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Abstrakt 

Diplomová práce se zabývá zjištěním míry nákazy vybranými onemocněními mezi 

včelstvy na území České republiky. V literární rešerši jsou zmíněné virové onemoc-

nění, problematika a způsoby izolace total RNA ze vzorku včel. Metodika je dále 

zaměřena na izolaci total RNA, amplifikaci virové RNA ve vzorku pomocí RT-PCR 

se specifickými primery. Hodnocení výsledků je provedeno pomocí elektroforézy a 

následným osekvenováním pozitivního vzorku a porovnáním sekvence v databázi 

NCBI . 

Klíčová slova: Včelstvo, RNA izolace, RT-PCR metoda, virová nákaza, sekvenová-

ní 

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 Úvod 

Vyuţívání včelstva je s člověkem spjato jiţ od nepaměti, ve formě například získá-

vání medu, či například propolisu pro jeho léčivé účinky. Potřeba včelstva má však i 

stránku, kterou běţný zákazník nevidí a to je opylení zemědělských plodin. Bez opy-

lení by civilizace přišla o mnoho plodin, bez který je jen těţké si představit dnešní 

moderní svět. Bohuţel počet včelstev rapidně ubývá, jak z důvodu zmenšování jejich 

přirozených lokalit, tak kvůli velké chemizaci polí, vysazování plodin, které jsou 

chudé na nektar a kvůli onemocněním. Moje práce se soustředí právě na vybraná 

onemocnění postihující včelstva a zjišťuje míru nákazy ve vybraných reprezentativ-

ních včelstvech.     
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2 Literární rešerše  

2.1 Včela medonosná  

Patří do řádu blanokřídlých a jedná se o jeden z nejznámějších zástupců společen-

ského hmyzu. Oblast, kde byla včela původně rozšířena, zahrnovala Afriku, Blízký 

východ a Evropu. Včela svá hnízda staví na chráněných místech, přičemţ jsou jed-

notlivé plásty umístěny vedle sebe (Veselý V. 2003). 

2.1.1 Stavba těla  

Včelu řadíme do kmene Členovců, její tělo se skládá ze tří částí a to hlavy, hrudi a 

zadečku (Norman, 2019). 

Hlava 

Díky tenkému zúţení spojující hlavu a hruď je umoţněn včele pohyb hlavy. Včela 

má dvě sloţené oči, které se nachází po boku temene hlavy a tři jednoduché oči, kte-

ré nalezneme na vrcholu temene. Jednoduché oči jsou rozmístěné do tvaru trojúhel-

níku, jehoţ vrchol směřuje dolů. Na hlavě se nacházejí dvě článkovitá ústrojí, která 

nazýváme tykadla. Tykadla slouţí jako smyslový orgán, díky čemuţ můţe včela 

vnímat čich a hmat. Tvar hlavy se mění dle příslušnosti do kasty, matka má srdcový, 

dělnice trojúhelníkový a trubec kruhový tvar (Norman, 2019). 

Hruď 

Její hlavní funkce je nést orgány pohybu tj. křídla a nohy. V larvárním vývojovém 

stádiu je hruď tvořena třemi články, dospělá včela má hruď jiţ tvořenou čtyřmi člán-

ky, které nazýváme předohruď, středohruď, zadohruď a přesunutý krouţek (Snod-

grass, 2018). 

Nohy  

Včela má 3 páry nohou. Funkce nohou jsou například předávání voskových šupinek, 

pohyb, vytváření řetízků, nesou téţ chemické a mechanické receptory, ale zejména 

sběr a ukládání pylu, k čemuţ slouţí třetí pár nohou, které obsahují důleţitý orgán 

zvaný košíčky (Snodgrass, 2018). 

Křídla 

Na kaţdém boku hrudní části můţeme nalézt jeden pár blanitých křídel. Přední křídla 

jsou větší neţ zadní. Včelaři na křídlech vypočítávají podle délky dvou specifických 

ţilek takzvaný loketní index, podle kterého poznají, o jaké geografické plemeno vče-

ly se jedná. Včela dokáţe mávnout křídly přibliţně 230x za sekundu pod úhlem 90°. 
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Zajímavé je, ţe pokud včela nese pyl, tak pohyb křídel nezrychlí, ale pouze zvětší 

úhel mávnutí. Synchronizace předního a zadního křídla je zajištěna speciálními háč-

ky, které vyrůstají na předním okraji zadních křídel a zapadají při letu do zadního 

ţlábku předních křídel (Norman, 2019). 

Zadeček  

V zadečku nalezneme zaţívací ústrojí, medový váček, jedovou ţlázu, vzdušné vaky a 

ţihadlo. Na ţihadle se nacházejí zpětné háčky, které po bodnutí znemoţňují zpětné 

vytaţení, díky čemuţ po bodnutí dojde k vytrţení ţihadla s jedovým váčkem a tím 

dochází k úmrtí včely (Norman, 2019). 

2.1.2 Vývoj včely 

Vývoj včel má 5 stádií, které nazýváme vajíčko, larva, předkukla, kukla a dospělec 

(Herrod, 2012). 

Vajíčko 

Ţivot kaţdé včely začíná jako vajíčko, které je nakladené královnou do hexagonální 

buňky. Vajíčka mají bílou barvu a jsou velmi drobná. Pro začínající včelaře se tedy 

doporučuje pouţít černé rámy, kde se bílá vajíčka snadněji hledají (Johnson, Johnson 

2019). 

Larva 

V průběhu pár dní, se vyklube z vajíčka larva. Larva má kulatý tvar a bílé zbarvení. 

Larvy jsou tři dny krmičkami krmené tzv. královským ţelé, díky kterému velmi 

rychle rostou. Po třech dnech larva přejde na dietu ve formě medu a pylu. Pokud se 

jedná o úl, kde došlo ke ztrátě matky, tak se potrava nemění a larvy jsou krmené krá-

lovským ţelé. Po přibliţně šesti dne, dochází k zapečetění buňky s larvou (Shaara, 

2013). 

Kukla  

Tato fáze vývoje nastupuje po zapečetění buňky s larvou. Nejdůleţitější část tohoto 

stádia je metamorfóza, která probíhá přibliţně po dobu dvou týdnů, kdy se z larvy 

stává dospělá včela, tj. je zahájen růst končetin, křídel, vývoj očí, zbarvení atd. Me-

tamorfóza trvá různě dlouhou dobu, pokud se larva vyvine v královnu, trvá přibliţně 

deset dní, pokud v dělnici, tak přibliţně dvanáct dnů (Hempsall, 2012).   
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2.1.3 Včelstvo  

Včely jsou společenské, skupinu včel nazýváme včelstvo, které je zaloţené na kas-

tovní hierarchii (matka, trubec, dělnice). V jednom včelstvu se většinou nachází jed-

na matka, mnoho dělnic a určité mnoţství trubců, které závisí na síle včelstva, do-

stupnosti potravy a roční době. Jednotliví členové jsou na sobě závislí a jeden bez 

druhého nepřeţije, z toho také vyplívá, ţe mezi včelami funguje dokonalá dělba prá-

ce (Langstroth, 2015). 

Matka 

Od ostatních včel se liší většími rozměry a jako jediná má vyvinuté pohlavní orgány. 

Jako jediná včela se nepodílí na pracích v úlu a nedokáţe sbírat pyl, jelikoţ má zakr-

nělé sběrné orgány. Ţihadlo neobsahuje zpětné háčky, je tedy uzpůsobené k boji 

v případě konfliktu s jinou matkou, dále ţihadlo obsahuje důleţitý orgán a to kladél-

ko. O matku se neustále starají dělnice, které jí krmí mateří kašičkou (Langstroth, 

2015). 

Dělnice 

Ve včelstvu se jedná o nejvíce zastoupenou kastu. Jedná se o samičky, které mají 

zakrnělé pohlavní orgány. Líhnou se z dělničích buněk. V době hlavní snůšky v úlu 

nalezneme aţ 50 000 dělnic. V průběhu svého ţivota dělnice projde několika fázemi, 

při kterých dělá zcela odlišnou práci. Po vylíhnutí dělnici označujeme čističkou a 

provádí čištění buněk. Kolem 4. dne se jedná o krmičku a provádí zásobování larev 

potravou. Kolem 6. dne se jedná o kojičku a provádí krmení matky mateří kašičkou. 

Po 12. dnu se jedná o stavitelku a provádí stavění včelího díla. Po 18. dnu se jedná o 

stráţkyni česla a střeţí vchod do úlu. Po 21. dnu se ze včely stává létavka a podílí se 

na sběru pylu. Toto rozdělení však není striktně závazné, činnost včely se řídí dle 

aktuální potřeby. Před zimou se líhnou tzv. dlouhověké včely, jejichţ úkol je přečkat 

zimu (Langstroth, 2015). 

Trubec 

Jedná se o včelí samečky, kteří se líhnou z neoplozených vajíček z trubčích buněk. 

Trubci nemají ţihadlo. Trubci ţijí většinou pouze v letních měsících. Průměrný počet 

v jednom úlu je přibliţně 500. Dělnice trubce na konci léta vyţenou z úlu, jelikoţ je 

přerušena snůška nepříznivým počasím, z toho důvodu se v úlu v zimě trubci nachá-

zejí velmi zřídka (Langstroth, 2015). 
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2.1.4 Potrava a produkty 

Med   

Med je jedním z hlavních produktů včel. Vzniká sběrem nektaru (z květin), nebo 

medovice (z listnatých a jehličnatých stromů). Tento sběr obstarávají včely létavky, 

které sebraný nektar, nebo medovici přinášejí do úlu, a předávají ho úlovým včelám, 

které díky šťávám vylučovaným pomocí hltanových ţláz a odpařováním vody sub-

stance přemění na med. Hlavní rozdíl mezi medem z nektaru a medovice je barva, 

kdy med z nektaru je světlý a z medovice tmavý. V medu se nacházejí hlavně jedno-

duché, dobře stravitelné cukry (fruktóza, glukóza). Pro včelstvo, je med zásobou 

energeticky bohaté potravy (ZO ČSV České Budějovice, 2020). Včely krmičky a 

kojičky z doneseného nektaru v úlu vytvářejí pomocí slin potravu pro larvy a králov-

nu. V některých případech včely takto vytvořenou potravu před podáním částečně 

natráví (Titěra, 2013). 

Propolis    

Jedná se o mimořádně lepkavý materiál, který včely pouţívají k vyztuţování úlu, 

oprav prasklin a dalším stavebním pracím. V neobvyklých případech, kdy se v úlu 

nachází například úlomek skla, včely tento úlomek pokryjí vrstvou propolisu, aby 

eliminovaly odraz světla. Jako další výjimečný příklad pouţití je v případě, ţe se 

v úlu nachází mrtvý vetřelec, kterého včely nedokáţí odstranit, tak aby zabránily 

hnilobě, je vetřelec pokryt silnou vrstvou právě propolisu. Barva propolisu je dle 

stáří od světle ţluté aţ po temně hnědou. Surovinu pro produkci této látky včely sbí-

rají z rostlin, které produkují pryskyřičné látky. Sběr je uskutečňován většinou kolem 

poledních hodin a je také řízen zvýšenou teplotou vzduchu, kdy jsou pryskyřice nej-

více tekuté (Harris, 2008). 

Včelí vosk 

Včelí vosk je sloţen z medu, který prošel metabolickou přestavbou v těle včely. Jed-

ná se o produkt voskových zrcátek na spodní straně 3.-6. článku zadečku. Schopnost 

produkovat včelí vosk mají pouze včely dělnice. Z chemického hlediska je vosk slo-

ţen z uhlíku, kyslíku a vodíku a jak jiţ bylo zmíněno medu. K tvorbě je zapotřebí i 

pyl, který se však do vosku nepřidává, slouţí pouze jako zdroj energie pro tvorbu 

vosku. Spotřeba medu pro tvorbu vosku je velmi vysoká, udává se, ţe aţ 20 násobek 

hmotnosti vosku. Vosk je produkován ve formě malinkých šupinek, které jsou sbírá-

ny a dále zpracovávány kusadly, kde jsou přidávány sliny a díky tomu vznikne vláč-
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Obrázek 2.1 - Klinické příznaky nákazy virem. Vlevo zdravá 

dělnice, uprostřed dělnice s výrazně deformovanými křídly a 

menším vzrůstem a v pravo mladuška bezkřídlá s výraznou 

deformací zadečku (Výzkumný ústav včelařský, 2021). 

ná bílá hmota, která jiţ můţe být vyuţita ke stavbě včelího díla. Vosk neslouţí pouze 

jako stavební materiál, ale slouţí i jako jakýsi udrţovatel teploty v úlu, bez vosku by 

včely v zimních měsících potřebovaly mnohem více zásob potravy pro udrţení přija-

telné teploty uvnitř úlu. Nový vosk má poloprůhlednou bílou barvu, která se postu-

pem času stává ţlutou, poté hnědou a nejstarší vosk je černý. Vosk nachází vyuţití 

například jako přírodní leštidlo nábytku, na výrobu svíček atd. S objevem parafínu 

však vyuţití kleslo (Harris, 2008).   

2.1.5 Virová onemocnění včel  

Virus deformovaných křídel (DWV) 

Virus deformovaných křídel 

byl poprvé izolovaný 

z dospělých včel v Japonsku 

v roce 1991. Rozšíření tohoto 

viru je celosvětové. Příznaky 

viru na včelách jsou snadno 

definované a viditelné. Jedná 

se například o menší vzrůst, 

ţádné zbarvení těla dospělých 

včel, deformovaná křídla apod. 

(Obr. 2.1). Virus můţeme na-

lézt ve všech vývojových stádi-

ích včely. Deformity a poško-

zení, se však projevují pouze, pokud je virus přítomný ve včele od začátku vývoje. 

Pokud je nakaţená jiţ dospělá včela, k deformitám nedochází a je pouze redukovaná 

její doba ţivota. Virus deformovaných křídel je jeden z nejvíce rozšířených virů 

včelstva (Maramorosch, 2007). Nakaţená včelstva můţeme rozdělit do dvou skupin, 

a to skupinu bez parazita Kleštíka zhoubného a skupinu s parazitem. Hlavní rozdíl 

mezi skupinami je v tom, ţe pokud budeme mít včelstvo, které se nějakým způsobem 

nakazilo virem deformovaných křídel, ale nenalezneme u něj parazita, budou naka-

ţené pouze dospělé včely bez deformit. Pokud však k nákaze došlo pomocí přenaše-

če Kleštíka zhoubného, budou nakaţené i larvy, které buďto uhynou, nebo se vyvi-

nou v dospělou včelu, u které nalezneme víše popsané deformity (Seeley, 2016). 

Hlavní účinky viru na včelstvo jsou v tom, ţe kvůli deformovaným křídlům přichází 
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Obrázek 2.2 - Zčernalá larva (Snyder, 2009) 

včelstvo o většinu včel létavek, které zajišťují přísun potravy do úlu. Ve včelstvu při 

nakaţení zůstává většinou pouze matka a pár krmiček. Takto postiţené včelstvo ne-

má šanci přezimovat, jelikoţ nemá ţádnou moţnost shánět nezbytnou potravu (Roos-

sinck, 2020). Léčba tohoto onemocnění je zatím ve formě výzkumu a testování. Za-

tím nejslibnější se zdá podávat včelám výluhy z dvou hub a to Troudnatce a Lesklo-

korky. Ve výzkumu se jednalo o jednoprocentní směs výluhů ve vodném roztoku 

cukru, který byl nakaţeným včelám podáván. Po 12 dnech této léčby, byl titr protilá-

tek proti viru sníţen aţ 79x oproti titru na začátku pokusu (Stamets et al., 2018). 

Tento virus můţeme nalézt i u jiných druhů hmyzu například Čmeláka zemního, ne-

moc zde však nepropukne (Roossinck, 2020).      

Virus černání matečníků (BQCV) 

Virus obsahuje jednovláknovou mole-

kulu RNA s pozitivním nábojem o 

velikosti přibliţně 8550 nukleotidů 

včetně polyA konce (Sammataro, 

Yoder, 2011). Virus černání mateční-

ků byl poprvé izolovaný z mrtvé ma-

teřské larvy, která se nacházela 

v mateční buňce, jejíchţ stěny měli 

tmavě hnědou aţ černou barvu. Na 

nemocné larvě můţeme zpočátku sle-

dovat bledě ţluté zbarvení a tuhou kůţi podobnou vaku. Po krátké době však larvy 

začnou velmi rychle tmavnout (Obr. 2.2) a umírat. V některých případech dojde ještě 

k zčernání celé mateční buňky, coţ je specifický symptom právě tohoto onemocnění. 

Jako většina virů včelstev se jedná o celosvětově rozšířený vir a přetrvává ve včel-

stvech v asymptomatické formě na včelách dělnicích. Zvláštností je, ţe jiţ dospělá 

včela, vyţaduje k nákaze parazita Hmyzomorku včelí, která funguje jako přenašeč 

onemocnění a zároveň dospělou včelu oslabí do té míry, aby mohl virus propuknout. 

Takto nemocná včela, která je napadená Hmyzomorkou a i u ní propukl virus má 

výrazně kratší ţivot, neţ včela napadená pouze parazitem. U onemocnění můţeme 

sledovat sezónní výkyvy s velkým nárůstem na jaře, kdy se nakaţené asymptomatic-

ké kojičky nejvíce starají o matku. Vir lze detekovat v ovariích zdravé matky a při-

bliţně v 25% jejích larev, díky tomu můţeme říct, ţe je u viru moţný i vertikální 

přenos. Vir můţeme detekovat i u parazita Kleštíka včelího, ten však není s virem 
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v takovém vztahu, ţe by fungoval jako účinný přenašeč. Při napadení včelstva je 

nutné ihned včelstvo převést do desinfikovaného úlu, vyměnit matku, plásty přetavit 

a případně včelstvo posílit zavíčkovaným plodem (Bailey, Ball, 2013). 

Virus chronické paralýzy včel (CBPV)  

Virový původce onemocnění byl poprvé izolovaný v roce 1963 ve Velké Británii. 

V minulosti mělo toto onemocnění mnoho jmen například „Černý syndrom bez srs-

ti“, „Little black“, „Černý zloděj“. Názvy vznikaly podle specifických projevů one-

mocnění. Struktura viru je odlišná od struktur ostatních virových onemocnění včel. 

Jedná se o fragmentovanou jednovláknovou RNA s pozitivním nábojem, která obsa-

huje dva major fragmenty. Jako většina virových onemocnění včel, se vir nachází na 

všech kontinentech, onemocnění má však celkově nízkou prevelanci
1
. Onemocnění 

se objevuje sporadicky s menším nárůstem na jaře a v létě. Pokud ve včelstvu probí-

há asymptomatická forma onemocnění, virus detekujeme pouze u včel dělnic, pokud 

však probíhá symptomatická forma onemocnění, tak virus detekujeme v medu, va-

jíčkách, larvách a létavkách. Ve včelstvu se virus velmi snadno od nakaţené včely 

rozšíří kontaktem se zdravými včelami, a pokud se jedná o velmi početné včelstvo, 

kde dochází k většímu a těsnému tělesnému kontaktu, při kterém je polámáno ochlu-

pení na těle včely, dochází k šíření viru mnohem rychleji. Virus je moţné přenést i 

vertikální cestou. Včela začne vykazovat příznaky onemocnění přibliţně 6 dnů po 

vystavení infekci. Existují dvě formy projevujících se příznaků. První forma se pro-

jevuje chvěním nohou a částečně vykloubenými křídly. Takto postiţené včely jsou 

paralyzované a ztrácí schopnost létat. Takto postiţené včely většinou najdeme ve 

shluku s ostatními postiţenými včelami. Tato forma je nebezpečná z důvodu velké 

ztráty létavek, které obstarávají potravu pro včelstvo a to díky tomu přestává prospe-

rovat. Druhá forma onemocnění se projevuje prakticky úplnou ztrátou chloupků, 

ztmavnutím aţ zčernáním včely (Obr. 2.3) a nafouknutí břicha. Díky tomu, se jeví 

vůči ostatním menší a většinou nejsou vpouštěny do úlu. Takto „jiné“ včely mohou 

být ještě okusovány ostatními včelami (Obr. 2.4), čímţ dojde k dalšímu šíření one-

mocnění. Schopnost letu je zasaţena aţ několik dní po plném projevu těchto přízna-

ků. Výsledek je stejný jako u první fáze, včelstvo nakonec také přichází o létavky. 

Vir můţeme u infikované včely nalézt v mozku, hrudníku, břišní nervové uzlině a 

hypofaryngeální a mandibulární ţláze (Kane, Faux, 2021). 

                                                 
1
 Podíl počtu nemocných k počtu všech jedinců ve sledované populaci 
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Obrázek 2.3 - Typické příznaky druhé formy onemocnění (Kane, Faux, 2021) 

  

Obrázek 2.4 - Okusování nakažené včely ostatními včelami v úlu (Kane, Faux, 2021) 

2.2 RNA viry  

V roce 1960 biolog Peter Medawar poprvé definoval vir jako kousek nukleové kyse-

liny obklopené špatnými zprávami. Viry mají schopnost proniknout, do jakékoliv 

buňky od rostlin, zvířat, bakterií, hub aţ po prvoky (Oldstone, 2020). Jelikoţ je virus 

prakticky pouze nukleová kyselina v proteinovém kapsidu a neobsahuje ţádné 

funkční organely, je pro jeho mnoţení nutné, aby infikoval ţijící buňku, kterou vyu-

ţije pro produkci sebe sama (Jackson, Swanson, 2014). Virus při průniku do buňky 

můţe vstoupit do dvou fází a to lytické, nebo lysogenní (Sankaran, 2021). Při lytické 

fázi, je virová informace transkribována a přepsána do virových proteinů pomocí 

RNA polymerázy a ribozomu buňky. Pomocí DNA polymerázy je poté replikován 

virový genom, který je zabalen do nového virového kapsidu. Jako poslední krok ná-

sleduje lýza buňky pomocí virových enzymů a vypuštění namnoţeného viru, který 

můţe nakazit další zdravé buňky (Morvillo, Schmidt, 2021). Při lysogenní fázi virus 

po proniknutí do hostitelské buňky na rozdíl os lytické fáze není ihned transkribován, 

přepsán a replikován, ale začlení se do hostitelského genomu, kde zůstává ve spící 
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Obrázek 2.5 – Uracil (Elliott, 

Ladomery, 2011) 

Obrázek 2.6 - A forma RNA (Elliott, Ladomery, 

2016) 

formě. Kdykoliv takto nakaţená buňka projde dělícím cyklem, při kterém musí repli-

kovat svůj genom, replikuje i skrytý virový genom. Virus můţe ve spící formě vydr-

ţet i mnoho let, k probuzení viru je nutné hostitelskou buňku vystavit nějakému stre-

su, coţ můţe být například nějaké onemocnění. Po probuzení viru nastupuje lytická 

fáze (Wright, 2013). Pro průkaz virového onemocnění, je nejvhodnější získat vzorek 

tkáně, kde je předpokládaný výskyt viru a ze vzorku izolovat total RNA, v které mů-

ţeme virus prokázat například RT-PCR se specifickými primery. Jelikoţ je RNA 

náchylnější na degradaci při práci a při izolaci, tak problematikou, stručným popisem 

RNA a způsoby izolace, se budeme zabývat níţe.      

2.3 RNA  

Jedná se o ribonukleovou kyselinu, která se skládá z ri-

bonukleotidů. Její funkce je například přenos informací z 

úrovně nukleových kyselin do proteinů a v případě ně-

kterých virů, je přímo nositelem genetické informace. 

Hlavní rozdíly DNA od RNA jsou přítomnost ribózy 

namísto deoxyribózy a místo thyminu vyuţívá jako nuk-

leovou bázi uracil (Obr. 2.5). Díky větší reaktiviě, RNA 

můţe zastávat mnoho prostorových konformací, mnoho 

funkcí a je obvykle pouze jednovláknová. Jsou však pří-

pady, kdy můţeme u virů nalézt i dvouvláknovou strukturu s typickou A-formou 

(Elliott, Ladomery, 2011). 

 

Primární struktura 

Říká nám jednotlivé zastoupení nukleotidů, 

jak jdou v molekule RNA reálně za sebou 

(Morvillo, Schmidt, 2021).  

Sekundární struktura 

Popisuje nám schopnost RNA vytvářet 

šroubovici. Na rozdíl od DNA je RNA 

schopna vytvořit pouze A-formu (Obr. 2.6) 

šroubovice. Díky větší reaktivitě RNA, mů-
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Obrázek 2.7 - Schéma tRNA se specifikými vazebnými 

místy (Pelley, 2011) 

ţeme naleznout několik specifických strukturních motivů, jako jsou například vlá-

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

Terciální struktura 

Popisuje velmi sloţité kompaktní struktury RNA. Přičemţ jedna molekula stejné 

RNA můţe obsahovat i více sloţitých struktur (Elliott, Ladomery, 2016).  

2.3.1 Typy RNA 

Virová RNA 

Jedná se o molekulu RNA, která u virů slouţí jako nositelka genetické informace 

místo DNA. Virovou RNA rozdělujeme na několik typů (Viry, 2008). 

a) Dvouvláknovou RNA (dsRNA), která je poměrně neobvyklá a vzniká spáro-

váním atisense a sense řetězců. Tuto RNA nalezneme například u Birnaviri-

dae. Cystoviriade a Reoviridae (Viry, 2008). 

b) Jednovláknovou RNA (ssRNA), kterou rozdělujeme ještě na pozitivní (+) a 

negativní (-). Hlavní rozdíl je v tom, ţe pozitivní vlákno RNA má „sense“ 

charakter, tudíţ můţe být rovnou transkribováno (Hepatitída C, MERS, 

SARS), přičemţ negativní vlákno má „antisense“ charakter a musí být nejdří-

ve přeloţeno do mRNA (ebola, chřipka, vzteklina) (Viry, 2008).  

mRNA 

Tento typ RNA vzniká během transkripce DNA. Jedná se o jednovláknovou moleku-

lu a její hlavní funkce je přepis informace z DNA do funkčního proteinu (Patton, 

2015). Před mRNA vzniká nejdříve pre-mRNA, která musí být nejdříve upravena. 

Mezi hlavní úpravy patří přidání poly-A konce (50-200 bází adeninu) a 5´-čepičky na 

druhém konci molekuly. Jako další úprava následuje vystřihnutí nekódujících částí 

(intronů) (Stamm et al. 2012). Díky alternativnímu 

sestřihu nám tak z jednoho genu můţe vzniknout ně-

kolik různých proteinů. Takto upravená molekula 

mRNA je poté jiţ dopravena k rybozómu, kde probíhá 

přepis do proteinů (Patton, 2015). 

tRNA 

tRNA je malá molekula RNA skládající 

se přibliţně z 80 nukleotidů s konfor-

mací jetelového listu. V buňce je přibliţně 20 druhů této molekuly. Kaţdá molekula 
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tRNA je specifická pouze k jedné aminokyselině, kterou přináší k rybozómu (Col-

ville, Bassert, 2015). Kaţdá tRNA obsahuje specifické pořadí tří nukleotidů, které se 

nazývají “anticodon” (Obr. 2.7), kterým se váţe na právě se přepisující mRNA (Al-

berts, 2008). 

rRNA 

Tento typ RNA tvoří základní stavební sloţku ribozomálních podjednotek. Rozezná-

váme 4 velikostně odlišné typy rRNA (5S rRNA, 18S rRNA, 28S rRNA a 5,8S rR-

NA). 18S rRNA spolu s přibliţně 30 proteiny tvoří malou podjednotku ribozómu. 

Zbylé tři typy se spojí s přibliţně 50 proteiny a vytváří velkou podjednotku ribozómu 

(Patton, 2015).  

snRNA 

Přibliţná délka snRNA se pohybuje od 100 do 300 nukleotidů. Nachází se v jádru 

buňky ve spliceozómu se specifickými proteiny, kde je katalyticky aktivní a podílí se 

na alternativním sestřihu mRNA. Nachází se také v enzymu telomeráza, který je 

zodpovědný za vytváření telomer na konci chromosomů (Thiemann et al., 2014).  

snoRNA 

Tato molekula RNA se podílí hlavně na modifikaci rRNA. Nachází se také v kom-

plexu se specifickými proteiny snoRNP (Thiemann et al., 2014).  

microRNA 

Hlavní úkol této molekuly je genová exprese, kterou provádí díky tomu, ţe je kom-

plementární k určitým úsekům mRNA a tím reguluje jejich translaci. Na rozdíl od 

siRNA je vţdy endogenního původu (Thiemann et al., 2014). 

piRNA 

Jedná se o malou molekulu RNA, která má podobnou funkci jako siRNA s rozdílem, 

ţe cílem umlčení jsou přímo proteiny většinou z rodiny PIWI. Celý komplex piRNA 

a proteinu poté nazýváme pi-RISC (Wilhelm, Bernard, 2015). 

siRNA 

Jedná se o poměrně malou dvoušroubovicovou molekulu RNA sloţenou z přibliţně 

19 aţ 23 nukleotidů se dvěma nukleotidy vyčnívajícími na kaţdém konci. Vzniká 

štěpením velké molekuly RNA, která můţe být jak endogenního tak exogenního pů-

vodu (Thiemann et al., 2014). siRNA hraje u eukaryot zásadní roli při interferenci 

RNA (Tekade, 2020).  
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lncRNA 

Jedná se o molekulu RNA, která je větší neţ 200 nukleotidů a není přepisována do 

proteinů, z toho důvodu ji nazýváme „dlouhá nekódující RNA“. U savců se vyskytu-

je veliké mnoţství molekul (aţ několik desítek tisíc), skutečný biologický účinek má 

však pouze zlomek z nich. Funkce této molekuly zatím není zcela prokázaná, ale 

víme, ţe nějakým způsobem zasahuje například do transkripce, translace, sestřihu a 

epigenetické regulace. Nejznámější lncRNA je gen XIST, který se uplatňuje 

v procesu umlčování chromozomu X (Ahmad, Ganai, 2020). 

2.3.2 Izolace RNA  

Izolace RNA a zacházení s ní je z technického hlediska mnohem náročnější, neţ izo-

lace DNA jak z důvodu přítomnosti reaktivní 2´-OH skupiny, tak přítomnosti stabil-

ních RNáz, které musíme při izolaci co nejlépe odstranit (Farrell, 2017). Právě rychlá 

inaktivace RNáz, které se uvolní při lýze buněk je nezbytně důleţitá pro izolaci RNA 

ve vysoké kvalitě. Všechny extrakční pufry pro RNA tedy musí obsahovat silné inak-

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

Metoda s Guanidin thiokyanátem  

Tato metoda je vyuţívaná pro získání kvalitního vzorku RNA, díky velké chaotropní 

schopnosti pouţitého lyzačního pufru, který se řadí mezi chemikálie nejlépe denatu-

rující proteiny (Green, Sambrook, 2012). Metoda se vyuţívá při izolaci 

z celotkáňových vzorků (Farrell, 2017). Při izolaci jsou vzorky zamraţeny na -70°C 

tekutým dusíkem a rozdrceny. Ke vzorku je poté přidán RNA extrakční pufr Gu-

anidin thiokyanát, 3M octan sodný (pH 4), fenol a chloroform:isoamyalkohol (24:1). 

Směs se poté centrifuguje při 4°C a ve vzniklé vodné fázi, se nachází extrahovaná 

RNA. K vodné fázi se poté přidá isopropanol a RNA se nechá precipitovat při -20°C. 

Následuje další centrifugace, rozpuštění přidáním guanidin thiokyanátu a další preci-

pitace isopropanolem. Po další centrifugaci následuje promytí 70% ethanolem, usu-

šení peletu a následné rozpuštění v RNase-free H2O. Nevýhoda metody je jak časová 

náročnost kvůli precipitaci při -20°C, tak v pouţití nebezpečných látek jako je gu-

anidin thiokyanát a fenol (Cseke, Kirakosyan, 2016). 

Metoda s chloridem lithným/močovinou 

Tato metoda je zaloţená na schopnosti chloridu lithného sráţet RNA. Většinou se 

nepouţívá na celotkáňové vzorky. Postup přípravy vzorku je více méně stejný, akorát 

se pouţije RNA extrakční pufr LiCl/Urea a vzorek se poté nechá leţet na ledu něko-
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lik hodin, po kterých následuje centrifugace při niţších otáčkách (cca 3000 rpm) 

(Russell, Sambrook, 2001). Následuje odstranění supernatantu a rozpuštění peletu v 

ledovém LiCl/Urea pufru. Tyto kroky se několikrát opakují. Poté následuje dekanta-

ce supernatantu a rozpuštění peletu v LiCl/Urea pufru. Pro odstranění proteinů a dal-

ších nečistot je do směsi přidán fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1), následu-

je centrifugace, a přenesení vodné horní fáze s RNA do nové zkumavky. Poté je při-

dán 3M octan sodný a ledový 100% ethanol. Vzorek se nechá precipitovat při -20°C, 

poté následuje centrifugace, promytí peletu 70% ethanolem, sušení pomocí vakua a 

rozpuštení peletu v RNase-free H2O (Cseke, Kirakosyan, 2016). 

 

Guanidin thiokyanát-chlorid cesný gradient 

Tato metoda vyuţívá chloridu cesného jako látku, která je 

schopna vytvořit gradient (RNA, DNA, nečistoty) při po-

uţití ultracentrifugy. Ke vzorku tkání se přidá RNA ex-

trakční pufr Guanidin thiokyanát a následuje klasická cen-

trifugace, po které je supernatant velmi opatrně přemístěn 

na směs chloridu cesného/EDTA v ultracentrifugační 

zkumavce. Rozhraní supernatantu a CsCl/EDTA se nesmí 

porušit. Následuje ultracentrifugace a odstranění DNA 

pruhu, který by měl být v dolní třetině zkumavky a 

poté následuje odstranění CsCl/EDTA horní vrstvy 

(viz Obr. 2.8). Poté se pomocí Kimwipes™ odstraní všechny zbylé tekutiny. Násle-

duje přečištění 70% ethanolem a usušení peletu. Pelet se rozpustí v RNase-free H2O 

a přelije do eppendorf zkumavky. Ultracentrifugační zkumavka se ještě vypláchne 

RNase-free H2O, která se smíchá se vzorkem, do kterého se přidá 3M octan sodný a 

ledový 100% ethanol. Poté následuje inkubace při -20°C, centrifugace, přečištění 

70% ethanolem, usušení peletu a rozpuštění v RNase-free H2O. Metoda je náročná 

jak v technickém provedení laborantem, tak vyţaduje pouţití ultracentrifugy (Cseke, 

Kirakosyan, 2016). 

Fenol-chloroform/LiCl metoda 

Tato meteda je vhodná zejména k izolaci RNA z oocytů nebo vajíček. Vzorky čers-

tvých oocytů, nebo fertilizovaných vajíček se 2x promyjí pomocí serum-free media 

(PBS pufr), přemístí se do nové zkumavky a vyčká se, neţ materiál v pufru klesne. 

Obrázek 2.8 - Vzniklý gradient po 

ultracentrifugaci (Farrell, 2017) 
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Přidá se homogenizační pufr a provede se homogenizace na ledu a inkubace při 

37°C, po inkubaci se přidá směs fenol:chloroformu (1:1) a následuje centrifugace, po 

které je vodná fáze přemístěna do nové zkumavky. Krok se směsí fenol:chloroformu 

se několikrát opakuje. Poté je RNA vysráţena pomocí 3M octanu sodného a ledové-

ho 100% ethanolu. Následuje centrifugace, odstranění supernatantu, usušení peletu a 

rozpuštění v RNase-free H2O. Do vzorku se přidá 8M LiCl, který pomáhá 

v odstranění glykoproteinů. Následuje několikahodinové sráţení RNA, centrifugace, 

promytí 70% ethanolem, sušení peletu a rozpuštění v RNase-free H2O (Cseke, Kira-

kosyan, 2016).  

 

Guanidin thiokyanát-trifluoracetát cesný gradient 

Tato metoda je pro provedení stejná jako metoda guanidin 

thiokyanát-chlorid cesný gradient (viz. Guanidin thiikyanát-

chlorid cesný gradient) s tím rozdílem, ţe místo chloridu ces-

ného, je pouţit trifluoracetát cesný (CsTFA), který způsobí, 

ţe RNA nevytvoří po ultracentrifugaci klasický pelet, aly vy-

tvoří svůj vlastní band (viz. Obr 2.9) (Cseke, Kirakosyan, 

2016). 

 

Metoda Alkalický TRIS/Sarkosyl 

Tato metoda je vhodná hlavně pro izolaci RNA z rostlin. Jako extrakční pufr vyuţívá 

směs TRIS/Sarkosyl extrakčního pufru, pufrovaného fenolu, chloro-

form:isoamylalkoholu (24:1) a β-mercaptoethanolu. Vzorek rostliny je zamraţen 

tekutým dusíkem a zhomogenizovaný, poté je k němu přidána směs výše uvedených 

chemikálií a následuje inkubace směsi. Přidá se 3M octan sodný a následuje další 

inkubace. Po inkubaci následuje centrifugace a přenesení vodné fáze s RNA do nové 

zkumavky, do které je přidán isopropanol a poté následuje inkubace při -70°C, cen-

trifugace, přečištění peletu 70% ethanolem a usušení peletu. Pelet je následně rozpuš-

těn v  RNase-free H2O a je přidán 8M LiCl v takovém mnoţství, aby výsledná kon-

centrace byla 2M LiCl. Následuje vysráţení RNA při 4°C, centrifugace, promytí 

70% ethanolem, usušení peletu a rozpuštění v RNase-free H2O (Cseke, Kirakosyan, 

2016). 

Obrázek 2.9 - Vzniklý gradient po 

ultracentrifugaci (Farrell, 2017). 
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Metoda CTAB 

Tato metoda je další metoda v pořadí, která se vyuţívá pro izolaci RNA zejména ze 

vzorků rostlin (Rapley, 2008). K zhomogenizovanému vzorku se přidá CTAB ex-

trakční pufr předehřátý na 60°C a 2% (v/v) β-mercaptoethanol. Vzorek se zvortexuje 

a přidá se směs chloroform:isoamylalkohol (24:1) s následnou centrifugací. Vzniklá 

vodná fáze s RNA se přenese do nové zkumavky a přidá se 8M LiCl. RNA se nechá 

sráţet při 4°C s následnou centrifugací, ostraněním supernatantu a rozpuštění v RNa-

se-free H2O. Kroky s chloroform:isoamylalkoholem a 8M LiCl se opakují do doby, 

neţ z peletu nezmizí veškeré nerozpustné nečistoty. Vyčištěný pelet se poté rozpustí 

v 3M NaOAc (pH 5,0) a 100% ethanolem, následuje inkubace při -80°C, centrifuga-

ce, přečištění 70% ethanolem, usušení peletu a rozpuštění v RNase-free H2O (Cseke, 

Kirakosyan, 2016). 

Komerční RNA extrakční kity 

Na trhu existuje veliká škála extrakčních kitů pro RNA jak z celotkáňocých vzorků, 

tak pro speciální vyuţití. Kity kombinují víše uvedené postupy, či jsou zaloţené na 

kolonkovém způsobu extrakce, kdy se RNA váţe na speciální kolonky, přičemţ 

ostatní nečistoty kolonkou projdou. Hlavní výhoda těchto kitů je zejména 

v nenáročném provedení a nevyţaduje speciální chemikálie a přístroje, veškeré po-

třebné chemikálie jsou obsaţené v kitu. Nevýhoda můţe být cena kitu (Cseke, Kira-

kosyan, 2016). 

2.4 RT-PCR 

RT-PCR je velmi uţitečná a vyuţívaná modifikace standardní PCR. Hlavní změna je 

v moţnosti amplifikace specifické mRNA, z velmi malého biologického vzorku, bez 

nutnosti přesné extrakce mRNA spojené s purifikací pro tradiční klonovací účely. 

První krok této metody, je smíchání RNA templátu s dNTPs, pufrem, Taq polymerá-

zou, oligonukleotidovými primery a reverzní transkriptázou. Směs je dále zahřáta na 

37°C, při kterých můţe reverzní transkriptáza RNA amplifikovat do cDNA, která je 

jiţ poté pouţita jako templát pro PCR (Walker, 2009). 
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3 Hypotézy a cíl práce 

Tato práce se zabývá průkazem tří virových onemocnění u medonosných včel pomo-

cí izolace RNA následované reverzní transkripcí a průkazem cDNA viru pomocí 

polymerázové řetězové reakce a elektroforézy. Pro kontrolu specifity primerů, byly 

vybrané vzorky sekvenovány.  

3.1 Hypotézy 

Na území České republiky se mohou ve včelstvech vyskytovat tato virová onemoc-

nění: 

a) virus deformovaných křídel (DWV)  

b) virus chronické paralýzy včel (CBPV) 

c) virus černání matečníků (BQCV) 

Pomocí metody reverse transcription PCR, lze detekovat nákazu včelstev těmito 

RNA viry.      

  

3.2 Cíle práce 

1) Vyizolovat total RNA ze vzorků včel získaných ze včelstev chovaných na 

různých místech ČR.  

2) Přepsat RNA do cDNA.  

3) Detekovat vybrané viry ve vzorcích pomocí PCR.  

4) Získané výsledky vyhodnotit a shrnout nákazovou situaci v ČR.  
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4 Materiál a metody 

4.1 Lokalita a použitý materiál  

Pro izolaci RNA bylo celkem pouţito 206 vzorků včel zimní generace, které byly 

odebrány během října 2019 na území pěti velkých měst (České Budějovice, Praha, 

Plzeň, Ostrava a Brno), dále pěti zemědělsky intenzivně vyuţívaných oblastí v okolí 

těchto měst a nakonec z území méně dotčené zemědělskou a průmyslovou činností. 

Z kaţdé z 11 oblastí bylo vybráno 2 aţ 5 včelařských lokalit a z pěti náhodně vybra-

ných úlů na lokalitách, bylo odebráno cca 50 včel, ze kterých byl udělán směsný vzo-

rek stanoviště. Včely byly ometeny z plodového rámku přímo do vzorkovnice a vlo-

ţeny do boxu se suchým ledem, kde došlo k okamţitému usmrcení. Vzorky byly 

následně důsledně označeny a uchovávány při teplotě -80°C. Ze všech vzorků bylo 

po izolaci zhotoveno 50 směsných vzorků. Kaţdý směsný vzorek byl zhotoven smí-

cháním včelstev z jednoho stanoviště (viz. Tab 7.1). Všechny vzorky včel byly po 

celou dobu uchovávány při teplotě -80°C. 

4.2 Metoda izolace RNA 

Z kaţdého vzorku jsem extrahoval RNA pomocí následující metody 

 Modifikovaná metoda extrakce DNA/RNA pomocí trizolu – modifikace pro 

včely 

4.2.1 Izolace RNA pomocí trizolu – modifikace pro včely  

Jedná se o klasickou metodu zaloţenou na fázové separaci díky vodou nasycenému 

fenolu, chloroformu a GITC. Po centrifugaci vzorku dostaneme fázově oddělenou 

vodnou vrstvu, ve které je přítomna ţádaná RNA. Pod vodnou fází se nachází inter-

fáze, kde nalezneme DNA a proteiny. Pod interfází se nachází dolní organická fáze. 

Po odebrání vodné fáze s RNA, je provedena precipitace pomocí 2-propanolu, nebo 

ethanolu, RNA je následně vysušena a rozpuštěna v pufru. Jako veliká výhoda této 

metody je cena. Jako největší nevýhody jsou pouţívání organických rozpouštědel 

(nebezpečné chemikálie), podmínka manuální zručnosti a časová náročnost (citace)      

4.2.1.1 Příprava vzorků pro izolaci 

Jako vzorek jsem pouţil celé včely uchovávané při -80°C. Bylo tudíţ nejdříve důleţi-

té včely homogenizovat. Homogenizaci jsem provedl pomocí kapalného dusíku. 

Vzorek včel byl přemístěn do třecí misky předchlazené na -20°C naplněné kapalným 
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dusíkem. Včely jsem poté ručně homogenizoval tloučkem, důleţitá byla rychlost 

provedení homogenizace, aby včely nezačaly tát, poté by jiţ homogenizace nebyla 

moţná a účinná. Zároveň byla důleţitá důkladná homogenizace, aby bylo zaručeno 

zachycení virové RNA ze všech potenciálně infikovaných včel ve včelstvu.  

4.2.1.2 Vlastní izolace RNA 

Do Eppendorf zkumavky jsem přemístil přibliţně 100mg zhomogenizovaných včel a 

přidal 1ml TriReagentu. Tuto směs jsem inkuboval při pokojové teplotě 5 minut. Ke 

vzorku jsem poté přidal 200µl chloroformu a vzorek jsem promíchával přibliţně 15 

sekund. Poté následovala zase inkubace při pokojové teplotě 3 minuty. Po inkubaci 

jsem vzorky centrifugoval při 14 000rpm po dobu 15 minut při 4°C. Po centrifugaci 

jsem opatrně odebral horní vodnou fázi do nové Eppendorf zkumavky.    

K vodné fázi jsem přidal 500 µl isopropanolu a vzorek jsem několikrát převrátil 

(promíchal). Po promíchání jsem vzorky inkuboval po dobu 10 minut při pokojové 

teplotě. Po inkubaci, jsem vzorky centrifugoval při 14 000rpm po dobu 10 minut při 

4°C. Poté jsem odstranil supernatant a přidal jsem 1ml 75% ethanolu a všechny 

vzorky zvortexoval. Vzorky jsem poté znovu centrifugoval při 14 000rpm po dobu 5 

minut při 4°C. Znovu jsem odstranil supernatant a poté jsem usušil vzniklý pelet na 

dně zkumavky. Usušený pelet jsem poté rozpustil ve 100µl DEPC vody při 60°C 

přibliţně 10 minut. Vzorky jsem poté ihned umístil na led kvůli zabránění degradaci. 

Vzorky jsem poté spektrofotometricky změřil na kvalitu získané RNA. Vzorky jsem 

dále uchovával při -80°C. 

4.3 Spektrofotometrické stanovení množství a kvality vyizolované RNA  

Kaţdý vzorek jsem po izolaci podrobil testování na přístroji Schimadzu BioSpec-

nano UV-VIS spektrofotometru, který dokáţe změřit koncentraci RNA ve vzorku a 

vypočítat OD 260/280 a OD 260/230, coţ vypovídá o výskytu znečišťujících látek, či 

degradaci získané RNA.  

4.3.1 Vlastní měření 

Před kaţdým měřením jsem musel do přístroje vloţit negativní (blank) vzorek, coţ 

byla DEPC voda. Po správném nastavení přístroje na blank vzorek jsem pipetoval 

1µl, kaţdého vzorku na příslušné vyznačené místo v přístroji. Po kaţdém vzorku si 

přístroj sám otřel čidlo a mohl měřit další vzorek, problémy s kontaminací jsou 

v rámci přístroje teoreticky nulové. 
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4.4 Vyhotovení směsných vzorků 

Od kaţdého včelaře byl zhotoven jeden směsný vzorek obsahující 20µl 

z jednotlivých včelstev. Tyto směsné vzorky jsem poté pouţil pro přepis do cDNA. 

4.5 Vlastní přepis RNA do cDNA – reverzní transkripce  

Celou práci jsem prováděl na ledě, abych zabránil co nejmenší degradaci RNA. 

Z kaţdého získaného směsného vzorku jsem odebral 3µl, které jsem přemístil do 

nové Eppendorf zkumavky.  Do kaţdé Eppendorf zkumavky jsem přidal 1µl nuklea-

se free H2O a 1µl oligo (dT) 15 primer. Tuto směs jsem inkuboval 5 minut při 70°C. 

Po inkubaci jsem vzorky přemístil na led a do kaţdého vzorku jsem přidal směs pro 

reverzní transkripci, která obsahovala 6,6µl nuclease free H2O, 1µl dNTP, 4µl 5x 

RxN Buffer a 2,4µl MgCl2. Jako poslední jsem do vzorku přidal 1µl RT enzymu. 

Z důvodu, ţe enzym je na teple nestabilní a podléhá degradaci. Vzorky jsem poté 

inkuboval 5 minut při 25°C a 60 minut při 42°C. K takto získaným vzorkům cDNA 

jsem napipetoval 20µl nuclease free H2O a uchovával při 4°C.   

4.6 PCR 

Po vyizolování jsem sadu vzorků cDNA získanou reverzní transkripcí z RNA podro-

bil PCR. Při PCR reakci jsem amplifikoval specifické sekvence cDNA virů, pomocí 

specifických primerů. Pro PCR jsem potřeboval následující primery: 

 Forward primer DWV 5´-GCGAGCCAAATCAGGGCAAAACCTG-3´ 

 Reverse primer DWV 5´-GGCGCGACCAAATCCACTCGACTGT-3´ 

 Forward primer CBPV 5´-TAYGAGYGATTTYTTGRGATCGAYTTCGCT-

3´ 

 Reverse primer CBPV 5´-TGTAYTCGRCCTGATTRACGACRTTAGC-3´ 

 Forward primer BQCV 5´-GTGGCGGAGATGTATGCGCTTTATC-3´ 

 Reverse primer BQCV 5´-CTGACTCTACACACGGTTCGATTAG-3´ 

Do kaţdé zkumavky jsem napipetoval směs sestávající z 5µl Master mixu, 2µl PCR 

Ultra H2O, 1µl forward a reverse primeru, vţdy od stejného onemocnění, které jsem 

chtěl PCR reakcí prokázat a 1µl vzorku cDNA. Směs jsem důkladně zvortexoval. Ke 

kaţdé sadě vzorků jsem vţdy zhotovil i blank vzorek, do kterého jsem nepřidal ţád-

nou cDNA, tudíţ vzorek slouţí jako indikátor v případě kontaminace směsi pro PCR. 

Mikrozkumavky jsem vloţil do thermocycleru na specifický program dle virového 

onemocnění, které jsem chtěl prokázat. 
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Program pro amplifikaci DNA 

PCR reakce detekující DWV proběhla podle následujícího cyklu:  

a) úvodní denaturace 5 minut při 95°C 

b) denaturace 45 sekund při 95°C 

c) annealing 30 sekund při 55°C 

d) elongace 1 minutu při 72°C 

e) závěrečná elongace 10 minut při 72°C 

f) udrţovací fáze při 4°C 

S kroky b aţ d proběhlo 35 cyklů opakování.    

PCR reakce detekující CBPV proběhla podle následujícího cyklu: 

a) úvodní denaturace 5 minut při 95°C 

b) denaturace 45 sekund při 95°C 

c) annealing 30 sekund při 48°C 

d) elongace 1 minutu při 72°C 

e) závěrečná elongace 10 minut při 72°C 

f) udrţovací fáze při 4°C 

S kroky b aţ d proběhlo 35 cyklů opakování.    

PCR reakce detekující BQCV proběhla podle následujícího cyklu: 

a) úvodní denaturace 5 minut při 95°C 

b) denaturace 45 sekund při 95°C 

c) annealing 30 sekund při 48°C 

d) elongace 1 minutu při 72°C 

e) závěrečná elongace 10 minut při 72°C 

f) udrţovací fáze při 4°C 

S kroky b aţ d proběhlo 35 cyklů opakování.    

4.7 Elektroforéza 

Po provedení PCR reakce byla vţdy sada vzorků a negativní kontrola (reakční směs 

bez cDNA) pouţity pro elektroforézu.  

4.7.1 Příprava agarosového gelu 

Na elektroforézu jsem pouţil 1,5% agarosový gel, který obsahoval Ethidium bromid.  
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Pro přípravu 1,5% gelu jsem si do Erlenmeyerovy baňky naváţil přesně 1,5g agarózy 

a pomocí odměrného válce smíchal s 100ml TBE pufru. Při nalévání pufru jsem se 

snaţil spláchnout všechnu případnou agarózu ze stěn baňky. Baňku jsem vloţil do 

mikrovlnné trouby a za pouţití 100% výkonu rozehříval, dokud se všechna agaróza 

nerozpustila. Při ohřívání jsem baňku neustále kontroloval a několikrát promíchal, 

aby nedošlo ke zbytečnému varu gelu a případnému vytečení z baňky. Po dokonalém 

rozpuštění jsem baňku ochladil pod tekoucí studenou vodou přibliţně na 60°C. Do 

takto zchlazeného gelu jsem pipetoval 6µl ethidium bromidu a důkladně, ale lehce 

promíchal. Připravený gel jsem nalil do formičky. Po vyplnění celé formičky bylo 

nutné zkontrolovat bubliny, které mohly při přelívání vzniknout. Všechny případné 

bubliny jsem odstranil špičkou k mikropipetě. Bylo důleţité odstranit opravdu 

všechny bubliny i u hřebínků, případný výskyt by mohl negativně ovlivnit průběh 

celé elektroforézy.  

4.7.2 Vlastní provedení elektroforézy 

Do vany pro elektroforézu jsem umístil formu jiţ bez těsnění s připraveným gelem. 

Zkontroloval jsem hladinu TBE pufru a případně doplnil tak, aby byl gel zcela poto-

pený. Pro pipetování vzorků jsem pouţil mikropipetu s objemem 7,0µl. Do první 

jamky jsem vţdy pipetoval hmotnostní standard 100bp DNA Ladder. Do dalších 

jamek jsem pipetoval získanou sadu vzorků z PCR a jako poslední jsem pipetoval 

negativní vzorek. Při pipetování bylo důleţité nepoškodit gel, či nekontaminovat 

vzorky mezi sebou. Na elektrickém zdroji k elektroforéze jsem nastavil 120V po 

dobu 45 minut. Vizualizaci jsem provedl pomocí přístroje Syngene InGenius3.  

4.8 Kontrolní sekvenování 

Pro důkaz, ţe se jedná opravdu o zkoumané virové onemocnění, jsem od kaţdého 

onemocnění vybral dva pozitivní vzorky, které jsem zaslal do firmy SEQme s.r.o., 

která provedla sekvenování pomocí Sangerovi metody.  

4.8.1 Příprava vzorků pro sekvenování 

Vyřezání vzorků 

Po provedení elektroforézy, jsem si podle získaných bandů vybral pozitivní vzorek, 

který jsem vyřezal pomocí skalpelu a přemístil do Eppendorf zkumavky. Při řezání 

bandu, jsem se snaţil o co nejpřesnější řez, aby u vzorku bylo co nejméně přebyteč-
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ného gelu. Mezi vzorky, jsem skalpel vyčistil denaturovaným lihem, abych zabránil 

případné kontaminaci.  

Přečištění vzorku 

Přečištění vzorku jsem provedl pomocí kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up®. 

Pro přečištění jsem pouţil vyříznuté bandy z předchozího kroku, ke kterým jsem 

přidal 400µl NTI pufru a 7,5 minuty jsem zkumavky inkuboval při 50°C. Kaţdé 2 

minuty jsem vzorky důkladně zvortexoval, coţ pomohlo lepšímu rozpuštění gelu 

v roztoku. Po rozpuštění jsem vzniklý roztok převedl do filtrační zkumavky, která 

byla přiloţená v kitu, a tu jsem umístil do sběrné zkumavky. Vzorky jsem umístil do 

centrifugy a centrifugoval 30 sekund při 14 000rpm. Proteklou tekutinu ze sběrné 

baňky jsem odstranil a na sběrnou baňku znovu umístil filtrační zkumavku se vzor-

kem. Do filtrační zkumavky jsem napipetoval 700µl Buffer NT3 a znovu vzorky 

centrifugoval 30 sekund při 14 000rpm. Proteklou tekutinu jsem znovu odstranil a 

pro účinnější odstranění veškerého Buffer NT3 jsem vzorky centrifugoval znovu 60 

sekund při 14 000rpm. Filtrační zkumavky jsem nyní umístil na Eppendorf zkumav-

ky, na filtr jsem napipetoval 20µl Buffer NE a vzorky jsem inkuboval 60 sekund při 

pokojové teplotě. Poté jsem vzorky centrifugoval 60 sekund při 14 000rpm.      

Následující PCR 

Se vzorky z předchozího kroku jsem provedl PCR (4.6) 

Závěrečná úprava vzorku před odesláním na sekvenování  

 Vzorky z PCR reakce jsem umístil do vychlazeného stojanu na -20°C a ke kaţdému 

jsem přidal 2µl exosap roztoku. Vzorky jsem poté dal inkubovat na 15 minut při 

37°C a 15 minut při 80°C. Ke kaţdému vzorku jsem poté napipetoval 5µl Forward 

primeru podle testovaného onemocnění. Vzorky jsem označil přibliţnou velikostí 

produktu a takto připravené odeslal na sekvenování do firmy SEQme. 
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5 Výsledky 

Pro zpracování konečných výsledků byly důleţité dvě analytické metody. 

Z elektroforézy jsem zjistil přítomnost virové cDNA, kterou jsem poté ještě potvrdil, 

či vyvrátil pomocí kontrolního sekvenování provedeného firmou SEQme.  

5.1 Elektroforetické snímky pro virus deformovaných křídel (DWV) 

 

Obrázek 5.1 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění DWV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 1, 

Vzorek č. 2, Vzorek č. 3, Vzorek č. 4, Vzorek č. 5, Vzorek č. 6, Vzorek č. 7, Vzorek č. 8, Vzorek č. 9, 100bp 

ladder, Vzorek č. 10, Vzorek č. 11, Vzorek č. 12, Vzorek č. 13,  Vzorek č. 14, Vzorek č. 15, Vzorek č. 16, 

Negativní kontrola 

Z elektroforetického snímku (Obr. 5.1), na kterém jsem testoval vzorky 1 aţ 16, mů-

ţeme výsledky hodnotit jako vzorky číslo 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 pozitivní. Velikost 

fragmentu by měla být 702bp, coţ odpovídá mým výsledkům. Vzorek 6 nelze hod-

notit. U vzorků 3 a 13 došlo k nespecifické amplifikaci. Negativní kontrola vyšla 

negativně. 
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Z elektroforetického snímku (Obr. 5.2) na kterém jsem testoval vzorky 17 aţ 28, 

můţeme výsledky hodnotit jako vzorky číslo 19, 20, 21, 24, 26, 27, 28 pozitivní. 

Velikost fragmentu by měla být 702bp, coţ odpovídá mým výsledkům. Negativní 

kontrola vyšla negativně.  

 

Obrázek 5.3 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění DWV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 29, 

Vzorek č. 30, Vzorek č. 31, Vzorek č. 32, Vzorek č. 33, Vzorek č. 34, Vzorek č. 35, Vzorek č. 36, Vzorek č. 

37, 100bp ladder, Vzorek č. 38, Vzorek č. 39, Vzorek č. 40, Vzorek č. 41, Vzorek č. 42, Vzorek č. 43, Vzorek 

č. 44, Vzorek č. 45, Negativní kontrola 

Obrázek 5.2 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění DWV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 17, 

Vzorek č. 18, Vzorek č. 19, Vzorek č. 20, Vzorek č. 21, Vzorek č. 22, Vzorek č. 23, Vzorek č. 24, Vzorek č. 25, 

100bp ladder, Vzorek č. 26, Vzorek č. 27, Vzorek č. 28, Negativní kontrola 
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Z elektroforetického snímku (Obr. 5.3) na kterém jsem testoval vzorky 29 aţ 45, 

můţeme výsledky hodnotit jako vzorky číslo 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 38, 39, 

40, 41, 42, 44, 45 pozitivní. Velikost fragmentu by měla být 702bp, coţ odpovídá 

mým výsledkům. Vzorek 43 nelze hodnotit. U vzorků 31 a 38, došlo k nespecifické 

amplifikaci. Negativní kontrola vyšla negativně.  

 

Obrázek 5.4 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění DWV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 46, 

Vzorek č. 47, Vzorek č. 48, Vzorek č. 49, Vzorek č. 50, Negativní kontrola 

Z elektroforetického snímku (Obr. 5.4) na kterém jsem testoval vzorky 46 aţ 50, 

můţeme výsledky hodnotit jako vzorek číslo 48 pozitivní. Velikost fragmentu by 

měla být 702bp, coţ odpovídá mým výsledkům. Negativní kontrola vyšla negativně.  

5.1.1 Sekvenování  

Pro ověření specifity primerů pouţitých pro detekci viru DWV jsem pouţil vzorek 

číslo 20. Výsledek tohoto sekvenování je znázorněn na obrázku (viz Obr. 5.5). Sek-

venci se podařilo přečíst dostatečně kvalitně. Výslednou sekvenci jsem porovnal 

s databází NCBI (Benson et al., 2018) pomocí nástroje BLAST (Madden et al., 1996) 

a shoda s virem DWV je na 96,33%. 
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Obrázek 5.5 - Sekvence vzorku číslo 20 pro onemocnění DWV 

5.2 Elektroforetické snímky pro virus černání matečníků (BQCV) 

 

Obrázek 5.6 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění BQCV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 1, 

Vzorek č. 2, Vzorek č. 3, Vzorek č. 4, Vzorek č. 5, Vzorek č. 6, Vzorek č. 7, Vzorek č. 8, Vzorek č. 9, 100bp 

ladder, Vzorek č. 10, Vzorek č. 11, Vzorek č. 12, Vzorek č. 13,  Vzorek č. 14, Vzorek č. 15, Vzorek č. 16, 

Negativní kontrola 

Z elektroforetického snímku (Obr. 5.6) na kterém jsem testoval vzorky 1 aţ 16, mů-

ţeme výsledky hodnotit jako vzorek číslo 13 velmi slabě pozitivní. Velikost frag-

mentu by měla být přibliţně 511bp, coţ odpovídá mým výsledkům. Negativní kon-

trola vyšla negativně. 
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Obrázek 5.7 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění BQCV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 

17, Vzorek č. 18, Vzorek č. 19, Vzorek č. 20, Vzorek č. 21, Vzorek č. 22, Vzorek č. 23, Vzorek č. 24, Vzorek 

č. 25, 100bp ladder, Vzorek č. 26, Vzorek č. 27, Vzorek č. 28, Negativní kontrola 

Z elektroforetického snímku (Obr. 5.7) na kterém jsem testoval vzorky 17 aţ 28, 

můţeme výsledky hodnotit jako všechny vzorky negativní. Negativní kontrola vyšla 

negativně. 

 

Obrázek 5.8 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění BQCV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 

29, Vzorek č. 30, Vzorek č. 31, Vzorek č. 32, Vzorek č. 33, Vzorek č. 34, Vzorek č. 35, Vzorek č. 36, Vzorek 

č. 37, 100bp ladder, Vzorek č. 38, Vzorek č. 39, Vzorek č. 40, Vzorek č. 41, Vzorek č. 42, Vzorek č. 43, 

Vzorek č. 44, Vzorek č. 45, Negativní kontrola 

Z elektroforetického snímku (Obr. 5.8) na kterém jsem testoval vzorky 29 aţ 45, 

můţeme výsledky hodnotit jako vzorek číslo 31 pozitivní. Vzorek 43 nelze hodnotit. 
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Velikost fragmentu by měla být 424bp, coţ odpovídá mým výsledkům. Negativní 

kontrola vyšla negativně. 

 

Obrázek 5.9 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění BQCV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 

46, Vzorek č. 47, Vzorek č. 48, Vzorek č. 49, Vzorek č. 50, Negativní kontrola 

Z elektroforetického snímku (Obr. 5.9) na kterém jsem testoval vzorky 46 aţ 50, 

můţeme výsledky hodnotit jako všechny vzorky negativní. Negativní kontrola vyšla 

negativně. 

5.2.1 Sekvenování 

Pro ověření specifity primerů pouţitých pro detekci viru BQCV jsem pouţil vzorek 

číslo 31. Výsledek tohoto sekvenování je znázorněn na obrázku (viz Obr. 5.10). Sek-

venci se podařilo přečíst dostatečně kvalitně. Výslednou sekvenci jsem porovnal 

s databází NCBI (Benson et al., 2018) pomocí nástroje BLAST (Madden et al., 1996) 

a shoda s virem BQCV je na 98,01%. 
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Obrázek 5.10 - Sekvence vzorku číslo 31 pro onemocnění BQCV 

5.3 Elektroforetické snímky pro virus chronické paralýzy včel (CBPV) 

 

Obrázek 5.11 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění CBPV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 

1, Vzorek č. 2, Vzorek č. 3, Vzorek č. 4, Vzorek č. 5, Vzorek č. 6, Vzorek č. 7, Vzorek č. 8, Vzorek č. 9, 

100bp ladder, Vzorek č. 10, Vzorek č. 11, Vzorek č. 12, Vzorek č. 13,  Vzorek č. 14, Vzorek č. 15, Vzorek č. 

16, Negativní kontrola 

Z elektroforetického snímku (Obr. 5.11) na kterém jsem testoval vzorky 1 aţ 16, 

můţeme výsledky hodnotit jako všechny vzorky negativní s nespecifickou amplifi-

kací, výsledný produkt má mít velikost 335bp, coţ nesplňuje ţádný vzorek. Negativ-

ní kontrola vyšla negativně.  
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Obrázek 5.12 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění CBPV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 

17, Vzorek č. 18, Vzorek č. 19, Vzorek č. 20, Vzorek č. 21, Vzorek č. 22, Vzorek č. 23, Vzorek č. 24, Vzorek 

č. 25, 100bp ladder, Vzorek č. 26, Vzorek č. 27, Vzorek č. 28, Negativní kontrola 

Z elektroforetického snímku (Obr. 5.12) na kterém jsem testoval vzorky 17 aţ 28, 

můţeme výsledky hodnotit jako všechny vzorky negativní s nespecifickou amplifi-

kací, výsledný produkt má mít velikost 335bp, coţ nesplňuje ţádný vzorek. Negativ-

ní kontrola vyšla negativně.  

 

Obrázek 5.13 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění CBPV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 

29, Vzorek č. 30, Vzorek č. 31, Vzorek č. 32, Vzorek č. 33, Vzorek č. 34, Vzorek č. 35, Vzorek č. 36, Vzorek 

č. 37, 100bp ladder, Vzorek č. 38, Vzorek č. 39, Vzorek č. 40, Vzorek č. 41, Vzorek č. 42, Vzorek č. 43, 

Vzorek č. 44, Vzorek č. 45, Negativní kontrola 

Z elektroforetického snímku (Obr. 5.13) na kterém jsem testoval vzorky 29 aţ 45, 

můţeme výsledky hodnotit jako všechny vzorky negativní s nespecifickou amplifi-
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kací, výsledný produkt má mít velikost 335bp, coţ nesplňuje ţádný vzorek. Vzorek 

43 nelze hodnotit. Negativní kontrola vyšla negativně.  

 

Obrázek 5.14 - Výsledky vyšetření včel na onemocnění CBPV s pořadím vzorků: 100bp ladder, Vzorek č. 

46, Vzorek č. 47, Vzorek č. 48, Vzorek č. 49, Vzorek č. 50, Negativní kontrola 

Z elektroforetického snímku (Obr. 5.14) na kterém jsem testoval vzorky 46 aţ 50, 

můţeme výsledky hodnotit jako všechny vzorky negativní. Negativní kontrola vyšla 

negativně. 

5.3.1 Sekvenování  

Pro ověření specifity primerů pouţitých pro detekci viru CBPV jsem pouţil vzorek 

číslo 22. Výsledek tohoto sekvenování je znázorněn na obrázku (viz Obr. 5.15). Sek-

venci se nepodařilo přečíst dostatečně kvalitně pro následné porovnání s databází 

NCBI (Benson et al., 2018) pomocí nástroje BLAST (Madden et al., 1996).  
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Obrázek 5.15 - Sekvence vzorku číslo 22 pro onemocnění CBPV 

V následující tabulce (viz Tab. 5.1), jsou přehledně shrnuty všechny mnou získané 

výsledky při průkazu zkoumaných tří virových onemocnění u včel.  
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Tabulka 5.1 - Tabulka výsledků včelstev z RT-PCR reakce u všech zkoumaných onemocnění  

Číslo vzorku Počet odebraných vzorků 
Pozitivita RT-PCR reakce 

DWV CBPV BQCV

České Budějovice 

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

Šumava

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

Plzeň

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

50 3 NE NE NE

48 2 ANO NE NE

49 2 NE NE NE
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6 Diskuze 

Průkaz onemocnění jsem hodnotil dle bandů na elektroforetických snímcích, které 

signalizovali pozitivní PCR reakci se specifickými primery daného onemocnění. Pro 

přesné ověření onemocnění, jsem ještě od daného onemocnění jeden pozitivní vzorek 

zaslal na sekvenování do laboratoří SEQme a získanou sekvenci, jsem porovnal 

v databázi NCBI (Benson et al., 2018) pomocí nástroje BLAST (Madden et al., 

1996), zda se jedná opravdu o sekvenci ze zkoumaného viru a ne pouze o nespecific-

kou amplifikaci. Všechny získané výsledky jsem zpracoval do tabulky (viz Tab. 

7.1.). Pokud se zaměříme na virus deformovaných křídel, zjištění míry nákazy je 

přesně podle předpokladu. Podle Foralové (2016) je míra nákazy tímto virem mezi 

včelstvy v České republice velmi vysoká a podílí se vysokou měrou na úhynu včel-

stev. Studie od Tsevegmida et al. (2016) zabývající se mírou virových nákaz mezi 

včelstvy v Asii, uvádí virus deformovaných křídel, jako velmi sporadický Dle mých 

výsledků je na našem území tento virus však nejvíce rozšířen. Důvod bude nejspíše 

zejména původ viru, který je právě z našeho kontinentu. Pozitivita byla prokázaná 

pomocí specifických primerů z publikace od Yanga et al. (2013), kde byl očekávaný 

produkt přibliţně 820bp. Pro ověření onemocnění, jsem vybraný pozitivní vzorek 

zaslal na osekvenování pomocí Sangerovo metodou do laboratoře SEQme. Sekvenci 

vzorku se podařilo přečíst dostatečně kvalitně (viz Obr. 5.5) pro její analýzu pomocí 

nástroje BLAST (Madden et al., 1996). Následným porovnáním sekvencí v databázi 

NCBI (Benson et al., 2018), byla prokázaná shoda s virem DWV v 96.33%. Jelikoţ 

pouţité primery nedetekují přímo typ viru, tak jako další postup u pozitivních včel-

stev bych doporučil otypování na známé typy DWV-A, DWV-B a DWV-C, jelikoţ 

podle Petereka (2021) ubývá typ DWV-A, a je na určitých územích vytlačován ty-

pem DWV-B, který je více infekční a míra úhynu včelstev tímto virem, je mnohem 

větší. Tento názor na typování zastává i De Souza et al. (2021), který ve své publika-

ci popisuje situaci ve Velké Británii, která by u nás v dohledné době mohla nastat a 

to vytlačení typu DWV-A, horším typem DWV-B. Podle Petereka (2021) nákaza 

virem deformovaných křídel jde společně s nákazou virem černání matečníků, coţ 

dle mých výsledků potvrzuji. Oba pozitivní vzorky na nemoc černání matečníků, 

jsou pozitivní i na virus deformovaných křídel. Pro průkaz viru černání matečníků, 

jsem pouţil specifické primery z publikace od Yanga et al. (2013), kde byl očekáva-

ný produkt přibliţně 511bp. Pro ověření onemocnění, jsem vybraný pozitivní vzorek 
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zaslal na osekvenování pomocí Sangerovo metodou do laboratoře SEQme. Sekvenci 

vzorku se podařilo přečíst dostatečně kvalitně (viz Obr. 5.10) pro její analýzu pomocí 

nástroje BLAST (Madden et al., 1996). Následným porovnáním sekvencí v databázi 

NCBI (Benson et al., 2018), byla prokázaná shoda s virem BQCV v 98.01%. Dle 

studie od Dinga (2016) zabývající se výskytem viru černání matečníků v Číně a stu-

die od Muz, Muz (2017) která zkoumá výskyt v Turecku, je tento virus jeden 

z nejvíce celosvětově rozšířených virů, já ale toto tvrzení nezastávám, dle mých vý-

sledků, je výskyt tohoto viru v České republice velice sporadický a dle studií prove-

dených v česku Rybou et al. (2012) a Foralovou (2016), které tento nízký výskyt 

potvrzují, je trend výskytu spíše klesající. Pro detekci posledního virového onemoc-

nění způsobující chronickou paralýzu včel, jsem pouţil specifické primery 

z publikace od Yanga et al. (2013), kde měl být očekávaný produkt přibliţně 335bp. 

Podle elektroforetických snímků (viz Obr. 5.11), (viz Obr. 5.12), (viz Obr. 5.13) a 

(viz. Obr. 5.14) při RT-PCR proběhla nespecifická amplifikace s přibliţnou velikostí 

200bp. Nespecifickou amplifikaci jsem zaslat na osekvenování pomocí Sangerovo 

metodou do laboratoře SEQme. Sekvenci vzorku se bohuţel nepodařilo přečíst dosta-

tečně kvalitně (viz Obr. 5.15) pro analýzu nástrojem BLAST (Madden et al., 1996) a 

následným porovnáním sekvencí v databázi NCBI (Benson et al., 2018). Bohuţel 

z časových důvodů, nebylo moţné v rámci této diplomové práce provádět nové 

osekvenování nespecifických produktů. Na analýze neznámé sekvence se 

v laboratoři bude dále pracovat. Jako další moţné kroky doporučuji důslednější pře-

čištění vzorku a kvalitnější přípravu vzorku pro sekvenování. V případě dalších neú-

spěchů je moţné vzorky ještě zaklonovat a osekvenovat. Je moţné, ţe nespecifická 

amplifikace patří zkoumanému viru a průkazným osekvenováním, tím vyvrátíme 

výsledky z publikace od Yanga et al (2013), kde byly pouţity stejné primery 

s výsledným produktem 355bp. Já se však přikláním k tomu, ţe se jedná o nespeci-

fickou amplifikaci. Pokud se podíváme na práci od Čukanové et al. (2020) a Petereka 

(2021) tak vidíme, ţe výskyt tohoto virového onemocnění, je na území České repub-

liky zcela minimální, bylo by tedy dle mého názoru velmi zvláštní, aby se tento rok 

vir rozšířil mezi včelstvy.  
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7 Závěr 

Na základě všech získaných výsledků, jsem zhodnotil míru rozšíření nákaz u one-

mocnění viru deformovaných křídel, viru černání matečníků a viru chronické paralý-

zy. Je zřejmé, ţe v České republice je nejvíce rozšířena nákaza onemocnění způso-

bené virem deformovaných křídel (DWV). Nákaza je rozšířena zejména na Plzeňsku, 

kde jsou pozitivní všechny odebrané vzorky a Ostravsku, kde je negativní pouze je-

den vzorek. Částečně v Praze, Českých Budějovicích a Šumavě, kde je pozitivní ale-

spoň polovina odebraných vzorků. Na Brněnsku z výsledků onemocnění mezi včel-

stvy nepropuklo, pozitivní je pouze jedno včelstvo. Pokud se podíváme na virové 

onemocnění černání matečníků (BQCV), tak vidíme velký rozdíl oproti DWV, kdy 

se toto onemocnění objevuje pouze velmi sporadicky a nemůţeme zde hovořit o pro-

puknutí nákazy. Pozitivní vzorky jsou pouze dva a to jeden na Šumavě a jeden na 

Plzeňsku. Kdyţ se zaměříme na poslední virové onemocnění a to chronickou paralý-

zu včel (CBPV), tak můţu z výsledků říct, ţe toto onemocnění se alespoň mezi vy-

branými včelstvy pro testování nenachází. Je tedy moţné, ţe toto onemocnění se 

v česku vůbec nenachází, či nedošlo ţádným způsobem, k jeho většímu propuknutí 

mezi včelstvy.   
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