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Seznam pouzitych zkratek

SPF Specific Pathogen Free; prosty specifickych patogent
RT-PCR ..o reverzné transkripcni polymerazova fetézova reakce
RNA e, ribonukleova kyselina

BQCV .., Black queen cell virus; virus ¢ernani mate¢niki

ABPV ... Acute bee paralysis virus; virus akutni obrny vcel
CBPV ., Chronic bee paralysis virus; virus chronické obrny vcel
SBV ., Sacbrood viru; virus pytlickovitosti plodu

CSV oo, Cesky svaz veelafa, z.S.

DNA e, deoxyribonukleova kyselina

Technicka dokumentace
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Udel pouziti:

Chovatelsky postup uréeny chovatelim vcelich matek (Apis mellifera L.) zejména v ramci
rozmnozovacich a Slechtitelskych chovti, ktery slouZi prokazani pfitomnosti ¢i neptitomnosti
vyznamnych véelich virovych patogent v plemenné vceli matce nedestruktivni metodou

vysetieni vzorku vykall a vaji¢ek vceli matky.

Popis produktu:

Matka prosta specifickych virovych patogent (SPF matka) pfedstavuje zcela novy produkt,
kdy chovy matek budou distribuovat matky, u kterych je deklarovana nepiitomnost
vybranych virovych patogent. Matky budou pted zatazenim do chovu otestovany metodou
reverzné transkripéni polymerazové fetézové reakce (RT-PCR) na piitomnost genomové
ribonukleové kyseliny (RNA) viru ¢ernani mateénika (BQCV), viru akutni paralyzy (ABPV),
viru chronicke paralyzy (CBPV) a viru pytlickovitosti plodu (SBV).

Pro ziskani vzorka biologického materialu z matek budou vyuzity nedestruktivni postupy,
spocivajici v odbéru vykalti a vaji¢ek. Postup odbéru vzorkd umoZni otestovat jednotlivé
matky na pfitomnost virové ribonukleové kyseliny (RNA) v obdobi pied jejich odeslanim

odbératelim. Kombinace dvou odlisnych vzorki odebranych od jedné matky umozni popsat



virologicky status jednotlivych matek (vykaly) a soucasné vyloucit vertikalni pfenos virt

z matky na potomstvo (vajicka).

Vyvoj nového postupu pro produkci SPF matek reaguje na celosvétové rozsifeni patogennich
virt ve veelstvech a jejich negativni vliv na kondici a zdravotni stav vcelstev. VétSina vira
infikuje délnice a infekce probiha skrytou formou, nicméné obCas mize dojit ke vzniku
oteviené infekce, kdy jsou pozorovany klinické symptomy daného onemocnéni. Matka je
oproti relativné kratkovékym délnicim nejdéle zijici ¢lenkou véelstva a zaroveni ma
nezastupitelnou reprodukéni funkci. UdrZitelny zivot vcelstva, jakoZzto superorganismu, je
zcela zavisly na kladouci matce, ktera zajist'uje obnovu délnic ve vcelstvu. Proto je chov
kvalitnich véelich matek a nasledné véelstev v dobré zdravotni kondici zasadni pro vcelafstvi

Vv Ceské republice.

Podminky produkce:

Chov probihé v souladu s podminkami stanovenymi Chovatelskym fadem CSV a navazujici
Ptiruckou plemenaiské prace. Duraz je kladen na vedeni plemenaiské evidence a dalsi

predepsané dokumentace.

Vlastni chovatelské zafizeni je udrzovano v souladu se zootechnickymi zdsadami spravne
chovatelské praxe, veskeré plochy a pomicky jsou pravidelné ciStény a desinfikovany

vhodnymi ptipravky s virucidnim Géinkem (napt. 4 % roztok Bee-Safe).

Postup odbéru vzorku:

Odbér vykalu.

Odbér probiha v mistnosti pfi teploté¢ min. 15 °C. Matky jsou v klicce pfeneseny na Cisty
pracovni stiil a nasledné¢ umistény na dno plastové Petriho misky o priméru 50 - 80 mm,
ur¢ené k jednordzovému pouZiti a popsané Cislem vzorku. Alternativné lze pouzit Cisté,
doposud nepouzité, mikroskopické podlozni sklicko. Matka na zvoleném podkladu je
poklopena ¢istou kadinkou mensiho priméru nez podlozka a ponecha se po dobu piiblizné 5
az 30 minut. Poté co se vykali, se matka umisti zpét do své klicky. Prub&h vySetieni je
zdokumentovan na Obrazku 1. Vykaly se s pomoci automatické mikropipety s novou sterilni

Spi¢kou smyji 100 pl sterilniho fyziologického roztoku. Suspenze se umisti do nové sterilni



mikrozkumavky o objemu 200 pl a neprodlené se transportuje do laboratofe. VVzorky je nutné
transportovat pfi teploté +2 °C az +8 °C. V piipad¢ nutnosti kratkodobého skladovani (do 24
hodin) lze vyuzit chladnicku.

Obrazek 1: Pribéh Kkoprologického vySetfeni matek (provedeno s vyuzitim
mikroskopickych podloznich skli¢ek).

Odbér vajicek.

Odbér probiha v mistnosti pii teploté min. 22 °C. Matky pro odbér vaji¢ek musi byt
rozkladené, tedy alesponi 4 dny po pocatku kladeni. To se pozna podle pfitomnosti prvnich
larvicek v plastu. Matky se po vyjmuti ze spoleCenstva umisti na odbérovou podlozku podle
predchoziho odstavce, ale bezodkladné (nejlépe do 5 minut). Matka zpravidla naklade 2 a7z 8
vaji¢ek do 10 minut (Obrézek 2). Poté je vracena do svého spoleCenstvi. Vaji¢ka se pomoci
nové pipetovaci $pi¢ky piemisti do nové sterilni mikrozkumavky o objemu 200 ul a
neprodlen¢ se transportuji do laboratotfe. Vzorky je nutné transportovat pfi teploté +2 °C az

+8 °C. V ptipad¢ nutnosti kratkodobého skladovani (do 24 hodin) Ize vyuzit chladnicku.



Obrazek 2: Matka v ovipozici a tii vejce nakladena v pribéhu testu.

Ovéreni funkénosti

Funkénost postupu odbéru vykalli a vajicek byla ovéfena experimentalné. Vzorky byly
odebrany na pracovisti Vyzkumného ustavu vcelaiského, s.r.o. a neprodlené transportovany
do laboratofe Vyzkumného tstavu veterinarniho Iékafstvi, v.v.i. VirovA RNA byla
extrahovana s vyuzitim Chemagic Viral RNA/DNA Kit (Perkin-Elmer) dle navodu vyrobce.
V piipadé extrakce nukleovych kyselin zvajicek byl materidl homogenizovan piimo
V lyzaénim pufru soupravy Chemagic Viral RNA/DNA Kit (Perkin-Elmer) pomoci
sklenénych rozbijecich ¢&astic NucleoSpin® Bead Tubes Type A (Macherey-Nagel).
Extrahované nukleové kyseliny byly uchovany pii -80 °C do dalSiho pouziti. Reverzni
transkripce byla provedena pomoci ProtoScript®ll First Strand cDNA Synthesis Kit (New
England Biolabs) a nafedéna 3x v UltraPCR H20 (Top-Bio). cDNA byla skladovana pti -20
°C. PCR byla provedena s Quick-Load® 2xTaq Master Mix (New England Biolabs).
K detekci virové nukleové RNA byly vyuzity primery specificky cilené na genom ABPV,
SBV, BQCV a CBPV (Prodélalova a kol. 2017). Pouzita metoda je v laboratoii VUVeL b&zné

vyuZivana k detekci virovych nukleovych kyselin ve vzorcich véel a daliho biologického
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materialu véeliho puvodu (Prodélalova a kol. 2017). Jako negativni kontroly byla vyuZita
nepouzita podlozni mikroskopicka skla, jejichz povrch byl oplachnut 100 pl sterilniho
fyziologického roztoku a podlozni mikroskopické skla, jejichz povrch byl kontaminovan
povrchem téla a koncetinami matky (matka byla ponechana po dobu 5 minut na skli¢ku) a

nasledn¢ oplachnut 100 pl sterilniho fyziologického roztoku.

Vysledky ovétovaciho experimentu koprologického vySetfeni souboru vzorkli vykala
odebranych od 19 matek véetné popisu vzorki jsou uvedeny v Tabulce 1. Z vysledka je
ziejmé, ze mimo BQCV, ktery ptfedstavuje jediny virus klinicky postihujici matky, byl ve
vzorcich vykall detekovan také ABPV. Ve dvou ptipadech (10,5 %) byla ve vykalech
detekovana soucasna infekce BQCV a ABPV. Pfitomnost viru v kontrolnich vzorcich nebyla

potvrzena.

Tabulka 1: Koprologické vySeti‘eni matek

VySetiovany virus VySetrovany material

Vykaly Podlozni sklo kontaminované Cisté podlozZni

povrchem téla matky sklo

ABPV 21 % (4; n=19) nedetekovano nedetekovano
SBV nedetekovano nedetekovano nedetekovano
BQCV 31,6 % (6; n=19) nedetekovano nedetekovano
CBPV nedetekovano nedetekovano nedetekovano
Celkem 40 % (8; n=19) 0 % (0; n=7) 0 % (0; n=2)

Dale bylo vysetieno 8 vzorku vajicek (2-5 vajicek pochazejicich od 1 matky tvofilo 1 vzorek).
U 50 %vzorki (n=4/8) byla zjisténa virova infekce, z toho u 2 matek (25 %; n=2/8) se jednalo
o infekci BQCV a u 2 matek (25 %; n=2/8) se jednalo o infekci ABPV. Smésna infekce

Vv ptipad¢ vzorki vajicek nebyla detekovéna.

V Tabulce 2 jsou pichledné uvedeny vysledky testovani vzorka vykali, vajicek a negativni
kontroly. Celkem byly otestovany tfi matky. Ziskané vysledky poukazuji na vhodnost testovat
ptitomnost virové RNA ve vykalech i vajickach soucasné. U vzorku 38 by v ptipad¢, kdy by
byly testovany pouze vykaly, doslo k ziskani falesné negativniho vysledku u ABPV.



Tabulka 2: Celkovy virologicky status matek

Matka VySetfovany Testovany virus
material ABPV SBV BQCV CBPV

vykaly - - + -
38 vajicka + - - -
kontrola*

vykaly + - - -
426 vajicka +
kontrola* - - - -

vykaly - - - -
P1-416 vajicka - - - -
kontrola* - - - -

*oplach povrchu sklicka kontaminovaného povrchem téla a koncetinami matky
+ virova RNA ve vzorku detekovana; - virova RNA ve vzorku nedetekovana
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