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1. Uvod

Voskova mél ze dna Ulu je béZiné vyuZivana jako diagnosticky vzorek pro stanoveni
pfitomnosti a kvantifikaci plvodce moru vceliho plodu ve véelstvu kultivacni metodou
(https://www.beedol.cz/zkusebni-laborator/vysetreni-moru-vceliho-plodu-z-meli).
Obdobné je v literature popsan postup pro detekci a kvantifikaci Paenibacillus larvae ve
vzorcich méli metodou gPCR (napf. Rossi et al. 2018, Ryba et al. 2009). Proto se nabizi
také mozZnost vyuZit vzorky méli také k detekci RNA vyznamnych virovych patogeni vcel.
Takovyto postup nebyl doposud dle nasich informaci publikovan v odborné literature.

2. Cil metodiky funkcniho vzorku

Cilem metodiky funkcniho vzorku je technické feSeni izolace virové RNA z méli. Mél se
odebira v obdobi, kdy ji v€elstvo produkuje. Lze vyuzit zimni mél, ktera se také vyuziva pro
testovani pfitomnosti P. larvae. Mél predstavuje velmi vhodny vzorek z hlediska
transportu, nevyzZaduje totiz specialni podminky (chlazeni) pfi transportu do laboratore
(Ryba et al. 2009). Zaroven se jedna o velmi dobry indikator zdravotniho stavu vcelstev,
protoZze kromé castecek vosku obsahuje i ¢asti tél vcel, pripadné roztoce, kde se da
ocekavat pritomnost virovych patogend. Na druhou stranu je mél z hlediska extrakce
nukleovych kyselin pomérné komplikovany material diky obsahu organickych latek (napft.
propolis), které mohou inhibovat enzymy potrebné k pribéhu reverzni transkripce (tj.
reverzni transkriptaza) a polymerazové retézové reakce (tj. DNA polymeraza). To je ovSem
odstranitelné volbou vhodného postupu extrakce RNA, pripadné dalsi purifikace ziskané
RNA.

3. Vlastni popis funkéniho vzorku

a. sbér a skladovani vzorkl méli

K vySetieni je potreba zhruba polévkova lzice mél. Je moiné vyuzZit také podlozky
(dostupné na www.beedol.cz). Odebird se jeden vzorek z jednoho vcelstva, smésné
vzorky se nevySetfuji. Vzorek je nutné zabalit do prodySného papirového obalu, aby
nedoslo k jeho zplesnivéni. Vzorky neni nutné chladit. Zasilaji se béznou postou. Od
odbéru vzorku do jeho dodani do laboratore nesmi uplynout vice nez 7 dnd. V laboratofi
je mozné vzorky pred zpracovanim skladovat v hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C.

b. extrakce ribonukleové kyseliny

e K 0,1 g méli pfidat 1 ml TRI Reagent® (Molecular Research center, Inc., USA) nebo
obdobny produkt jiného vyrobce. Stredné intenzivné protrepavat na trepacce
s nastavcem na 1,5/2 ml mikrozkumavky po dobu 15 minut pfi pokojové teploté. Je
vhodné pouzit 2 ml mikrozkumavku se Sroubovacim uzavérem.

e Qdstredit pfi 5000 g po dobu 15 minut.

e Extrakce RNA ze supernatantu dle ndvodu vyrobce extrakéniho cinidla (TRI Reagent®;
Molecular Research Center, Inc., USA nebo obdobny produkt jiného vyrobce).

e Precisténi RNA ziskané v predchozim kroku pomoci Chemagic Viral RNA/DNA Kit
(Perkin-Elmer, Némecko) dle navodu vyrobce. Alternativné Ize vyuZzit dalSi vhodné a na


https://www.beedol.cz/zkusebni-laborator/vysetreni-moru-vceliho-plodu-z-meli
http://www.beedol.cz/

trhu dostupné soupravy zalozené na technologii magnetickych kulicek, pripadné jiné
technologii.

e Ziskanou precisténou RNA je nutné skladovat pfi -80 °C do dalSiho poutZiti.

c. stanoveni pfitomnosti virové RNA

Ziskanda RNA je v dostatecné kvalité umoznujici provedeni reverzné transkripéni PCR ve
formatu end-point i v redlném case vCetné kvantifikace. Konkrétni postup véetné pouziti
primerd a sond k PCR diagnostice je v gesci dané laboratore. Konkrétni detekéni systémy
nelze doporudit ani z ddvodu znacné genomové plasticity virl véely medonosné.
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5. Srovnani novosti postupl

Dle nasich informaci nebyl tento postup doposud k detekci vir(i véely medonosné pouzit.
Mél vsak mlze byt vyuZita pro PCR diagnostiku plvodce moru vceliho plodu, coz
z tohoto technického Feseni Cini vhodnou nastavbu z hlediska rozsifeni diagnostickych
moznosti.

6. Popis uplatnéni funkcniho vzorku

Technické reseni popsané ve funkénim vzorku mlze nalézt uplatnéni v laboratorich
zamérenych na detekci pdvodct véelich virdz.

7. Ekonomické aspekty

Ekonomické aspekty funkéniho vzorku nelze v danou chvili hodnotit. Pokud by vsak
bylo popsané technické reseni vyuZito soubézné s detekci P. larvae pfi screeningu ze
zimni méli, ziskali by chovatelé doplnujici informace o vyskytu ( a v pfipadé pouziti
kvantifikacnich PCR metod také o mnoiZstvi) vyznamnych virovych patogend vcely
medonosné z jednoho odebraného vzorku.

8. Dedikace

Funkéni vzorek je dedikovan projektu QK1910286 (Efektivni postupy a strategie pro
zvladani véelich chorob a udrzitelny chov vcelstev) v ramci Programu aplikovaného
vyzkumu MZe na obdobi 2017 — 2025 ZEME.



Vyzkumny tstav veterinarniho 1ékatstvi, v.v.i.
Hudcova 296/70
621 00 Brno
Czech Republic
Tel.: +420 5 3333 1111; www.vri.cz; e-mail: vri@vri.cz




	Stránka 1
	Stránka 2

