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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva zjisténim miry nadkazy vybranymi onemocnénimi mezi
véelstvy na uzemi Ceské republiky. V literarni resersi jsou zminéné virové onemoc-
néni, problematika a zptisoby izolace total RNA ze vzorku vcel. Metodika je dale
zaméiena na izolaci total RNA, amplifikaci virové RNA ve vzorku pomoci RT-PCR
se specifickymi primery. Hodnoceni vysledkl je provedeno pomoci elektroforézy a
naslednym osekvenovanim pozitivniho vzorku a porovnanim sekvence v databazi

NCBI .

Klicova slova: Vcelstvo, RNA izolace, RT-PCR metoda, virova nakaza, sekvenova-

ni

Abstract

This doplima thesis deals with the determination of the degree of infection by selec-
ted diseases among hives in Czech republic. The literature search mentions viral di-
seases, problems and methods of isolating total RNA from a sample of bees. The
methodology is further focused on the isolation of total RNA, amplification of viral
RNA in the sample by RT-PCR with specific primers. Evaluation of the results is
performed by electrophoresis and subsequent sequencing of the positive sample and

sequence comparison in the NCBI database.
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1 Uved

Vyuzivani vcelstva je s ¢lovékem spjato jiz od nepaméti, ve formé¢ naptiklad ziska-
vani medu, ¢i naptiklad propolisu pro jeho 1é¢ivé ucinky. Potfeba vcelstva ma vsak i
stranku, kterou bézny zakaznik nevidi a to je opyleni zemédélskych plodin. Bez opy-
leni by civilizace piisla o mnoho plodin, bez ktery je jen tézké si piedstavit dnesni
moderni svét. Bohuzel pocet vcelstev rapidné ubyva, jak z diivodu zmensovani jejich
piirozenych lokalit, tak kvili velké chemizaci poli, vysazovani plodin, které¢ jsou
chudé na nektar a kvili onemocnénim. Moje prace se soustfedi pravé na vybrana
onemocnéni postihujici veelstva a zjisStuje miru nakazy ve vybranych reprezentativ-

nich v¢elstvech.




2 Literarni reSerse

2.1 Vcela medonosna

Patfi do fadu blanokiidlych a jedna se o jeden z nejzndméjsich zastupcii spolecen-
ského hmyzu. Oblast, kde byla véela pivodné rozsifena, zahrnovala Afriku, Blizky
vychod a Evropu. V¢ela sva hnizda stavi na chranénych mistech, pficemz jsou jed-

notlivé plasty umistény vedle sebe (Vesely V. 2003).

2.1.1 Stavba téla
Véelu fadime do kmene Clenovci, jeji télo se sklada ze ti ¢asti a to hlavy, hrudi a

zadeCku (Norman, 2019).

Hlava

Diky tenkému z(Zeni spojujici hlavu a hrud’ je umozZnén vcéele pohyb hlavy. Vcela
ma dvé slozené oci, které se nachazi po boku temene hlavy a tfi jednoduché o¢i, kte-
ré nalezneme na vrcholu temene. Jednoduché o¢i jsou rozmisténé do tvaru trojuhel-
niku, jehoz vrchol sméfuje dolti. Na hlavé se nachédzeji dvé ¢lankovita ustroji, ktera
nazyvame tykadla. Tykadla slouzi jako smyslovy organ, diky ¢emuz mize vcela
vnimat ¢ich a hmat. Tvar hlavy se méni dle pfislusnosti do kasty, matka ma srdcovy,

délnice trojuhelnikovy a trubec kruhovy tvar (Norman, 2019).

Hrud’

Jeji hlavni funkce je nést organy pohybu tj. kiidla a nohy. V larvarnim vyvojovém
stadiu je hrud’ tvofena tiemi ¢lanky, dospéla vcéela ma hrud’ jiz tvofenou Ctyimi ¢lan-
ky, které nazyvame ptedohrud’, stiedohrud’, zadohrud” a pfesunuty krouzek (Snod-
grass, 2018).

Nohy

Véela ma 3 pary nohou. Funkce nohou jsou napiiklad pfedavani voskovych Supinek,
pohyb, vytvareni fetizkll, nesou téZ chemické a mechanické receptory, ale zejména
sbér a ukladani pylu, k cemuz slouZi tfeti par nohou, které obsahuji dilezZity organ
zvany kos$icky (Snodgrass, 2018).

Kiidla

Na kazdém boku hrudni ¢asti miZzeme nalézt jeden par blanitych kiidel. Pfedni kiidla
jsou vétsi nez zadni. VEelaii na kiidlech vypocitavaji podle délky dvou specifickych
zilek takzvany loketni index, podle které¢ho poznaji, o jaké geografické plemeno vce-

ly se jedna. VEela dokdze méavnout kiidly pfiblizn€ 230x za sekundu pod thlem 90°.




Zajimavé je, ze pokud vcela nese pyl, tak pohyb kiidel nezrychli, ale pouze zvétsi
uhel mavnuti. Synchronizace pfedniho a zadniho kiidla je zajiSténa specialnimi hac-
ky, které vyriistaji na pfednim okraji zadnich kiidel a zapadaji pfi letu do zadniho
zlabku ptfednich kiidel (Norman, 2019).

Zadecek

V zadecku nalezneme zazivaci Gstroji, medovy vacek, jedovou zlazu, vzdusné vaky a
zihadlo. Na zihadle se nachéazeji zpétné hacky, které po bodnuti znemoziuji zpétné
vytazeni, diky ¢emuz po bodnuti dojde k vytrzeni zihadla s jedovym vackem a tim

dochazi k amrti véely (Norman, 2019).

2.1.2  Vyvoj véely

Vyvoj véel ma 5 stadii, které nazyvame vajicko, larva, predkukla, kukla a dospélec
(Herrod, 2012).

Vajicko

Zivot kazdé véely za¢ina jako vajicko, které je nakladené kralovnou do hexagonalni
bunky. Vajicka maji bilou barvu a jsou velmi drobnd. Pro zacinajici vcelate se tedy
doporucuje pouzit Cerné ramy, kde se bila vajicka snadné&ji hledaji (Johnson, Johnson
2019).

Larva

V prubéhu par dni, se vyklube z vaji¢ka larva. Larva ma kulaty tvar a bilé zbarveni.
Larvy jsou tfi dny krmi¢kami krmené tzv. kralovskym Zelé, diky kterému velmi
rychle rostou. Po tiech dnech larva piejde na dietu ve formé€ medu a pylu. Pokud se
jedna o ul, kde doslo ke ztraté matky, tak se potrava neméni a larvy jsou krmené kra-
lovskym Zelé. Po piiblizné Sesti dne, dochazi k zapeceténi bunky s larvou (Shaara,
2013).

Kukla

Tato faze vyvoje nastupuje po zapeceténi bunky s larvou. Nejdalezitejsi ¢ast tohoto
stadia je metamorfoza, ktera probiha piiblizné po dobu dvou tydnu, kdy se z larvy
stava dospé€la vcela, tj. je zahajen riist koncetin, kiidel, vyvoj oci, zbarveni atd. Me-
tamorf6za trva rizné dlouhou dobu, pokud se larva vyvine v kralovnu, trva ptiblizné

deset dni, pokud v délnici, tak ptiblizn¢ dvanact dnti (Hempsall, 2012).




2.1.3 Véelstvo

Vcely jsou spolecenské, skupinu vcel nazyvame vcelstvo, které je zalozené na kas-
tovni hierarchii (matka, trubec, d¢lnice). V jednom vcelstvu se vétSinou nachazi jed-
na matka, mnoho délnic a urCité mnozstvi trubci, které zavisi na sile vcelstva, do-
stupnosti potravy a ro¢ni dob€. Jednotlivi ¢lenové jsou na sobé zavisli a jeden bez
druhého neptezije, z toho také vypliva, ze mezi v€elami funguje dokonala délba pra-
ce (Langstroth, 2015).

Matka

Od ostatnich vcel se 1i8i vétsimi rozméry a jako jedind mé vyvinuté pohlavni organy.
Jako jedina v¢ela se nepodili na pracich v ulu a nedokaze sbirat pyl, jelikoz mé zakr-
nélé sbémé organy. Zihadlo neobsahuje zpétné hacky, je tedy uzpisobené k boji
v piipadé konfliktu s jinou matkou, dale zihadlo obsahuje dulezity organ a to kladél-
ko. O matku se neustale staraji délnice, které ji krmi matefi kasickou (Langstroth,
2015).

Délnice

Ve vcelstvu se jedna o nejvice zastoupenou kastu. Jedna se o samicky, které maji
zakrnélé pohlavni organy. Lihnou se z délnicich bunck. V dobé hlavni sniisky v ulu
nalezneme az 50 000 délnic. V pribéhu svého Zivota délnice projde n€kolika fazemi,
pii kterych déla zcela odliSnou praci. Po vylihnuti délnici oznacujeme cistickou a
provadi ¢isténi bunck. Kolem 4. dne se jedna o krmicku a provadi zasobovani larev
potravou. Kolem 6. dne se jednd o kojicku a provadi krmeni matky matefi kaSickou.
Po 12. dnu se jedna o stavitelku a provadi stavéni vceliho dila. Po 18. dnu se jedna o
strazkyni Cesla a stfezi vchod do ulu. Po 21. dnu se ze vcely stava létavka a podili se
na sbéru pylu. Toto rozdéleni vSak neni striktné zavazné, Cinnost vcely se fidi dle
aktualni potieby. Pfed zimou se lihnou tzv. dlouhovéké vcely, jejichz kol je preckat

zimu (Langstroth, 2015).

Trubec

Jedna se o vceli samecky, ktefi se lihnou z neoplozenych vajicek z trubCich bunék.
Trubci nemaji zihadlo. Trubci Ziji vétSinou pouze v letnich mésicich. Primérny pocet
V jednom ulu je pfiblizné 500. Délnice trubce na konci 1éta vyZenou z Ulu, jelikoZ je
preruSena sniiska neptiznivym pocasim, z toho divodu se v ulu v zimé trubci nacha-

zeji velmi zfidka (Langstroth, 2015).




2.1.4 Potrava a produkty
Med

Med je jednim z hlavnich produkti vcel. Vznikd sbérem nektaru (z kvétin), nebo
medovice (z listnatych a jehli¢natych stromti). Tento sbér obstaravaji véely 1étavky,
které sebrany nektar, nebo medovici ptinaseji do ulu, a ptedavaji ho tlovym vceldm,
které diky $tavam vylu¢ovanym pomoci hltanovych Zlaz a odpafovanim vody sub-
stance pfeméni na med. Hlavni rozdil mezi medem z nektaru a medovice je barva,
kdy med z nektaru je svétly a z medovice tmavy. V medu se nachdzeji hlavné jedno-
duché, dobie stravitelné¢ cukry (fruktéza, glukéza). Pro vcelstvo, je med zasobou
energeticky bohaté potravy (ZO CSV Ceské Budgjovice, 2020). Véely krmicky a
kojicky z doneseného nektaru v ulu vytvateji pomoci slin potravu pro larvy a kralov-
nu. V nékterych piipadech vcely takto vytvofenou potravu pied podanim castecné
natravi (Titéra, 2013).

Propolis

Jednad se o mimoradné lepkavy material, ktery vcely pouzivaji k vyztuzovani ulu,
oprav prasklin a dal$im stavebnim pracim. V neobvyklych ptipadech, kdy se v ulu
nachdzi naptiklad Glomek skla, véely tento lomek pokryji vrstvou propolisu, aby
eliminovaly odraz svétla. Jako dalsi vyjimecny ptiklad pouZiti je v pifipadé€, Ze se
Vv ulu nachazi mrtvy vetfelec, kterého vcely nedokaZi odstranit, tak aby zabranily
hnilobé, je vetielec pokryt silnou vrstvou pravé propolisu. Barva propolisu je dle
stafi od svétle zluté aZ po temné€ hnédou. Surovinu pro produkci této latky vcely sbi-
raji z rostlin, které produkuji pryskyficné latky. Sbér je uskutenovan vétSinou kolem
polednich hodin a je také fizen zvySenou teplotou vzduchu, kdy jsou pryskyfice nej-

vice tekuté (Harris, 2008).

Véeli vosk

Ve¢eli vosk je slozen z medu, ktery prosel metabolickou ptestavbou v téle vcely. Jed-
na se o produkt voskovych zrcatek na spodni stran¢ 3.-6. ¢lanku zadeCku. Schopnost
produkovat vceli vosk maji pouze vcely délnice. Z chemického hlediska je vosk slo-
zen z uhliku, kysliku a vodiku a jak jiz bylo zminéno medu. K tvorbé je zapotiebi i
pyl, ktery se vSak do vosku neptidava, slouzi pouze jako zdroj energie pro tvorbu
vosku. Spotieba medu pro tvorbu vosku je velmi vysokd, udava se, Ze az 20 nasobek
hmotnosti vosku. Vosk je produkovan ve formé malinkych Supinek, které jsou sbira-

ny a déle zpracovavany kusadly, kde jsou pfidavany sliny a diky tomu vznikne vIac¢-
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na bila hmota, kterd jiz mtize byt vyuzita ke stavbé vceliho dila. Vosk neslouZzi pouze
jako stavebni material, ale slouzi i jako jakysi udrzovatel teploty v ulu, bez vosku by
v¢ely v zimnich mésicich potiebovaly mnohem vice zasob potravy pro udrzeni piija-
telné teploty uvnitt lu. Novy vosk ma poloprithlednou bilou barvu, ktera se postu-
pem Casu stava zlutou, poté hnédou a nejstarsi vosk je ¢erny. Vosk nachazi vyuziti
napiiklad jako pfirodni lestidlo nabytku, na vyrobu svicek atd. S objevem parafinu

vsak vyuziti kleslo (Harris, 2008).

2.1.5 Virova onemocnéni vcel
Virus deformovanych kiidel (DWYV)
Virus deformovanych ktidel
byl poprvé izolovany
z dospélych véel v Japonsku
vroce 1991. Rozsifeni tohoto
viru je celosvétové. Priznaky
viru na vceldch jsou snadno

definované a viditelné. Jedna

se napiiklad o mensi vzrust,

zadné zbarveni téla dospélych
véel, deformovana kiidla apod.
. oo Obriazek 2.1 - Klinické priznaky ndkazy virem. Vlevo zdrava

(Obr. 2.1). Virus miizeme na-  gapice, uprostied délnice s vyrazné deformovanymi k¥idly a

, . , e, L - mens$im vzristem a v pravo mladuska bezkiidla s vyraznou
lezt ve vSech VyVOJOVyCh stadi- deformaci zadec¢ku (Vyzkumny ustav véelarsky, 2021).
ich v€ely. Deformity a posko-
zeni, se vSak projevuji pouze, pokud je virus pfitomny ve vcele od zacatku vyvoje.
Pokud je nakaZena jiz dospéla vcela, k deformitim nedochazi a je pouze redukovana
jeji doba Zivota. Virus deformovanych kiidel je jeden z nejvice rozSitenych vir
vcelstva (Maramorosch, 2007). Nakazena vcelstva mizeme rozdélit do dvou skupin,
a to skupinu bez parazita Klestika zhoubného a skupinu s parazitem. Hlavni rozdil
mezi skupinami je v tom, ze pokud budeme mit v¢elstvo, které se né¢jakym zptisobem
nakazilo virem deformovanych kiidel, ale nenalezneme u néj parazita, budou naka-
zené pouze dospé€lé veely bez deformit. Pokud vSak k ndkaze doSlo pomoci pienase-
¢e Klestika zhoubného, budou nakazené i larvy, které bud’to uhynou, nebo se vyvi-

nou V dospélou vcelu, u které nalezneme viSe popsané deformity (Seeley, 2016).

Hlavni G¢inky viru na vcelstvo jsou v tom, Ze kvilli deformovanym kiidlim ptichazi
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véelstvo o vétSinu veel létavek, které zajist'uji piisun potravy do ulu. Ve vcelstvu pii
nakazeni zustava vétSinou pouze matka a par krmicek. Takto postizené véelstvo ne-
ma Sanci pfezimovat, jelikoz nema zadnou moznost shanét nezbytnou potravu (R00s-
sinck, 2020). Lécba tohoto onemocnéni je zatim ve formé vyzkumu a testovani. Za-
tim nejslibnéjsi se zda podavat véelam vyluhy z dvou hub a to Troudnatce a Lesklo-
korky. Ve vyzkumu se jednalo o jednoprocentni smés vyluhti ve vodném roztoku
cukru, ktery byl nakazenym vceldm podavan. Po 12 dnech této 1€Cby, byl titr protila-
tek proti viru snizen az 79x oproti titru na zacatku pokusu (Stamets et al., 2018).
Tento virus miizeme nalézt i u jinych druhti hmyzu naptiklad Cmelaka zemniho, ne-
moc zde vSak nepropukne (Roossinck, 2020).
Virus ¢ernani matecnikit (BQCV)

Virus obsahuje jednovlaknovou mole-

kulu RNA s pozitivnim nabojem o
velikosti pfiblizné 8550 nukleotidi
véetné¢ polyA konce (Sammataro,
Yoder, 2011). Virus ¢ernani mate¢ni-

ka byl poprvé izolovany z mrtvé ma-
tetské larvy, kterd se nachézela

V matec¢ni buiice, jejichz stény méli

tmavé hnédou aZ cernou barvu. Na
nemocné larvé mizeme zpocitku sle- Obrazek 2.2 - Zéernala larva (Snyder, 2009)
dovat bled¢ zluté zbarveni a tuhou ktizi podobnou vaku. Po kratké dobé vsak larvy
zacnou velmi rychle tmavnout (Obr. 2.2) a umirat. V nékterych ptipadech dojde jesté
k z¢ernani celé mateéni buiiky, coz je specificky symptom pravé tohoto onemocnéni.
Jako vétSina vird véelstev se jedna o celosvétoveé rozsifeny vir a pietrvava ve vcel-
stvech v asymptomatické formé na véelach délnicich. Zvlastnosti je, ze jiz dospéla
véela, vyzaduje k ndkaze parazita Hmyzomorku vceli, ktera funguje jako pienaSec
onemocnéni a zaroven dospélou véelu oslabi do té miry, aby mohl virus propuknout.
Takto nemocna vcela, ktera je napadena Hmyzomorkou a i u ni propukl virus ma
vyrazné krat$i zivot, nez v¢ela napadend pouze parazitem. U onemocnéni miizeme
sledovat sezonni vykyvy s velkym nartistem na jate, kdy se nakazené asymptomatic-
ké kojicky nejvice staraji o matku. Vir lze detekovat v ovariich zdravé matky a pfi-
blizn€ v 25% jejich larev, diky tomu mizeme fict, Ze je u viru mozny 1 vertikalni
ptrenos. Vir mizeme detekovat i u parazita Klestika vceliho, ten vSak neni s virem
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v takovém vztahu, Ze by fungoval jako ucinny pienase¢. Pii napadeni vcelstva je
nutné ihned vcelstvo prevést do desinfikovaného Ulu, vyménit matku, plasty pretavit
a ptipadné vcelstvo posilit zavickovanym plodem (Bailey, Ball, 2013).

Virus chronické paralyzy véel (CBPYV)

Virovy ptivodce onemocnéni byl poprvé izolovany v roce 1963 ve Velké Britanii.
V minulosti mélo toto onemocnéni mnoho jmen napiiklad ,,Cerny syndrom bez srs-
ti“, , Little black®, ,,Cerny zlod&j“. Nazvy vznikaly podle specifickych projevii one-
mocnéni. Struktura viru je odliSna od struktur ostatnich virovych onemocnéni vcel.
Jedna se o fragmentovanou jednovlaknovou RNA s pozitivnim nébojem, ktera obsa-
huje dva major fragmenty. Jako vétSina virovych onemocnéni véel, se vir nachézi na
viech kontinentech, onemocnéni ma viak celkové nizkou prevelanci’. Onemocnéni
se objevuje sporadicky s mensim nardstem na jaie a v 1ét€. Pokud ve vcelstvu probi-
ha asymptomaticka forma onemocnéni, virus detekujeme pouze u vcel délnic, pokud
vSak probiha symptomatickda forma onemocnéni, tak virus detekujeme v medu, va-
jickach, larvéach a létavkach. Ve vcelstvu se virus velmi snadno od nakazené vcely
rozsiti kontaktem se zdravymi véelami, a pokud se jedna o velmi pocetné véelstvo,
kde dochazi k vétsimu a t€snému télesnému kontaktu, pii kterém je polaméno ochlu-
peni na téle vCely, dochézi k Sifeni viru mnohem rychleji. Virus je mozné pienést i
vertikalni cestou. V¢ela zacne vykazovat pfiznaky onemocnéni pfiblizné 6 dnii po
vystaveni infekci. Existuji dvé formy projevujicich se pfiznakt. Prvni forma se pro-
jevuje chvénim nohou a Castetné vykloubenymi kiidly. Takto postizené vcely jsou
paralyzované a ztraci schopnost 1état. Takto postizené vcely vétSinou najdeme ve
shluku s ostatnimi postizenymi véelami. Tato forma je nebezpe¢na z divodu velké
ztraty 1étavek, které obstaravaji potravu pro vcelstvo a to diky tomu ptestava prospe-
rovat. Druhd forma onemocnéni se projevuje prakticky uplnou ztratou chloupkd,
ztmavnutim az z¢ernanim vcely (Obr. 2.3) a nafouknuti bficha. Diky tomu, se jevi
vuci ostatnim mensi a vétSinou nejsou vpoustény do ulu. Takto ,,jiné* véely mohou
byt jesté okusovany ostatnimi véelami (Obr. 2.4), ¢imz dojde k dalSimu Sifeni one-
mocnéni. Schopnost letu je zasaZena az nékolik dni po plném projevu téchto ptizna-
kt. Vysledek je stejny jako u prvni faze, vcelstvo nakonec také ptichazi o 1étavky.
Vir miizeme u infikované vcely nalézt v mozku, hrudniku, bfi$ni nervové uzliné a

hypofaryngeélni a mandibularni Z1aze (Kane, Faux, 2021).

! Podil poétu nemocnych k poétu viech jedinct ve sledované populaci
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Obrazek 2.4 - Okusovani nakaZené vcely ostatnimi véelami v ilu (Kane, Faux, 2021)

2.2 RNAVviry

V roce 1960 biolog Peter Medawar poprvé definoval vir jako kousek nukleové kyse-
liny obklopené Spatnymi zpravami. Viry maji schopnost proniknout, do jakékoliv
bunky od rostlin, zvifat, bakterii, hub az po prvoky (Oldstone, 2020). Jelikoz je virus
prakticky pouze nukleova kyselina v proteinovém kapsidu a neobsahuje Z&dné
funkéni organely, je pro jeho mnoZeni nutné, aby infikoval zijici bunku, kterou vyu-
Zije pro produkci sebe sama (Jackson, Swanson, 2014). Virus pii pruniku do bunky
mize vstoupit do dvou fazi a to lytické, nebo lysogenni (Sankaran, 2021). Pti lytické
fazi, je virova informace transkribovana a prepsana do virovych proteinii pomoci
RNA polymerazy a ribozomu buiiky. Pomoci DNA polymerazy je poté replikovan
virovy genom, ktery je zabalen do nového virového kapsidu. Jako posledni krok na-
sleduje lyza builkky pomoci virovych enzymii a vypusténi namnozeného viru, ktery
mize nakazit dalsi zdravé bunky (Morvillo, Schmidt, 2021). Pii lysogenni fazi virus

po proniknuti do hostitelské buniky na rozdil os lytické faze neni ihned transkribovan,

prepsan a replikovan, ale zacleni se do hostitelského genomu, kde zlstava ve spici
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forme. Kdykoliv takto nakazena bunka projde délicim cyklem, pti kterém musi repli-
kovat svlij genom, replikuje i skryty virovy genom. Virus miize ve spici forme vydr-
zet 1 mnoho let, k probuzeni viru je nutné hostitelskou buitku vystavit né¢jakému stre-
su, coz mize byt napiiklad n¢jaké onemocnéni. Po probuzeni viru nastupuje lyticka
faze (Wright, 2013). Pro priikkaz virového onemocnéni, je nejvhodnéjsi ziskat vzorek
tkané, kde je predpokladany vyskyt viru a ze vzorku izolovat total RNA, v které mu-
zeme virus prokazat naptiklad RT-PCR se specifickymi primery. JelikoZz je RNA
nachylnéjsi na degradaci pii praci a pii izolaci, tak problematikou, stru¢nym popisem

RNA a zptisoby izolace, se budeme zabyvat nize.

2.3 RNA
Jedna se o ribonukleovou kyselinu, ktera se sklada z ri- O

bonukleotidii. Jeji funkce je naptiklad ptenos informaci z |

urovné nukleovych kyselin do proteinli a v piipadé né- HN “ 4 H.TCI |
kterych vir,, je pfimo nositelem genetické informace. | |

. . ¢ . °CH
Hlavni rozdily DNA od RNA jsou pfitomnost ribozy o 1:-'C “-hN;-"
namisto deoxyribozy a misto thyminu vyuziva jako nuk-
leovou bazi uracil (Obr. 2.5). Diky vétsi reaktivié, RNA H

Uracil (U)
muze zastdvat mnoho prostorovych konformaci, mnoho
o _ . . _ . .. Obrizek2.5- Uracil (Elliott,

funkci a je obvykle pouze jednovldknova. Jsou vSak pfi- Ladomery, 2011)

pady, kdy mizeme u virt nalézt i dvouvlaknovou strukturu s typickou A-formou

(Elliott, Ladomery, 2011).

Primarni struktura
Rika nam jednotlivé zastoupeni nukleotidi,
jak jdou v molekule RNA realné za sebou

(Morvillo, Schmidt, 2021).

Sekundarni struktura
Popisuje ndm schopnost RNA vytvéret
Sroubovici. Na rozdil od DNA je RNA

schopna VytVOfit pouze A-formu (Obl‘. 2.6) Obrazek 2.6 - AformgOITIG\I)A (Elliott, Ladomery,

Sroubovice. Diky vétsi reaktivité¢ RNA, mu-
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zeme naleznout nékolik specifickych strukturnich motivi, jako jsou naptiklad vla-

senky, pseudouzly, “kissing loops” (Elliott, Ladomery, 2016).

Tercialni struktura
Popisuje velmi slozit¢ kompaktni struktury RNA. Pficemz jedna molekula stejné

RNA muize obsahovat i vice slozitych struktur (Elliott, Ladomery, 2016).

2.3.1 Typy RNA

Virova RNA

Jedna se o molekulu RNA, ktera u virti slouzi jako nositelka genetické informace
misto DNA. Virovou RNA rozdélujeme na n¢kolik typi (Viry, 2008).

a) Dvouvlaknovou RNA (dsRNA), ktera je pomérné neobvykla a vznika sparo-
vanim atisense a sense fetézct. Tuto RNA nalezneme napiiklad u Birnaviri-
dae. Cystoviriade a Reoviridae (Viry, 2008).

b) Jednovlaknovou RNA (ssRNA), kterou rozdélujeme jesté na pozitivni (+) a
negativni (-). Hlavni rozdil je v tom, Ze pozitivni vlakno RNA ma4 ,,sense*
charakter, tudiz muze byt rovnou transkribovano (Hepatitida C, MERS,
SARS), pfi¢emz negativni vlakno ma ,,antisense® charakter a musi byt nejdii-

ve prelozeno do mRNA (ebola, chiipka, vzteklina) (Viry, 2008).

MRNA

Tento typ RNA vznikd béhem transkripce DNA. Jedna se o jednovldknovou moleku-
lu a jeji hlavni funkce je piepis informace z DNA do funkéniho proteinu (Patton,
2015). Pred mRNA vznika nejdiive pre-mRNA, ktera musi byt nejdiive upravena.
Mezi hlavni upravy patii ptidani poly-A konce (50-200 bazi adeninu) a 5’-Cepicky na
druhém konci molekuly. Jako dalsi Gprava nasleduje vystfihnuti nekodujicich casti

(intronll) (Stamm et al. 2012). Diky alternativnhimu

sestithu ndm tak z jednoho genu muize vzniknout né- Ester bond
kolik riznych proteini. Takto upravena molekula
mRNA je poté jiz dopravena k rybozému, kde probiha

ptepis do proteint (Patton, 2015). L

tRNA

tRNA je malad molekula RNA skladajici

Obriazek 2.7 - Schéma tRNA se specifikymi vazebnymi
se piiblizn¢ z 80 nukleotidi s konfor- misty (Pelley, 2011)
maci jetelového listu. V bunice je priblizné 20 druht této molekuly. Kazda molekula
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tRNA je specifickd pouze k jedné aminokyselin€, kterou pfinasi k rybozomu (Col-
ville, Bassert, 2015). Kazda tRNA obsahuje specifické potadi tfi nukleotidd, které se
nazyvaji “anticodon” (Obr. 2.7), kterym se vaze na pravé se prepisujici mRNA (Al-
berts, 2008).

rRNA

Tento typ RNA tvoii zdkladni stavebni slozku ribozomalnich podjednotek. Rozezna-
vame 4 velikostné odlisné typy rRNA (5S rRNA, 18S rRNA, 28S rRNA a 5,8S rR-
NA). 18S rRNA spolu s piiblizné 30 proteiny tvoii malou podjednotku ribozému.
Zbylé tfi typy se spoji s ptiblizné 50 proteiny a vytvaii velkou podjednotku ribozomu
(Patton, 2015).

SNRNA

Ptiblizna délka snRNA se pohybuje od 100 do 300 nukleotidli. Nachazi se v jadru
buiiky ve spliceozému se specifickymi proteiny, kde je katalyticky aktivni a podili se
na alternativnim sestfihu mRNA. Nachézi se také v enzymu telomeraza, ktery je

zodpovédny za vytvareni telomer na konci chromosomt (Thiemann et al., 2014).
SnoRNA

Tato molekula RNA se podili hlavné na modifikaci rRNA. Nachazi se také v kom-
plexu se specifickymi proteiny snoRNP (Thiemann et al., 2014).

microRNA

Hlavni kol této molekuly je genova exprese, kterou provadi diky tomu, Ze je kom-
plementarni k uréitym tsekiim mRNA a tim reguluje jejich translaci. Na rozdil od
siRNA je vzdy endogenniho ptivodu (Thiemann et al., 2014).

piIRNA

Jedna se o malou molekulu RNA, ktera ma podobnou funkci jako siRNA s rozdilem,
ze cilem uml¢eni jsou piimo proteiny vétSinou z rodiny PIWI. Cely komplex piRNA
a proteinu poté nazyvame pi-RISC (Wilhelm, Bernard, 2015).

SiRNA

Jedna se o pomérné malou dvouSroubovicovou molekulu RNA sloZenou z pfiblizné
19 az 23 nukleotidii se dvéma nukleotidy vy¢€nivajicimi na kazdém konci. Vznika
Stépenim velké molekuly RNA, ktera mtze byt jak endogenniho tak exogenniho pti-

vodu (Thiemann et al., 2014). siRNA hraje u eukaryot zasadni roli pfi interferenci
RNA (Tekade, 2020).
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INcRNA

Jedna se o molekulu RNA, kterd je vétsi nez 200 nukleotidli a neni pfepisovana do
proteintl, z toho diivodu ji nazyvame ,,dlouhd nekodujici RNA®“. U savct se vyskytu-
je veliké mnozstvi molekul (az n€kolik desitek tisic), skute¢ny biologicky ucinek ma
vsak pouze zlomek z nich. Funkce této molekuly zatim neni zcela prokazana, ale
vime, ze n¢jakym zplisobem zasahuje naptiklad do transkripce, translace, sestfihu a
epigenetické regulace. Nejznaméjsi IncRNA je gen XIST, ktery se uplatiuje

V procesu uml¢ovani chromozomu X (Ahmad, Ganai, 2020).

2.3.2 lzolace RNA

lace DNA jak z divodu ptitomnosti reaktivni 2°-OH skupiny, tak ptitomnosti stabil-
nich RNaz, které musime pfi izolaci co nejlépe odstranit (Farrell, 2017). Pravé rychla
inaktivace RN4z, které se uvolni pfi lyze bunék je nezbytné dilezita pro izolaci RNA
ve vysoké kvalité. VSechny extrakéni pufry pro RNA tedy musi obsahovat silné inak-

tivatory (detergenty, soli guanidinu) (Cseke, Kirakosyan, 2016).

Metoda s Guanidin thiokyandtem

Tato metoda je vyuzivana pro ziskani kvalitniho vzorku RNA, diky velké chaotropni
schopnosti pouZitého lyza¢niho pufru, ktery se fadi mezi chemikalie nejlépe denatu-
rujici proteiny (Green, Sambrook, 2012). Metoda se vyuziva pii izolaci
z celotkanovych vzorka (Farrell, 2017). Pfi izolaci jsou vzorky zamrazeny na -70°C
tekutym dusikem a rozdrceny. Ke vzorku je poté pfiddn RNA extrakéni pufr Gu-
anidin thiokyanat, 3M octan sodny (pH 4), fenol a chloroform:isoamyalkohol (24:1).
Smés se poté centrifuguje pii 4°C a ve vzniklé vodné fazi, se nachazi extrahovana
RNA. K vodné fazi se poté ptida isopropanol a RNA se nechd precipitovat pti -20°C.
Nasleduje dalsi centrifugace, rozpusténi ptidanim guanidin thiokyanatu a dalsi preci-
pitace isopropanolem. Po dalsi centrifugaci nasleduje promyti 70% ethanolem, usu-
Seni peletu a nasledné rozpusténi v RNase-free H,O. Nevyhoda metody je jak ¢asova
naroc¢nost kvuli precipitaci pii -20°C, tak v pouziti nebezpecnych latek jako je gu-
anidin thiokyanat a fenol (Cseke, Kirakosyan, 2016).

Metoda s chloridem lithnym/mocovinou

Tato metoda je zaloZend na schopnosti chloridu lithného srazet RNA. VétSinou se
nepouziva na celotkanové vzorky. Postup piipravy vzorku je vice méné stejny, akorat

se pouzije RNA extrak¢ni pufr LiCl/Urea a vzorek se poté necha lezet na ledu néko-
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lik hodin, po kterych nésleduje centrifugace pfi nizSich otackach (cca 3000 rpm)
(Russell, Sambrook, 2001). Nasleduje odstranéni supernatantu a rozpusténi peletu v
ledovém LiCl/Urea pufru. Tyto kroky se n€kolikrat opakuji. Poté nésleduje dekanta-
ce supernatantu a rozpus$téni peletu v LiCl/Urea pufru. Pro odstranéni proteint a dal-
Sich necistot je do smési piidan fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1), nasledu-
je centrifugace, a pteneseni vodné horni faze s RNA do nové zkumavky. Poté je pfi-
dan 3M octan sodny a ledovy 100% ethanol. Vzorek se nechd precipitovat pii -20°C,
poté nasleduje centrifugace, promyti peletu 70% ethanolem, suSeni pomoci vakua a

rozpusteni peletu v RNase-free H,O (Cseke, Kirakosyan, 2016).

Guanidin thiokyandt-chlorid cesny gradient

Tato metoda vyuziva chloridu cesného jako latku, kterd je
schopna vytvofit gradient (RNA, DNA, necistoty) pii po-
uziti ultracentrifugy. Ke vzorku tkéni se ptidd RNA ex- Profeln -
trakéni pufr Guanidin thiokyanat a nasleduje klasicka cen-

trifugace, po které je supernatant velmi opatrné premistén DNA

—

na smés chloridu cesného/EDTA v ultracentrifugacni
, . RNA \@/
zkumavce. Rozhrani supernatantu a CsCI/EDTA se nesmi
porusit. Nasleduje ultracentrifugace a odstranéni DNA CsClI gradient
ruhu, ktery by mél byt v dolni tfetiné zkumavky a
P oy y Y Obrazek 2.8 - Vznikly gradient po
poté nasleduje odstranéni CsCI/EDTA horni vrstvy  ultracentrifugaci (Farrell, 2017)
(viz Obr. 2.8). Poté se pomoci Kimwipes™ odstrani vSechny zbylé tekutiny. Nasle-
duje precisténi 70% ethanolem a usuSeni peletu. Pelet se rozpusti v RNase-free H,O
a prelije do eppendorf zkumavky. Ultracentrifugacni zkumavka se jest¢ vyplachne
RNase-free H,O, ktera se smicha se vzorkem, do kterého se ptfida 3M octan sodny a
ledovy 100% ethanol. Poté nasleduje inkubace pii -20°C, centrifugace, preciSténi
70% ethanolem, usuSeni peletu a rozpusténi v RNase-free H,O. Metoda je naro¢na

jak v technickém provedeni laborantem, tak vyzaduje pouziti ultracentrifugy (Cseke,
Kirakosyan, 2016).

Fenol-chloroform/LiCl metoda

Tato meteda je vhodna zejména k izolaci RNA z oocyti nebo vaji¢ek. Vzorky cers-
tvych oocytl, nebo fertilizovanych vajicek se 2x promyji pomoci serum-free media

(PBS pufr), pfemisti se do nové zkumavky a vycka se, nez material v pufru klesne.
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Ptida se homogeniza¢ni pufr a provede se homogenizace na ledu a inkubace pfi
37°C, po inkubaci se ptida smés fenol:chloroformu (1:1) a nasleduje centrifugace, po
které¢ je vodna faze premisténa do nové zkumavky. Krok se smési fenol:chloroformu
se nékolikrat opakuje. Poté je RNA vysrdzena pomoci 3M octanu sodného a ledové-
ho 100% ethanolu. Nasleduje centrifugace, odstranéni supernatantu, ususeni peletu a
rozpusténi v RNase-free H,O. Do vzorku se ptida 8M LiCl, ktery pomaha
V odstranéni glykoproteinii. Nasleduje nékolikahodinové srazeni RNA, centrifugace,
promyti 70% ethanolem, suseni peletu a rozpusténi v RNase-free H,O (Cseke, Kira-
kosyan, 2016).

Guanidin thiokyanat-trifluoracetat cesny gradient
Tato metoda je pro provedeni stejnd jako metoda guanidin

thiokyanat-chlorid cesny gradient (viz. Guanidin thiikyanat-

Protein |
chlorid cesny gradient) s tim rozdilem, Ze misto chloridu ces-

ného, je pouzit trifluoracetat cesny (CsTFA), ktery zptisobi,
DNA

RNA |
tvofi sviy vlastni band (viz. Obr 2.9) (Cseke, Kirakosyan, \_/

2016).

ze RNA nevytvofi po ultracentrifugaci klasicky pelet, aly vy-

CsTFA gradient

Obrazek 2.9 - Vznikly gradient po
Metoda Alkalicky TRIS/Sarkosyl ultracentrifugaci (Farrell, 2017).

Tato metoda je vhodna hlavné pro izolaci RNA z rostlin. Jako extrakéni pufr vyuziva
smés  TRIS/Sarkosyl extrakéniho pufru, pufrovaného fenolu, chloro-
form:isoamylalkoholu (24:1) a B-mercaptoethanolu. Vzorek rostliny je zamrazen
tekutym dusikem a zhomogenizovany, poté je k nému pfidana smés vyse uvedenych
chemikalii a nasleduje inkubace smési. Pfida se 3M octan sodny a nasleduje dalsi
inkubace. Po inkubaci nasleduje centrifugace a pteneseni vodné faze s RNA do nové
zkumavky, do které je pfidan isopropanol a poté nasleduje inkubace pii -70°C, cen-
trifugace, precisténi peletu 70% ethanolem a usuSeni peletu. Pelet je nasledné rozpus-
tén v RNase-free H,O a je pfidan 8M LiCl v takovém mnozstvi, aby vysledna kon-
centrace byla 2M LiCl. Nasleduje vysrazeni RNA pii 4°C, centrifugace, promyti
70% ethanolem, ususeni peletu a rozpusténi v RNase-free H,O (Cseke, Kirakosyan,
2016).
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Metoda CTAB

Tato metoda je dalsi metoda v potadi, ktera se vyuziva pro izolaci RNA zejména ze
vzorku rostlin (Rapley, 2008). K zhomogenizovanému vzorku se pfida CTAB ex-
trak¢ni pufr pfedehiaty na 60°C a 2% (v/v) B-mercaptoethanol. VVzorek se zvortexuje
a pfida se smés chloroform:isoamylalkohol (24:1) s néaslednou centrifugaci. Vznikla
vodna faze s RNA se pienese do nové zkumavky a ptidd se 8M LiCl. RNA se necha
srazet pii 4°C s naslednou centrifugaci, ostranénim supernatantu a rozpusténi v RNa-
se-free H,O. Kroky s chloroform:isoamylalkoholem a 8M LiCl se opakuji do doby,
nez z peletu nezmizi veskeré nerozpustné necistoty. Vycistény pelet se poté rozpusti
v 3M NaOAc (pH 5,0) a 100% ethanolem, nasleduje inkubace pii -80°C, centrifuga-
ce, precisténi 70% ethanolem, ususeni peletu a rozpusténi v RNase-free H,O (Cseke,

Kirakosyan, 2016).

Komercéni RNA extrakcni kity

Na trhu existuje velika Skala extrakénich kitl pro RNA jak z celotkanocych vzorkd,
tak pro specidlni vyuziti. Kity kombinuji viSe uvedené postupy, ¢i jsou zalozené na
kolonkovém zptisobu extrakce, kdy se RNA vaze na specialni kolonky, pficemz
ostatni necistoty kolonkou projdou. Hlavni vyhoda téchto kith je zejména
V nenaro¢ném provedeni a nevyzaduje specialni chemikalie a pfistroje, veskeré po-
trebné chemikalie jsou obsaZzené v kitu. Nevyhoda miZe byt cena kitu (Cseke, Kira-

kosyan, 2016).

24 RT-PCR

RT-PCR je velmi uZite¢na a vyuZivana modifikace standardni PCR. Hlavni zména je
v moznosti amplifikace specifické mRNA, z velmi malého biologického vzorku, bez
nutnosti presné extrakce mRNA spojené s purifikaci pro tradicni klonovaci ucely.
Prvni krok této metody, je smichani RNA templatu s dNTPs, pufrem, Taq polymera-
zou, oligonukleotidovymi primery a reverzni transkriptdzou. Smés je dale zahtata na
37°C, pfti kterych miiZze reverzni transkriptdiza RNA amplifikovat do cDNA, ktera je
jiz poté pouzita jako templat pro PCR (Walker, 2009).

21




3 Hypotézy a cil prace

Tato préace se zabyva prikazem tfi virovych onemocnéni u medonosnych vcel pomo-
ci izolace RNA nasledované reverzni transkripci a prikazem cDNA viru pomoci
polymerazové fetézové reakce a elektroforézy. Pro kontrolu specifity primerd, byly

vybrané vzorky sekvenovany.

3.1 Hypotézy
Na tzemi Ceské republiky se mohou ve véelstvech vyskytovat tato virova onemoc-
néni:

a) virus deformovanych ktidel (DWV)

b) virus chronické paralyzy vcel (CBPV)

c) virus ¢ernani mate¢nikt (BQCV)

Pomoci metody reverse transcription PCR, lze detekovat ndkazu vcelstev témito

RNA viry.

3.2 Cile prace
1) Vyizolovat total RNA ze vzorki vcel ziskanych ze véelstev chovanych na
rtiznych mistech CR.
2) Piepsat RNA do cDNA.
3) Detekovat vybrané viry ve vzorcich pomoci PCR.

4) Ziskané vysledky vyhodnotit a shrnout nakazovou situaci v CR.
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4  Material a metody

4.1 Lokalita a pouZity materidal

Pro izolaci RNA bylo celkem pouzito 206 vzorka véel zimni generace, které byly
odebrany béhem #ijna 2019 na tzemi péti velkych mést (Ceské Budéjovice, Praha,
Plzen, Ostrava a Brno), dale péti zeméd¢€lsky intenzivné vyuzivanych oblasti v okoli
téchto mést a nakonec z uzemi méné dotéené zemédélskou a primyslovou ¢innosti.
Z kazdé z 11 oblasti bylo vybrano 2 az 5 vcelatskych lokalit a z p€ti ndhodné€ vybra-
nych ul na lokalitach, bylo odebrano cca 50 vcel, ze kterych byl udélan smésny vzo-
rek stanovisté. Vcely byly ometeny z plodového ramku piimo do vzorkovnice a vlo-
zeny do boxu se suchym ledem, kde doslo k okamzitému usmrceni. Vzorky byly
nasledné disledné oznafeny a uchovavany pii teploté -80°C. Ze vSech vzorki bylo
po izolaci zhotoveno 50 smésnych vzorki. Kazdy smésny vzorek byl zhotoven smi-
chanim vcelstev z jednoho stanovisté (viz. Tab 7.1). VSechny vzorky vcel byly po

celou dobu uchovavany pfi teploté -80°C.

4.2 Metoda izolace RNA
Z kazdého vzorku jsem extrahoval RNA pomoci nésledujici metody
e Modifikovana metoda extrakce DNA/RNA pomoci trizolu — modifikace pro

vcely

4.2.1 Izolace RNA pomoci trizolu — modifikace pro véely

Jedna se o klasickou metodu zaloZenou na fazové separaci diky vodou nasycenému
fenolu, chloroformu a GITC. Po centrifugaci vzorku dostaneme fazové oddélenou
vodnou vrstvu, ve které je pfitomna zddand RNA. Pod vodnou fazi se nachézi inter-
faze, kde nalezneme DNA a proteiny. Pod interfazi se nachazi dolni organicka faze.
Po odebrani vodné faze s RNA, je provedena precipitace pomoci 2-propanolu, nebo
ethanolu, RNA je néasledné vysuSena a rozpusténa v pufru. Jako velikd vyhoda této
metody je cena. Jako nejvétsi nevyhody jsou pouzivani organickych rozpoustédel

(nebezpecné chemikalie), podminka manuélni zru¢nosti a Casova narocnost (citace)

4.2.1.1 Priprava vzorki pro izolaci
Jako vzorek jsem pouzil celé véely uchovavané pii -80°C. Bylo tudiz nejdiive dulezi-
té vcely homogenizovat. Homogenizaci jsem provedl pomoci kapalné¢ho dusiku.

Vzorek véel byl pfemistén do tfeci misky piedchlazené na -20°C naplnéné kapalnym
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dusikem. Vcely jsem poté rucné homogenizoval tlouckem, dilezitd byla rychlost
provedeni homogenizace, aby vcely nezacaly tat, poté by jiz homogenizace nebyla
mozna a ucinna. Zaroven byla dulezitd diukladna homogenizace, aby bylo zaruceno

zachyceni virové RNA ze vSech potencialné infikovanych vcel ve véelstvu.

4.2.1.2 Vlastni izolace RNA

Do Eppendorf zkumavky jsem piemistil pfiblizné 100mg zhomogenizovanych vcel a
ptidal 1ml TriReagentu. Tuto smés jsem inkuboval pti pokojové teplot¢ 5 minut. Ke
vzorku jsem poté piidal 200ul chloroformu a vzorek jsem promichéval ptiblizné 15
sekund. Poté nésledovala zase inkubace pii pokojové teplot€¢ 3 minuty. Po inkubaci
jsem vzorky centrifugoval pii 14 000rpm po dobu 15 minut pii 4°C. Po centrifugaci
jsem opatrné odebral horni vodnou fazi do nové Eppendorf zkumavky.

Kvodné fazi jsem ptidal 500 pl isopropanolu a vzorek jsem nékolikrat prevratil
(promichal). Po promichani jsem vzorky inkuboval po dobu 10 minut pfi pokojové
teploté. Po inkubaci, jsem vzorky centrifugoval pti 14 000rpm po dobu 10 minut pii
4°C. Poté jsem odstranil supernatant a ptidal jsem Iml 75% ethanolu a vSechny
vzorky zvortexoval. Vzorky jsem poté znovu centrifugoval pii 14 000rpm po dobu 5
minut pii 4°C. Znovu jsem odstranil supernatant a poté jsem ususil vznikly pelet na
dné zkumavky. UsuSeny pelet jsem poté rozpustil ve 100ul DEPC vody pii 60°C
ptiblizn€ 10 minut. Vzorky jsem poté ihned umistil na led kvili zabranéni degradaci.
Vzorky jsem poté spektrofotometricky zméfil na kvalitu ziskané RNA. Vzorky jsem

dale uchovaval pii -80°C.

4.3 Spektrofotometrické stanoveni mnoZstvi a kvality vyizolované RNA
Kazdy vzorek jsem po izolaci podrobil testovani na pfistroji Schimadzu BioSpec-
nano UV-VIS spektrofotometru, ktery dokaze zméfit koncentraci RNA ve vzorku a
vypocitat OD 260/280 a OD 260/230, coz vypovida o vyskytu znecistujicich latek, ¢i
degradaci ziskané RNA.

4.3.1 Vlastni méieni

Pred kazdym métfenim jsem musel do pfistroje vlozit negativni (blank) vzorek, coz
byla DEPC voda. Po spravném nastaveni piistroje na blank vzorek jsem pipetoval
1ul, kazdého vzorku na pfislusné vyznacené misto v piistroji. Po kazdém vzorku si
pfistroj sam otfel ¢idlo a mohl méfit dalsi vzorek, problémy s kontaminaci jsou

V ramci piistroje teoreticky nulové.
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4.4 Vyhotoveni smésnych vzorkii
Od kazdého vcelaie byl zhotoven jeden smésny vzorek obsahujici 20ul

Z jednotlivych vcelstev. Tyto smésné vzorky jsem poté pouzil pro piepis do cDNA.

4.5 Vlastni piepis RNA do cDNA — reverzni transkripce

Celou praci jsem provadél na led€, abych zabranil co nejmensi degradaci RNA.
Z kazdého ziskaného smésného vzorku jsem odebral 3ul, které jsem ptemistil do
nové Eppendorf zkumavky. Do kazdé Eppendorf zkumavky jsem piidal 1ul nuklea-
se free H,O a 1ul oligo (dT) 15 primer. Tuto smés jsem inkuboval 5 minut pti 70°C.
Po inkubaci jsem vzorky pfemistil na led a do kazdého vzorku jsem ptidal smés pro
reverzni transkripci, kterd obsahovala 6,6ul nuclease free H,O, 1ul dNTP, 4ul 5x
RxN Buffer a 2,4pl MgCl,. Jako posledni jsem do vzorku ptidal 1ul RT enzymu.
Z diivodu, Ze enzym je na teple nestabilni a podléh4 degradaci. Vzorky jsem poté
inkuboval 5 minut pii 25°C a 60 minut pii 42°C. K takto ziskanym vzorkiim cDNA

jsem napipetoval 20ul nuclease free H,O a uchovaval pii 4°C.

46 PCR
Po vyizolovani jsem sadu vzorkti cDNA ziskanou reverzni transkripci z RNA podro-
bil PCR. Pti PCR reakci jsem amplifikoval specifické sekvence cDNA viril, pomoci
specifickych primerd. Pro PCR jsem potieboval nasledujici primery:

e Forward primer DWV 5'-GCGAGCCAAATCAGGGCAAAACCTG-3’

e Reverse primer DWV 5'-GGCGCGACCAAATCCACTCGACTGT-3"

e Forward primer CBPV 5'-TAYGAGYGATTTYTTGRGATCGAYTTCGCT-

3’

e Reverse primer CBPV 5'-TGTAYTCGRCCTGATTRACGACRTTAGC-3’

e Forward primer BQCV 5'-GTGGCGGAGATGTATGCGCTTTATC-3’

e Reverse primer BQCV 5'-CTGACTCTACACACGGTTCGATTAG-3’

Do kazdé zkumavky jsem napipetoval smés sestavajici z 5ul Master mixu, 2ul PCR
Ultra H,0, 1ul forward a reverse primeru, vzdy od stejného onemocnéni, které jsem
chtél PCR reakci prokazat a 1pul vzorku cDNA. Smés jsem dikladné zvortexoval. Ke
kazdé sadé vzorkl jsem vzdy zhotovil i blank vzorek, do kterého jsem neptidal zad-
nou cDNA, tudiz vzorek slouzi jako indikator v piipad€ kontaminace smési pro PCR.
Mikrozkumavky jsem vlozil do thermocycleru na specificky program dle virového

onemocnéni, které jsem chtél prokézat.
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Program pro amplifikaci DNA

PCR reakce detekujici DWV probéhla podle nasledujiciho cyklu:
a) uvodni denaturace 5 minut pii 95°C
b) denaturace 45 sekund pii 95°C
€) annealing 30 sekund pii 55°C
d) elongace 1 minutu pii 72°C
e) zavérecna elongace 10 minut pti 72°C

f) udrzovaci faze pti 4°C

S kroky b az d probéhlo 35 cyklt opakovani.

PCR reakce detekujici CBPV probéhla podle nasledujiciho cyklu:
a) Uvodni denaturace 5 minut pii 95°C
b) denaturace 45 sekund pti 95°C
¢) annealing 30 sekund pii 48°C
d) elongace 1 minutu pii 72°C
e) zavérecna elongace 10 minut pii 72°C

f) udrzovaci faze pii 4°C

S kroky b az d prob¢hlo 35 cyklt opakovani.

PCR reakce detekujici BQCV probéhla podle nasledujiciho cyklu:
a) uvodni denaturace 5 minut pfi 95°C
b) denaturace 45 sekund pii 95°C
c) annealing 30 sekund pii 48°C
d) elongace 1 minutu pii 72°C
e) zavérecna elongace 10 minut pii 72°C

f) udrzovaci faze pii 4°C
S kroky b az d probéhlo 35 cykli opakovani.

4.7 Elektroforéza
Po provedeni PCR reakce byla vzdy sada vzorkl a negativni kontrola (reak¢ni smés

bez cDNA) pouzity pro elektroforézu.

4.7.1 Priprava agarosového gelu

Na elektroforézu jsem pouzil 1,5% agarosovy gel, ktery obsahoval Ethidium bromid.

26




Pro ptipravu 1,5% gelu jsem si do Erlenmeyerovy baiiky navazil ptesné 1,5g agardzy
a pomoci odmérného vélce smichal s 100ml TBE pufru. Pfi nalévani pufru jsem se
snazil splachnout vSechnu pfipadnou agarézu ze stén banky. Bailku jsem vlozil do
mikrovinné trouby a za pouziti 100% vykonu rozehtival, dokud se vSechna agar6za
nerozpustila. Pii ohfivani jsem batiku neustdle kontroloval a nékolikrat promichal,
aby nedoslo ke zbytecnému varu gelu a ptipadnému vyteceni z banky. Po dokonalém
rozpusténi jsem banku ochladil pod tekouci studenou vodou ptiblizné na 60°C. Do
takto zchlazeného gelu jsem pipetoval 6ul ethidium bromidu a dtikladné, ale lehce
promichal. Ptipraveny gel jsem nalil do formicky. Po vyplnéni celé formic¢ky bylo
nutné zkontrolovat bubliny, které mohly pfi prelivani vzniknout. VSechny piipadné
bubliny jsem odstranil Spickou k mikropipeté. Bylo dilezité odstranit opravdu
vSechny bubliny 1 u hfebinki, ptfipadny vyskyt by mohl negativné ovlivnit prib&h

celé elektroforézy.

4.7.2 Vlastni provedeni elektroforézy

Do vany pro elektroforézu jsem umistil formu jiz bez tésnéni s piipravenym gelem.
Zkontroloval jsem hladinu TBE pufru a ptipadné doplnil tak, aby byl gel zcela poto-
peny. Pro pipetovani vzorkll jsem pouzil mikropipetu s objemem 7,0ul. Do prvni
jamky jsem vzdy pipetoval hmotnostni standard 100bp DNA Ladder. Do dalSich
jamek jsem pipetoval ziskanou sadu vzorkii z PCR a jako posledni jsem pipetoval
negativni vzorek. Pfi pipetovani bylo dulezité neposkodit gel, ¢i nekontaminovat
vzorky mezi sebou. Na elektrickém zdroji k elektroforéze jsem nastavil 120V po

dobu 45 minut. Vizualizaci jsem provedl pomoci pfistroje Syngene InGenius3.

4.8 Kontrolni sekvenovini
Pro dikaz, Ze se jednd opravdu o zkoumané virové onemocnéni, jsem od kazdého
onemocnéni vybral dva pozitivni vzorky, které jsem zaslal do firmy SEQme s.r.o.,

ktera provedla sekvenovani pomoci Sangerovi metody.

4.8.1 Priprava vzorkii pro sekvenovini
VyFezani vzorkii
Po provedeni elektroforézy, jsem si podle ziskanych banda vybral pozitivni vzorek,

ktery jsem vyfezal pomoci skalpelu a piemistil do Eppendorf zkumavky. Pfi fezani
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ného gelu. Mezi vzorky, jsem skalpel vycistil denaturovanym lihem, abych zabrénil
pfipadné kontaminaci.

Priecisténi vzorku

Precisténi vzorku jsem provedl pomoci kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up®.
Pro pfecisténi jsem pouzil vyfiznuté bandy z pfedchoziho kroku, ke kterym jsem
pridal 400ul NTI pufru a 7,5 minuty jsem zkumavky inkuboval pii 50°C. Kazdé 2
minuty jsem vzorky dikladné zvortexoval, coz pomohlo lepSimu rozpusténi gelu
Vv roztoku. Po rozpusténi jsem vznikly roztok pievedl do filtra¢ni zkumavky, ktera
byla pfilozena v kitu, a tu jsem umistil do sbérné zkumavky. Vzorky jsem umistil do
centrifugy a centrifugoval 30 sekund pii 14 000rpm. Proteklou tekutinu ze sbérné
bariky jsem odstranil a na sbérnou banku znovu umistil filtraéni zkumavku se vzor-
kem. Do filtraéni zkumavky jsem napipetoval 700ul Buffer NT3 a znovu vzorky
centrifugoval 30 sekund pii 14 000rpm. Proteklou tekutinu jsem znovu odstranil a
pro u¢inngj$i odstranéni veskerého Buffer NT3 jsem vzorky centrifugoval znovu 60
sekund pii 14 000rpm. Filtra¢ni zkumavky jsem nyni umistil na Eppendorf zkumav-
ky, na filtr jsem napipetoval 20ul Buffer NE a vzorky jsem inkuboval 60 sekund pfi
pokojové teplote. Poté jsem vzorky centrifugoval 60 sekund pti 14 000rpm.
Nasledujici PCR

Se vzorky z ptedchoziho kroku jsem provedl PCR (4.6)

Zavérecna uprava vzorku pied odeslanim na sekvenovani

Vzorky z PCR reakce jsem umistil do vychlazeného stojanu na -20°C a ke kazdému
jsem piidal 2ul exosap roztoku. Vzorky jsem poté dal inkubovat na 15 minut pii
37°C a 15 minut pti 80°C. Ke kazdému vzorku jsem poté napipetoval 5Sul Forward
primeru podle testovaného onemocnéni. Vzorky jsem oznacil pfibliznou velikosti

produktu a takto pfipravené odeslal na sekvenovani do firmy SEQme.
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5 Vysledky
Pro zpracovdni konecnych vysledkli byly dutlezit¢é dvé analytické metody.
Z elektroforézy jsem zjistil ptfitomnost virové cDNA, kterou jsem poté jesté potvrdil,

¢i vyvratil pomoci kontrolniho sekvenovani provedeného firmou SEQme.

5.1 Elektroforetické snimky pro virus deformovanych kiidel (DWYV)

Obrazek 5.1 - VysledKky vySetieni véel na onemocnéni DWV s poradim vzorku: 100bp ladder, Vzorek ¢. 1,
Vzorek €. 2, Vzorek €. 3, Vzorek ¢. 4, Vzorek €. 5, Vzorek €. 6, Vzorek ¢. 7, Vzorek ¢. 8, Vzorek €. 9, 100bp
ladder, Vzorek ¢&. 10, Vzorek €. 11, Vzorek ¢&. 12, Vzorek €. 13, Vzorek ¢&. 14, Vzorek €. 15, Vzorek ¢. 16,
Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.1), na kterém jsem testoval vzorky 1 az 16, mi-
zeme vysledky hodnotit jako vzorky cislo 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 pozitivni. Velikost
fragmentu by méla byt 702bp, coz odpovida mym vysledkiim. Vzorek 6 nelze hod-
notit. U vzorkidl 3 a 13 doslo k nespecifické amplifikaci. Negativni kontrola vySla

negativne.
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Obrazek 5.2 - Vysledky vysetieni véel na onemocnéni DWYV s poradim vzorki: 100bp ladder, Vzorek ¢. 17,
Vzorek €. 18, Vzorek €. 19, Vzorek ¢&. 20, Vzorek €. 21, Vzorek €. 22, Vzorek ¢&. 23, Vzorek €. 24, Vzorek ¢. 25,
100bp ladder, Vzorek ¢. 26, Vzorek ¢. 27, Vzorek ¢. 28, Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.2) na kterém jsem testoval vzorky 17 az 28,
muzeme vysledky hodnotit jako vzorky ¢islo 19, 20, 21, 24, 26, 27, 28 pozitivni.
Velikost fragmentu by méla byt 702bp, coZ odpovida mym vysledkim. Negativni

kontrola vysla negativné.

Obrazek 5.3 - VysledKy vysetfeni véel na onemocnéni DWYV s poradim vzorki: 100bp ladder, Vzorek €. 29,
Vzorek ¢. 30, Vzorek ¢. 31, Vzorek ¢. 32, Vzorek €. 33, Vzorek ¢. 34, Vzorek ¢. 35, Vzorek ¢. 36, Vzorek ¢.
37, 100bp ladder, Vzorek €. 38, Vzorek €. 39, Vzorek ¢. 40, Vzorek ¢. 41, Vzorek ¢&. 42, Vzorek ¢. 43, Vzorek
¢. 44, Vzorek ¢. 45, Negativni kontrola
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Z elektroforetického snimku (Obr. 5.3) na kterém jsem testoval vzorky 29 az 45,
muzeme vysledky hodnotit jako vzorky ¢islo 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 38, 39,
40, 41, 42, 44, 45 pozitivni. Velikost fragmentu by méla byt 702bp, coz odpovida
mym vysledkiim. Vzorek 43 nelze hodnotit. U vzorkli 31 a 38, doSlo k nespecifické

amplifikaci. Negativni kontrola vysla negativné.

Obrazek 5.4 - VysledKky vysetfeni véel na onemocnéni DWV s poradim vzorki: 100bp ladder, Vzorek ¢. 46,
Vzorek €. 47, Vzorek ¢. 48, Vzorek ¢. 49, Vzorek ¢. 50, Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.4) na kterém jsem testoval vzorky 46 az 50,
muzeme vysledky hodnotit jako vzorek ¢islo 48 pozitivni. Velikost fragmentu by

méla byt 702bp, coz odpovida mym vysledkiim. Negativni kontrola vysla negativng.

5.1.1 Sekvenovani

Pro ovéteni specifity primert pouzitych pro detekci viru DWV jsem pouzil vzorek
¢islo 20. Vysledek tohoto sekvenovani je znazornén na obrazku (viz Obr. 5.5). Sek-
venci se podafilo precist dostatecné kvalitné. Vyslednou sekvenci jsem porovnal
s databazi NCBI (Benson et al., 2018) pomoci nastroje BLAST (Madden et al., 1996)
a shoda s virem DWV je na 96,33%.
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G AG MATWYR BR RCRA MHK WHKS/GT CAGAT T TAGITC GC GT AGGT GCGGAMT TA GT GCGTCAGY TAAGARAGCT TTACCAACCATAT CCAT AACCGAAAAATTACCACAT TGG ACTACT CAAT GT GGTATTGC TAAACCT GAG
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ATGGATCATGCTTATGAGGTTATGAGTTCATATGCAGCTGGAATGAACGCAGAG AT TGAAGCGCATGAACAAGT TCGGCGT TCATCAGT GGAAT GT CAAT ATGCAGAGC CTCAAGCTTCAAGAAATCCTGAT GAT GAAGGG
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AGTGTGCTAAATGTCAACATTGGTATGCTCCGT TGACTGAT ATTTATGTTGAT GAT AAGAAATTGTTCTGGTGTCAGAAAGAGAAAAAGACACT TATTGATGCAA AAWRGT T OB AA AAAA AAAA AAA
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Obrazek 5.5 - Sekvence vzorku ¢islo 20 pro onemocnéni DWV

5.2 Elektroforetické snimky pro virus ¢erndni matecnikit (BQCV)

=

L - eiss

Obrazek 5.6 - VysledKky vysetfeni v€el na onemocnéni BQCYV s poradim vzorkii: 100bp ladder, Vzorek ¢. 1,
Vzorek €. 2, Vzorek €. 3, Vzorek ¢. 4, Vzorek ¢. 5, Vzorek €. 6, Vzorek €. 7, Vzorek ¢. 8, Vzorek €. 9, 100bp
ladder, Vzorek ¢. 10, Vzorek €. 11, Vzorek ¢. 12, Vzorek ¢. 13, Vzorek ¢. 14, Vzorek €. 15, Vzorek €. 16,
Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.6) na kterém jsem testoval vzorky 1 az 16, mi-
zeme vysledky hodnotit jako vzorek c¢islo 13 velmi slabé pozitivni. Velikost frag-
mentu by mela byt pifiblizné 511bp, coz odpovidd mym vysledkim. Negativni kon-

trola vysla negativné.
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Obrazek 5.7 - Vysledky vysetfeni véel na onemocnéni BQCYV s poiadim vzorki: 100bp ladder, Vzorek ¢.
17, Vzorek ¢. 18, Vzorek ¢. 19, Vzorek €. 20, Vzorek €. 21, Vzorek €. 22, Vzorek ¢. 23, Vzorek ¢. 24, Vzorek
¢. 25, 100bp ladder, Vzorek €. 26, Vzorek €. 27, Vzorek €. 28, Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.7) na kterém jsem testoval vzorky 17 az 28,
muzeme vysledky hodnotit jako vSechny vzorky negativni. Negativni kontrola vysla

negativne.

Obrazek 5.8 - Vysledky vySetieni véel na onemocnéni BQCYV s poradim vzorkii: 100bp ladder, Vzorek ¢&.
29, Vzorek ¢. 30, Vzorek €. 31, Vzorek ¢. 32, Vzorek ¢&. 33, Vzorek ¢. 34, Vzorek ¢. 35, Vzorek ¢. 36, Vzorek
¢. 37, 100bp ladder, Vzorek ¢. 38, Vzorek €. 39, Vzorek €. 40, Vzorek €. 41, Vzorek €. 42, Vzorek ¢. 43,
Vzorek ¢. 44, Vzorek €. 45, Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.8) na kterém jsem testoval vzorky 29 az 45,
muzeme vysledky hodnotit jako vzorek Cislo 31 pozitivni. Vzorek 43 nelze hodnotit.

33




Velikost fragmentu by méla byt 424bp, coz odpovidd mym vysledkiim. Negativni

kontrola vysla negativné.

Obrazek 5.9 - Vysledky vysetfeni véel na onemocnéni BQCYV s poradim vzorki: 100bp ladder, Vzorek &.
46, Vzorek ¢. 47, Vzorek ¢. 48, Vzorek ¢. 49, Vzorek ¢. 50, Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.9) na kterém jsem testoval vzorky 46 az 50,
muzeme vysledky hodnotit jako vSechny vzorky negativni. Negativni kontrola vysla

negativné.

5.2.1 Sekvenovani

Pro ovéfeni specifity primert pouzitych pro detekci viru BQCV jsem pouZil vzorek
¢islo 31. Vysledek tohoto sekvenovani je znazornén na obrazku (viz Obr. 5.10). Sek-
venci se podafilo precist dostatecné kvalitné. Vyslednou sekvenci jsem porovnal
s databazi NCBI (Benson et al., 2018) pomoci nastroje BLAST (Madden et al., 1996)
a shoda s virem BQCYV je na 98,01%.
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FATTYMT TT WIT YA TAT GA GAGATT GACCAAGG AGT GTAT TATAGCTTTTT GI' T GIAMATCT CGT CCTCAGT TGAGT TAAAGATCT TCT TACTCAACT CTTGCAAGACCT CCCCTGCAGCGTATAATAT GTCAGATT
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Obriazek 5.10 - Sekvence vzorku ¢islo 31 pro onemocnéni BQCV

5.3 Elektroforetické snimky pro virus chronické paralyzy véel (CBPYV)

Obrazek 5.11 - Vysledky vySetieni véel na onemocnéni CBPV s poradim vzorku: 100bp ladder, Vzorek ¢.
1, Vzorek ¢. 2, Vzorek €. 3, Vzorek €. 4, Vzorek ¢. 5, Vzorek €. 6, Vzorek ¢. 7, Vzorek €. 8, Vzorek ¢. 9,
100bp ladder, Vzorek ¢. 10, Vzorek ¢. 11, Vzorek ¢. 12, Vzorek ¢. 13, Vzorek €. 14, Vzorek ¢. 15, Vzorek ¢.
16, Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.11) na kterém jsem testoval vzorky 1 az 16,
muzeme vysledky hodnotit jako vSechny vzorky negativni s nespecifickou amplifi-
kaci, vysledny produkt ma mit velikost 335bp, coZ nespliluje zadny vzorek. Negativ-

ni kontrola vyS$la negativné.
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Obrazek 5.12 - Vysledky vySetieni véel na onemocnéni CBPV s poradim vzorkia: 100bp ladder, Vzorek ¢.
17, Vzorek €. 18, Vzorek €. 19, Vzorek €. 20, Vzorek €. 21, Vzorek €. 22, Vzorek ¢. 23, Vzorek ¢. 24, Vzorek
¢. 25, 100bp ladder, Vzorek €. 26, Vzorek €. 27, Vzorek €. 28, Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.12) na kterém jsem testoval vzorky 17 az 28,
mizeme vysledky hodnotit jako vSechny vzorky negativni s nespecifickou amplifi-
kaci, vysledny produkt ma mit velikost 335bp, coz nespliiuje zadny vzorek. Negativ-

ni kontrola vys$la negativné.

Obrazek 5.13 - VysledKky vySetfeni véel na onemocnéni CBPV s porradim vzorki: 100bp ladder, Vzorek ¢.
29, Vzorek ¢. 30, Vzorek €. 31, Vzorek €. 32, Vzorek ¢. 33, Vzorek ¢. 34, Vzorek €. 35, Vzorek €. 36, Vzorek
¢. 37, 100bp ladder, Vzorek ¢. 38, Vzorek €. 39, Vzorek ¢. 40, Vzorek €. 41, Vzorek €. 42, Vzorek ¢. 43,
Vzorek €. 44, Vzorek ¢. 45, Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.13) na kterém jsem testoval vzorky 29 az 45,
muzeme vysledky hodnotit jako vSechny vzorky negativni s nespecifickou amplifi-
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kaci, vysledny produkt ma mit velikost 335bp, coz nespliiuje zadny vzorek. Vzorek

43 nelze hodnotit. Negativni kontrola vysla negativng.

Obrazek 5.14 - Vysledky vySetieni véel na onemocnéni CBPV s poradim vzorku: 100bp ladder, Vzorek ¢.
46, Vzorek ¢. 47, Vzorek ¢. 48, Vzorek ¢. 49, Vzorek ¢. 50, Negativni kontrola

Z elektroforetického snimku (Obr. 5.14) na kterém jsem testoval vzorky 46 az 50,
muzeme vysledky hodnotit jako vSechny vzorky negativni. Negativni kontrola vysla

negativné.

5.3.1 Sekvenovani

Pro ovéteni specifity primert pouzitych pro detekci viru CBPV jsem pouzil vzorek
¢islo 22. Vysledek tohoto sekvenovani je znazornén na obrazku (viz Obr. 5.15). Sek-
venci se nepodafilo precist dostatecné kvalitn€ pro nasledné porovnani s databazi

NCBI (Benson et al., 2018) pomoci nastroje BLAST (Madden et al., 1996).
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CTCKTCYCGGTTTCCTCGGYTTTCKYGS TWAKATTAS ACTCRTT A ACTAGTT AAA A AA CT
140 150 160 170 180 190

Obrazek 5.15 - Sekvence vzorku ¢islo 22 pro onemocnéni CBPV

V nasledujici tabulce (viz Tab. 5.1), jsou prehledné shrnuty vSechny mnou ziskané

vysledky pfi pritkazu zkoumanych tfi virovych onemocnéni u véel.

38




Tabulka 5.1 - Tabulka vysledkii véelstev z RT-PCR reakce u vSech zkoumanych onemocnéni

Cislo vzorku

Poéet odebranych vzorki

Pozitivita RT-PCR reakce

DwWv CBPV BQcCv
Ceské Budéjovice
1 5 NE NE NE
2 2 ANO NE NE
3 3 NE NE NE
4 5 NE NE NE
5 5 ANO NE NE
6 5 NE NE NE
7 5 ANO NE NE
8 5 NE NE NE
9 4 NE NE NE
10 4 ANO NE NE
Sumava
11 5 ANO NE NE
12 5 NE NE NE
13 5 ANO NE ANO
14 5 ANO NE NE
15 5 NE NE NE
16 5 NE NE NE
Praha
17 4 NE NE NE
18 5 NE NE NE
19 3 ANO NE NE
20 3 ANO NE NE
21 3 ANO NE NE
22 4 NE NE NE
23 2 NE NE NE
24 5 ANO NE NE
25 2 NE NE NE
26 5 ANO NE NE
27 5 ANO NE NE
28 3 ANO NE NE
Plzen
29 4 ANO NE NE
30 5 ANO NE NE
31 3 ANO NE ANO
32 4 ANO NE NE
33 4 ANO NE NE
34 5 ANO NE NE
Ostrava
35 4 ANO NE NE
36 4 ANO NE NE
37 3 NE NE NE
38 5 ANO NE NE
39 5 ANO NE NE
40 4 ANO NE NE
41 5 ANO NE NE
42 5 ANO NE NE
43 5 NELZE HODNOTIT NELZE HODNOTIT NELZEHODNOTIT
44 5 ANO NE NE
45 2 ANO NE NE
Brno
46 5 NE NE NE
47 5 NE NE NE
48 2 ANO NE NE
49 2 NE NE NE
50 3 NE NE NE
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6 Diskuze

Priikkaz onemocnéni jsem hodnotil dle bandl na elektroforetickych snimcich, které
signalizovali pozitivni PCR reakci se specifickymi primery daného onemocnéni. Pro
pfesné ovéieni onemocnéni, jsem jesté od daného onemocnéni jeden pozitivni vzorek
zaslal na sekvenovani do laboratoii SEQme a ziskanou sekvenci, jsem porovnal
v databazi NCBI (Benson et al., 2018) pomoci nastroje BLAST (Madden et al.,
1996), zda se jedna opravdu o sekvenci ze zkoumaného viru a ne pouze o0 nespecific-
kou amplifikaci. VSechny ziskané vysledky jsem zpracoval do tabulky (viz Tab.
7.1.). Pokud se zaméfime na virus deformovanych ktidel, zjisténi miry nakazy je
ptesné podle ptedpokladu. Podle Foralové (2016) je mira nakazy timto virem mezi
véelstvy v Ceské republice velmi vysoka a podili se vysokou mérou na uhynu véel-
stev. Studie od Tsevegmida et al. (2016) zabyvajici se mirou virovych nakaz mezi
véelstvy v Asii, uvadi virus deformovanych kiidel, jako velmi sporadicky Dle mych
vysledkl je na nasem uzemi tento virus vSak nejvice rozsifen. Diivod bude nejspise
zejména puvod viru, ktery je pravé z naseho kontinentu. Pozitivita byla prokdzana
pomoci specifickych primerd z publikace od Yanga et al. (2013), kde byl o¢ekavany
produkt pfiblizné¢ 820bp. Pro ovéfeni onemocnéni, jsem vybrany pozitivni vzorek
zaslal na osekvenovani pomoci Sangerovo metodou do laboratofe SEQme. Sekvenci
vzorku se podafilo pfecist dostatecné kvalitn€ (viz Obr. 5.5) pro jeji analyzu pomoci
nastroje BLAST (Madden et al., 1996). Naslednym porovnanim sekvenci v databazi
NCBI (Benson et al., 2018), byla prokazana shoda s virem DWV v 96.33%. Jelikoz
pouzité primery nedetekuji pfimo typ viru, tak jako dalsi postup u pozitivnich véel-
stev bych doporucil otypovani na znamé typy DWV-A, DWV-B a DWV-C, jelikoz
podle Petereka (2021) ubyva typ DWV-A, a je na ur€itych tizemich vytlatovan ty-
pem DWV-B, ktery je vice infekéni a mira thynu vcelstev timto virem, je mnohem
vétsi. Tento nazor na typovani zastava i De Souza et al. (2021), ktery ve své publika-
ci popisuje situaci ve Velké Britanii, kterd by u nas v dohledné dobé mohla nastat a
to vytlaceni typu DWV-A, hor§im typem DWV-B. Podle Petereka (2021) néakaza
virem deformovanych ktidel jde spolecné s ndkazou virem Cernani mate¢niki, coz
dle mych vysledkli potvrzuji. Oba pozitivni vzorky na nemoc ¢erndni matecnik,
jsou pozitivni 1 na virus deformovanych kiidel. Pro prikaz viru ¢erndni matecnik,
jsem pouzil specifické primery z publikace od Yanga et al. (2013), kde byl oc¢ekava-

ny produkt pfiblizn¢ 511bp. Pro ovéfeni onemocnéni, jsem vybrany pozitivni vzorek
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zaslal na osekvenovani pomoci Sangerovo metodou do laboratofe SEQme. Sekvenci
vzorku se podaftilo precist dostatecné kvalitné (viz Obr. 5.10) pro jeji analyzu pomoci
nastroje BLAST (Madden et al., 1996). Naslednym porovnanim sekvenci v databazi
NCBI (Benson et al., 2018), byla prokazana shoda s virem BQCV v 98.01%. Dle
studie od Dinga (2016) zabyvajici se vyskytem viru &ernani mate¢nika v Ciné a stu-
die od Muz, Muz (2017) ktera zkouma vyskyt v Turecku, je tento virus jeden
Z nejvice celosvétove rozsitenych virl, ja ale toto tvrzeni nezastavam, dle mych vy-
sledk, je vyskyt tohoto viru v Ceské republice velice sporadicky a dle studii prove-
denych v ¢esku Rybou et al. (2012) a Foralovou (2016), které tento nizky vyskyt
potvrzuji, je trend vyskytu spise klesajici. Pro detekci posledniho virového onemoc-
néni zpusobujici chronickou paralyzu vcel, jsem pouzil specifické primery
z publikace od Yanga et al. (2013), kde m¢l byt ocekavany produkt ptiblizné 335bp.
Podle elektroforetickych snimka (viz Obr. 5.11), (viz Obr. 5.12), (viz Obr. 5.13) a
(viz. Obr. 5.14) pti RT-PCR probéhla nespecifickd amplifikace s pfibliznou velikosti
200bp. Nespecifickou amplifikaci jsem zaslat na osekvenovani pomoci Sangerovo
metodou do laboratoie SEQme. Sekvenci vzorku se bohuzel nepodatilo piecist dosta-
ten¢ kvalitn¢ (viz Obr. 5.15) pro analyzu néstrojem BLAST (Madden et al., 1996) a
naslednym porovnanim sekvenci v databazi NCBI (Benson et al., 2018). Bohuzel
z ¢asovych divodl, nebylo moZzné vramci této diplomové prace provadét nové
osekvenovani nespecifickych produkti. Na analyze neznamé sekvence se
Vv laboratofi bude dale pracovat. Jako dal$i mozné kroky doporucuji dasledné;si pie-
¢isténi vzorku a kvalitngjsi ptipravu vzorku pro sekvenovani. V ptipadé dalSich neu-
spéchll je mozné vzorky jesté¢ zaklonovat a osekvenovat. Je mozné, ze nespecificka
amplifikace patii zkoumanému viru a prikaznym osekvenovanim, tim vyvratime
vysledky z publikace od Yanga et al (2013), kde byly pouzity stejné primery
s vyslednym produktem 355bp. Ja se vSak piiklanim k tomu, Ze se jedna o nespeci-
fickou amplifikaci. Pokud se podivame na praci od Cukanové et al. (2020) a Petereka
(2021) tak vidime, Ze vyskyt tohoto virového onemocnéni, je na uzemi Ceské repub-
liky zcela minimalni, bylo by tedy dle mého nazoru velmi zvlastni, aby se tento rok

vir roz$itil mezi veelstvy.
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7 Zavér

Na zaklad¢ vsech ziskanych vysledkt, jsem zhodnotil miru rozSifeni nakaz u one-
mocnéni viru deformovanych kiidel, viru ¢ernani matecnikd a viru chronické paraly-
zy. Je ziejmé, ze v Ceské republice je nejvice rozifena nikaza onemocnéni zpiiso-
bené virem deformovanych kiidel (DWV). Nakaza je rozSifena zejména na Plzensku,
kde jsou pozitivni vS§echny odebrané vzorky a Ostravsku, kde je negativni pouze je-
den vzorek. Casteéné v Praze, Ceskych Budgjovicich a Sumavé, kde je pozitivni ale-
spon polovina odebranych vzorkt. Na Brnénsku z vysledkdi onemocnéni mezi véel-
stvy nepropuklo, pozitivni je pouze jedno vcelstvo. Pokud se podivame na virové
onemocnéni ¢erndni mateniki (BQCV), tak vidime velky rozdil oproti DWV, kdy
se toto onemocnéni objevuje pouze velmi sporadicky a nemizeme zde hovofit o pro-
puknuti nakazy. Pozitivni vzorky jsou pouze dva a to jeden na Sumavé a jeden na
Plzensku. Kdyz se zaméfime na posledni virové onemocnéni a to chronickou paraly-
zu vcel (CBPV), tak mlzu z vysledk fict, Ze toto onemocnéni se alespoil mezi vy-
branymi vcelstvy pro testovani nenachazi. Je tedy mozné, Ze toto onemocnéni se
Vv Cesku viibec nenachazi, ¢i nedoslo zadnym zptsobem, k jeho vétsimu propuknuti

mezi veelstvy.
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