7. Sbér krevsajicich ¢lenovci v terénu a izolace DNA
Uvod

Lymeska boreliéza je u nds pomérné rozsifené onemocnéni, jehoz plvodcem, v naSich
podminkach, byva nejcastéji spirochéta Borrelia burgdorferi sensu stricto, ptipadné dalsi
ptibuzné druhy — Borrelia afzelii ¢i Borrelia garinii. Tyto bakterie jsou pienaSeny krevsajicimi
¢lenovci, ptfedevsim klist’aty, ale 1 napt. komary, ovady ¢i bzu¢ivkami. Hostiteli se pak stavaji
mnoha zvifata véetné Clovéka, u kterych miize dojit k manifestaci onemocnéni. Tato choroba
se vyznacuje dosti variabilnim pribéhem a ptfiznaky. Dle zavaZnosti pfiznakd se déli do
nékolika stadii, pficemz v kone¢né fazi mize dojit az k trvalému poskozeni pohybového ¢i
nervoveého systému, v ojedin€lych ptipadech s fatdlnimi disledky. Neni-li v rané fazi nemoci
pfitomen jeji jediny specificky projev — ,migrujici Cervena skvrna®“ (chybi az u 30%
pacientll), mize byt chybné povaZzovana za bézné chiipkové onemocnéni (celkova slabost,
bolest kloubti, zvySend teplota). Z téchto divodi a vzhledem ke stale nartistajicimu poctu
nemocnych, je kladen stale vétsi diiraz na spravnou diagnostiku této choroby a jeji v€asny
zéachyt.

V tomto ohledu nachazi velké uplatnéni moderni metoda molekularni biologie jakou je Real
Time PCR, kterd vyznamné napomaha pii prikazu tohoto onemocnéni jiz v pocatecnich
stadiich. Tato metoda vynika svou vysokou specifitou a senzitivitou, coz jsou z hlediska
diagnostiky dulezit¢ faktory. Pomoci Real Time PCR Ize detekovat doslova jednotlivé
bakterie, hranice citlivosti se pohybuje okolo 5 borélii ve vzorku. Navic samotnd PCR i
detekce probihaji v rdmci jednoho procesu a v redlném case, to vyznamné usnadiiuje a
urychluje celou analyzu. Dals§i nespornou vyhodou, oproti ostatnim metodam, je moznost

kvantifikace patogenu ve vzorku, a tim pfispét ke stanoveni zavaznosti infekce.

Vramci cviceni bude navic u pozitivnich vzorkli analyza doplnéna o detailni urceni
genomové sekvence patogenu, coz umozni jeho piesné druhové zatazeni. Bude tak mozné

porovnat vyskyt jednotlivych druhtt v daném regionu.



Sbér klist’at

Na vhodné lokalité prilehlého ptiméstského parku Pisarky provadéji studenti sbér klistat
samostatné. Klistata budou sbirdna tzv. vlajkovanim, kdy se pomoci flanelové vlajky
(flanelova latka se stfedn¢ dlouhym vlasem o velikosti 0,5 x 1m upevnéna na dievéné tyCi)
bude smykat po vhodném porostu (nizkd vegetace). Klistata pfichycena na vlajce budou
pinzetou pfenesena do zkumavky s nékolika stébly travy pro udrzeni dostate¢né vlhkosti.
Zkumavky s klistaty budou poté uchovavany pii pokojoveé teploté mimo dosah slunce.

Pfi sbéru je nutné mit vhodnou (uzavienou) obuv a dlouhé kalhoty, aby se zabrénilo

piipadnému styku klistéte s kizi.

Izolace DNA z kliStéte

Material:

kliste

Izola¢ni kit UltraClean Blood Spin DNA (MoBio)
- proteinaza K
- roztok Bl — lyzaéni
- roztok B2 — ethanol
- roztok B3 — promyvaci
- roztok B4 — promyvaci
- roztok B5 — elu¢ni
kolonky ve 2 ml mikrozkumavkach
- mikrozkumavky o objemu 2 ml

Upozornéni

Pii praci vzdy pouZivejte rukavice. VeSkery materidl v laboratofi nutno povaZovat jako
potencidlné infekéni. Vyhnéte se kontaktu reagencii s kiizi. V ptipadé kontaktu potiisnéné
misto omyjte dikladné¢ vodou. Vyvarujte se poziti soucasti kitu. Reagencie oznacené jako
hotlavé museji byt drZzeny v dostate¢né vzdalenosti od otevieného plamene nebo ohné.

Postup izolace DNA:

Po celou dobu pouzivejte ochranné rukavice!
1. Do pfipravené mikrozkumavky napipetujte 200 pl roztoku B1, 15 pl proteinazy K a
20 pl IC DNA (kontrolni).
Klisté dejte do ptipravené mikrozkumavky, pomoci sterilni injek¢ni jehly klisté rozcupujte

o sténu zkumavky, uzaviete zkumavku a jemné zvortexujte.
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15.

16.
17.

Mikrozkumavky vlozime do termotiepacky (Biosan) vytemperované na 65°C. Nastavte
ttepani na 700 rpm a inkubujte 15 min. Zkumavku po inkubaci siln¢ vortexujte a kratce
stocte.

K lyzatu pridejte 200 pl roztoku B2. Zvortexujte a zcentrifugujte.

Pteneste veskery obsah mikrozkumavky do kolonky.

Centrifugujte 1 min pti 13 000 x g.

Prendejte kolonku do nové mikrozkumavky.

Do kolonky pridejte 500 nl roztoku B3.

Centrifugujte 30 sekund pti 13 000 x g.

Vyjméte kolonku z mikrozkumvaky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vrat'te do

ni kolonku.

. Do kolonky pridejte 500 ul roztoku B4.
11.
12.

Centrifugujte 30 sekund pfi 13 000 x g .

Vyjméte kolonku z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vrat'te do
ni kolonku.

Znovu centrifugujte 30 sekund pii 13 000 x g.

Opatrné vyjméte kolonku a preneste ji do nové mikrozkumavky, aniz byste se dotkli
roztoku B4 na dné ptivodni mikrozkumavky.

Roztok BS inkubujte asi 5 minut na vodni lazni (termotrepacce) piti 65°C. do stiedu
kolonky nepipetujte S0 pl roztoku BS predehiatého na 65°C.

Centrifugujte 1 min pii 13 000 x g.

Odstrante kolonku a zaviete vicko mikrozkumavky. Genomickd DNA je nyni pfipravena

pro ruzné aplikace.



