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Anotace

Nosema ceranae je mikrosporidie napadajici véelu medonosnou. V Evropé je zndma teprve
od roku 2005 a ukazuje se, ze v nekterych zemich je vyznamnym faktorem vedoucim ke
kolapsu véelstev. V Ceské republice je az doposud otdzka vyskytu a vyznamnosti tohoto
parazita prakticky nezndmda. Dlouhodobé se u nds v ramci prevence sleduje a kontroluje
vyskyt nosemoézy u chovateli s komercéni produkei matek, a proto bylo sledovani N. ceranae
zaméfeno na tyto chovy. Bylo vySetfeno 4010 vcelstev ze 113 lokalit. Prevalence Nosema
spp. dosahuje 54 % (2167 vcelstev), ztoho je samostatnd infekce N. ceranae v 52,3 %
ptipadl (1134 vcelstev) a smiSend infekce v 16,4 % piipad (356 vcelstev). Doposud jsme
neshledali N. ceranae primarnim patogenem, ktery vede ke kolapsu véelstev v CR.
Z piedbéznych vysledkt viak vyplyva, Ze vyskyt N. ceranae v CR narista a nadale je tieba

veénovat pozornost vyskytu N. ceranae a jeji rozliSeni od N. apis ve vSech vcelstvech.
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1. Uvod do problematiky nosemézy véel

Nosemoéza vcel byla rozpoznéna jiz pted vice nez 100 lety jako vazné onemocnéni, které
véelstva oslabuje a za urcitych okolnosti vede k jejich kolapsu. V roce 1909 byl popsan
puvodce nosemdzy véel, kterym je jednobunécny zastupce mikrosporidie Nosema apis. Diky
védeckym postuptim se pak podaftilo zjistit detailni patogenezi a prevenci v chovech véel viici
této nosemoze. Po introdukci roztoce Varroa destructor do Evropy ustoupilo sledovani
nosemozy vcéel do pozadi. Pocatek 3. tisicileti je ve vcelaiském odvétvi spojen s vaznymi
problémy. Celosvétové se vyskytuji masivni thyny vcelstev a v pfipadé nosemdzy vcel se
objevuje zasadni milnik — ve Spanélsku a na Taiwanu je prokazan novy druh Nosema ceranae
u véely medonosné Apis mellifera. Stejné jako v piipad¢ rozsiteni roztoce Varroa destructor
se objevuje stejny scénai — mikrosporidie Nosema ceranae je pivodné popsana u veely
vychodni Apis cerana, avSak diky rozSifeni vcelafstvi s ¢lovékem do vSech koutli svéta

Nosema ceranae ,,preskakuje na nového hostitele — véelu medonosnou.

V Ceské republice se noseméze véel vénuje laboratof VUVE dlouhodobéji a doposud jako
jedina v CR je schopna provadét jednoduchou diferencialni diagnostiku N. apis a N. ceranae
bez pouziti nadkladnych molekularnich metod. Metodika se zde opird o studii, ktera je
v oponentském fizeni ve védeckém Casopise Research in Veterinary Science (Kamler M, Tyl
J, Ryba S, Titera D, 2011. A scientific note on the microscopical discrimination of Nosema
apis and Nosema ceranae spores: a rapid screening method for nosemosis type C).

Manuskript tohoto ¢lanku je soucasti této zpravy v priloze.

1.1 Nosema apis versus Nosema ceranae

Nosemoézu vcel zptsobuji zastupei dvou druhtt mikrosporidii. N. ceranae ma zcela rozdilnou
epidemiologii, vyskytuje se ve vcelstvech stabilné¢ po cely rok. Naproti tomu méa N. apis
sezonni charakter s typickém vrcholem vyskytu i dopadu na vcelstva v zimnim obdobi.. N.
ceranae ma zpravidla bezsymptomaticky prubch, kdezto N. apis ve své typické podobé
zpusobuje uplavici a jeji pfitomnost se viditelné projevuje pokalenymi ramky, plasty, cesnem
1 vnéj$imi sténami Glu.

V Evropé byla N. ceranae poprvé prokazana ve Spanélsku v roce 2005, i kdyz se zde patrné
vyskytuje jiz delsi dobu. Ve Stiedomofii se vSak v soucasné dobé nachazi pouze N. ceranae,

N. apis jiz nebyla delsi dobu diagnostikovdana. Mechanismy, diky kterym byla plivodni M.
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apis zcela vytlacena, vSak nejsou zndmy. Infekce se vyskytuji jak samostatné, tedy N. apis

nebo N. ceranae, nebo jako smisené infekce spolecné obéma druhy Nosema spp.

V pienosu N. apis i N. ceranae se uplatiiuji stejné mechanismy, viz obrazek 1.

Obr. 1: Pienos Nosema spp. Ziejmé nejvyznamnéjsi pienos ve vcelstvu je trofalaxi véel (A).
Nosema spp. napada a nici bunky zalude¢ni sliznice, v¢ely maji Spatné traveni a dochazi ke
kaleni uvnitt ulu. Tyto vykaly jsou sladké a vcelami ¢istiCkami jsou rychle odklizeny, pfitom
se vSak nakazi i dalsi vcely (B, C). V&ely — létavky — pak ve vnéjSim prostiedi kontaminuji
zdroje potravy — vodu i pyl (D, H). Tim se infekce $iii dale, k cemuz napomaha i zalétavani
véel (G, H). Nedostate¢na obména dila, kontaminované ramky a plasty jsou dal§im zdrojem
spor Nosema spp., stejn€ tak i loupeze v siln¢ infikovanych vcéelstvech zejména v podleti. (E,

F). Podle Fernandez a Coineau 2007.



2. Metodika

1. V Ceské republice je nosemoéza véel monitorovana u komerénich chovatel véelich matek.
Protoze je tfada téchto vySetfeni provadéna i v laboratoti Vyzkumného ustavu vcelatského,
primarné jsme se zamétili na vyhodnoceni aktudlni situace rozsiteni N. ceranae praveé u téchto

chovateld. Lokality jsou zndzornény na obrazku €. 2.

Nosema spp. se diagnostikuje u dospélych, co nejstarSich véel. Za timto ucelem se odebiraji
v zimnim obdobi mrtvolky dé€lnic z Glového dna, nebo béhem sezény a letové aktivity vcel
1étavky. Létavky byly odchyceny pomoci pruhlednych PE pytlikd (40 x 28 cm) pfiloZenim
otevieného pytliku pfed Cesno beéhem slune¢ného dne. K priikkazu vcelstva napadeného
nosemou je nutno odebrat minimalné 30 létavek. Odchycené zivé vcely se musi pred

vySetfenim usmrtit a uchovat v mrazaku, stejné tak i mrtvolky z podmetu.

V laboratofi se v¢ely vlozi do PE pytlikti a ke vzorku se prida voda (v mnozstvi 0,5 ml na 1
vcelu). Takto piipraveny vzorek vcel se homogenizuje ve stomacheru, aby doslo k rozbiti
zalude¢ni stény a vyplaveni spor mikrosporidii, které prodélavaji vyvoj intraceluldrné. Ze
vzniklé suspenze se odebere kapka k mikroskopickému vySeteni. V ptedchozich pracech
jsme zjistili, ze mikroskopicky rozdil N. apis a N. ceranae je vyznamny (viz. obr. 3) a
dostacujici ke screeningu vyskytu Nosema spp. v chovech vcel (Kamler et al., 2011,

submitted in Research in Veterinary Science).

2. Patogenita N. ceranae v chovech byla posuzovéana navstévou a kontrolou nebo osobnim

sd€lenim a pozorovanim rozvoje a chovani jednotlivych vcelstev v pritbé¢hu roku chovateli.

3. Pro moznost inhibice ¢i dezinfekce spor N. ceranae byl také proveden pilotni pokus jak
s komer¢n¢ dostupnymi preparaty k tlumeni nosemoézy, tak s preparaty ve fazi vyvoje
(spoluprace s National University Galway a Advance Science Teoranta v Irsku). Pfi této praci
byla sledovana a vybrana vcelstva s ptirozenou infekci N. ceranae. Byl vyzkouSen komeréni
preparat Nozevit a piipravek ve vyvoji ,,new™ (pracovni oznaceni preparatu). Oba dva
preparaty jsou na bazi rostlinnych extraktii a opakované se aplikovaly formou postiikd na
jednotlivé ramky dle doporuceni a davkovani vyrobce smichanim s cukernym roztokem (obr.
4). Kazdym preparatem bylo oSetieno 6 vcelstev, dalSich 6 vcelstev slouzilo jako kontrolni
skupina. U téchto vcelstev bylo pfed i po aplikaci pfipravka zjiStovano mnozstvi spor N.

ceranae kvantifikaci v Blrkerové komurce.
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Obr. 2: Prehled lokalit, z kterych pochazely vySetfovana vcelstva. Mapa:http//maps.google.cz




Obr. 3: Spory Nosema apis (vlevo) a Nosema ceranae (vpravo) ve svételném mikroskopu. I
pii mikroskopickém rozliSeni je patrny rozdil téchto dvou druhii mikrosporidii. Spory N. apis
jsou veétsi (pramérna velikost je 5,8 x 3,3 um a jsou ovalného tvaru) oproti sporam N.
ceranae, které jsou mensi (primérna velikost 4,6 x 2,5 um a jsou spiSe cylindrického tvaru)

(Kamler et al., 2011). Spory N. apis 1 N. ceranae fotografovany pii stejném zvétSeni (1000x).

Obr. 4: Aplikace fytoterapeutik formou postiiku s cukernym roztokem na jednotlivé ramky.



3. Vysledky
3.1 Prevalence a roz§iteni Nosema ceranae
Celkové bylo vysetieno 4010 véelstev ze viech krajii Ceské republiky od 113 chovateli (resp.

lokalit) Celkovy vyskyt a prevalence Nosema spp. je nasledujici:

Nosema spp. N. apis N. ceranae N. apis + N. ceranae
N =4010 2167 678 1134 356
prevalence 54,0% 31,3% 52,3% 16,4%

Vysledky vysetfeni — jednotlivé chovy:
U 8 chovatell byla zjisténa infekce ve vSech veelstvech a naopak u 1 chovatele nebyla

ptitomna Nosema spp. ani v jednom vcelstvu.

pocet nosema pozitivnich vcelstev
pocet vysetfenych . .
chovatel veelstey Nosema spp. | N. apis | N. ceranae | N. apis + N. ceranae
1 39 1 1 0 0
2 40 17 0 15 2
3 20 20 19 0 1
4 20 20 15 0 5
5 40 9 0 9 0
6 40 20 11 6 3
7 30 20 20 0 0
8 27 1 0 1 0
9 20 5 1 3 1
10 188 141 0 134 7
11 20 6 5 1 0
12 20 4 4 0 0
13 30 3 3 0 0
14 20 6 6 0 0
15 20 14 10 0 4
16 40 1 1 0 0
17 40 7 1 6 0
18 10 3 2 1 0
19 39 33 19 3 11
20 40 3 2 1 0
21 20 5 1 3 1
22 31 13 13 0 0
23 33 24 23 1 0
24 40 17 16 1 0
25 20 3 2 0 1
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3.2 Patogenita N. ceranae

Pouze u jednoho chovatele byly pozorovany ptiznaky nosemdzy véel (chovatel €. 77).
V tomto ptipad¢ se jednalo o 20 vySetfenych vcelstev a ve vSech ptipadech infekce N.

ceranae. Dle chovatele se jednalo o silna vcelstva.

3.3 Inhibice a desinfekce N. ceranae

Pocty spor N. ceranae béhem pilotniho pokusu s inhibi¢nimi a dezinfek¢nimi preparaty proti

sporam Nosema spp.:

“u

,New | kontrola ‘ Nozevit

pocet spor v milionech/1 ml
ul ¢. pted aplikaci 40 dni po aplikaci
205 254 04
204 21,2 32,34
202 130 0
201 5,38 98
199 31,6 0
197 188 1,694
196 14 380
195 48,4 13,2
193 34,4 1,8
192 30,4 6,4
191 4,4 0,488
189 7,688 0,4
188 9,6 0
187 10 0
185 20,4 0
184 6 0
183 23,2 1,6
181 17,8 0

12



4. Diskuze a zavér

Je patrné, Ze rozdily ve vyskytu N. ceranae jsou znaéné i mezi jednotlivymi chovy v CR.
Prevalence v jednotlivych chovech se pohybuje od 0 do 100 %. Pouze u jediného chovatele
byly pozorovany klinické ptiznaky nosemoézy, které vSak jsou typickymi piiznaky infekce
N. apis, nikoli N. ceranae, ktera byla v tomto ptipad¢ diagnostikovana. Tento efekt doposud
nebyl popsan ani ve védecké a odborné literature zabyvajici se nosemédzou vcel. Hodnoceni
sily vcelstva je velmi subjektivni vyjadfeni kazdého vcelate. Tento ukazatel musi byt

hodnocen zkusenym a dlouholetym vcelafem.

Vysledky ukazuji, Ze i v podminkach Ceské republiky se Nosema ceranae stava dominujicim

druhem mikrosporidii u v¢el a plivodni Nosema apis je na Gstupu.

Pii oSetfeni vcelstev fytoterapeutiky s pfirozenou nakazou N. ceranae jsme zjistili velmi
dubiézni vysledky 40 dni po aplikaci, i kdyZz se jednalo pouze o malou experimentalni
skupinu vcelstev. V eliminaci ¢i inhibici proliferace N. ceranae se pravdépodobné velmi
vysokou mirou uplatiuji imunitni schopnosti jednotlivych vcelstev a jejich interakce
s vnéjSimi podminkami, protoze u 2 z 6 vcelstev v kontrolni skupiné, kterd nebyla nijak
osetfena, doslo k spontannimu ,,samouzdraveni — spory N. ceranae nebyly detekovany a u
dalSich 3 vcelstev v této skupin€ doslo k snizeni mnozstvi infekcnich spor ve vySetfovanych
véelach. U oSetfenych vcelstev byl pozorovan velmi podobny efekt. K jednozna¢nému
vysledku a moznosti vétSiho vyuziti riznych rostlinnych extraktl k tlumeni nosemoézy ve

vcelatské praxi je nezbytné pokracovat ve vyzkumu a vyvoji.

Zatim jedinym a doporu¢ovanym postupem k tlumeni a prevenci infekce N. ceranae tedy

zustava disledna obména dila a dodrZzovani béznych dezinfekénich postupi.

Dlouhodobym monitoringem jinych vcelstev s pfirozenou infekci N. ceranae zatim mizeme
vyloucit, ze by N. ceranae byla primarnim patogenem, ktery zpisobuje kolaps vcelstva.
Z ptedbéznych vysledkl vySetfeni uhynulych vcelstev (jinych nez v ramci tohoto funkéniho
ukolu) vSak miizeme fici, Ze spolecnym faktorem vedoucim ke kolapsu vcelstva jsou roztoci
Varroa destructor, viry DWV a ABPV a také N. ceranae (vlastni pozorovéni, doposud

nepublikované udaje VUV¢).

V soucasnosti se také stale vice projevuje synergicky efekt infekce N. ceranae a exponace

véel pesticidim poZivanych v zemédélstvi. Zasadni prace byla publikovéana kolektivem Vidou

13



et al. (2011), ktery exaktné ovéfil, ze synergicky efekt infekce vcel parazitem N. ceranae

vyrazn¢ snizuje LD50 fady ptipravkl pro ochranu rostlin, zejména neonikotinoidd.
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I z tohoto diivodu by se rozliSeni a diagnostika N. apis a N. ceranae méla stat béznou soucasti
jakékoli Cinnosti a programu ve vcelarstvi k rozvoji znalosti pti feSeni zdravotni problematiky

véel a hlavné k udrzeni a zlep3eni vitality véely medonosné v podminkach CR.

5. Predani vysledkii do praxe

V pribéhu roku jsme zacali spolupracovat s dalSimi chovateli, ktefi provozuji vcelafstvi
primarn¢ pro produkci medu. Dale byla prezentovana fada prednasek pro chovatele vcel,
ucitele vcCelafstvi, prednésejici odborniky ve vcelafstvi a praktické 1 ufedni veterinarni 1¢kate
SVS, ktefi byly sezndmeni s aktudlnimi poznatky N. ceranae a pravé probihajicim
vyzkumem. Pro SVS byla predlozena prezentace s popisem mikroskopické diferencialni
diagnostiky. V nasledujicim obdobi chceme tuto metodu uplatnit v rdmei certifikovanych
metodik pro laboratofe, které se zabyvaji diagnostikou nosemoézy. Domnivame se, ze tato
jednoduchd, avSak levna a nendro¢nd metoda, najde §irsi uplatnéni mezi odborniky a vcelati
s hlubSim z4jmem o znalosti. Védecké komunite byl sepsan clanek ve forme Short
communication, ktery prochdzi oponentskym fizenim v Research inVeterinary Science.
Ziskané vysledky budou uplatiovany v nadchdzejicim obdobi pro Sifeni spravné vcelatské

praxe.
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6. Navrh daldiho monitoringu Nosema spp. v CR

Pokracovat v zavedené praxi kazdorocniho vySetfovani komercénich chovi vcelich
matek. V pfipadech opakovaného vyskytu pozitivnich nélezi nad 50 % vcelstev na
stanovisti, kdy invaznim druhem je Nosema ceranae, se laboratorni vysetfeni doplni
klinickou prohlidkou a pak se rozhodne o udé¢leni nebo neudé€leni atestu pro chov
matek. Chovatel ve vice zatizenych chovech ale musi zajistit koprologickou kontrolu

matek a kontrolu doprovodnych véel do zasilacich klicek.

Zacilit vySetfeni nosemoézy 1 na dal$i chovatele vcel. Az dosud byli vySetfovani
obligatné jen chovatelé¢ matek a fakultativné chovatelé, kteti hlasili né¢jaké problémy
(otravy, jiné tthyny). Skupina, kterd by neméla zistat nevySetfovand, jsou producenti

oddelk.

Vzhledem k nejasné patogenité N.ceranae je nezbytné ziskat uidaje o vyskytu piivodce
a ptipadnych klinickych ptiznakl v riiznych pastevnich, klimatickych a chovatelskych
podminkach. Navrhujeme jako prvni krok vytvofeni sit¢ dobrovolnych
spolupracovniki, rekrutovanych z amatérskych 1 profesionalnich chovatelt, kteti maji
aktivni zajem o kvalitni chov a produkci. Jmenovité jde o veelate, kteti zasilaji med do
soutézi a dalSich laboratornich kontrol. Tito chovatelé skytaji velkou pravdépodobnost

uspesné spoluprace.

Po ziskani zkuSenosti bude tieba obratit pozornost na dal§i segment méné
komunikovatelnych chovateld vcel, kde Groven zdravotniho stavu, hygieny chovu a
dalSich parametri je podprimérnd. Jde o podchyceni potencidlnich zdroji vSech

nakaz, nosemdzu nevyjimaje.
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7. Piilohy

7.1 Zékladni prezentace o nosemoze vcel pouZivand v riznych obméndch na

prednéskach a seminafich pro vcelare.

Nosemoza vcel

Martin Kamler

Vyzkumny ustav véelaisky Dol, s.r.o.

gr

Nasavrky 23.-24.2. 2011

Plvodci nosemézy

Mikrosporidie

Nosema apis Nosema ceranae

Zander 1909 Fries, Feng, da Silva, Slemenda,
Pieniazek 1996

&
Qﬂ g
& . ¥
A @R e
'3’0 a ™ <
%o Saty | petodisyont
Wi g
INCERTAE SEDIS Cepitka et al., 2010
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Jameset al.,
2006

Anchoring Disk
Lammellar Polaroplast

Vesicular Polaroplast

Polar Filament
(Polar Tube)

Keeling and Fast, 2002

Vyvojovy cyklus

[S

infekéni
davka
10" spor

pomnozeni |
106 spor |

- —

L Nnoyeu
Ay E ‘I-Qfﬂ.\c' :E:: Fernandez and
g ! Coineau, 2007

Zdroj infekce

¢isténi vnitfniho prostredi
Ulu (koprofagie - sladké
vykaly jsou atraktivni),
krmeni

a potravy (N. ceranae v

kontaminované zdroje wa%j
pylovych rouskach) :

pfidavani plasta a sousi z
nakazenych vcelstev
- znecCisténé zafizeni

Fernandez and Coineau, 2007
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Nosemoéza

rozdilna epidemiologie a prubéh

N. apis - noseméza typ A

X

N. ceranae — nosemdza typ C

Noseméza
zkraceni zivota véel, niz§i vynosy medu,...
noseméza typ A
sezonni vyskyt — podzim, zima, jaro
dysenterie

nosemoza typ C
celoroéni vyskyt
rychlej$i vyvoj
bez symptomu
imunosuprese
synergicky efekt spole¢né s neonikotinoidy (imidacloprid)
Spanélsko — kolapsy véelstev po 18 mésicich

Vysetieni

Metodika kontroly zdravi zvifat .... pro rok 2011
- uchovl s komeréni produkci matek

Proc?
Nesifit prodejem matek a oddélka??

Sifeni na velké vzdalenosti
infekce matek - Uhyny nebo ticha vyména
- ekonomicky dopad
(pF. Australie — 4 mil. AU $ v r. 2006 exporty véel)

Diagnostika
mikroskopicky

30 veel

ALE .... N. apis nebo N. ceranae ?? § :

PCR x mikroskopie
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i Nosema ceranae

a

Nosema apis

< a3 8 cB8 8 am

Length of spores (um)

Kamler et al., 2011, submitted 161

prekryv ve velikostech spor N. apis a N. ceranae:

30 spor (4,3%}

& Nosema ceranae

5 i Nosema apis
F a0
: 5
q k]
L -
* wi
- 15
¥ 10

Velikost spor

N. apis: 5.8 x 3,3 pm (4,9-6,9 x 2,7-3,9) (n=350)
N. ceranae: 4,6 x 2,5 pm (3,9-5,4 x 2,0-2,9) (n=350)

< n3macan m

% Nosema ceranae

Nosema apis

40

a5

k]

:

o] predb&zné vysledky b
w0 - duplex PCR

mikroskopie
shoda 90,5%
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Dynamika nosemy v CR
[ s | Nowm | Nathoo
2008/09 91,3% 7,6% 1,1%
2009/10 68,5% 21,9% 9,6%
2010/11* 28,4% 54,1% 17,1%
*pfedbézné vysledky
Prevence a ,,terapie”
potlaceni infekéniho tlaku
Lécba
fumagillin — EU registrace a rezidua?
fytoterapeutika
Dezinfekce
chlorem, kys. mravenci, ...
teplota
50 — 52 °C 24 hod — N. apis
??? N. ceranae
Nejlepsi ,Iék*“ — mezisténa (vyména plastl a Cistota)

7.2 Manuskript ptivodni védecké prace:

A scientific note on the microscopical discrimination of Nosema apis and Nosema
ceranae spores: a rapid screening method for nosemosis type C.
Martin KAMLER'", Jan TYL', Stepan RYBA ' and Dalibor TITERA '
'Bee Research Institute at Dol, Dol 94, 252 66 Libcice nad Vltavou, Czech Republic

*Department of Zoology, Faculty of Science, Charles University in Prague, Vinicna 7, 128 44

Prague, Czech Republic
*Department of Zoology and Fisheries, Czech University of Life Science, Kamycka 129, 165

21 Prague, Czech Republic
*Corresponding author: Martin Kamler, beedol@beedol.cz, phone: +420 220 940 480, fax:

+420 220 941 252

Keywords: honeybee; nosemosis; microscopy; Nosema apis; Nosema ceranae
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Abstract

The honeybee Apis mellifera is host of two microsporidian parasites: Nosema apis and
Nosema ceranae. Exact and sensitive molecular techniques for their recognition are used in
scientific laboratories. In this study we evaluate morphological discrimination of N. apis and
N. ceranae spores using light microscopy only. Our results determined clear morphometric
difference of both species. Spores of N. apis are oval- to barrel-shaped 4.9-6.9 um in length
and 2.7-3.9 um in width (n = 350), whereas N. ceranae has spores smaller and almost
cylindrical to rod-shaped in appearance with both ends pointed. Size range of N. ceranae
spores is 3.9-5.4 um in length and 2.0-2.9 um in width (n= 350). Totally, only 30 spores
(4.3%) were intermediate in size of both species. Our results support the evidence of
morphological discrimination of spores, which could be used in common diagnostic

laboratories and field studies.

Nosemosis is a parasitic disease afflicting honey bees worldwide. There are two species of
microsporidian intracellular parasites that cause this disease: (i) Nosema apis Zander, 1909
has been a long-term problem for beekeeping involving Apis mellifera (Fries 1993) and (i1)
Nosema ceranae Fries, Feng, da Silva, Slemenda and Pieniazek, 1996, originally described
from A. cerana, which has recently been introduced and has infected 4. mellifera (Chen and
Huang 2010; Fries et al. 1996; Higes et al. 2010b; Klee et al. 2007). Both Nosema species
have different pathologies in individual honey bees and their colonies (Higes et al. 2010b).
The differences in the clinical patterns led to their designation as nosemosis type A caused by
N. apis and nosemosis type C caused by N. ceranae at an international meeting in 2009
(COLOSS 2009; Higes et al. 2010b). In some countries, nosemosis type C is very pathogenic

for honey bees and has resulted in considerable losses of colonies (Higes et al. 2010a).
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Both Nosema species complete their development in the ventriculus of adult honey bees and
new spores pass into the environment in the bee’s faeces. Usually, descriptive studies indicate
that the spores of N. ceranae are slightly smaller than those of N. apis (Fries et al. 1996;
Huang et al. 2006; Chen et al. 2009; OIE 2008), however there are very few measurements.
Diagnosis of nosemosis is based on the microscopical detection of Nosema spp. spores in
honey bee samples and/or the parasite’s DNA using molecular techniques (OIE 2008; Higes
et al. 2010b). Although several molecular techniques for detecting and discriminating between
the Nosema species infecting honey bees have proved to be very sensitive and species specific
(i.e. PCR, PCR-RFLP, multiplex PCR, real-time PCR) (Huang et al., 2007; Klee et al., 2007;
Martin-Hernandez et al. 2007; Bourgeois et al. 2010), they are not in common use in
laboratories and currently impossible to use in apiaries. To our knowledge, most diagnostic
laboratories in Europe use microscopic detection of Nosema spores. If the sizes of the spores
of N. apis and N. ceranae differ appreciable then light microscopy could be a useful means of

screening for both nosemosis. This was tested in the study described here.

For comparing the spores of N. apis and N. ceranae, samples microscopically positive for
Nosema spp. spores were randomly chosen. Samples were collected during the winter
2009/2010 in apiaries of commercial honey bee queen breeders in different regions of the
Czech Republic. Dead honey bees were collected from the bottom hives. Samples were
processed according to the OIE protocol (OIE 2008). We divided the samples into two groups
(type A or type C) according spore appearance. These two groups were analyzed in detail:
drops of suspension were examined under an Olympus BX 41 microscope equipped with
uEye Ul camera and a series of pictures were taken at a 1000x magnification. Spores in the
pictures were analyzed using the calibrated QuickPHOTO CAMERA 2.2 program and the
length and width of 700 spores was documented. Each sample was checked by PCR for

species determination. The suspension was used for isolating DNA using a genomic DNA
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isolation kit (Macherey-Nagel, Germany). All PCR reactions were performed as described
previously (Martin-Hernandéz et al. 2007).

The microsporidian spores obviously differed. The fresh spores in the sample of bigger spores
(type A group) were oval- to barrel-shaped in appearance, which varied in size between 4.9-
6.9 um in length and 2.7-3.9 um in width (n = 350). Nosema spp. spores of this size in
honeybees are those of N. apis, which was confirmed using PCR.

Spores in the sample of smaller spores (type C group) were almost cylindrical to rod-shape in
appearance, with both ends of the spores pointed and between 3.9-5.4 um in length and 2.0-
2.9 um in width (n=350). PCR detection confirmed the species to be N. ceranae.
Discrimination between the spores of N. apis and N. ceranae based on the sizes of their spores
1s summarized in Table 1. A total of 700 spores was measured. A graphical projection of the
spores of these microsporidian species infecting honeybees indicates they clearly differ. Of
this number of spores, only 30 (4.3%) were intermediate in size between those typical for V.
apis and N. ceranae , respectively.

In the literature there are records indicating that the spores of N. apis and N. ceranae differ in
size and that this difference can be used for laboratory diagnosis (Fries et al. 1996; Huang et
al. 2007; Chen et al. 2009). The sizes of the spores of both Nosema spp. reported here indicate
that both species can be clearly distinguished on the basis of the size of their spores (Fig.1). It
is suggested that a microscopic investigation that focuses on evaluating the size of the spores
should easily answer whether honeybees are infected with N. apis or N.ceranae. Undoubtedly
the sensitivity of a microscopical examination is not high as detection using DNA, which is
capable of detecting hundreds Nosema spp. spores in honey bee macerates (Martin-Hernandez
et al. 2007) or even 1 spore per bee (Bourgeois et al. 2010).

After varroosis, caused by the mite Varroa destructor, nosemosis is the second most
damaging pathogen afflicting honeybees and its incidence should be monitored at least until
there is a better understanding of this pathogen.

23



A microscopical evaluation can be used to discriminate between N.apis and N. ceranae. This
method is fast, cheap, quantitative and can be applied in the field. These data should be

helpful in screening for both nosemosis in diagnostic laboratories and by veterinary services.
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