymi Stadiami vo Svédsku
a Nemecku. Obe, prostrednictvom umelej
inseminacie, potvrdili, Ze je mozny prenos
virusu na nasledujucu generaciu tak
prostrednictvom valka DWV pozitivnej
matky (DWV pozit. trad F1 generécie) ako
aj prostrednictvom semena DWV
pozitivnheho trada. Zostava otazne, af’ke
vysoko pravdepodobnéci je takato
vertikdlna transmisia mozna aj (@
prirodzeného parenia (Miranda et all,
2008 Yue et al.,2007).

O skut@nosti, Ze virus nestratil
svoju patogenitu hovori aj fakt, Ze
akonéahle je virus preneseny
prostrednictvomV. destructor na \eli
plod, méze déys k vyraznym stratdm vo
vcelstve (GENERSH, 2008GISDER et
al., 2009). Vysledky Studie, ktoru vykonal
Institut for Bee Research v Nemecku,
taktiez  podporuju  korelaciu  medzi
virusovou replikaciou virusu v roztoch
V. destructor a morfologicky
deformovanymi velami. Kvantifikacia



ekvivalentov viralneho genému odhalila,
Ze klieStiky schopné indukowazjavnu

infekciu DWV obsahuju 10(10)-10(12)
genomovych ekvivalentov na klieStika.
V kontraste, kliestiky, ktoré nedokazu
klinicky vyvolat ochorenie obsahuju

maximalne 10(8) viradlnych gendmovych
ekvivalentov na klieStika. Ztoho sa da
vyvodit, Ze vznik klinicky zjavného

ochorenia nie je podmieneny len prenosom

partikil DWV  prostrednictvom V.
destructor, ale taktiez je zavisli na
replikaci  virusu v klieStikovi ana

samotnom titre DWV vo V.destructor
(GISDER et al., 2009). Samotna replikacia
virusu vo V. destructorje doposié len
hypoteticka, nakiko imunohystochemické
analyzy nepotvrdili Specifické miesta
naviazania protilatok DWV v Ziadnom
z tkaniv V. destructor. Tieto boli dokazane
len v limene strednéhwevaV. destructor

v hmote, ktora predstavovala fekéalne
pelety (SENTILLAN-GALICIA et al.,
2008).

V poslednych rokoch DWV sa stal
najprevalentnejSou virusovou infekciou
uwely medonosnej v spojenis V.
destrctor DWV je Siroko rozSireny vo
svete aobjavuje sa kddkek kde sa
objavi V. destructoy hoci nizke hladiny
virusu mézu by najdené aj u kolodnii, ktoré
nie su napadnut¥arroa (FORSGREN et
al., 2009).

Dalsim z novo objavenych virusov,
ktorého prenos bezprostredne suvisf.s
destructor a ktory sa genotypovo imi
podobd DWV je Kakugo virus (KV). Patri
medzi iflavirusy s ktorymi vykazuje 95%
zhodu v sekvencii RNA zavislej RNA
polymerazy. Typickym symptomom tejto
infekcie je zvySujuca sa agresivita
infikovanych jedincov. Prostrednictvom
RT-PCR nebol ani vjednom pripade
detekovany virus v trddoch, napriek tomu,
Ze prave trudi plod je spajany s vysokou

invadovanotou V. destructor
Identifikacia tohto virusu sévidne
podobnymi ¢értami medzi DWV aKV

otvdra nové perspektivy patologicko-

biologickej ulohy iflavirusov v populacii
A. mellifera(TERIO et al., 2008).

Vreckovitost’ véelieho plodu (SBV)

Tato virusovu chorobu po prvykrat
zistil White v roku 1917 v USA avirus
identifikoval Bailey vroku 1963 zo
vzoriek z Eur6py, Egypta, Austrélie,
Noveho Zélandu a Novej Guinei.

Choroba sa Klinicky prejavi az po
zavigkovani,, skér ako sa larva zakukli.
Posledna larvalna pokozka sa oddeli od
novej pokozky kukly, ale nezvliekne sa.

Exuvialna tekutina sa nevstrebe, ale
hromadi sa medzi starou a novou
pokoZkou. Pri vytiahnuti pinzetou sa

podoba vaku, ktory je naplneny tekutinou.
Nakoniec larva vyschne drernohnedy
¢Inku podobny prisSkvar tvaru gondoly na
dne bunky, ktory sa d@iahko vytiahnti
(TOPORCAK, 1997).

Navonok nepostrehndiga ale
velmi casta je aj infekcia dospelych
robotnic. Tieto jedince sa Kmi rychlo
vyvijaja, zbieraju a konzumuju malo lhe
prectasne starnu a hynu
(BIENENINSTITUT KIRCHHEIN, 2005).

Vroku 2001 bol na Zhongshan
University vCine izolovany¢insky virus
vreckovitosti ¥elieho plodu (CSBV).
Analyzy sekvenovanych CSBV RNA
fragmentov odhalili homolognu
nukleotidovu sekvenciu 87,6%
a homolégnu aminokyselinovli sekvenciu
94,6% s SBV nazrajuc Zze CSBV je
odlisny ale vysoko homologny virus
s SBV. 3D Struktara CSBV vytvorena
pouzitim elektronového kryomikroskopu
a pomocou pdtacovych rekonstruénych
metdd bola vEka 2,5 nm a poukazovala na
to, Ze kapsid mal icozahedralny kapsidovu
schranku s hladkym povrchom. Bolo na
nom 12 pentonov na icozahedralnych
vrcholkoch a 132 poérov penetrujlcich
schranku (ZHANG et al., 2001).

Virus
(BQCV)

¢ernania materskych buniek



BQCV postihuje predovsetkym
plod buducej ¥elej matkyA. mellifera Vo
vSeobecnosti s ohrozené materské bunky
vykazujac cierno sfarbené bunky ako
typicky symptém. Trudi a robotii plod
moZze by infikovany BQCV ale zvyajne
bez klinickych symptémov. Na uUzemi
Nemecka bol BQCV prvy krat
identifikovany v tr@’om plode v Hessene
vroku 2001. Pritomnds Specifického
fragmentu pre BQCV bol potvrdeny
metodou PCR. Ziskany produkt bol
sekvenovany a porovnany s udajmi
v génovej banke. Vykazoval podobrios
z juhoafrickym izolatom (SIEDE,
BUCHLER, 2003).

Na spdahlivd detekciu BQCV
aDWV bola v Spanielsku vyvinuta
Specidlna diagnostickd metdda One step
real time SG (SZVR GREEN) RT-PCR.
Tato diagnostickd metéda sa ukazala by
rychlou, presnou a uzitaou technikou na
detekciu a dokonca kvantifikaciu tychto
vcelich  virusov, ktoré  spbsobuju
inaparentné infekcie , amdzu prigpie
spolu s ostatnymi faktormi k narastajlucej
depopulacii ¢elich kolénii (KUKIELKA
et al., 2008).

Akutna paralyza véiel (APBV)

Virus akutnej paralyzy el bol
prvy krat detekovany vo vzorkach
z Eur6py a Australie. Povodcom je
gulovity virus o priemere 30 nm. Priebeh
choroby je rychlejsi ako pri chronickej
paralyze ¥iel. V¢ely hynd o 3 az 4 dni po
nakazeni (TOPORAK, 1997).

Je to rozSirené ochorenieciel.

V dospelych welach sa virus nachadza
najma vtukovom telese av slinnych
Zl'azach. Napadnutie lariev je taktiez
mozné. Typické Kklinické priznaky sa
vtomto pripade nedajui pozorava
Patogenita APBV nie je dopoSia
objasnena. Vo delach sa méze nachadza
viac ako 10 milibnov virusovych partikul
v tukovom telese, pfom infekcia prebieha
inaparentne. Injelné podanie virusovych
partikdl v laboratornych podmienkach do

hemolymfy «ely vedie v priebehu
kratkeho ¢asu k smrti. Vo vSeobecnosti
stai na takyto priebeh 100 virusovych
partikal. Virus sa teda aktivuje jeho
preniknutim do hemolymfy dely, kam sa

moZze dostd bud’ priamo zV. destructor
alebo ztukového telesa, ktoré bolo
mechanicky  poskodené pri  cicani
hemolymfy klieStikom. Bielkoviny
obsiahnuté v slinach rozta podporuju
mnozenie virusovych partikul.
Prostrednictvom hemolymfy sa virusove

partikuly dostavaju dodalSich Zivotne
dblezitych organov ako mozog. Toto méze
vie¥” kzmendm spréavania, orietitgym
probléemom a porucham vyvoja,cize
v kone&nom dbésledku ku preédsnej smrti
veiel a samotného delstva
(BIENENINSTITUT KIRCHHEIN, 2005).

Chronicka paralyza véiel (CBPV)

Virusové ochorenie zname svojimi
typickymi Kklinickymi priznakmi: tmavym
az ciernym zfarbenim dospelych ¢iel
a vypadavanim ich ochlpenia. CBPV je
prendSany bezprostrednym kontaktom. Pri
vysokej hustote &el sa jednotlivym
véelam  olamuju  cipky  atieto
mikrotraumy su idealnym miestom pre
vstup virusovych partikal
(BIENENINSTITUT KIRCHHEIN, 2005).

CBPV je jednovlaknity RNA virus,
ktory moéze zaptinit vyznamné straty vo
v¢elich koldniach. Tento virus preukazuje

neurotropizmus, ¢o bolo dokazané
metédami  zaloZzenymi na in situ
hybridizacii, ktoré boli vyvinuté na
lokalizaciu genomickych
a antigenomckych CBPV RNA

v infikovanych mozgoch d&el. Obe RNA
boli detekované v mozgu ciel
inflkovanych  prirodzene a umelo.
Hybridizatné znaky boli dokdzané najma
v tych oblastiach mozgu, ktoré sa angazuju
vo vysSej neuralnej funkcii a taktiez boli
dokazané v oblastiach optickych
a tykadlovych oblastiach mozgu kde su
senzorické zakarenia. Pritomnasvirusov

na tychto udrovniach moze vysvétli



nervove symptémy pozorované
u infikovanych viel (OLIVIER et al.,
2008)

Kasmirsky virus (KBV) .

Prvy krat bol virus detekovany
vindii na Wele A. ceranae neskor
v Australii a v Kanade, kde bol detekovany
eSte pred prichodomV. destructor
Priebehu infekcie pravdepodobne
napomaha/. destructorako aj nozemat6za
v¢iel (BIENENINSTITUT KIRCHHEIN,
2005).

V roku 2003 bol tento virus prvy
krat detekovany na uUzemi Nemecka v
Hessene. Z 56 hessenskych kolénii, ktoré
pod’ahli nahlemu kolapsu pas zimy
2002-2003.  Virusova RNA  bola
purifikovana z 10 rivych iel na kazdu
vzorku. KBV bol detekovany pouZzitim RT-
PCR. 13 vzoriek bolo pozitivnych na KBV.
PCR amplikon bol sekvenovany. Génova
banka jasne ukazala hessensky amplikon
ako KBV fragment. Bola zisten& viac ako
85% podobnas fragmentu. Fylogenetické
analyzy odhalili blizky geneticky vah
hessenského izolatu a izolatu z Nového
Zélandu. Severoamerické, Ruské a
Australske 0daje génovej banky sa
nezhoduju s hessenskym izolatom. Jedna
sa o prvu zdokumentovanu detekciu KBV
v strednej Europe (SIEDE, BUCHLER,
2004).

V Europe bol KBV zaznamenany
v Spanielsku (1995), Franclzsku (2004),
Nemecku (2004), Luxemburgu (2005) a vo
Velkej Britanii (2007) (NIELSEN et al.,
2008).

1.2 Prehad virusovych ochoreni
v niektorychcastiach sveta

Dansko:

V roku 2007 publikoval Nielsen
et al. vysledky svojho prieskumu 6 virusov
(ABPV, BQCV, CBPV, DWV, KBV
a SBV) vDansku. RT-PCR analyzu

vykonali na 96 vzorkach zo stanois
ktoré vykazovali vyrazné strety vo
v¢elstvach. Vo vzorkadch bola potvrdena
pritomnos vSetkych 6 virusov, pfom ich
prevalencia bola vyrazne odliSna: SBV
bola potvrdena v 78 pripadoch, DWV v 55,
ABPV v 11, CBPV v 4, BQCV v 1 aKBV
v 1. Zarové bol tento prieskum prvou
publikovanou zmienkou vyskytu KBV na
Uzemi Danska (NIELSEN et al., 2008).

Francuzsko:

Tenceva et al. (2004) Studoval
vyskyt a Sirenie 6 delich virusov v 36
v¢elinoch vo Francuzsku. V tejto Stadii bol
DWV zaznamenany v 97% pripadov, SBV
v 86%, BQCV v 86%, ABPV v 58%,
CBPV v 28% a KBV v 17% (NIELSEN et
al., 2008).

Nemecko:

Siede aBuchler  uskutoili
vroku 2003 prieskum vyskytu ABPV,
BQCV, CBPV, KBV aSBV vregione
Hessen. Zaznamenali 3 virusy: ABPV,
BQCV a SBV (NIELSEN et al., 2008).

Severné Thajsko:

V severnom Thajsku, Vv oblasti
kde je lokalizovanych priblizne 80%
vSetkych thajskychliov, vytvoril RT-PCR
analyzou Sanpa et al. v roku 2008 teeh
vyskytu 6 virusov. Testované vzorky boli
pozitivne na DWV, ABPV, SBV a KBV
naopak nebol potvrdeny CBPV a BQCV.
NajvysSia prevalencia bola zaznamenana
u DWV a hnd druhym najastejSim bol
ABPV (SANPA et al., 2009).

Juhovychodné Brazilia:

Tri rézne elie virusy ato
APBV, BQCV aDWV identifikoval
Teixeira et al. vroku 2008, pas

screaningu RNA z 1920 individualnych
vciel, zozbieranych VvV regione
juhovychodnej Brazilie, v ktorom boli
zaznamenané nezigjne vysoké straty.
ABPV bol potvrdeny v 27,1% vzoriek,



BQCV v 37% aDWV v 20,3% pripadov
(TEIXEIRA et al., 2008).

2.  Vlastna vedecka praca

2.1 Material a metodika
Vzorky na analyzu boli ziskavané od
jednotlivych chovatkov wiel z
plemennych chovov, ktori vzorky zasielal
osobne, alebo u nich bola vykonana
kontrola stavu plemenného chovu a vzorky
boli odobraté pracovnikmi  Ustavu
vcelarstva v Liptovskom Hradku pri tejto
prilezitosti.

Vzorky boli nasledne zvoznou
linkou prepravené do akreditovaného
pracoviska Statny veterinarny
a potravinovy Ustav Dolny Kubin, kde boli
az do analyzy uskladnené pri teplote
-20°C.

Vzorky  boli  vySetrené na
pritomnos 6 virusov ¥iel: ABPV, CBPV,
DWV, SBV, KBV, BQCV. Ztiel Wiel
bola izolované virusova RNA, ktor4 bola
nasledne reverzne transkribovana
a amplifikovana v termocykléry, @om
pre kazdy jednotlivy virus sa pouzil
Specificky par primerov (Tentcheva et al.
2004). Finalny produkt bol néasledne
separovany pomocou gélovej elektroforézy
a vizualizovany.

Vysledok  bol  konfirmovany
sekvenovanim: kde v pozitivnhom pride (na
géli bend ¢akavanej vikosti — dbkaz
pritomnosti  konkrétneho virusu), sa
vzniknuty RT-PCR produkt purifikoval

a nasledne sekvenoval. Ziskana sekvencia

bola porovnana sgénovou bankou
v programe BLAST.
2.2 Vysledky

Vysledky analyz za rok 2007

Celkovo bolo analyzovanych 55 vzoriek
vciel a 4 vzorky plodovych plastov.

V analyzovanych vzorkachciel a plastov

boli  diagnostikovani pévodcovia 4
virusovych ochoreni: ABPV, DWV, KBV
a SBV.

Negativnych bolo 28 vzoriek, 31 vzoriek

s pozitivnym nalezom virusov, ztoho 3
vzorky boli pozitivne na 2 pdvodcov

virusovych ochoreni subeZne — koinfekcia.
(Tab.c¢.1)

Vysledky analyz za rok 2008

Za rok 2008 bolo vySetrenych 14
vzoriek ziskanych zo d&elstiev piatich
plemennych chovov, pom vzorky 4
v¢elstiev boli pozitivne,¢o predstavuje
28,57 % pozitivitu v rdmci vySetrenych
vzoriek \elstiev z plemennych chovov
v danom roku.

Celkovo, bez ¢hdu na charakter
chovu bolo na pritomnés SBV
vySetrenych 24 vzoriek pochadzajdcich
z 15 chovov. Vramci vzoriek bolo SBV
pozitivnych 9 vzoriek (37,5%) a v ramci
chovov vykazovali pozitivitu 4 chovy
(26,7%). (Tabc¢.2)

2.3 Zaver

V roku 2007 boli odobraté vzorky z 27
plemennych chovov za célom lab.
analyzy pre pritomnds SBV, pricom 4
chovy vykazovali pozitivitu na
vreckovitog, c¢o predstavuje 14,81 %
pozitivitu v ramci vySetrenych plemennych
chovov. V pripade SBV v porovnani s
rokom 2007 sa javi, aj napriek menSiemu
poctu vySetrenych vzoriek v roku 2008, Ze
vyskyt  vreckovitosti m&  stupajucu
tendenciu.

V pripade ostatnych virusovych
infekcii je situacia v oboch rokoch
porovnaténa. Celkovo bolo v roku 2007
analyzovanych 55 vzorielciel a 4 vzorky
plodovych plastov.

V analyzovanych vzorkachciel
a plastov boli diagnostikovani pévodcovia
4 virusovych ochoreni: ABPV, DWV, KBV
a SBV.



Negativnych bolo 28 vzoriek, 31
vzoriek s pozitivnym nalezom virusov,
ztoho 3 vzorky boli pozitivne na 2

povodcov  virusovych  ochoreni —
koinfekcia.
Pre véku variabilitu priznakov

sprevadzajucich zvySené vypadkieistiev
pada podozrenie na ich pévodcu prave na
virusové ochoreniadiel. V dnesnej dobe
je blizSie znamych priblizne 18 virusovych
povodcov ochorenidiel. Samotni, u nas sa
vyskytujuci,  pdvodcovia  virusovych
ochoreni ¥iel za normalnych okolnosti
svojou invazivitou neprevySuju imunitné
mechanizmy zdravejéely, ktora je navySe
podporovana obrannymi mechanizmami
véelstva ako spolenstva. Pripisoua
vypadky \Eelstiev vylwne virézam by
preto nebolo spravne.

Ina situdcia vSak nastava pri
s&innosti virusov sdalSimi stresovymi
faktormi vyplyvajacimi jednak z nadmerne
za’azovaného Zivotného prostredia a
jednak v sdinnosti sdalSimi pévodcami
chordéb el (V. destructor, N. apis, N.
ceranae al'alSie). V niektorych pripadoch
sa povodcovia primarnych ochoreni
stavaju priamo vektorom (prenésan)
virusov. Tak je tomu napriklad pri
vzajomnom vZahu V. destructora DWV
(Genersh 20Q08Gisder et al., 2009).

SuU to poznatky, ktoré jednozfme
posuvaju priamu prevenciu virusovych
ochoreni aj do sféry prevencie ochoreni
oslabujucich  velstvo  (KklieStikovitos,
nozematéza) a v neposlednom rade aj do
sféry spravnych &elarskych technik,
predovSetkym pri priprave celstiev na
zimovanie.

V blizkej buddcnosti je nevyhnutné
zamerd apidolégiu na oblasskimania aj
virusovych ochoreni a to najma na ich
epizootologickeé suvislosti.

Tabu’ka 1.:Prel’ad pa*tu pozitivnych vzoriek jednotlivo pre kazdy patoggragens za rok 2007

Vzorky Virusy
ABPV DWV CBPV KBV SBV BQCV
vcely 23 2 - 1 3 -
plast 3 - - 1 1 -

Tabuw’ka 2.:Preh’ad pa’tu pozitivnych vzoriek jednotlivo pre kazdy patoggragens za rok 2008

Vzorky Virusy
ABPV DWV CBPV KBV SBV BQCV
vcely 12 - - - 7 -
plast - - - - 2 -
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