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Seznam poutzitych zkratek

RNA ribonukleova kyselina

RT-PCR reverzné transkripéni polymerdzova retézova reakce

PCR polymerazova retézova reakce

RT-gPCR reverzné transkripéni kvantifikacni polymerdazova retézova reakce v redlném
Case

DWV virus deformovanych kfidel (angl. Deformed wing virus)

arp protein pribuzny aktinu (angl. Actin-related protein)

RdRp RNA dependentni RNA polymeraza



Predmluva

Diagnostika plvodcl viréz véely medonosné (Apis mellifera) je zaloZena prevainé na
molekularné-biologickych metodach, z nichz prevazuji postupy zalozené na polymerazové
fetézové reakci. Vstupnim materidlem pro diagnostiku jsou obvykle Zivé dospélé vcely jedné
vékové kategorie, v pfipadé uhynu Ize pouzit i mrtvé vcely. Kompletni a neposkozené virové
Castice vcelich vir(l, kdy virova nukleova kyselina je chrdanéna proteinovym obalem, jsou
relativné odolné vUci vliviim prostredi a zejména v chladnéjsim obdobi roku nedochazi k rychlé
degradaci virového genomu. Této vlastnosti lze vyuZit pfi stanoveni pfitomnosti vira v méli.
Vhodna je zejména zimni mél, ktera zGstava delsi dobu v Ulu a neni vynesena ven. Vysledek
virologické diagnostiky z méli vypovida o kondici véelstva, kdy zejména v pfipadé vysokych

titrd viru deformovanych kfidel Ize prfedpokladat, Ze vcelstvo je vyznamné oslabeno.

I. Cil metodiky

Cilem metodiky je predlozit ovéreny postup pro izolaci ribonukleové kyseliny (RNA) z voskové
méli a naslednou detekci virového genomu ve vzorcich. Metodika je zamérena na postup
zpracovani vzork( voskové méli, extrakce a purifikace RNA. Ziskana RNA dosahuje kvality,
ktera je vhodna pro nasledné vyuziti v diagnostické reverzné transkripéni polymerazové
retézové reakce (RT-PCR). Soucasti metodiky je také popis jejiho ovéreni na souboru terénnich
vzorku, kde jsou uvedena doporuceni pro provedeni diagnostické polymerazové retézové
reakce (PCR) ve dvou rlaznych modifikacich v zavislosti na moZnostech a vybaveni
uzivatelskych laboratofi. Ziskanou RNA je moiné pouzit i pro detekci dalSich virovych

patogenu, tento postup vsak neni soucasti certifikované metodiky.

Il. Popis metodiky

1. Uvod

Vceli virdzy predstavuji pro vcelstva jednoznacnou hrozbu. Sledovani jejich vyskytu by proto

mélo predstavovat zakladni opatreni pro maximalizaci omezeni jejich Skodlivého plisobeni na



chovy vcel. Vzhledem ktomu, Ze ne vSechny viry zpUsobuji klinické symptomy, je pro
stanoveni jejich pritomnosti ve véelstvu nutna analyza vzorku v laboratofi.

Pro sledovani vyskytu patogena v populaci, vtomto pfipadé vir(i véely medonosné ve vcelstvu,
je mozné zvolit dva zcela odlisné ptistupy, pasivni a aktivni surveillance. Oba tyto pfistupy jsou
zaloZené na vysettrovani vcel, lisi se vSak velmi vyznamné ve standardizaci odebiranych vzorku.
Aktivni surveillance v dlsledku toho poskytuje pfesnéjsi Udaje o vyskytu a pfipadné mnozstvi
patogena (de Miranda et al., 2013). Pro vysSetfovani pritomnosti plvodct vcelich virdz se
nejcastéji odebiraji vzorky dospélych vcel, které pfedstavuji nejvhodné;jsi material pro detekci
virtl diky své mobilité a Sifi i cetnosti kontaktd (de Miranda et al., 2013). Z hlediska vyskytu
virll v orgdnech vcely je nejvétsi koncentrace vir(i detekovana ve strevé. JelikoZ se vyskyt vird
muze odliSovat i vlivem stafi vzorkovanych jedinct, je vhodné v ramci jednoho experimentu
shromazdit véely z jedné vékové kategorie (Van der Steen et al., 2012). Ve specifickych
pfipadech je moZné vzorkovat také vSechna ostatni vyvojova stadia vcel véetné vajicek a
spermatu, organy vcel, vykaly i mrtvé vcely. V téchto pripadech je ovSsem odbér casto
technicky komplikovany a také transport vyZzaduje specifické podminky, jako je chlazeni. Pro
diagnostické ucely je doporucovano odebrat v idedlnim pripadé 200 ks jedincd, minimalni
mnozstvi je 50 jedincl (de Miranda et al., 2013). Vzorek vcel je nutné fadné homogenizovat.
Vsechny vyse uvedené kroky pfi vyuZiti voskové méli jako vstupniho materidlu pro diagnostiku

virdz odpadaji.

2. lzolace a purifikace RNA z méli a jeji vyuziti pro diagnostiku vcelich viroz

2.1 Predmét plUsobnosti a podstata metodiky

Metodicky postup slouzi k izolaci a purifikaci celkové RNA z voskové méli. Ziskana RNA je
uréena pro nasledné zjistovani pfitomnosti virového genomu metodami zaloZzenymi na RT-
PCR. Podstatou metody je oplach neprecisténé voskové méli (tj. méli obsahujici mimo
voskovych castecek také veskeré zbytky hmyzu, roztoce a dalsi nedistoty s vyjimkou vsech
vyvojovych stadii zavijeCe voskového véetné pavucinek) v TRI Reagent® (Molecular Research
Center, Inc., USA), cozZ je reagencie urcena k izolaci celkové RNA a v ptipadé potifeby umozniuje
téZ soubéznou izolaci RNA, DNA a proteinu. Vzhledem k tomu, Ze soucdsti voskové méli je také
propolis, jehoZ pryskyfi€na povaha z néj vytvari vyznamny inhibitor enzymU pouzivanych pfi

RT-PCR, je potreba RNA ziskanou v prvnim kroku izolace dale purifikovat. V nékterych



pfipadech je po prvnim extrakénim kroku RNA naZloutld az nahnédla. Teprve po provedeni
druhého — purifika¢niho — kroku je RNA dostatecné kvalitni a vhodna k pouZiti pro diagnostiku

vird.

2.2 Potfeby a pomuicky k provedeni izolace a purifikace RNA z méli
e Chladnicka s rozsahem teplot +2 az +8 °C
e Hlubokomrazici box dosahuijici teploty alespon -70 °C
e Laboratorni vahy s pfesnosti minimalné 100 mg
e Trepacka s nastavcem pro zkumavky 1,5/2 ml
e Pipeta automatickd s nastavitelnym objemem 100 — 1000 ul
e Pipeta automatickd s nastavitelnym objemem 20 — 200 pl
e Centrifuga s rotorem pro mikrozkumavky 1,5/2 ml (alespor 5000 x g)
e Mikrozkumavky sterilni, DNase a RNase free 2 ml (v kvalité pro PCR)
e Stojan pro magnetickou separaci k soupravé Chemagic (Perkin-Elmer, Némecko)
e UV spektrofotometr pro méreni v mikroobjemech vhodny pro stanoveni koncentrace
a kvality DNA a RNA
e Potrebné chemikalie a soupravy véetné specifickych podminek pfi jejich pouziti

k izolaci RNA z méli jsou uvedeny dale v textu.

2.3 Postup

2.3.1 Sbér a skladovani vzork( méli

K vysetteni je potieba zhruba polévkova lZzice méli. Pro zaslani do laboratore je nejvhodnéjsi
vzorek zabalit do papirového obalu. IdedIni je vyuzit metodu sbéru pomoci podlozky, kdy se
do laboratore odesle celd podlozka zabalend v obalce. Zakladni podminkou je ovsem to, aby
ve vzorku méli nedoslo k odstranéni ¢asti vcéel nebo roztocd. Za dodrzeni této podminky se u
zimni méli jedna o standardizovany vzorek s vysokou informaéni hodnotou. Odebira se jeden
vzorek z jednoho vcelstva, smésné vzorky se nevysetruji. Vzorky neni nutné chladit. Zasilaji se
béZnou postou. Od odbéru vzorku do jeho dodani do laboratofe nesmi uplynout vice nez 7
dnu. V laboratofi je mozné vzorky pred zpracovanim skladovat v hlubokomrazicim boxu pfi -

80 °C.



2.3.2 Extrakce a purifikace ribonukleové kyseliny

Postup vyuziva k extrakci RNA TRI Reagent® (Molecular Research Center, Inc., USA).
Tato velmi efektivni metoda je zaloZend na pouZiti roztoku s obsahem fenolu a
guanidinium thiokyanatu a je vhodna pro zpracovani vsech typ( vzork(. Nasleduje
precisténi RNA pomoci Chemagic Viral RNA/DNA Kit (Perkin-Elmer, Némecko). PouZzité
chemikdlie a soupravy popsané vtomto postupu jsou doporucené a lze je v
nutném pripadé nahradit obdobnymi produkty jinych vyrobci. Je oviem nutné provést
srovnani s plvodnim postupem uvedenym v této metodice.

K 0,1 g voskové méli navdziené ve sterilni 2 ml mikrozkumavce pridat 1,2 ml TRI
Reagent®. Stfedné intenzivné protfepavat na tfepacce s nastavcem na 1,5/2 ml
mikrozkumavky po dobu 5 minut pfi pokojové teploté. Je vhodné pouzit 2 ml
mikrozkumavku se Sroubovacim uzdvérem nebo mikrozkumavku z bezpecnostnim
uzavérem, ktery znemozni jeji otevieni v prabéhu tfepani a kontaminaci laboratore.
Odstredit pfi 5000 x g po dobu 15 minut. Supernatant ziskany v tomto kroku lze
kratkodobé (maximalné mésic) skladovat v hlubokomrazicim boxu.

Extrakce RNA se provede z 1 ml supernatantu ziskaného v predchozim kroku dle
navodu vyrobce extrakéniho cinidla TRI Reagent® (Molecular Research Center, Inc.,
USA). V poslednim kroku se vysrazena RNA rozpusti ve 100 pl vody pro PCR.

Precisténi RNA ziskané v predchozim kroku se provede pomoci Chemagic Viral
RNA/DNA Kit dle navodu vyrobce. RNA ziskand v predchozim kroku se naredi PCR
vodou do celkového objemu 200 ul a pouzije se do purifikacni reakce. Finalni eluce
purifikované RNA se provede do objemu 60 pl. Alternativné lze vyuZit dalsi vhodné a
na trhu dostupné soupravy zaloZzené na technologii magnetickych kulicek, pfipadné jiné
technologii. Pro vyuZiti soupravy vyrabéné firmou Perkin-EImer je nutny stojan pro
magnetickou separaci od téhoz vyrobce.

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

Kontrola koncentrace a kvality ziskané RNA se provede pomoci UV spektrofotometru,
ktery umoziiuje méreni v mikrolitrovych objemech a zdroven provede vypocty bézné
udavanych hodnot. Obecné plati, Ze purifikovand RNA by méla splnovat kritéria dand
mérenim absorbance pfi 230 nm (latky fenolické povahy), 260 nm (nukleové kyseliny)

a 280 (proteiny) nm, resp. pomér A26°/A%80 < 2,0 naznaduje kontaminaci proteiny a



pomér A260/A230 < 3 0 naznacuje kontaminaci fenolickymi metabolity. (Green and
Sambrook, 2012).

e Ziskana RNA vykazuje dostatecnou kvalitu pro provedeni reverzné transkripéni PCR ve
formatu end-point i v redlném case vCetné kvantifikace. Konkrétni postup zavisi na

pfistrojovém vybaveni dané laboratofre.

[ Ovéreni funkénosti certifikované metodiky stanovenim pritomnosti virové RNA

pomoci RT-(q)PCR a postup tohoto stanoveni

1. Vzorkovani vcelstev

Certifikovana metodika vychazi z funkéniho vzorku Technické feseni: Postup pro detekci vird
véely medonosné v méli (Prodélalova a kol., 2020). Postup byl vyuZit také v publikaci Cukanova
a kol., 2020. Experimentalni ovéreni metodiky bylo provedeno v laboratofi Molekularni
epidemiologie virovych ndkaz VUVel na souboru vzork( véelstev odebranych na jafe 2021 na
Uzemi celé CR tak, aby zahrnovaly viechny okresy. Vzorkovani bylo provedeno ve spolupraci
s projektem COLOSS. Vzorky byly odebirany prfimo vcelafi, ktefi byli detailné instruovani o
postupu odbéru véetné specifikace véelstva, baleni a zaslani vzorkd. Z kazdého vcelstva byly
odebrany vzorky véel a méli. Vzorky byly nasledné ve spolupracujici laboratofi anonymizovany.
Po dorudeni do laboratofe VUVel byly vzorky skladovany v hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C

az do dalSiho zpracovani.

2. Extrakce RNA z odebranych vzorkud véel a méli

RNA ze vzork({ méli byla izolovdna postupem uvedenym vyse (viz kapitola Il. Popis metodiky,
2.3 Postup). Obdobny postup byl vyuZit také k izolaci RNA ze vcel. Tento postup se odlisuje
zejména zpracovanim vcel a neni soucasti certifikované metodiky. Podrobnosti o extrakci
nukleovych kyselin ze vcel Ize najit v de Miranda et al., 2013. Pfitomnost a kvalita ziskané RNA

byla ovérena spektrofotometricky.



3.

Stanoveni pritomnosti virové RNA metodou dvoukrokové reverzné transkripéni end-

point PCR

Dvoukrokova reverzné transkripéni end-point PCR (dale jen RT-PCR) umoZiiuje provést
PCR detekci vice genomovych cilG (tj. vice druhl vcelich virl) na zakladé jedné
reverzné-transkripéni reakce, coz vyznamné snizi cenu vySetieni. Na druhou stranu je
tento postup méné citlivy a neumoznuje kvantifikaci viru. Reverzni transkripce je
provedena pomoci ProtoScript Il First Strand cDNA Synthesis Kit (New England BioLabs,
Inc., USA). Pro provedeni PCR je vyuZit One Tag® Hot Start Quick-Load® 2X Master Mix
with Standard Buffer (New England Biolabs, Inc., USA). PouZité chemikalie a soupravy
popsané vtomto postupu jsou doporucené a lze je v nutném ptripadé nahradit
obdobnymi produkty jinych vyrobcl. Je ovSiem nutné provést srovnani s pivodnim
postupem uvedenym v této metodice. Pro zjisténi vysledku PCR se provadi agardzova
gelova elektroforéza.

Provedeni reverzni transkripce: Pro reverzni transkripci se pouZije ProtoScript Il First
Strand cDNA Synthesis Kit dle ndvodu vyrobce podle standardniho protokolu. Do
reakce se pouZiji oba typy oligonukleotidovych primerd, tj. d(T)23i Random Primer Mix.
Vzhledem k pouziti Random Primer Mix doporucujeme zaradit jako prvni krok inkubaci
pfiteploté 25 °C po dobu 5 minut, po které nasleduje inkubace pri 42 °C po dobu jedné
hodiny a inaktivace enzymu. Vyslednou cDNA lze fedit az 10x ve vodé pro PCR, nicméné
jako nejvhodnéjsi bylo ovéreno fedéni 3x (tj. k 20 ul cDNA pridat 40 pl vody pro PCR).
Naredénou cDNA je nutné skladovat v mrazni¢ce pfi teploté -20 °C. Je moziné ji
opakované rozmrazit a zamrazit.

Provedeni PCR: Sekvence a dalsi informace o doporucenych oligonukleotidovych
primerech pro detekci jsou uvedeny v Tabulce 1. Vzhledem k plasticité genomu RNA
virl je nutné sledovat pripadné zmény v cilovych sekvencich, které by mohly vést
k nefunkcnosti oligonukleotidovych primer(. Pro PCR se pouzZije One Tag® Hot Start
Quick-Load® 2X Master Mix with Standard Buffer dle ndvodu vyrobce. Do reakce se
pouzije 1,5 pl cDNA. Mnozstvi jednotlivych komponent (tj. cDNA a oligonukleotidové
primery) PCR reakce lze optimalizovat, mnozZstvi cDNA vSak nesmi prekrocit %o

celkového reakéniho objemu.



Tabulka 1: Oligonukleotidové primery pro detekci vybranych plvodc véelich viréz metodou

dvoukrokové reverzné transkripéni end-point PCR pfi ovérovani certifikované metodiky.

Oznaceni | Sekvence ta Cilova sekvence | Literatura
DWVA-f | GCGTGTTGCAACTCGCTTC 58°C Oblast VP2 Bradford et al.
DWV A-r | TGCCTGCACCGGATTCGATAAT (kapsid) (2017)
DWVB-f | GCAAGTTGGAGATAATTGTA Moore et al.

° | IRE
DWVB-r | CGATACTTACATTCTTCAAGAT >8°C Oblast > (2011)

ts ... teplota annealingu
e Provedeni agarézové gelové elektroforézy: Agardzova gelova elektroforéza se

provede dle standardnich postup( dané laboratofre.

4, Stanoveni pritomnosti virové RNA metodou jednokrokové kvantifikacni reverzné

transkripéni PCR v redlném case

Jednokrokova kvantifikacni reverzné transkripéni PCR v redlném case PCR (dale jen RT-qPCR)
je metoda umoznujici kvantifikaci cilového viru. Zejména v ptipadé viru deformovanych kfidel
jsou zjisténé vysoké koncentrace vyznamnym indikdatorem poskozeni véelstva. Vzhledem
k tomu, Ze postup PCR v redlném case vyuzivd mimo sekvencné specifickych primer( jesté
specifickou sondu, ktera se vaze opét na specifickou cilovou sekvenci, je tento zplisob detekce
mimoradné presny. V ramci reakce probiha v navazujicim tésném sledu reverzni transkripce a
naslednd PCR reakce. V jedné reakci je mozné detekovat nékolik cilG zaroven, tento postup
vSak vyZaduje peclivy design primerd a sond a peclivou optimalizaci. Soucasti kazdé
amplifikaéni reakce je také amplifikaéni kontrola, ktera umoini zjistit pfipadny problém
s inhibici reakce. Vzhledem k citlivosti RT-qPCR je naprosto nezbytné fyzicky oddélit prostory
pro vlastni pfipravu reakéni smési a nasledné pfidavani vySetfované RNA. Také je nutné
disledné pouZivat negativni kontroly bez pfidané RNA. Podrobnosti ohledné vyuziti PCR
metod ve vyzkumu a diagnostice véelich virdz jsou dostupné v prvnim dilu publikace The
COLOSS BEEBOOK: standard methods for Apis mellifera research (Evans et al., 2013). RT-qPCR
je provedena pomoci Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (New England Biolabs, Inc.,
USA) dle ndvodu vyrobce, kdy kroky ptipojeni primer(i (annealing) a syntézy retézce
(elongation) jsou spojeny do jednoho kroku probihajiciho standardné pti teploté 60 °C.
Amplifika¢ni reakce byla provedena na pfistroji LightCycler 2.0 (Roche) ve formatu 96-

jamkovych desek. Kvantifikace vytvoreného produktu pro zjisténi vstupni virové naloze ve



vzorku byla realizovdna pomoci RNA transkriptu cilové sekvence o znamé koncentraci.
K pfipravé RNA transkriptu byla pouZita souprava MEGAscript® Kit (Ambion, Thermo Fisher
Scientific) dle dodaného navodu vyrobce. Pfipravena RNA se zndmou koncentraci byla po
nafedéni desitkovou fadou pouZita k sestaveni standardni kfivky a kvantifikaci cilové virové
RNA ve vzorku v analyze ,,2nd derivative maximum®. Jako interni amplifikaéni kontrola byl
pouzit véeli housekeepingovy gen arp. Detekce genu arp probiha soucasné s detekci cile na
DWV genu pro RdRp ve formatu duplex. Pouziti housekeepingového genu je nezbytné
z divodu odhaleni pfipadné inhibice, kdy pokud je vzorek negativni ve vySetfovanych virech i
v genu arp, nelze jej hodnotit jako negativni a je nutné jej povazovat za nehodnotitelny.
Naopak pokud je vzorek pozitivni ve vySetfovanych virech a negativni v genu arp, je povazovan
za pozitivni pro dany cil (genom cilového viru pfitomen). Stejny zavér je platny pro situaci, kdy
je vzorek pozitivni ve vySetfovanych virech i v genu arp. Pokud je vzorek pozitivni pouze v genu

arp, je vysledek pro dany cil jednoznacné negativni (genom cilového viru nepfitomen).

Tabulka 2: Oligonukleotidové primery pro detekci vybranych plvodcl véelich viréz metodou
jednokrokové kvantifikaéni reverzné transkripéni PCR vredlném case pfi ovérovani

certifikované metodiky.

Oznaceni | Sekvence tm Cilova Literatura
sekvence
GDWV-F1 | TTCATTAAAGCCACCTGGAACATC 56°C | RdRp
gDWV-R1 | TTTCCTCATTAACTGTGTCGTTGA 55°C | RdRp Forsgren (2017)
FAM-
DWV-P1 60°C | RdR
a TCAAGT(Dabcyl-dT)CGGGACGCATTCCACGC dRp
GDWV-F | ACGCAACCCCAGGAATCC 53°C | helikaza Bradford (2017)
upraveno
gDWV-R | GTAGCTAATTTTACCCAATCTTTAAA 50°C | helikaza Bradford (2017)
FAM- . o L
ADWV-PR | T ATTACACACACCATTATAAATAATGGATACCCA | 02 C | helikaza vlastni design
Arpl-f | ATGAAGATCCTTACAGAAAGAGGA 55oc | 2ctin-related
protein 1
Arpl-r | CCATTTCCTGTTCAAAGTCA sgec | actin-related [t design
protein 1
Arpl-p | CyS-TCTTTAATGTCACGAACAATTTCACG g3oc | 2ctin-related
protein 1

tm ... teplota tani primeru



5. Vyhodnoceni funkénosti postupu

Celkem bylo doru¢eno 137 vzork( véelstev, tj. 137 vzork(i dospélych véel a 137 vzork( méli ve
formé podloZzek. Z tohoto poctu bylo celkem Sest vzork( vyrazeno, jednalo se vzorky, které
nebylo mozné analyzovat z dlvodu chybného oznaceni. Analyzovano tedy bylo 131 vzorkd
véelstev, tj. 131 vzork( dospélych vcéel a 131 vzork( voskové méli. Vramci hodnoceni
funkénosti metodiky jsme k analyze vzork( vyuzili systém pro detekci viru deformovanych
kfidel (DWV) metodou jednokrokové RT-qPCR. Tento systém byl vyuZit ze dvou dlvodu.
Prvnim ddvodem byl casty vyskyt DWV ve vcelstvech, kdy z celkového poctu 137 dodanych
vzork( vcel jich bylo 90 % pozitivnich (123; n=137). Druhym divodem je to, Ze metoda
jednokrokové RT-gPCR umoziuje kvantifikaci virové ndloze v ptivodnim vzorku. Vysledky jsou

uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Testovani ucinnosti detekce viru deformovanych kfidel z voskové méli ve srovnani

s detekci viru ve vcelstvu.

Cilovy gen véely +/mél + véely -/mél - véely +/mél - véely -/mél +

helikaza 91 % (119; n=131) | 0,8 % (1; n=131) | 3% (4;n=131) | 29 % (38; n=131)

RdRp* 37 % (49; n-131) | 27 % (35;n=131) | 7% (9; n=131) | 30 % (39; n=131)

oba cile 92 % (121; n=131) | 0% (0; n=131) 3 % (4; n=131) 5% (6; n=131)

*RdRp ... RNA dependentni RNA polymeraza

Z vysledk vyplyva, Ze pouze u 3 % (4; n=131) vzorkl nedoslo k detekci DWV v méli, ackoliv
vlastni vcelstvo vykazovalo alespon v jednom paru primerd pozitivitu. U 5 % vzorka (6;
n=131) potom byla zjiSténa pFitomnost DWV pouze v méli, coz lze ovSsem povaZovat za
potvrzeni pfitomnosti DWV ve vcelstvu. Voskovou mél lze proto vyuzit k posouzeni
pritomnosti DWV ve vcelstvu.

Dale se jednoznacné ukazuje nutnost pouZzit pfi PCR diagnostice RNA virll alespon dva rlizné
cile vgenomu daného viru, aby se predeslo vzniku faleSné negativnich vysledkd, coz ilustruje

vyuzité systému zacileného na RdRp.



IV. Srovnani novosti postupti

Dle nasich informaci nebyl tento postup doposud k detekci vird véely medonosné pouzit.
Vzhledem k moZnosti vyuziti voskové méli na vysetfeni pfitomnosti kleStika véeliho a plivodce
moru véeliho plodu se toto feSeni logicky nabizi. Voskovd mél se odebird v obdobi, kdy ji
véelstvo produkuje. Lze také vyhodné vyuzit zimni mél, kterd se také pouziva pro testovani
pritomnosti Paenibacillus larvae. Mél predstavuje velmi vhodny vzorek z hlediska transportu,
nevyzaduje totiz specidlni podminky (chlazeni) pfi transportu do laboratofe (Ryba et al. 2009).
Zaroven se jedna o velmi dobry indikator zdravotniho stavu véelstev, protoze kromé ¢astecek
vosku obsahuje i ¢asti tél vcel, pripadné roztoce, kde se dd ocekavat pritomnost virovych
patogenl. Na druhou stranu je mél z hlediska extrakce nukleovych kyselin pomérné
komplikovany materidl diky obsahu organickych latek (napfr. propolis), které mohou inhibovat
enzymy potrebné k pribéhu reverzni transkripce (tj. reverzni transkriptdza) a polymerazové
retézové reakce (tj. DNA polymeraza). Tato komplikace je ovSem odstranitelna volbou

vhodného postupu extrakce RNA, pfipadné dalsi purifikace ziskané RNA.

IV. Popis uplatnéni metodiky a ekonomické aspekty

Popsana metoda je uréena pro vyuziti primarné ve veterindrnich diagnostickych laboratofich,
které se zabyvaji diagnostikou vcelich viréz. Ekonomické aspekty metodiky nelze v dané chvili
hodnotit. Vzhledem k ¢astému vyskytu klinickych onemocnéni vcelimi viry a naslednym
Uhynlm vcelstev mohou informace o vyskytu plvodce virdzy ve véelstvu vyznamné pomoci
pfi hodnoceni zdravotniho stavu a kondice véelstva. Pokud by navic byl popsany postup vyuzit
soubézné se screeningem P. larvae jako puvodce moru véeliho plodu ze vzorkd zimni méli,
ziskali by v¢elafi doplnujici tdaje minimalné o pfitomnosti daného viru ve vcelstvu. Pfi pouziti
kvantifikacni PCR je potom moZné zjistit i koncentrace viru v odebraném vzorku. Lze proto
konstatovat, Ze metodika ve svém konecném disledku muizZe prispét k udrzeni dobrého
zdravotniho stavu véelstev, coZ je pfinosné pro samotné véelare diky vyssi produkci medu.
Vzhledem k tomu, Ze hodnota jednoho vcelstva se pohybuje kolem 5 000 K¢, predstavuje
pouhé sniZeni miry ztrdty vcéelstev o 0,1 % Usporu viadech miliond korun. Zlepseni
zdravotniho stavu vcelstev predstavuje prospéch také pro spolecnost vzhledem k vyznamu

véel jako opylovacu
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