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SEZNAM ZKRATEK

B. burgdorferi- Borrelia burgdorferisensu lato

cDNA - komplementarni DNA

CNS - centrélni nervova soustava

C: - treshold cycle

CTAB - cetyltrimethylammonium bromid

DEPC - diethylpyrocarbonét

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA - kyselina etylendiamintetraoctova

FRET - fluorescetné rezonatiniho [fenosu energie

KE - klistova encefalitida

NK — nukleova kyselina

ORF - otevenyc¢teci ramec (z angl. ,open reading frame*)
Osp — protein v&Si membrany (z angl. ,outer surface protein®)
PBS - fosfaty pufrovany fyziologicky roztok (z angbhosphate buffered saline®)
PCR - polymerazovéetézova reakce (z angl. ,polymerase chain reaction®)
PFU - plakotvorna jednotka (z angl. ,Plaque-forminmgt*)

RT- PCR - reverzhtranskriptazova (zjthd) PCR

RNA - ribonukleova kyselina

RLB — ,reverse line blotting*

SDS - sodium dodecylsulfat

UTR - netranslatovana oblast (z angl. ,untranslagggon*)

VKE - virus kli¥ové encefalitidy
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1 Uvod

V Ceské republice, ale celkévi v Evrop a ve swté, je pozorovan néist patu
piipadi Kklistaty prenaSenych onemoémi a sodasré také roz&iovani oblasti vyskytu
klistat. Vzhledem k zavaZznostichto onemocni jsou v klinické praxi dlezité gesné a
dostatén¢ citlivé metody detekce jednotlivych patogem klistatech. V praxi jsou ale
diagnostické postupy komplikovanyiznorodosti kligaty prenaSenych patogén(viry,
bakterie, prvoci), nakmosti prace se vzorky a v neposlethd také cenovou dostupnosti
raznych vySetovacich metod.

V mé praci se proto zabyvam porovnanitanych metod slouzicich k detekci Kagy
pienaSenych patogénpog. jejich kombinaci s cilem zvySeni detakho limitu. Za¥ry mé
prace niiZou slouzit jako porticka i vybéru vhodné metody s ohledem na citlivost i cenu v

diagnostickych klinickych laboratizh.



2 Cile prace

1. Vypracovat literarni reSerSi k tématu, se Zgnim na obecné charakteristiky
Borrelia burgdorferisensu lato a viru klf®vé encefalitidy, zpracovat metody
extrakce nukleovych kyselin a real-time PCR.

2. Porovnat@izné postupy extrakce nukleovych kyselin (DNA/RNA}qmert Borrelia
burgdorferis.l. a viru kli§ové encefalitidy z kli&t Ixodes ricinusco do narénosti
zpracovani a citlivosti metod; stanovit deteklimit jednotlivych metod.

3. Vypracovat metodiku real-time PCR pro kvantifikagtézki jednotlivych metod

4. Owetit vybranou metodu v praxi vydewvanim kligat arteficiali infikovanych

Borrelia burgdorferis.l. a virem klisové encefalitidy.

3 Literarni p rehled

3.1KIisté, vektor pienosu klinicky vyznamnych patogeii
Klistata jsou hematofagrilenovci, ktéi parazituji na obratlovcich téihpo celém

swté. Taxonomicky jefadime do podkmene klepitkatdClieliceratd, ttidy pavoukovci
(Arachnidg, potidy rozta@i (Acarina), fadu kli¥ata (xodida).

V ramci tohoto tadu je z pohledu ipnosu patogden nejvyznamgijsi je celed
klistatoviti (xodidae). Zastupci tétoceledi se podle ffitomnosti chitinového dorsalniho
Stitku ozn&uji anglicky jako tzv. ,hard ticks". Do tétdeledi pati krom¢ dalSich rod
klinicky vyznamny rodixodes zahrnujici dlezité enaSée patoged: zejménal. ricinus,
hojr¢ se vyskytujici v Evrofy dale I. scapularis a |. pacificus nachazejici se na
severoamerickém kontinentu.gersulcatusryskytujici se pevazr v Asii (Obr. 1). Do této
celedi dale pat klinicky mére vyznamné rody kli&t Dermacentor Haemaphysalisiebo
Hyalomma(Parola & Raoult, 2001, Swanson et al., 2006)
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Obr. 1 Geografickéa distribuce kifat rodulxodes prevzato od Swanson et.al., 2006.

Klistata slouzi jako vektory négnéjSich bakteridlnich, protozoalnich a virovych
patogeri. Z hlediska humanni mediciny piaimezi nejvyznamgjsi bakterialni patogeny
pienosné kligaty spirochéty komplexuBorrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) Zsobujici
lymeskou boreliézu, jvodce tularémid-rancisella tularensisAnaplasma phagocytophilum
zpisobuijci lidskou granulocytarni anaplazmoézia/quice skvrnitého tyfurRickettsia conorii
Coxiella burnetiizpisobujici Q hor&a. Z vyznamnychprotozoalnich patogénpienaseji
klistata nap. pivodce babesiozBabesia microtti Theileria parvazpasobujici theileriozu
Mezi klinicky vyznamné viry fenosné Kligaty pati flaviviry zpasobujici kli$ovou
encefalitiduci omskou hemoragickou hatleu (Swanson et al., 2006).

KIliste 1. ricinus prochazi Bhem svého Zivota@mi vyvojovymi stadii - larva, nymfa a
dosglec (Sonenshine, 1991). Jedna se o«ligjhostitelské — kazdé stadium saje na jiném
hostiteli nepetrzitt po dobu #kolika dni, krond dosglych samd, kteri nesaji wibec.
Po Uplném nasati, se klSodpoji od hostitele. Poté kl&hasatou krev travi a nasledn
metamorfuje na dalSi vyvojové stadium (Parola & ®#a@001, Randolph, 2004).

Zivotni cyklus klistte je obvykle dokoten v rozmezi 2-3 let. Délku Zivota oviem
ovliviiuji raizné faktory prosgedi, jakymi jsou klimatické podminky, dostupnosstiteli a;.

V zavislosti na &chto faktorech niize délka Zivota kligte trvat az 6 let (Anderson &
Magnarelli, 2008).

Pro vyskyt kligat v girod je dilezity ekosystém, ve kterém se nachazeji. tidte
jsou pongrn¢ citliva na nizkou vihkost, proto se tagtji nachazeji v prosédi s vysokou
relativni vihkosti (80 %). Krohvihkosti jsou dlezitymi faktory vyskytu a feziti kli¥at



v prirodé také teplota, dostupnost hostited neméa dulezité je také mikroklima daného
mista. NejastjSimi biotopy vyskytu jsou ngpsmiSené a listnaté lesy, pastviny atd.(Suss et
al., 2008).

Klist¢ patogena zisk&hem sani na infékim hostiteli a tyto patogenyevivaji dale
v KkliStti i behem jeho metamorfézy do dalSiho vyvojové stadia. (ransstadialniig@nos).
Prenos transovaridlni, tznignos patogena ze samice Kii§tdo vajéek, byl prokazan u
Babesia divergen@runet et al., 1995, Swanson et al., 2006). U kli§tové encefalitidy a
bakterii roduRickettsiabyl transovarialni fenos prokazan v malé fei(cca 1%), ale ifesto
je povazovan za jeden z fakiaudrZzeni patogena wipodk (Nefedova et al., 2004; Rehacek,
1962). U ostatnich klfaty prendSenych patogénnebyl transovaridlni ipnos zatim
prokazan aiejmé nema vyznamny vliv na cirkulagidhto patoget v ptirodé (Nefedova et
al., 2004, Rehacek, 1962, Swanson et al., 2006).

Jako hostitele si kli&ta vybiraji nejiznéjSi obratlovce. Larvy a nymfy sajigvazre
na drobnych savcich, ptacich a plazech, désgamice preferuji spidétsi savceCloveéka
napadaji vSechnditvyvojova stadia, népstji vSak nymfy (Suss, 2003). Klidta khem
sani do rany vyltuji sliny a spolén¢ s nimi mohou do hostitelefgchazet také patogeny.
Sliny obsahujifadu bioaktivnich molekul (protisrazlivé faktory, agalilatory, blokatory
histaminu aj.), které kliatim umozuji zdarny pabéh a dokogeni sani (Jones et al., 1989,
Sauer et al., 1995). Malé roZrng nymf (cca 1 mm) jim umaitlji sat na lidech po dostéte
dlohou dobu, dikgemu dochazi k uggnému penosu patogen Nymfy proto z klinického

KlisStata mohou byt nakaZenackolika niznymi patogeny saasré. Tento jev
ozna&ujeme jako koinfekce. Vyskytuje se v menSiien byl popsan napv pripac
spirochét z komplexuB. burgdorferi s.I. a A. phagocytophilum(Stanczak et al., 2004,
Swanson et al., 2006).dRné patogeny v jednom Kkl&it se navzajem pravgodobr
neovliviiuji, protoZze kazdy v kligti napada jiny organ, tkaci bunéénou strukturu (Suss,
2011).

3.2 Virus klistové encefalitidy
Virus kli&ové encefalitidy (VKE) je zavazny lidsky patogerptgobuje onemocmi

zvané Kklisova encefalitida (KE) postihujici centralni nervavosoustavu (CNS).
Onemockni maZze probihat tzr¢, od asymptomatické infekce az poczké

meningoencefalitidy, katici smrti. V evropskych i asijskych zemich bylo osfednich



letech zaznamenano kolem 10 000 fipad ro¢né (Suss, 2011);
http://data.euro.who.int/cisid/).

Prvni medicinsky popis onemagn winil roku 1931 H. Schneider (Schneider, 1931),
ale pivodce onemoaimi a rezervoarovy hostitel ignasé) onemocsni zistavali stéle
neznami. Roku 1937 v Rusku, \apghu expedice, ktera &a objasnit fivod onemocéni,
byl védci izolovan virus jak z lidskych paciénttak z kli¥at a také z hlodavc(Zilber,
1939). V Evrop byl virus poprvé izolovan v roce 1948Geskoslovensku na dvou mistech
prakticky sodasré Dr. Rampasem a Dr. Galliou verainichCechach a Dr. Kréjm na
Moraw (J. Rampas, 1949). Nasledoyl prokazan vyskyt onemoéni (tedy i viru) téndt ve
v3ech evropskych statech a pgzdna severuCiny a v severnim Japonsku (Hayasaka et al.,
1999).

Taxonomickyifadime VKE do roduFlavivirus, doceledi Flaviviridae (Heinz et al.,
2000). V ramciceledi rozélujeme jednotlivé zastupce dle vekiona viry bez znamého
vektora, na viry penosné komary a viryipnaSené kliaty. VKE fadime mezi kligaty
pienadSené viry a spolu s nim také dalSi medicinskgnatyiné viry: virus omské
hemoragické horky, virus horeéky Kyasanurského lesa, virus Alkhurma, virus Lapgat
virus Powassan. Blizceripuznym VKE je virus vrtivky (Louping ill), kteryg povazovany
nékterymi autory za jeden ze subtyp’KE. Tento virus zpsobuje u lidi encefalitidu jen ve
vyjimeénych gipadech (Grard et al.,, 2007, Hubalek et al., 198&dicinsky vyznamnée
flaviviry prenosné komary jsou zejména virus zluté zimniceysvzapadniho Nilu, viry
dengue, virus japonské encefalitidy. Mezi viry, tergch zatim nebyl odhalen vektor
pienosu pdt viry Modoc, Apoi, Rio Bravo aj. (Gould et al., @8, Gould & Solomon, 2008,
Suss, 2011, Varelas-Wesley & Calisher, 1982).

3.2.1Molekularn é-biologické charakteristika viru
VKE sdili s ostatnimi flaviviry shodnou stavbuigitu a organizace genomu a Zivotni

cyklus jsou také podobné . Viriony flavivijsou obalené€astice ovalného tvaru o velikosti
40-60 nm. Lipidovy obal méa v s®bzabudované dva strukturni proteiny. Jedna se o
povrchovy glykoprotein E (,envelope protein®), kjeinteraguje s buitnymi receptory a
zprostedkovava splynuti virové a b&tné membrany. Tento proteirfguistavuje hlavni
antigenni determinantu vSech flavivir DalSim proteinem je membranovy protein M
(,membrane protein®), ktery vznika z prekurzorovéhmteinu prM Bhem puéeni virionu

z buaky. Uvnitt virového obalu se nachazi nukleokapsida, obsdhkgigsidovy protein C



(,core protein“) a virovy genom. Genom t¥gedndettzcovd RNA pozitivni polarity o
celkové délce 11 kb (Obr. 2). Hlawdst virového genomu (cca 90 %) tivigdiny oteveny
¢teci ramec (ORF - ,open reading frame"), kodujicdlyprotein o velikosti 3400
aminokyselin. Polyprotein je virovymi a btimymi protedzami ko- a post- trangtd S€pen
na i strukturni proteiny (E, M, C) a sedm proteinestrukturnich (NS). Proteiny jsou
v ORF usptddany nasledown 5 -C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3".

Na 5" a 3" koncich genomu se nachazi netranslatoghlasti (UTR — ,untranslated
region“). 5° konec nese metylguanosinov@picku a vytva&i charakteristickou sekundarni
strukturu, kterd je wezit4 @i replikaci virového genomu a translaci. 3" kondisahuje
konzervované a variabilni oblasti a uizmych flaviviti se vyskytuji @#zré¢ dlouhé
konzervované sekvence (Gritsun & Gould, 2006, Gnit& Gould, 2007).

Obr. 2 Stavba virionu flavivit (VKE), prevzato a upraveno z www.viralzone.expasy.org.

3.2.2Subtypy viru KE
Na zaklad srovnavaci sekveéni analyzy getn kédujici hlavni obalovy protein E u

raiznych kme VKE byly rozliSeny fi subtypy viru. Evropsky subtyp, s prototypovym
kmenem Neudoerfl, se vyskytuje v oblastiedgni a vychodni Evropy. DalSi subtyp
ozna&ovany jako dal&vychodni, je endemicky v oblastech vychodniho Ruseverni a
vychodniCiny a v Japonsku. Jeho prototypovy kmen je kmenirbdBibiisky subtyp, do
n¢hoz radime kmeny Aina a Vasilchenko, se nachéazi v sésferablastech Ruska a ve
Finsku (Ecker et al., 1999, Siss, 2011) (Obr. 3edhiny subtypy jsou si antigenuelmi
blizce gibuzné (Gresikova & Kaluzova, 1997), avsak isiky subtyp je vice fibuzny

k subtypu dal&vychodnimu nezli k evropskému (Ecker et al., 1999)



Evropsky [ Sihivsky
Obr. 3 Geograficka distribuce jednotlivych subfyWKE, pievzato a upraveno z

WWW.tbe-europe.com

Hlavnim vektorem evropského subtypu virlkk]gteé 1. ricinus. Jedna se o dominantni
druh KliStte v Evrog, toto kliS& prenasi téz virus vrtivky,ifbuzny VKE. Dalno-vychodni
a sibisky subtyp jsou ignaseny zejmeéna kl&em|. persulcatuskteré tvdgi 80-97 % vSech
druhi klistat na Sihii a ve vychodnich oblastech Ruska (Stiss, 2011gWrai Evrop a
v evropsk&asti Ruska dochazi kekryti areal vyskytu subtyp (Obr. 3). Tento fakt ma za
nasledek vysSi miru umrtnosti paciemakazenych VKE wthto oblastech nez ve zbytku
Evropy a to hlava v dasledku vysSSi mortality u datvychodniho a sildského subtypu
(Golovljova et al., 2004). V Estonsku rédgad v letech 1999-200&inilo procento
amrtnosti 53,5 % u osob nad 40 let (Epstein & Kyt2a09).

3.2.3Cirkulace viru v pFirodé
Z ekologického hlediskatadime VKE mezi arboviry, tedy viry fenosné

prostednictvim krevsajiciho¢lenovce. Cirkulace VKE v firok zahrnuje penaSeée,
kterymi jsou Kkli$ata a hostitele, kterymi jsou obratlovci. VyskytiSkat a sogasna
piitomnost vhodného hostitele jsou zasadni pro udregkulace viru v dané lokaltit
(Nuttall et al., 2005, Siss, 2011).



Klist¢ se mize infikovat v kterémkoli stadiu svého vyvoje (larwnymfa, dosflec)
sanim krve infikovaného hostitele, ktery pragroctlava virémii. BEhem metamorfozy
klistéte se VKE penasSi na dalSi stadia.

Transovarialni fenos ze samice na potomstuegstavuje dalSi moznou cesiteposu
viru. PrestoZe tento ienos neni filiS efektivni (jen 7,6 % diek vajéek infikovanych
samic obsahovalo virusfipemz efektivita penosu na larvy nenii@sré stanovena), hraje
dulezitou roli v cirkulaci viru v pirod pti nedostattném mnoZzstvi vhodnych hostitel
(Danielova & Holubova, 1991, Danielova et al., 200enos VKE niize nastat b tzv.
sousani (,co-feeding”), kdy dochazi keposu patogena u kiféit sajicich vasné blizkosti na
témze hostiteli, i kdyZ hostitel, n@&mz saji, nema prokazatelnou virémii (Labuda et al.,
1993, Randolph et al., 1996).

Hlavnimi hostiteli a rezervoary viru jsou ¥Yipde drobni hlodavci (Dumpis et al.,
1999). DalSi zvata jako ptaci a velci savci (vysokacgvdobytek) mohou byt virem
infikovani, ale pro penos viru v pirodé maji Zejmé mensi vyznamClovék je pouze
nahodnym hostitelem, cyklusigmosu viru u &ho korti a tudiz nehraje Zadnou roli

v udrzeni cirkulace viru vifrodé (Gritsun et al., 2003).

3.2.4Replikace viru v hostiteli
Clovék se nejastji infikuje VKE pfi sani infikované klidte. Virus se pomnoZi v

misg€ sani a poté je lymfatickou cestou transportovansgadovych lymfatickych uzlin
(Albrecht, 1968). Tam se virus dale replikuje anpké do krevnihaeCiste. Tim nastava
viremicka faze onemoeni, lkthem niZz napadéa virus organy retikulo-endotelovéstamy
(Haglund & Giinther, 2003, Malkova & Frankova, 1958 gekonani hematoencefalické
bariery se virus dostava do CNS, kde pricamapada neurony. Infekce vyvolava
histopatologické a z&tlivée zmeny. Poskozeni neurdrje zpisobeno jak samotnou replikaci
viru, tak zawtlivou reakci spughou virem (Chambers & Diamond, 2003, Ruzek et al.,
2009).

DalSi moznou cestouignosu VKE je alimentarni ndkaza. Dochazi k ni pditpo
nepasterizovaného miléka nebo &nlkch vyrobki pochazejicich z infikovaného zete
(ovce, koza) (Holzmann et al., 2009%iKet al., 2009). K infekci VKE rize dojit téZ f
inhalaci kontaminovaného aerosolti praci v laboratti. Virus pak vstupuje do mozkug¢s
¢ichovy nerv gimou cestou, proto maji takové nakazy rychlybgh a zavazné nasledky
(AvZi¢- Zupanc et al., 1994).



3.2.5Klistova encefalitida
Klinické piiznaky onemoaini se liSi v zavislosti na subtypu VKE, kterym Bidvek

infikovan. Dalrg-vychodni subtyp zjsobuje ¢Zké formy poruch centralni nervové soustavy
se sklonem Kk rozvinuti meningoencefalitidy az pobefalitidy a byly popsany i
hemoragické fiznaky (Gritsun et al., 2003). U¢tdl je onemocsni zavazwjsi nez u
dosglych (Votiakov et al., 1975). Mortalita se pohybwjeozsahu 20-60 % (Gritsun et al.,
2003). Pro infekci siliskym subtypem je charakteristicky mdéravazny pibéh s tendenci k
piechodu onemoemi v chronickou formu. #pady umrti nefevysuji 1-3 % (Gritsun et al.,
2003). Infekce Evropskym subtypem probihda v 70 %phienakow, ve zbylych pipadech
probiha onemocmi obvykle (72-87 %) ve dvou fazich (Lindquist & pédahti, 2008).
Inkubani doba onemocami v délce 4-14 dni je nasledovana prvni fazi orewr s
piiznaky gipominajicimi chipku (zvySena teplota, nevolnost, slabost). Tyiiamaky vSak
po rekolika dnech odeznivaji a nastavéibpzné tydenni bezfiznakové obdobi, kdy se
postizenému jedinci ulevi a citi se zdrav. Poté&vydichazi druha faze onemaari se
zjevnymi @iznaky napadeni nervového systému. ¢higfji se jedna o meningitidw&i
meningoencefalitidu (Gritsun et al., 2003, Holzmar2003). Po pragdané infekci
Evropskym subtypem viru KE mohou u 46 % padigpietrvavat dlouhodobé neurologické
potiZze jako naip bolesti hlavy, poruchy sluchu, poruchy rovnova¥yio % gipadi dochazi

k rozvinuti tzv. post-encefalitického syndromu, jpxaijiciho se paralyzou spinalnich nierv
téZce ale probiha u osob starSich 60 l&pdtly amrti se pohybuji v rozmezi 1-2 % (Dumpis
et al., 1999, Gritsun et al., 2003).

3.3 SpirochétaBorrelia burgdorferi
SpirochétaBorrelia burgdorferi s.I. je pivodcem lymeské boreliézy. Jedna se o

negasgjSi klis‘aty penasSené onemoémi v oblastech mirného pasu severni polokoule.
Pcatet piipadi lymeské borelidézy se celogove pohybuje kolem 255 000 ¢n¢ (Rudenko et
al., 2011).Taxonomicky je tato spirochétarazena ddiSeEubacteriag kmeneSpirochaetes
tiéidy Spirochaetestadu Spirochaetalesceledi Spirochaetacegerodu Borrelia. Do kmene
Spirochaetegati krome rodu Borrelia i n¢kolik dalSich proclovéka patogenich spirochét
jako jsou Treponema pallidunepisobujici syfilis alLeptospira interroganszpisobujici

leptospirdzu (Tilly et al., 2008).



B. burgdorferibyla poprvé izolovana v roce 1982 v USA z Kiigt. scapularis(diive
I. dammin) (Burgdorfer et al., 1982), poté byla spirochétetovana také v pacientskych
vzorcich jak v USA (Benach et al., 1983), tak va@pér kde byla spirochéta vyizolovana
z klisgte 1. ricinus (Ackermann et al., 1984). Izolaty se ovSem genotypmané lisily.
Nasledné genetické analyzy ukazaly Ze se jednailoodf heterogenni skupinu spirochét,
proto byla B. burgdorferi rozcklena na vice genomickych diiuhozna&ovanych jako
genospecies a celk®wnazvana jako druhovy kompleB. burdorferisensu lato. Doposud
bylo identifikovano 19 druln a Ize @ekavat, Ze totaislo bude dale stoupat. Jednotlivé
druhy se krord jiného navzéjem liSi mistem vyskytu i hlavnim \a@kim (Tab. 1). Mezi
prokazateld patogenni druhy {wodce lymeské boreliézydadime B. burgdorferisensu
stricto, B. afzelii B. garinii, B. bavariensisa B. spielmanii.U ostatnich genospecies je
patogenita zatim nejasna, ovsem drBhyissetti B. lusitaniag B. kurtenbachiiB. valaisina
muZzeme téZz povaZzovat minimélnza potencionath patogenni pro¢lovéka, vzhledem

k jejich prikazu ve vzorcich paciehs giznaky lymeské boreliozy (Rudenko et al., 2011).

Tab. 1 Dosud identifikované druhy v ramci kompleBuburgdorferisensu lato; upraveno podle
Rudenko et al. (2011).

: > Geograficka .
Druhy B. burgdorferi Vektor prenosu distrubuce Citace
B. af zdii . ricinus, 1. pacificus Evropa, Asie (Canica et al., 1993)
B. americana I. pacificus, | .minor USA (Rudenko et al., 2009a)
B. ander sonii |. dentatus USA (Marconi et al., 1995)
B. bavariensis . ricinus Evropa, Asie (Margos et al., 2009)
. . . ricinus, 1. scapularis, I. :
B. bissettii pacificus I. minor Evropa, USA (Postic et al., 1998)
B. _burgdorferl sensu . ricinus, |. scapularis, 1. Evropa, USA (Baranton et al., 1992)
stricto persulcatus

I. pacificus, I. jellisonii,

B. californiensis |.spinipalpis USA (Postic et al., 2007)

B. carolinensis I. minor USA (Rudenko et al., 2009b)

B. garinii . ricinus, I. persylcatus, .| Evropa, Asie Baranton et al., 1992
I.hexagonus,l. nipponensis

B. japonica I. ovatus Asie (Kawabata et al., 1993)
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B. kurtenbachii I. scapularis USA Margos et al. 2009

B. lusitaniae . ricinus Evropa (Le Fleche et al., 1997)
B. sinica I. ovatus Asie (Masuzawa et al., 2001)
B. tanukii . tanukii Asie (Fukunaga et al., 1996)
B. turdi . turdus Asie Fukunaga et al., 1996
B. spiedmanii . ricinus Evropa (Richter et al., 2006)

B. valaisana . ricinus. I. granulatus Evropa, Asie (Wang et al., 1997)

B. yangtze EZ?Q:}%?:&SS&[“S longicornis, Asie (Chu et al., 2008)
Genospecies 2 I. pacificus USA Postic et al., 2007

3.3.1 Stavba buiky
Borrelia burgdorferi je charakteristicka jedigaym spiralovitym tvarem hiky se

zavity ve vzdalenosti 2,2 um. Velikostiiky kolisa v rozmezi 10 az 20 pmuper buiky
¢ini priblizné 0,33um (Goldstein et al., 1996). i tvori protoplasmaticky valec,
obklopeny vnitni membranou a peptidoglykanovou vrstvou &gh membranou). Oblast
mezi vnitni membranou a peptidoglykanovou vrstvou @émjeme jako periplasmaticky
prostor. V periplasmatickém prostoru se nachazéjky (Obr. 4). Ty jsou zakotveny na
obou koncich biiky, rozstuji se smirem ke stdu a jsou tak dlouhé, Zerefryvaji
spirochétu v celé jeji délce (Holt, 1978, Motalebak, 2000). Hlavni komponentouciii
jsou proteiny FlaA (38 kDa) a FlaB (41 kDAYigemz vice je zastoupen protein FlaB (Ge et
al., 1998). Btiky jsou zodpowdné za charakteristicky Sroubovity tvar nky, ktery
umoziuje pohyb ve vysoce viskdznim prissti pro ostatni bakterie néggtupném jakou je
nag. mezibugcnd hmota (Charon & Goldstein, 2002, Kimsey, 199Bjné¢na stna
odpovida svym sloZzenim gramnegativnim bakteriim§akvobsahuji lipopolysacharidy
s jedin€énymi oligosacharidovymi motivy a velké mnoZstvi dgoteiri. Z hlediska
chemického slozeni bakterialnésy tedy nepdt B. burgdorferimezi typické gramnegativni
bakterie (Fraser et al., 1997, Takayama et al.7)198
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Bitiky Vnéjii membrana Protoplasmaticky valec

Vuéj§i membrina

Bieik

Periplasmaticky prostor

Peptidoglylcan

Cytoplasmaticka
membrana

Obr. 4. 1. Morfologie buiky B.burgdorferi,ll . Detail zakotveni Biku, prevzato a upraveno z
Rosa et al., (2005).

3.3.2Genom
Jednim z nejcharakterigtéjSich rys€i B. burgdorferi je jeji genom. Jedna se o

neobvykly segmentovany genom, jehoZ &y cast tvdi jediny linearni chromosom o
velikosti @iblizn¢ 900 kbp (Baril et al., 1989). Genom navic obsatiBelinearnich a 9
kruhovych plazmid o celkové velikosti 610 kbp. Plazmidy byvaji vatien ke své velikosti
n¢kdy ozn&ované jako mikro-chromosomy (Casjens et al., 2000).

Linearni chromosom obsahuje celkem 769ugemntoho 90 % tvid kodujici sekvence,
které jsou homologni ke gém nalezenym i u jinych bakterii. Jsou to geny kédwékladni
proteiny nutné pro replikaci, translaci, transkripenergeticky metabolismus itky, aj.
Oproti tomu plazmidy obsahuji velké mnoZstvi nel@dch sekvenci a pseudogen
Z celkového p&tu 419 plazmidovych génje jich mnoho unikatnich a pouze u 10 % byla
urcena jejich funkce (Casjens et al., 2000, Frasal.etl997). Na plazmidech je, krém
jiného, kodovanaada gefi ovliviwujicich patogenitwi uréujici virulenci spirochéty. Tyto

sekvence jsou zcela odlisSné od ostatnichelpbostudovanych bakterii (Rosa et al., 2005).

3.3.3Proteiny vnéjSi povrchové membrany
Mezi nejvyznam#jSi na plazmidech kdédované proteinyj@ membrany Osp (,Outer

surface protein®). ®&vodrgé byly nazyvany abecedn(OspA, OspB, OspC, OspD, OspE,
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OspF). Poté se terminologie nila podle jejich funkce&i molekulové hmotnosti n&pDbp

(,Decorin binding protein“ — dekorin vazajici prote Lipoproteiny vigjSi membrany hraji
dulezitou roli v interakci spirochéty s kl&timi a sag¢imi tkarémi. Jsou téZz zodp@dné za
zaretlivou odpowd’ hostitele Bhem infekce (Singh & Girschick, 2004)ti Bani klistte je

exprese &kterych z lipoproteifi snizovana, zatimco u jinych je exprese naopak adrsa
(Schwan et al., 1988).

Mezi nejvice prostudované patipoproteiny OspA a OspB (Templeton, 2004). Oba
sdileji stejny promotor na linearnim plazmidu Ip&4sou nutné pro ugpnou kolonizaci
streva klistéte. Béhem vstupu spirochéty do kk& je jejich exprese zvySovana, zatimco
béhem séni na hostiteli dochézi ke sniZzeni expr&w €t al., 2008). Lipoprotein OspA se
vaze na receptor veretg klisttte ozn&ovany jako TROSPA (, Tick receptor for OspA*) a
slouzi k uchyceni spirochéty vereste klistéte. Jakmile zéne kliSt€ sat, je exprese OspA
shiZzovana a to umdgje spirochétam uvo#mi se z povrchu #va, pfinik do hemolymfy a
migraci do slinnych Zlaz (Schwan et al., 1988). dal dilezitym povrchovym
lipoproteinem je OspC. U borélii verstech nenasatych ki neni OspC exprimovan.
Jeho exprese se spousthém sani kligte a je vyrazé zvySena v pibéhu piiniku borélie
do slinnych Zlaz. Protein je daléigwmen na povrchu borélii i vignchu infekce hostitele,
jeho uloha ovSem neni zcela objasa (Grimm et al., 2004, Pal et al., 2004, Xu et2008).

Rada povrchovych proteinovliviiuje imunitni reakci hostitele. Proteiny ozpaané
jako CRASP 1-5 (,Complement regulator-acquiringface proteins®) nebo Erp (,OspE/F
related proteins*) proteiny vazi regulatory kompéaru a tim zabrauji spusEni alternativni
komplementové drahy, borélie tak unikaji této zdkia hostitelské obra&n proti
mikroorganisnim (Singh & Girschick, 2004).

Jak bylo zmiano vySe, ®které povrchové proteiny borélii jsouildzité pro jejich
patogenitu. Nafdklad proteiny DbpA, B a Bgp se vazi na dekorinlgkgsaminoglykany,
latky nachéazejici se v extracelularni matrix aymjé tkani savie. Tim umo#uji dsgsSnou
kolonizaci cilovych tkani v hostiteli a také ovliyi virulenci borélii (Shi et al., 2008).

DalSi povrchové proteiny, podobnako proteiny Osp, jsouurr¢ exprimovany
v pribéhu infekce hostitele¢imz je zajistna antigenni variabilita borélii a omezena
odpowd hostitelského imunitniho systému, zejména jeji bréimi slozka. Hkladem jsou
nag. proteiny VISE (,Variable major protein-like seque expression site*) (Chu et al.,
2008, Liang et al., 2004, Xu et al., 2008).
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3.3.4Prenos spirochétyBorrelia burdorferi
Spirochéty B. burgdorferi jsou mezi hostiteli fgnaSeny pomoci vekiior zejména

klistat rodulxodes V Evrog se jedna zejména o kK3t ricinus, v Asii o |. persulcatusa
v Severni Americe & scapularis|. pacificus

Borélie mohou infikovat kligt ve vSech stadii jeho vyvoje (larva, nymfa, dbsp),
pricemz kazdé staddium preferuje jiny druh hostitelekyDtomu se spirochéty musi
prizpasobovat nejenom podminkam v Ki$ech, ale i v hostitelich, jakymi jsotzné druhy
obratlov@ od drobnych hlodavg ptaki az po velké savcecgtne ¢lovéka. Ten je ovSem
hostitelem nahodnym. (Fraser et al., 1997, Kurtehbet al., 2002). Konkrétni genospecies
jsou specificky spjaty s &itymi hostiteli, nap. B. afzelij B. burgdorferisensu strictoB.
bavariensiss malymi hlodavci (Hu et al., 1997, Margos et 2009, Poupon et al., 200®),
spielmaniizejména s plchy ale byly izolovany i z jezka (Siklidoet al., 2007)B. garinii aB.
valaisiana byly izolovany zejména z ptak(Poupon, Lommano et al. 200@. lusitanie
byva nalézanaipvazi u plazi (Richter et al., 2006). Tyto hostitelské specifggu zejme
spjaty s rozdily v komplementovém systému hostitglurtenbach et al., 2002).

Klist¢ ziska spirochétu po sani na infekn hostiteli. Spirochéta osidlujetavo, kde
setrvava i Bhem metamorfozy. Jakmile dojde k dalSimu sani,ospéta se namnozi a
migruje ze seva do slinnych Zlaz, aby byla sp@ié se slinami fenesena do hostitele
(Ribeiro et al., 1987). V mistsani se spirochéta lok&lmamnozi a #stava zde po dobu
n¢kolika dni, poté se 8ido dalSich tkani a orgarfGern & Rais, 1996).

Béhem gemeny klis&te do dalSiho vyvojového stadia &m spirochéta feziva, v tom
piipadt se jedna o transstadialnfepos. V nasatych kkatech se nachazi spirochéta ve
strewe, ale v rkterych gfipadech se dostava i do dalSich ofg@rebet & Gern, 1994), pouze
ve vzacnych fipadech se mohou spirochéty dostat i do drdjé a diky tomu dochazi

k transovarialnimuignosu spirochéty ze sarky na potomstvo (Magnarelli et al., 1987).

3.3.5Lymeska boreliéza
Infekce spirochétoBorrelia burgdorferizpisobuje multisystémové onemaacn, které

je ozn&ovano jako lymeska borelioza. V sasné dob se jedna o neéastjSi klidaty
piendSené onemoémi na severni polokouli (Margos et al., 2009). Nenmapada hlavnh
kuzi, nervovou soustavu, klouby a srdce (Steere 198#ster, Wilske et al. 1994) a
projevuje setrznymi klinickymi priznaky v zavislosti na genospecies spirochéty kirdd.
burgdorferi sensu stricto postihuje zejména klouby d@sgbuje &Zké artritidy. B. afzelii
vyvolava evazr kozni obtize (acrodermatitis chronica atrophicalysfocytom). B.
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garinii ma afinitu k nervové soust&a zpisobuje tizné zavazna neurologickad poskozeni,
projevujici se jako meningitida meningoencefalitida (Rosa et al., 2005, Wand.etl897).
Nejcastji miva pribeh lymeské borelidzyit faze (Nocton et al., 1994).dMolik dni
nebo tydri po pisati kliséte dochazi k lokalizované infekci v mistani kliséte, ktera se u
¢asti pacient (60-80%) projevi charakteristickou skvrnou naézik ozna&ovanou jako
erythema chronicum migrans. Jedna sed@mnanalou skvrnu se &lym sttedem o velikosti
VetSi nez 5 centimeir v praméru (Berger, 1993). &hem této faze ire infikovany
pozorovat piznaky podobné dipce (horéka, unava, bolesti hlavy a klotp V nekterych
piipadech vSak fiZe probihat p&gateini infekce zcela bezifznaki (Cerar et al., 2010, Guy
& Stanek, 1991). Viipadt nel&eni, gechazi onemoemi beéhem rékolika tydni do dalSi
faze. Dochazi k roz&ni infekce do dalSich org&ndo kloulii, srdce a nervové soustavy.
Mezi priznaky druhé faze lymeské borelidzy fpaartritida, neuroborelioza (rigstji
meningoradikuloneuritida) (Halperin, 2008), ve uzgth gipadech karditida (Wang et al.,
2003). Terapie sgiva v 2-4 tydennim podavani vysokych davek antikidii¢innost &by
zavisi na vasném podanighem ranych fazi infekce. Vzacse niize onemocEni rozvinout
do teti faze a to vifpadt, kdy neni nakaza ¢éna, a nebo u paciénnereagujicich na
antibiotickou I€bu. Treti faze onemocmi se objevuje &kolik mésial aZz let po prvnich
dvou fazich onemoeni. Lze pozorovatifiznaky trvalého poskozeni organismu, jakymi jsou
chronicka artritida, chronicka neuroboreliéza, Igaytom a nebo chronické poSkozenz&
zvané acrodermatitis chronica atrophicartskigrém dochazi k degeneraci podkoziktéré

z komplikaci jsou prawpodobr spojeny s autoimunitni reakci (Rosa et al., 2005).

3.4 Metody izolace nukleovych kyselin
Extrakce nukleovych kyselin (NK) ti. DNA a RNA jeednou z nejilezit¢jSich

molekularg- biologickych metod. Je pate&nim krokem pro dalsi analyzy a
nejvyznamgjSim krokem diagnostickych metod. DNA a RNA mohowt lizolovany
Z jakéhokoli biologického materidlw’ az zivéhoci zakonzervovaneho. Izolaci DNAghem
které dochazi k jejimuigcisténi/purifikaci, mizeme rozdlit do dvou fiznych kategorii:
izolace extrachlomozomalnich fragm&mNA jako jsou plazmidyi bakteriofagy a izolace
chromozomalnéi genomové DNA z prokaryot a eukaryot. ¥gack RNA se zejména jedna
o0 izolaci ribozomalni RNA, dale pak o mediatorovigaamsferovoé RNA. V neposledidd
se izoluje virova RNA (Tan & Yiap, 2009). IzolacNR je vZzdy mnohem natogjSi nez

izolace DNA. RNA je nestabilni molekula, citlivA ngsokou teplotu a na vSud§fomné
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RNa&zy. Je nutné pracovat ve sterilnim piedit, zajistit patebnou inaktivaci RNaz a vzorek
dlouhodol uchovéavat hluboce zmrazeny (Farrell, 2009)

3.4.10becné schéma izolace NK
Uspsdna izolace NK zahrnujeskolik daleZitych kroki:

1. Lyza buiky a uvolréni nukleoproteinu
2. Denaturace nukleoproteinu s naslednou extrakci N

3. Precipitacei purifikace NK

V bézné praxi dochézi ke slavani jednotlivych krok izolace za pouZiti speciélnich
komekné dostupnych roztakgéi kita (Tan & Yiap, 2009).

Je rgkolik aspeki, které je nutnéipizolaci NK kontrolovat. Bhem izolace je nutné
zabranit jakymkoli kontaminacimt’giz mezi fiznymi vzorky navzajem nebo nukleovymi
kyselinami, pipadrée nukledzami z prostdi. DalSi nutnosti je inaktivace nukleaz ve
vzorcich obsaZenych, které by mohly poskodit vygizahou NK, tzn. p izolaci DNA
inaktivujeme DNazy, P izolaci RNA inaktivujeme RNazy. Dlouhodéhe nejvhodsjsi
uchovavat vyizolovanou NKipteplog -70 °C. Vysledna kvalita ziskané NK mémy vliv
na vysledky naslednych metod (Riedmaier et al., 020http://www.roche-applied-

science.com).

3.4.2Naruseni buiky, lyza a denaturace
Nejprve musi dojit k naruSeni biomembran a k us@iMNK z burgéného obsahu. Neni

jednoduché nalézt idealni postup pro lyzudikrktery bude dostate¢ ucinny, aby narusil
vychozi materidl, a zarosiemusi byt natolik Setrny, aby zachoval cilovou makiou
kyselinu (Grard et al., 2007). DalSintlezitym aspektem je rychlost lyzyfippomalém
naruSeni dochazi k poskozeni NK endogennimi nuaitedzBuiku mizeme poskodit kdl
mechanicky nebo jinymi Se$imi zpisoby (chemicky, fyzikal®y enzymaticky)
(Middelberg, 1995, http://www.roche-applied-scieco).

Mechanick& disrupce vyuzZiva k ro#gmeni tkart a néslednému naruSeni Bkn
fyzikdlnich sil. Tento proces se téZ nazyva homogme. Nejsnadiji Ize vzorek
homogenizovat ve zkumavce fezanim sterilnim skalpelem, coz byva &siho pétu
vzorki caso¥ nara@né. Dale je mozné vyuZzit homogenizaci podle DoumwgelZivajici
zkumavky a skletného pistu. Zkoumany vzorek Ize také homogenizawaemletim
pomoci kuléek riznych velikosti a materiél— sklo, ocel, keramika. Zvolena velikost a
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material kuléek se odviji od typu vzorku, ktery pebujeme zpracovat (Geciova et al.,
2002). DalSim zfsobem mechanického naruSeni tkge sonikace. Jednad se o metodu
ultrazvukového rozbijeni bek, pri které dochazi k naruseni interakci mezi molekulam
v mezibugcném prostoru i v plasmatické memb¥dourek (Engler, 1985). Biku lze téz
naruSit pomoci silného homogeninéo tlaku typu French press. Ten funguje na ppinci
dekomprese a iknych sil (Simpson et al., 1963Rada firem vyrabi homogenizatory
pracujici natznych principech a umdaagjici rychle zpracovat velké mnozstvi vzork
Mnohem Setr§i Ize buiku narusit jinak nez mechanickymitgoby, které vyvolaji
lyzu burek. RozliSujeme fyzikélni, chemickou a enzymatickgru. Mezi fyzikalni zgisoby
fadime nap osmoticky Sok, kdy je hbika vystavena vysokému osmotickému tlaku
(Middelberg, 1995). Chemicky #pob vyuziva permeability bgdtné membrany, ktera je
propustna protfadu chemickych¢inidel. Enzymatické naruSeni #iky pak spoiva
v enzymatickém rozgtnéni proteii nag. pomoci proteindzy K nebo épeni
polysacharidovéasti bakteridlniho peptidoglykanu pomoci lysozyramdrews & Asenjo,
1987). BZr¢ se vyuZivaji lyzéni roztoky, obsahujictinidla, ktera buku lyzuji, poté

denaturuji uvolany nukleoprotein a s@asre inaktivuji nukleazy (Geciova et al., 2002)

Souasti lyz&nich roztok byva kombinace gkolika chemickychinidel:
= Detergenty, jako ndap sodium dodecylsulfat (SDS), které rozugi hydrofobni
interakce v lipidové dvojvrstvplasmatické membrany (Helenius et al., 1979).
» Chelat&ni ¢inidla, kterd vychytavaji dvoj- a trojmocné iontyr@ztoku. Tyto ionty
jsou esencialnimi kofaktory nukleaz a jejich odstrdm z roztoku tak chelatai ¢inidla
chrani NK pged degradaci. V praxi se jako chetatacinidlo vyuziva nap EDTA

(kyselina etylendiamintetraoctov&Vaara, 1992) nebo komek dostupny roztok

Chelex (Singer-Sam et al., 1989).

= Chaotropnicinidla, jako nap. GUSCN (guanidium thiokyanat), narusuji stabiliziuj
intramolekularni interakce a tim rozpatjgbunéénou membranu. (Naglak et al., 1990).
Jsou téz silnymi denatumaimi cinidly, které sodasré inaktivuji nukledzy. R jejich
vysoké koncentraci NK adheruji na steniny kemiku (Boom et al., 1990, Chirgwin et
al., 1979, Mason et al., 2003).

= Nepolarni organicka rozpouslla, jako nap fenol denaturuji proteiny a naslédie
extrahuji (Sambrook & Russell, 2001).

= Hydroxidy (NaOH) zfisobuji alkalickou hydrolyzu hiky (Birnboim & Doly, 1979)
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V praxi secasto vyuziva kombinace mechanického naruSeni aickényzy. Lyza
burgk byvacasto doplina o teplotni denaturaci, kdy za zvySené teplotyt@® °C dochazi

k rozvolreni nukleoproteinu (Naglak et al., 1990).

3.4.3 Extrakce NK
Jakmile se NK uvolni z vazby na proteiny, je nygjéextrakce z bustného lyzatu.

V souwasné dob existuje kkolik metod extrakce NK. Tyto metody lze obé&acnzcElit dle
principu na extrakci pomoci organicky&imidel a na extrakci na bazi adsorpce na pevné

gastice.

3.4.3.1. Extrakce pomoci organickyciinidel

Fenol-chloroformova metoda

Metoda pracuje na principu rozdilu v hydrofohkicihezi NK a proteiny. Pofmani
hydrofébniho organickéhgnidla (fenolu a chloroformu) se vzorek r@ficha dw faze. Je-li
pH organického roztoku rovno 4, RNA séegnostd udrzuji ve vodné fazi a DNA v
mezifazi. Ri extrakci DNA se pH nastavuje na hodnotu kolem doavodné faze potom
piechdzi RNA i DNA. Proteinytstavaji ve spodni organické fenol-chloroformové féez
ohledu na pH roztoku (Kirby, 1957).

Fenol efektivié denaturuje proteiny, avSak neni schopen d&plaktivovat nukleazy.
Proto se k fenolu fidava chloroform a isoamyl alkohol v pém 25:24:1. Naslednou
centrifugaci dojde k rozteni emulze na dvslozky na zékla#l rozdilu v hydrofobici:
proteiny, lipidy, sacharidy a b&tné zbytky Astavaji v organické spodni vrgtvzatimco
v horni polarni ,vodné" vrstv zistavaji NK. Horni vrstva obsahujici NK se odeberay
piitomna NK mohla byt precipitovana etanolef isopropanolem (pogmu 2:1; 1:1).
Precipitace etanolem nebo isopropanolem umjgz pevedeni NK do malého objemu
roztoku a pecisteni od zbytki fenolu a chloroformu Vznikly precipitat je zachycpomoci
centrifugace v podabpeletu. K odstraimi prebyte&nych proteiii se pelet promyva 70%
etanolem. Nasleduje centrifugace a supernatanbié pdstraén. Pelet obsahujici NK je
rozpusén v pufru TE (Tris - EDTA) nebo ve sterilni destiémé vod (Sambrook & Russell,
2001, Tan & Yiap, 2009).

Tato metoda byla modifikovn& pouzitim chaotropnilmdla o vysoké koncentraci — 4

M guanidium isothokyanatu umidje simultanni extrakci DNA a RNA z jednoho vzorku.
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RNA se vyskytuje v horni vodné fazi, zatimco DNAnezifazi a zbylé proteinytstavaji

v dolni organické fazi (Obr. 5). Zvid®debereme jednotlivé faze tj. horni fazi s RNA a
mezifazi s DNA. V obou iipadech nasleduje precipitace etanolem/isopropanole
(Chomczynski, 1993). Existuje ¢kolik komekn¢ dostupnych roztak umoziujici
modifikovanou fenol-chloroformovou extrakci: TRIZdReagent, Invitrogen (Simms et al.,
1993); TRI reagent, Molecular Research Center (waragene.com/tri.htm).

i
"
\_/

o

Obr. 5 Fenol-chloroformova extrakce, rageni roztoku na jednotlivé faze; I. vodna faze
obsahujici RNA, Il. mezifaze obsahujici DNA, lltganicka faze obsahujici proteinyepzato a

upraveno z www.enotes.com

Alkalicka extrakce

Alkalick& extrakce je metoda vyuZivajici silny amdgenni detergent SDS a nizké pH.
Metoda se Usfre pouziva zejmeéna kizolaci plazniid bakterii. Alkalicka lyza rozruSi
parovani bazi, vlakna cirkularni plazmidové DNA w&ak od sebe neodd protoze
zastanou topologicky propletena. Poté, kdyZz zvySirkk gnadno renaturuji narozdil od
genomické DNA. Denaturovana DNA, proteiny a zbytkyre¢nych kompartmerit jsou
propleteny do velkych komplexu a obaleny SDS. Pstracni denaturovaného materialnu
centrifugaci ziskame plazmidovou DNA ze supernata(Birnboim & Doly, 1979,
Sambrook & Russell, 2001).

Extralkeni metoda vyuZivajici CTAB
Kationogenni detergent cetyltrimethylammonium brdi¢@ TAB) je schopen z roztoku
precipitovat NK a polysacharidy se slabymi iontovymazbami. UZiva se ip extrakci
nukleovych kyselin u organisimkteré produkuji velké mnoZstvi polysachéridu rostlin a
Gram-negativnich bakterii. S&asti metody je alkoholova precipitace a centrifegac
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cilem ziskat pelet s NK, ktery se néslédozpusti v pufru TE nebo ve sterilni destilované
vodk (Sambrook & Russell, 2001).

3.4.3.2. Purifikace NK pomoci pevného nosi

Pod pojmem pevny nasirozumime pevn&astice pipravené ziiznych material,
které svou podstatou mohou mit afinitu k cilové ekale (nap. celuléza k NK (Su &
Comeau, 1999)) nebo jsou namolekuly s afinitou k cilovym molekulam navazamgayg.
vyuziti vysoké afinity streptavidinu k biotinu) (Bsnsmeier, 2006, Nargessi, 2005). V praxi
secasto setkdvame s pevnym ri@sn v podoB magnetickych kutiek tzv. ,magnetic bead",
fungujicich na principu afinitivni imobilizace biarekul na paramagnetickyctisticich.
Tyto ¢astice se stavaji magnetickymi v magnetickém addi,tuto vlastnost ztraceji, jakmile
je z magnetického pole vyjmeme. Paramagnett@stice tedy slouzi jako pevny nésNa
ném jsou navazany ligandy majici afinitu k cilové etalle v naSemifpadt k NK. Rada
firem poskytuje magnetické kdky vramci svych Kkii, uZivanych protadu aplikaci
(Kostecka et al., 2008, Tan & Yiap, 2009).

Extrakce adsorbci na peviéstice oxidu kemkitého

Metoda vyuziva principu selektivnino navazani NKkiiamik v prostedi s vysokou
koncentraci chaotropnictinidla. Nasled& je NK uvohovana z vazby nar&émik v prostedi
0 nizSi koncentraci chaotropnitimidla. Jako 8l se nefastji vyuziva guanidium thiokynat
¢i guanidium hydrochlorid, kterééhem extrakce téz inaktivuji nukleazy (Boom et al.,
1990).

Tato metoda je n&gstji aplikovana v kolonkach, jejichz soasti je filtr z oxidu
kiemkitého. Pfichod vzorku a putr filtrem je zajiSén pomoci centrifugace nebo vakuové
filtrace (Tan & Yiap, 2009).

Proces Ize obeé&rshrnout doif kroka (Obr. 6):
1. adsorpce na filtr
2. promyvani filtru

3. eluce vzorku
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Obr. 6 Schéma procesu purifikace NK pomoci adsorbceltngdilikamembranu) v kolonce; I.
oSeteni vzorku pomoci lyzmiho pufru, Il. navazani NK na filtr v kolonce,.Ipromyvani filtru, IV.

eluce vzorku, fevzato a upraveno_z www.tools.invitrogen.com

Prvotnim krokem je Uprava podminek v kolonce tdiy;, dochazelo k adsorpci vzorku
na filtr. Vhodné pH zajistiipslusny pufr. Vzorek se na kolonku nanasi potéyydyzovan
lyzacnim pufrem. NK adsorbuje na filtr v prostli ,vazebného pufru. Ten obsahuje vysoké
koncentrace soli a m& vysoké pH. Poté promyvanrezfitiivodu odstraéni nezadoucich
proteini na r¥j navazanych. Saasti promyvacich puirbyva nefastji 80% alkohol. NK je
uvolovana z vazby na filtr pomoci €hiho pufru obsahujiciho nizkodi nulovou
koncentraci soli. Eluce e byt provadna téz sterilni vodou (Kojima & Ozawa, 2005, Tan
& Yiap, 2009). Jako pevné&astice se mistorkmiitého filtru pouziva naip sklo ve forng
prasku nebo kutek, vyuZzivané f izolaci DNA z agar6zového gelu (Dederich et 2002).
Jednobu&né fasy rozsivky obsahujici vice jak 94%ekiku byvaji vyuZzivany ip
purifikaci plazmidové DNA (Little, 1991).

3.5 Real-time polymerazovéietézova reakce (PCR)
Real-time PCR je molekularni metoda unmgjfci kvantifikaci cilové DNA molekuly.

Podobi jako @i klasické PCR, dochazi k enzymatické amplifika®ti®in vitro. Vysledny
produkt je detekovan, namisto az po gtotuti celé reakce, v redlnéase bezprostdre
po svém vzniku &hem jednotlivych amplifikénich cykhi. To ¢ini tuto metodu rychlejSi a
citlivgjsi. DalSi vyhodou oproti klasické PCR je, Ze odpatutnost postamplifikai
manipulace se vzorkerimz se snizZuje riziko kontaminace s tim spojené.

Pomoci real-time PCRiieme detekovat téZ RNA. Samotné real-time PCR niak
piedchazet reverzni transkripce (RT), ktera pomociermni transkriptdzy, enzymu
retroviroveho fivodu, fepiSe RNA na cDNA. V tomifpact se jedna o real-time RT-PCR.
Metoda se vyuZziva zejména pro genové expresni anadfe také najklad v diagnostice
RNA viru (Bustin, 2000).
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3.5.1Princip real-time PCR
Pri real-time PCR detekujeme mnoZzstvi hromadicihcasglifikovaného produktu

v reakci zaznamenavanim fluorescence. Do reakceiisivaji fluorescetni barviva,
znaené primery nebo sondy, jejichz fluorestieinsignal, detekovany v kazdém cyklu,
odrazi mnozstvi PCR produktiifpmného v reakci. Fluorescence jéfana them kazdého
cyklu pomoci speciélniho optického systému v teyuleru. Ristrojovy software satasré
ziskana data analyzuje a zpracovava a vysledkemgrpf amplifika&ni kiivky,
zaznamenavajici nést fluorescence (osa y) v zavislosti natpojednotlivych cyki PCR
reakce (osa x). HKvka ma typicky sigmoidni tvar aékolikafazovy pfibéh. Na p@atku neni
detekovan ndist fluorescence zidodu nerozpoznani signalu oproti pozadi.ii{gmnnosti
dostaténého mnozstvi templatu @@e Kivka exponenciald rist, za idealnich podminek
dochazi k narstu o log 10 kazdé 3 cykly. Poté se reakcésiatlku nahromathi inhibitori
PCR reakce zpomaluje, dochazi kcespani polymerazy, primér nukleotidi. Kiivka
piechazi do faze platd, kdy jiz neni ngen Zzadny ndist fluorescence. Cyklus, ve kterém
hodnota fluorescenceagkraii stanovenou mez, se nazyva ,treshold cyclg). (Godnoty G
zavisi na pgatesnim mnozstvi templatu (Obr. Aim vétSim mnozstvi templéatu je v reakci

na pa&atku, tim dive je nahst fluorescence detekovan a tim nizsi je hodnot@B@stin,
2000, Mackay et al., 2002).

Amplikon miZzeme detekovat dwma zpisoby, nespecificky nebo specificky (Mackay,
2004).
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Obr. 7 Prabeh real-time PCR reakce; A — Jednotlivé faze ankalife, |. faze, kdy neni detekovan
narist fluorescence, Il. faze exponencialni, lll. féimearni, IV. faze plato, B — Kalibéai kiivka, G
— treshold cycle, N~ vychozi koncentracejgvzato a upraveno z www.generi-biotech.com, Real-

time PCR kvatifikace
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3.5.2 Nespecificka detekce amplikonu
Tato varianta real-time PCR vyuZiva fluoresggninterkal&ni barviva (nap SYBR

Green I, ethidium bromid), ktera se vazi do malgldvku no¥ vznikajicich amplikof pii
extenzi primelt bez ohledu na sekvenci vznikajiciho produktu. Fdgoekini signal se
zvySuje se virstajicim mnozstvim PCR amplikbnvVyhodou tohoto fistupu je jednoduchy
navrh a provedeni reakce a nizk&ipovaci cena. Nevyhodou je nemoznost vyuZiti v tzv.
~-multiplex“ reakcich (reakce s¢kolika pary primeit). Vzhledem k nespecititvazby niize
dochéazet k navazani na nespecifické PCR prodéiktimery primefi a tim ke zkresleni
vysledki (Higuchi et al., 1992, Higuchi et al., 1993, Magk al., 2002).

3.5.3 Specificka detekce amplikonu
Pro sekvetné specifickou detekci se pouzivaji sondy nebo pryml@mplementarni

k Zadané sekvenci, které maji ve své sthtgktiluorescetné znatené oligonukleotidy. Ke
znaeni se pouzivaji specifické molekuly fluorafoemitujicich s¥tlo urcité vinové délky

po predchozi absorpci stla odlisSné vinové délky. Vyzéna vinova délka stla je vzdy

vySSi nez absorbovana. Existujekolik pristupi fluorescensniho zgani zaloZzenych na
k specifickému navrhu sond. (Mackay, 2004).

Mezi nefastjSi princip specifické detekce patdvojité znaené oligonukleotidy,
ozna&ovaneé téz jako sondy, které na sotlesou v blizkosti molekuly fluoresaarho zdice
a tzv. zhasge. Vyuziva se zde principu fluores¢ed rezonagniho genosu energie
(FRET). Z&'enim o uéité vinové délce (dle typfluorofoni) dochazi k excitaci 2&e, ktera
vede k emisi zini, jehoZiast je pohlcena zh&%m. Je-li z&¢ v dosahu vlivu zhasge, ten
zabrani jeho fluorescenci. Jsou-li tytoédmolekuly od sebe odtény dochazi k emisi
fluorescence. V praxi se setkAvameimae znaenim zdéice na 5" konci pomaoci fluoroforu
6-FAM (6-karboxy-fluorescein) a zha®m na 3’konci pomoci fluoroforu TAMRA (6-
karboxy-tetramethyl-rhodamin). K dosazeni optimddni zhaSeni je pidba, aby se
absorkini spektrum zhage pekryvalo s emisnim spektremiiz# (Logan et al., 2009).
Mezi nejpouziva@Si dvojitt znatené sondy pét hydrolyza&ni sonda TagMan.iPnasedani
na templat sonda hybridizuje s cilovou sekvenci DA polymeraza v pibéhu synteézy
nového vlakna, postupmahrazuje a hydrolyzuje sondu diky své 5 exonukied aktivit.
Z&r¢ se tak dostava z vlivu zhd&&ea vyzéuje energii v podob fluorescence. Nasledne
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z vldkna vy&snéna i ¢ast sondy nesouci zh&Sé®o denaturaci viaken DNA na jedno z nich
opét specificky nasedne dalSi volnd sonda a cely greecopakuje (Mackay et al., 2002)
(Obr. 8).
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Obr. 8 Princip detekce aplikonwhem real-time PCR reakce; R +izgreporter), Q — zhase
(quancher)l. - nespecificka detekce pomoci interkaldno barvivall. - specificka detekce pomoci

TagMan sondy, upraveno dle Mackay et al. (2004).

Modifikaci dvojitt znatenych oligonukleotidl jsou vlasenkové sondy,ékdy téz
ozna&ované jako tzv. molekularni majaky. Yifomnosti specifické komplementarni
sekvence sonda hybridizuje a otvira se do linedonformace (Tyagi et al., 1998). Mezi
dalsi moznosti specifické detekce uzeme z#adit par iléhajicich zn&enych
oligonukleotidh, zndmé téz jako ,HybProbes* nebo ,kissing prob@¥ittwer et al., 1997).
Oligonukelotid na 3"konci funguje jako donor a sane na 5’konci zri@na akceptorovym
fluoroforem. Dojde-li k hybridizaci obou sond, jstokalizovany v &sné blizkosti (Mackay
et al., 2002, Wittwer et al., 1997). Pro specifickdetekci amplikonu mohou téz slouzit
specificky fluoresceing znasené primery, slouzici seasré jako sonda, nadp Scorpion€
AmpliFluor™ (Hernandez et al., 2004, Whitcombelet099).

3.5.4Detekce patogei v klistatech
Detekce patogenv klistatech je dlezitym nastrojem epidemiologickych studiein

epidemiologické surrveillance neboliddsti neboli ,surve. Tento pojem shrnuje komplexni

a soustavné ziskavani vSech dostupnych informsgskytu ugitého onemockni (v naSem
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piipadt klistové encefalitidy, lymeské boreliozy) a fakiorevniho prosedi, které toto
onemocgni ovliviwuji (Raska, 1983).

Mapy vyskytu klistcich patoget jsou &tSinou vytvdeny podle evidence klinickych
piipadi onemoctini. Je ovSemékké pgesré identifikovat lokalitu, kde doslo kisati
infikovaného kliskte. Navic jsou systémy zaloZzené na evidenci Kklytbk gripadi
ovliviiovany mirou aktivityclovéka v danych oblastecti postinfekéni ¢i postvakcinani
imunitou populace. Proto je vyhodné zmapovat rizikgskytu kligaty prenasenych
patogeri pomoci detekce jejich NKimo z kli¥at (Daniel et al., 2006). Diky vy¥etani
klistat jsme schopni zjistit prevalengichto patogeh v klistatech a zmapovat takipdni
ohniska nékazy. Zmapovaniigpdnich ohnisek vyskytu kli&ich patogeth ma preventivni
piinos pro obyvatele a nawghiky v dotenych lokalitach (Broker & Gniel, 2003). Pomoci
detekce patogénz kli¥at byla nap zjiS€na infikovana kligata i v oblastech #stské
zelerg nebo pimestskych park (Vavruskova, 2010).

Sobjevem PCR se tato molekulébiologickd metoda zala vyuZivat
v epidemiologickych pirzkumech zabyvajicich se detekci patagenklistatech. Velkou
vyhodou této deteki metoda byla jeji citlivost a rychlost (Ramelow a&., 1993).
Umoziovala také nafklad v rdmci detekce VKE vyhnout se pouZiti lahoraich zviat,
protoze jiz nebylo zaptbi izolovat virus pomoci inokulace do mézkajicich mySek
(Puchhammer-Stockl et al., 1995).

DalSi vyvoj ginesl objev real-time PCR, ktera uniofe jeS¢ rychlejSi a citliwjsi
detekci patogeh v klistatech bez nutnosti vizualizace vyslédkpomoci gelové
elektroforézy. Jeji vyhodou je manipulaceésSsim pa@tem vzorki a mozZnost uit jak
prevalenci, tak také intenzitu nakazy Rétech a to i v fipadech nizkého mnoZzstvi patogena
v klistéti. Real-time PCR téZz umagje detekovat v Kkligti vétSi paet patoget nag.
Francisella tularensisEhrlichia phygocytophallaBorrelia burgdorferis.l., virus kli§ové
encefalitidy (Leutenegger et al.,, 1999, Wang et 2003, Wicki et al., 2000). Metoda se
vyuzivd i pro detekci NK kligti patogefi v pacientskych vzorcich (Schwaiger &
Cassinotti, 2003, Schwaiger et al., 2001).
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4 Material a metody

4.1 Virus a bakterie
V experimentalnic¢asti byl pouzit virus kligvé encefalitidy (dale VKE), kmen

Neudoerfl. Jedna se o prototypovy kmen evropskébbypu, ktery byl izolovan v roce 1971
v Rakousku z kligte Ixodes ricinus(Mandl et al., 1988). Virus byl uchovavan ve f@érm
20% mozkové suspenzé p70°C. Jde aitvrtou pasaz viru v mozcich sajicich mySek.

V praci byly pouzity bakterieBorrelia burgdorferi s.s. kmen B31 (dale jeiB.
burgdorferi), jednalo se o nejvySe 16. pasaz borélii v kompietmediu BSK-H (Sigma
Aldrich).

S patogeny a izolovanymi nukleovymi kyselinami byloanipulovano sterith

v bezpénostnim boxu s laminarnim pratrdm (Telstar-Bioultra,rfda I1.).

4.2 Klistata
Pro (tely diplomové prace byla pouzita kigga druhd. ricinus jednak z volné firody

a i kli¥ata z laboratornich chéyv

Pro stanoveni citlivosti izotaich metod pro detekci kl&tich patogem byla pouZzita
klidtata I. ricinus (stadia nymf a dosfct) nasbirana vlajkovanim v okoleskych
Budgjovic. Z kligtat byl p@ipraven homogenat, ktery bylfigavan kiedicim fadam
testovacich vzork

Pro arteficialni infekci kliat VKE a spirochétoB. burgdorferibyly pouzity nymfy a
dosglé samicel. ricinus z chowi Parazitologického uUstavu BC AR, v.v.i., Ceské
Budgjovice. Kli¥ata byla chovana ve standardizovanych podminkdciviipkosti 96 %,
teplot 24 °C a sw¥telny rezim byl nastaven na 15 hodirgtsa /9 hodin tmy. Pouzita kifata
byla prvni generaci odchovanou v labofgatqpochézela ze $8ek dosplych samic

odchycenych v iirock.

4.3 Piriprava homogenatu kligat
Vzorky tkani jsou obtiznym vychozim materialem mtetekci patogeln neba je

v tkanich pitomnatada latek, které mohou inhibovat detekci patégeomoci PCR. Pro
piiblizeni naseho testovani realné detekci patbgekli¥at byl do vySabvaného vzorku
pfimichan homogenéat kkat. Ten byl vytvéeny z nymf a dosfcu kliStéte I. ricinus
nasbiranych viprod.
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Klistata byla roz8lena do homogenizé&ch zkumavek po §i dosglcich, pog. po
deseti nymfach a bylo k nintidano 150 ul PBS (phosphate buffered saline; 13M&@I,
2,7mM KCI, 1,5 mM KHPQ, 8,1mM NaHPO,; pH 7,3). Nasledh byla do kazdé
homogenizani zkumavky umisina ocelova kutka o paiméru 5 mm. Homogenizace
prokehla v homogenizatoru TissueLyser Il (Qiagen) 2 riymiti 30 Hz. Vznikly homogenat
byl uchovan pro nasledné pokusy {70°C.

Dale byla testovana homogenizace podle protokolow@era et al. (2010), ktera
vyuziva specialnich kuwek, vyrobenych z yttria stabilizovaného oxidem airia.
Homogenizace byla provedena ve specialnich hompgerich zkumavkach (Sarstedt),
jejichz sowéasti byly vySe zminé kulcky o priméru 2,0 mm (Glen Mills). Do
homogenizani zkumavek bylo fidano 150 ul PBS a 5 dadpch samic/10 nymt. ricinus

nazkumavku. Homogenizace prdtla v homogenizatoru 2 minutyii80 Hz.

4.4 Testovaci vzorky a Fiprava redicichirad
Pro stanoveni detékiho limitu jednotlivych metod extrakce NK byly zésobnich

vzorka VKE a spirochétyB. burgdorferizhotoveny desitkovéedicitady (kalibr&ni rady) s
klesajici koncentraci, zvid$ro VKE a zvlas pro B. burgdorferi Koncentrace zasobnich
vzorki ¢inila u viru KE 2x10 PFU/mI, u spirochétyB. burgdorferi 10° bakterialnich
burgk/ml.

Testovaci vzorky vznikly smichanim 40 ul ki&ho homogenatu s 10 pl vzérlo
jednotlivych fedénich. Vysledkem bylo 8 testovacich vzorkro virus KE o koncentraci
4x1(-0,4 PFU/ml a 8 testovacich vzdrkro spirochét. burgdorferio koncentraci 2x10
2 bakterie/ml.

Pro testovani metod izolace uniafcich simultanni extrakci DNA a RNA byla
piipravena ze zasobnich vzérKkoncentrace viz vySe) desitkovédici fada o klesajici
koncentraci obou patogénV jednotlivych zkumavkéach bylo smichano 40 pl logenétu,
10 pl od kazdéhdedeni z desitkové&edicifady VKE o klesajici koncentraci a 10 ul od
kazdéhaedni z desitkovéedicitady spirochétys. burgdorferio klesajici koncentraci

Vysledkem bylo 8 s#snych testovacich vzaikobsahujicich 3,3xfOPFU/mI KE a
1,67x10 bakterii/mIB. burgdorferiaz 0,3 PFU/mI KE a 1,8¥akterii/mIB. burgdorferi.

4.5 Metody extrakce nukleovych kyselin
Do kazdé metody bylo vzdy pouzito 12,b z testovaciho vzorku. Pro VKE tedy

vzdy vstupovalo do extrgki reakce mnozstvi 5xi®x10° PFU. Pro spirochétB.
burgdorferido kazdé extraini metody vzdy vstupovalo 2,5x%@,5x10% bakterii. Ri kazdé
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extralkéni metod byla pipravena negativni kontrola, obsahujici 1aJ5homogenéatu bez
piidavku VKE nebo borélii. Po extrakci byly vSechrgokky NK uskladgny pri teplo€ -
70°C.

4.5.1 Extrakce pomoci suspenze Chelex® 100 Resin (Bio-tQa
Metoda extrakce nukleovych kyselin pomoci prystey Chelex® je zaloZena na

principu vychytani dvoj- a trojmocnych idntjeZz slouzi jako kofaktory nukleaz, které by
mohly degradovakt NK ve vzorku. Zaravediky alkalickému pH v roztoku, dochazi
k naruSeni bustnych membran a k uvaini NK (Sweet et al., 1996, Walsh et al., 1991). Pro
extrakci testovacich vzoikkbylo pouzito 10% (w/v) roztoku Chelex® v pufru TEOmMM
Tris-HCl a 1 mM EDTA, pH 8,0). Roztok byl rozgim po 400ul do 1,5 ml mikrozkumavek.
Poté bylo kroztoku iidano 12,5ul od kazdého testovaciho vzorku. Vzorky byly
inkubovany pes noc p teplot 56 °C za mirného michani v termalnim bloku (Mixiigck
MB-102, Bioer). Poté byly vzorky promichany peganim (vortexovanim) a naslédn
inkubovany 10 minut i 98°C. Po kratké centrifugaci byl odebran vzniklypernantant o
objemu 250-350 pl.

Dale byl testovan modifikovany postup extrakce. BvgSeni citlivosti byla extrakce
suspenzi Chelex® 100 Resin rdesia o oSéeni proteinazou K (QiagenKe kazdému
vzorku bylo spol€éné se suspenzi Chelex®igadno 25 ul proteindzy K (20 mg/ml), jeji
inaktivace probhla pri zawrecné inkubaci i 100°C po dobu 10 minut.

Extrakce pomoci pryskice Chelex® umoiuje simultanni izolaci DNA i RNA a proto
byla z&azena pro testovani simultanni extrakce nukleokyskelin testovacich vzotikobou

patogef.

4.5.2 Extrakce pomoci hydroxidu amonného
Metoda extrakce nukleovych kyselin pomoci hydrox@monného je zaloZena na

alkalické hydrolyze testovaného vzorku. Byl zvofastup podle protokolu Guye a Stanka
(Guy & Stanek, 1991). K 12,5 ul testovaciho vzobylo piidano 100 pl 0,7M hydroxidu
amonneého. Vzorky byly z@ivany po dobu 15 minutip100°C. Po zchlazeni na laboratorni
teplotu, byly vzorky ponechany ot@né v termalnim blokuip100 °C po dobu 15 min, aby
se ze vzorku odpé amoniak. V pfibéhu této inkubace byl termalni blok ungistv boxu

s laminarnim prouthim. Pro Uplné odstré&ni amoniaku byly vzorky dosusSeny ve vakuu po
dobu maximald 30 minut. Poté byly vzorky rozmichany v 50 pl gtérDEPC (diethyl
pyrokarbonatem) oS&mné vody.
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Tato metoda byla zvolena pro zpracovani testovacionki obou patogein tedy pro
VKE i spirochétuB. burgdorferi.

4.5.3 Extrakce pomoci RNAGEM™ Tissue (ZyGEM)
Tento kit byl givodné vyvinut k rychlé extrakci RNA ze saéich tkani. Sosasti kitu je

krome¢ pufri i specialni roztolRNAGEM™. Jedn& se 0 si% reagencii, umadaikijici efektivni
lyzu burek, odstragni nukleaz a saiasré proteolytické oséeni templatu. Postup byl
proveden pesré podle manualu vyrobce (www.zygem.com). Po 12,5 zKiazdého
testovaciho vzorku bylo smichanorRsiAGEM™ a pufrem SILVER. Vzorek byl dopin
sterilni DEPC vodou do 50 ul. Poté byly vzorky pfoh@ny a inkubovanyip75°C po dobu
5 min. Nasled#& bylo ke kazdému vzorkufildno 5 ul pufru. Kon@y objem kazdého
vzorku tedycinil 55 pl.

Metoda byla pouzita pro extrakci nukleovych kyselitestovacich vzotkobou mnou

zkoumanych patogénpro VKE i spirochét. burgdorferi.

4.5.4 Fenol-chloroformova extrakce RNA — TRIzol® Reagentinvitrogen)
Jednd se o modifikaci fenol-chloroformové metodyrakce vyuzivajici komeéne

dostupny roztok TRIzol® Reagerten obsahuje chaotropé&inidlo, guanidin isothiokyanat,
zpasobuijici inaktivaci nukleaz a denaturaci nukleogirod.

Metoda byla provedena podle protokolu vyrobce (wwwitrogen.com). Pol12,5 pl
testovaciho vzorku bylo dogino na 100 pl pomoci PBS. Vzorek byl smichan s 300 p
roztoku TRIzol® Reagent. Nasletirbylo pidano 60 pl chloroformu a vzorek byl
centrifugovan 15 minip 12 000xg¢imz doslo k rozéeni suspenze nai faze. Horni vodni
bezbarva faze obsahujici RNA byla odebrana do dgvéml mikrozkumavky. RNA byla
z odséatého roztoku precipitovana pomoci 150 pl 1@ropanolu (vychlazeny na -20°C).
Poté byly vzorky opakova@mpromyvany 300 pl 75% etanolu (vychlazeny na -20%0¥eny
po dobu 45 min i pokojové teplat v boxu s laminarnim progdim a poté rozpudty v 50
ul sterilni DEPC vody.

Z interfaze a spodni faze byla precipitovana DN&jrstm zpisobem jako RNA (viz
vySe). Na z&¥r byla DNA rozpu&tna v 50 ul sterilni DEPC vody.

Metoda umotiiuje extrakci RNA i DNA, byly ji proto izolovany tessaci vzorky obou
zkoumanych patogén
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4.5.5 Purifika ¢ni metody zaloZené na adsorpci na silikagel
S metodou se setkavame dastji v podoke komegnich Kit, vyuZivajicich pro izolaci

nukleovych kyselin kolonky s néplni silikagelu (dui kiemiitého). V gitomnosti pufru
obsahujiciho vysokou koncentraci chaotropnihmdla (negasgji guanidin thiokyanat) se
NK aktivné vaze na membranu, po odstianchaotropnih@inidla se NK uvolni do roztoku.
Prichod vzorku membranou je zafiit pomoci centrifugacéi vakuové filtrace (Tan &
Yiap, 2009).

4.5.5.1. RTP® DNA/RNA Virus Mini kit (Invitek)
Purifikace byla provedenagsré podle pokyi vyrobce (www.invitek.de). Po 12,5 pl

z kazdého testovaciho vzorku bylo smichano se 187//8S. Objem vzorku byl dopin do
400 pl sterilni DEPC vodou. Vzorek byfgmesen do mikrozkumavky obsahujici Bmzia
¢inidlo, proteinazu K a nosbvou RNA (RNA carrier — zajifije adsorpci NK na membranu
v kolonce). Dale byl fidan vazebny pufr a sfa byla genesena do kolonky. Po promyti
pufry R1 a R2 byla NK eluovana pomoci 60 pkelilno pufru R.

Kit umoziuje simultanni izolaci RNA i DNA, byly ji proto zacovany oba mnou

zkoumané patogeny.

4.5.5.2. Perfect PureTM RNA Cell & Tissue (5 Prime)
Purifikace byla provedenagsré podle navodu vyrobce (www.5prime.com). Po 12,5

ul z kazdého testovaciho vzorku byldiddno ke 400 pl lyzmiho roztoku, pedem
smichaného se 4 ul 0,5 M TCEP (tris(2-karboxyetgfjfh), ktery slouzi jako inhibitor
nukleaz. Vznikly vzorek byl fgnesen do igcistovaci kolonky, ktera pomoci centrifugace
vzorek zbavila nezadoucich zbftkurék. Nasled® byla nezachycena frakcégmistna do
purifikacni kolonky. Po promyti od zi&tujicich latek byla NK z kolonky eluovana 80 ul
elweniho roztoku.

Kit je urcen pro purifikaci celkové RNA z bgk, v naSem fipact byla otestovana
purifikace RNA viru KE.

4.5.5.3. NucleoSpin® RNA Virus (Macherey-Nagel)
Purifikace byla provedena v souladu s pokyny vyeofweww.mn-net.com). Po 12,5 pl

z kazdého testovaciho vzorku bylo smichano se 3I/PBS a pufrem RAV1 s n@sivou
RNA. Vzorek byl genesen na kolonku a promyvan. Néje doslo k vymyti inhibitar PCR
reakce pomoci pufru RAW. Nasledovalo 2x promytireof RAV3, ktery odstranil zbylé
kontaminanty. VVzorek byl z kolonky eluovan do 50QEPC oSdgené vody, pedeltaté na
70°C.
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Kit byl pouzit na purifikaci RNA VKE.

4.5.5.4. QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen)
Purifikace byla provedenagsré podle manualu vyrobce (www.giagen.com). Ke 12,5

ul od kazdého modelového vzorku byléiddno po 127,5 ul PBS. Vznikly roztok byl
smichan s pufrem AVL obsahujicim nisrou RNA. Po fidani ¢istého etanolu byl roztok
pienesen na QlAamp® Viral kolonkiNasledovalo vymyvani kontaminant pufry AW1 a
AW?2. Poté byl vzorek eluovan z kolonky pomoci 204 elieniho pufru AVE.

Kit je urcen pro purifikaci virové RNA, byla jim extrahovaR&NA VKE.

4.5.5.5. RNeasy Mini Kit (Qiagen)
Purifikace byla provedena dle poKynvyrobce (www.qgiagen.com). Z kazdého

testovaciho vzorku bylo odebrdno 12,5 pl a smicr&660 pl lyzaniho pufru RTL. Po
centrifugaci pi maximalni otékach byl vznikly supernatant odebranigmesen do novych
zkumavek. K supernatantu byléigano 600 pl 70% etanolu, vznikly roztok byepesen do
RNeasy kolonky. Nasledovalo vymyvani kontaminannpoi pufi RW1 a RPE. Nakonec
byl vzorek z kolonky eluovan 2 x 40 ul DEPC @8a€ vody.

Kit je urcen pro purifikaci celkové RNA z ziwgsnych burgk a tkani, z bakterii a
kvasinek. Kitem jsem purifikovala RNA VKE.

4.5.5.6. DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)
Purifikace byla provedena dle navodu vyrobce (wvimggn.com). Po 12,5 ul z

kazdého testovaciho vzorku bylo pomoci PBS dominna objem 200 ul. Vzorek byl
smichan s pufrem AL a proteindzou Kéhgém inkubace ip 56°C po dobu 1-3 hodiny
dochéazelo k lyze buwk. Nasledg byl pridavan ¢isty etanol a vzorek bylipnesen do
DNeasy kolonky. Poté nasledovalo promyvani pufry A& AW2. Eluce DNA z kolonky
byla provedena 200 pl pufru AE.

Kitem byla purifikovana DNA spirochét. burgdorferi.

4.5.5.7. Metoda podle Crowder et al. 2010 vyuZivajici reageie z kita
QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen) a DNeasy Blood & Tissue Kit

(Qiagen)
Tato metoda vyuZiva reagencie z vySe 2Zmych kit a pouZziva je k simultanni izolaci

DNA a RNA z kli¥at. Pro homogenizaci vyuziva specialni &ui (viz Kapitola4.4). Pro
porovnani jaky vliv ma zjsob homogenizace n&idnost extrakce nukleovych kyselin byla
metoda izolace podle Crowdera (Crowder et al., RPQdf@vedena také s homogenizaci
pomoci ocelovych kuiek.
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Byly vytvoreny dw sady testovacich vzaikVzorky desitkovychedicichiad pro oba
patogeny (virus KE a spirochéB. burgdorferj Kap. 4.4) byly smichany s homogenatem
vytvoienym homogenizaci kkiat ocelovymi kukkami (jedna sada testovacich vaork
nebo pomoci specialnich kédk (druha sada testovacich vaorikkap. 4.3). Kazda sada byla
zvla¥ izolovana podle metody Crowder et al. (2010).

Pribéh izolace byl nésledujici. Bylafipravena sms ATL pufru, proteinazy K a
noscove RNA, ktera byla rozptma po 450 pl. Ke sési bylo gidano 12,5 ul od kazdého
smeésneho testovaciho vzorku a 400 ul pufru AL a vSk biykubovano p laboratorni
teplo€ po dobu 10 min. Ke vzorku bylofigano 480 plc¢istého etanolu a sfa byla
inkubovana 5 min i laboratorni teplat Nasled® byl vzorek penesen do DNeasy Mini
spin kolonky, ktera byla posléze promyvana 500yfiyppAW1, 500 ul pufru AW2 a 500 pl

etanolu. Eluce vzorku z kolonky byla provedena g0pufru AVE.

4.5.6Kombinace extrakénich metod
DalSim moznym fistupem jak docilit simultanni izolace jak DNA, tRNA z téhoz

vzorku sodasré, je kombinace pouZiti chaotropnich pufv kombinaci s izolknimi
kolonkami (Triant & Whitehead, 2009). Tentdfiptup umo#uje simultanni extrakci RNA
viru KE a DNA spirochétyB. burgdorferize vzorki klistat. Do extrakce bylo pouzito 12,5
ul testovacich vzotkze smésnéiedicirady (Kap. 4.4.).

4.5.7Extrakce suspenze Chelex® 100 Resin (BioRad) #egisténi pies
QlAamp® Viral kolonku z QlIAamp® Viral RNA Mini Kitu  (Qiagen)

Nejprve byla provedena extrakce NK z 12,5 ul zowstich vzork pomoci suspenze
Chelex® (Kap. 4.5.1). Po extrakci bylo140 pl zisdam supernatantu smichano s 560 pl
etanolu. Vznikly roztok byl nanesen na QlAamp® Viral kolonku. Nasledovalo
promyvani kolonky fesr¢ podle manuélu vyrobce (Kap. 4.5.5.4). Finalni objezorku
¢inil 80 pl.

4.5.8Extrakce pufrem Chelex® 100 Resin (BioRad) aifefisténi pires RNeasy
kolonku z RNeasy Mini Kitu (Qiagen)

Po extrakci pomoci suspenze Chelex® 100 Resin (K&p.1) bylo 140 ul
supernatantu z extrakce smichano s 560 ul etai@®ib), Vznikly roztok byl penesen na
RNeasy kolonku, ktera je stasti RNeasy Mini kitu. Nasledovalo promyvani kolgnk
piesré podle instrukci vyrobce (Kap. 4.5.5.5). Finalnjesb vzorku po eluctinil 80 pl.
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4.5.9Extrakce pomoci TRIzol® Reagent (Invitrogen) a ecisténi pies
QlAamp® Viral a Rneasy kolonku (Qiagen)

Béhem extrakce pomoci TRIzol® Reagent, kdy se suspevztlila na faze byla na
QIAamp® Viral kolonku pepipetovana horni vodna faze, obsahujici RNA VKEo P
extrakci DNAB. burgdorferibyla pouzita RNeasy kolonka, na kterou kterou Ipj#mesena
dolni faze.

Pri dalSim testovaném postupu bylo 12,5 ul z kazdébtmvaciho vzorku dopino do
100 pl pomoci PBS. Vzorek byl smichan s 300 plakztTRIzol® Reagent. Poté bylo
k vzniklému roztoku fidano 60 pl chloroformu a centrifugaci 15 minudt p2 000xg se
roztok rozalil na tfi faze. RNA z horni fdze i DNA ze interfaze a spodiéize byly
precipitovany (Kap. 4.5.4). RNA z horni faze bykempistna na QIAamp® Viral kolonku.
Nasledovalo promyvani kolonkygsré podle manualu vyrobce pro QlIAamp® Viral RNA
Mini kitu (Kap. 4.5.5.4). Finalni objem vzorkiinil 80 pl.

Precipitovand DNA ze spodni faze, bylaepipetovdna na RNeasy kolonku.
Nasledovalo vymyvani kontaminant z kolonky podletinkci vyrobce (Kap. 4.5.5.5).

Konezny objem vzorkinil 80 pl.
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Tab. 2 Shrnuti pouzitych extrakich metod.

Chelex® 100 Resin ocel. kiky ) ) 300 24 x
hydroxid amonny ocel. kulky ) 50 4 x
RNAGEM™ Tissue | ocel. kulicky ] 55 3,6 X
TRIzol® Reagent ocel. kuky ] ] 50 4 x
R\Iiffi 'I\Dﬂ'i\'n'?/z."rm ocel. kuligky ° 60 4 x
Pertect g“TrESEé\'A ocel. kultky | @ 80 6,4 X
NucleoBPin® RNA | ocel. kuitky | @ 50 4%
QiAamp® VIRIRNA ocel kuicky | @ 80 6,4 X

Rneasy Mini Kit ocel. kutiky () 80 6,4 X
DN.T.%SS);eBlzﬁd & ocel. kuligky ) 200 16 x
Crowder et al. 2010 ocel. kiKy ® 200 13,3 x
yttriové
Crowder et al. 2010 kulicky ® 200 13,3 x
Chelex® 100 Resin +
QlAamp® Viral ocel. kuliky ° 80 5,3 x
kolonka
Chs:\T;z(:js;?(?)IEr?E;n | ocel. kuligky ] 80 5,3 x
TRIzol® Reagent+
QlAamp® Viral ocel. kuligky ] 80 5,3 x
kolonka
T';';gglefo"’l‘gﬁ{(‘;" ocel. kuliky ° 80 5,3 x

* Piepaet zohlediujici naedni vzorku Ehem extrakni metody; podil koncentrace ve vzorku
pied extrakci a po extrakci
Bor =Borrelia burgdorferi

VKE = virus kli¥ové encefalitidy
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4.6 Metody detekce patogei

4.6.1 Reverzni transkripce (RT)
Detekci RNA VKE gedchazela reverzni transkripce, ktefépgisuje templatovou RNA

na cDNA (,complementary DNA“). Byl pouZit kit Revigfid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas). Postup byl provederreg® podle instrukci vyrobce
(www.fermentas.com). Do reakce byly pouzity 2 phptatové RNA. Jako primery byly
pouzity ndhodné hexanukleotidy (Fermentas). ZislkadDdA (25 ul) byla uchovanaip-
70°C a slouZzila jako templat pro naslednou amgifik

4.6.2Polymerazovaretézova reakce (PCR)
Amplifikace DNA B. burgdorferia cDNA VKE byla provedena pomoci polymerazové

rettzové reakce (PCR). Jako templat byly pouzity 4 NINIcDNA z kazdé izolani metody
¢i z RT. Reakni snts o celkovém objemu 25 pl bylgigravena z 12,51 Combi PPP
Master Mixu (Top-Bio) (75 mM Tris-HCI; pH 8,8; 20Wh(NH4)2S0Os; 0,01% Tween20; 2,5
mM MgClz; 200 uM ATP; 200uM CTP; 200uM DTP; 200uM dTTP; 2,5 U Tag purple

DNA polymerazy, 38nM monoklonalni protilatka an&d; stabilizatory a aditivaforward

a reverse primeru odpovidajicich konkrétnimu patage mnozstvi uvedeném v Tab. 5 a
DEPC oSdené vody (Top-Bio). PCR reakce probihala v autorkétn termalnim cycleru
GenePro (Bioer) anebo Uno Il (Biometra) za nasledth) podminek:
1. paateni denaturace 95°C/10 min.
2.denaturace 95°C/15 s
nasedani primér60°C/30 s
elongace 72°C/30 s
35 cykia

3. udrZovaci teplota 14°C

PCR produkty z reakce byly vizualizovany elektretoskou separaci v agar6zovém
gelu v pufru TAE (40 mM Tris-acetat, 2 mM EDTA, p8{3; Merck). Byl pouzit 1,7%
agarézovy gel pro PCR produBt burgdorferia 2% agar6zovy gel pro PCR produkt viru
KE. Po 13ul vzorku bylo smichano s 32 nanaSeciho pufru 5x Orange DNA Loading Dye
(Fermentas) s 5x koncentrovanym barvivem SYBR Gredinvitrogen). Vzorky byly
naneseny do jamek gelu a poté byla provedena efektticka separacetfipl00 V/60 min.

Vysledek byl pozorovaniposviceni UV z&enim na transluminatoru.
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4.6.3 Real-time PCR
DalSi detekni metodou byla real-time PCR. Real-time PCR reak@iealnim objemu

25 ul obsahovala 12,5 pl Probe gPCR Master Mixy(B¥4).SO, , MgCl,, KCI; dNTPs,
Hot Start Taqg DNA polymeraza;igsné sloZeni neni vyrobcem uvad) (Fermentas),
forward a reverse primery oriplusné koncentraci (Tab. 5), hydrolynd TagMan sondy
(Tab. 5) a 4 ul templatové DN& cDNA a DEPC oSééna voda. Reakce byla provedena v
termalnim cykleru Rotor Gene 3000 (Corbett Resgarattchto podminek:

1. denaturace 95 °C/10 min.

2. denaturace 95 °C/15 s

3. nasedani priméy elongace 60 °C/60 s

45 cykh pro detekci VKE
40 cykh pro detekci spirochétg. burgdorferi

Koncentraci DNA/cDNA v jednotlivych vzorcich je mod odvodit srovnanimigdou
standardnich vzotk (kalibraini kiivka) o znamé koncentraci. Pro detekci VKE jako
kalibrasni kiivka poslouZila desitkovéedicitada cDNA viru KE o koncentraci 2,8X%0
2,8x10" PFU/ml. RNA viru KE, kmen Neudoerfl, byla extraléma ze 140ul virové
mozkové suspenze o titru 2X1IBFU/mI pomoci kituQlAamp® Viral RNA Mini Kit a 2l
byly prepsany reverzni transkripci na cDNA. Pro spirochgtiurgdorferi predstavovala
kalibrasni kiivku desitkow fedsnda DNA o klesajici koncentraci odpovidajici 2%P0
burgk/ml. DNA byla extrahovana z 200 suspenze butk o koncentraci 1Dbakterii/ml
pomoci kituDNeasy Blood & Tissue Kit.

V kazdé kvantifikani reakci byl pitomen vybrany vzorek z kalibtai kiivky o
piislusné koncentraci (tzv. kalibrator). Ten umaZal pimé porovnani vzorku s kalikmai
kiivkou, ktera byla provedena v separatni reakci.

Testovaci vzorky i vzorky kalibtaich Kivek byly analyzovény v triplikacich. Do
kazdé reakce byla zahrnuta také negativni kontidimsledky byly analyzovany pomoci

softwaru Rotor Gene 5.0 (Corbett Research).
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Obr. 9 Profil real-time PCR kalibkmi kiivky pro VKE.Barvy jednotlivych kvek odpovidaji

barevnym kédm v tabulce 3.

Tab. 3 Nametené hodnoty kalibkani kiivky pro VKE.

: ZADANA KONC | ZISTENA KONC
BARVA | MAZEV | TYP Ct mmiassrne oo ) 05 VAR
= -1 |Standard| 1975] 280000000 3101 143 51| 1080%
-1 |Standard| 1883 280000000 557608411 99,10%
-1 |Standard| 1852] 280000000 7 122 449 14| 154 40%
-2 |Standard| 234R 280 000,00 254 68039 900%
2 |Standard| 2374 280 000,00 210F0651| 24 80%
2 | Standard| 2344 280 000,00 257 825 49| 7 O0%
-3 |Standard| 2728 23 000,00 19422 14| 30F0%
-3 |Standard| 27,19 23 000,00 20632 87| 26530%
-3 |Standard| 2682 28 000,00 2631687 B00%
-4 | Standard 308 280000 1807 55| 35.40%
-4 | Standard| 3142 280000 1189,12| &7 50%
i -4 |Gtandard| 3094 280000 1638,15] 41 50%
| 5 | Standard| 3359 280 276,37 1.30%
[ | 5 | Standard| 3382 280 236 4| 15F0%
il 5 | Standard| 3455 280 134 44| 52 00%
[ ] £ |Standard| 3529 28 57 5| 212 o0%
[ | £ |Standard| 35739 28 521 193 20%
= -G Standard 28
[ ) NTC NTC
NTC MTC
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Obr. 10 Profil real-time PCR kalibgi kiivky pro B. burgdorferi Barvy jednotlivych kivek
odpovidaji barevnym kdan v tabulce 4.
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Tab. 4 Nangiené hodnoty kalibkai kiivky pro B. burgdorferi

ZADANA KONC

ZINSTENA EONC

BARVA NAZEV] TYP | v |5 i ey | ceopormeakeey | 70 VAR
0 |Standard| 1272 | 20000 000,00 17 626 093 50] 10,90%
0 |Standard| 1272 | 20000 000,00 17 650 184 56] 10,70%
0 [Standard| 123 | 20000 000,00 16 865 857,23] _15.70%
-1 |Standard| 16,17 2 000 000,00 200470024]  0.20%
-1 |Standard| 16,75 2 000 000,00 1384 03177] 30,30%
-1 | Standard| 1644 2 000 000,00 168101153 1540%
2 |Standard| 20,08 200 000,00 169544 B8] 15 ,20%
2 |Standard| 1953 200 000,00 204837 96| 1240%
2 |Standard| 19,13 200 000,00 309 236,61 54560%
3 |Standard| 2307 20 000,00 75 663,43] _ 28,30%
3| Standard| 23,02 20 000,00 26 437 38| 32 20%
3 |Standard| 2336 20 000,00 2129870]  BA50%
4 |Standard| 263 2 000,00 3316,81| E5060%
-4_|Standard| 27 09 2 000,00 202052 1,00%
-4 |Standard| 26 59 2 000,00 2771,48] 38 60%
] 5 |Standard| 30,25 200 27304 96 50%
] 5| Standard| 30 &1 200 217 51| 6,60%
lal 5 |Standard| 31,34 200 137.12] 31 40%
6 |Standard| 3476 20 1578] 21,10%
B |Standard| 343 20 1451 27 40%
B |Standard| 34 95 20 1401]_ 2950%
[ | NTC | NTC
NTC | MTC
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Tab.5 Charakteristika pouzitych primea TagMan sond v PCR a real-time PCR

F-TBE 1 F GGG CGGTTC TTGTTC TCC 11 054 -11071[*60 68 50
- Schwaig
Virus er and
kliStové | R-TBE 1 R ACA CAT CAC CTC CTT GTC AGACT 11099 - 11121 160 68 300 Cassinot
encefalitidy ti 2003
TBE-Probe- BHQ1-TGA GCC ACC ATC ACC CAG ACA '
WT CAFAM ++ 11073-11095 * | 60 X 200
FlaF1A F AGC AAATTT AGGTGC TTT CCA A 792 - 813 ** 60 147 300
Schweig
Fla R1 R GCA ATC ATT GCC ATT GCA GA 965 - 946 ** 60 147 900 eretal,
2001
Borrelia BHQ1-TGC TAC AAC CTC ATC TGT CAT %
burgdorferi | 12PTobel TGT AGC ATC TTT TAT TTG-FAM *+ 918 - 880 60 X 200
SL1 F AAT AGG TCT AAT AAT AGC CTT AAT AGC| 21 —47* 65 308 400 Demaers
chalck et
SL2 R CTAGTG TTT TGC CAT CTT CTT TGA AAA | 302-328* 65 308 400 al. 1995

* Cislovani pozice v genomu odpovida viru KE , kmemitlberfl (accession number: U27495). Primery
nasedaji do 3"nekdédujici oblasti viru.

** Cislovani pozice odpovida genomové sekvenci genujidito protein flageliBorrelia burgdorferisensu
strictokmen B31.(Flagellin gene sequence of Borrelia borfgai (GeHo) X15660

*+ (islovani odpovida geonomové sekvenci genu ddpwkelia burgdorferisensu strictémen B31

**x dualni zna¢eni sond BHQ1= black hole quencher-1, FAM= fluoe#sc

4.7 Reverse line blotting (RLB)
Metoda slouzi k detekci a identifikaci genospegii burgdorferi sensu lato. Princip

metody speéiva v hybridizaci znéenych PCR produlitse sadou genospecies-specifickych
oligonukleotidovych sond kovalertmavazanych na membranu. Kazda sonda je specificka
k urtité genospeciB. burgdorferisensu lato.

Pomoci PCR je amplifikovang&ast oblasti genomu borélii obsahujici variabilni
mezernik mezi dima tandemovymi opakovanimi dempro ribozoméalni RNA (rRNA)
podjednotek 23S a 5S. Amplifikované produkty hylmugi za gFesré specifikovanych
podminek se sondami navazanymi na membranu. Po tbdmegpecificky navazanych
produkti je diky ozna&eni jednoho z primér biotinem mozné detekovat hybridizovany
produkt pomoci chemiluminiscence.

Stanovovéna byla citlivost metody RLB pro detekaidiii. Jako templatova DNA byla
vyuZita testovaciedicifadaB. burgdorferi sensu stricto kmen B31 (Kap.4.4) extrahovana
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pomoci Chelex® 100 Resin (Kap. 4.5.1). Pouzita aeetRLB byla adaptovana podle Gern et
al., (2010).

Pro RLB byla pouZzita membrana Biodyne® C (Pall @oation) aktivovana 10 minut
pii laboratorni teplat vroztoku 16% EDAC (N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-
ethylcarbodiimide hydrochloride) (Merck). Na aktwamou membranu byly v miniblotteru
naneseny 5’amino zéené sondy (Tab. 6)pdem néediné na koncentraci 500 nM v roztoku
500 mM NaHCQ o pH 8,4.Sondy byly inkubovany 1 minututiplaboratorni teplat, poté
byla membrana inaktivovana ve 100 mM NaOH po doBuriinut @i laboratorni teplat
Nasledovalo promyvani membrany v roztoku 2x SSAE¥ SDS po dobu 5 minutig0°C.
Poté byla membranaipravena k pouziti.

Byla namichana PCR reakce s primery 23Sbor a 58@&ly. 6.). Amplifik&ni PCR
smés o celkovém objemu 25 ul byl@igravena z 12,5 ul Combi PPP Master Mixu (sloZzeni
viz Kap. 4.6) 400 nM primér a 10,5 ul vzorku. Amplifikacni reakce probihala
v automatickém termalnim cycleMaster cyclemebo Master cycler Gradient (Eppendorf) za
nasledujicich reakich podminek:

Patateeni denaturace 94°C/5 min
. ¢ast programu — touch down PCR (9 @éykl
1. Denaturace 94°C/20 s
2. Nasedani primé@r60°C/30 s— v kazdém nasledujicim cyklu se teplota

nasedani snizila o 1 °C, dokud nedosahne 52°C

3. Elongace 72°C/30 s
. ¢&st programu — amplifikace (40 cukl
4. Denaturace 94°C/20 s
5. Nasedani primér52°C/30 s
6. Elongace 72°C/30 s

Ill. ¢4st programu

7. Finélni elongace72°C/7 min
8. UdrZzovani pi 14°C, dokud nebyly vzorky vyndany z cycleru

Znxené PCR produkty byljedny v roztoku 2x SSPE/0,1 % SDS (gDproduktu +
180 ul roztoku 2x SSPE/0,1 % SDS) a denaturovany po dabBuminut i 99°C.
Denaturované vzorky byly ihned zchlazeny na ledmembrana byla inkubovana v 2x
SSPE/0,1 % SDS 5 minutipaboratorni teplat Membrana byla uzdena do blotteru tak, ze

sondy byly kolmo na sloty blotteru.fipravené vzorky byly naneseny do slotPoté
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nasledovala hybridizace 60 minuti 42°C. Vzorky byly odsaty ze skbta membrana byla
promyvana 2x v roztoku 2x SSPE/0,5 % SDS (170 s®,H20 ml 20x SSPE, 10 ml SDS 10
%) po 10 min. @i 52°C. Poté byla membrana inkubovéana v roztokujugdtu streptavidin-
peroxidaza (2x SSPE/0,5 % SDS +uB konjugatu) 30 minut f 42°C. Nakonec byla
membrana promyvana v roztoku 2x SSPE/0,5 % SDSia0tmii 42°C a poté 2x v roztoku
2x SSPE po dobu 5 minutipaboratorni teplat.

Hybridizovana DNA byla na membrérdetekovana pomoci chemiluminis¢aiho
detekéniho kitu ECL detection kit (GE Healthcare) podistrukci vyrobce. K membréarbyl
v temné komte gilozen citlivy film KODAK® (BioMax Light Film). Expozice probihala po
dobu 2 hodin. Film byl nasledivyvolan standardnim postupem.

Pro dalSi pouziti byla membrana dehybridizovana @@ min. v roztoku 1 % SDS (180
ml H,O, 20 ml SDS 10 %) 80 °C a promyta v roztoku 20 BBTA o pH 8,0 po dobu 15
minut @i laboratorni teplat Pro dlouhodobé skladovani byla membrana uloZgrlastovém

s&ku pri 4°C.
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Tab. 6 Charakteristika pouzitych primea sond pro RLB.

23Shor B'(r?;fﬁﬁds%r;igf)'" TCAGGGTACTTAGATGGTTCACTT (2%'8'1‘;599" etal,
5SBor B'(r?gﬂdsc:)r;igsrjl. 5 -biot - GAGTTCGCGGGAGAGTAGGTTATT ’;g%kfeev etal,
SL | B. burgdorferi s.I{ 5"-amino - CTTTGACCATATTTTTATCTTCCA gzg%‘;ema etal,
ss B. b“;?gorfe” 5"-amino - ACACCAATATTTAAAAAACATAA ?gg's‘ema etal,
AF B. afzeli |5 -amino - AACATTTAAAAAATAAATTCAAGG ng'gema etal,
GA B.garini |5 -amino - AACATGAACATCTAAAAACATAAA ng'gema etal,
GANE B. garinii 57-amino - CAAAAACATAAATATCTAAAAACATAA Poupon et al, 2006
GANE1 B. garinii 5’-amino - AAAATCAATGTTTAAAGTATAAAAT Gernetal.,, D10
VSNE | B.valaisiana |5-amino - TATATCTTTTGTTCAATCCATGT Poupon et al.0a6
LUSINE B.garinii |5 -amino - TCAAGATTTGAAGTATAAAATAAA A (2%%%‘)30” etal,
LusiNE1 B. garinii 5-amino - CATTCAAAAAAATAAACATTTAAAAACAT Gern et al., 2010)
LusiNE2 B. garinii 5’-amino - AAATCAAACATTCAAAAAAATAAAC Gern et al., 210
SpiNE2 B. spielmanii |5 -amino - GAATGGTTTATTCAAATAACATA Gernetal., 201
SpiNE3 B. spielmanii |5 -amino - GAATAAGCCATTTAAATAACATA Gern et al., 200
BisNE1 B. bissettii 57-amino - AAACACTAACATTTAAAAAACAT Gern et al., 200
BisNE2 B. bissettii 5’-amino - AACTAACAAACATTTAAAAAACAT Gern et al., 200
RFLNE Re'apﬁli(rég fever 5 amino - CATTCCATTGATCAATGC Gern et al., 2010

4.8 Infekce klist’at inokulaci

viv s

NejcitlivejSi extrakni metody jsem otestovala na realném vzorkuwatignfikovanych

B. burgdorferia VKE. Vzhledem k prevalenci viru KE B. burgdorferi v prirode (v

Jihateském kraji: virus KE 1,2 %, spirochéty z kompléuburgdorferis.l. 12,13 % (Honig

et al., 2011)) bych pro otestovani metod muselatiy$riliS velky vzorek kligat z irody,
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abych ziskala dostatek udajProto jsem se rozhodla pro artificialni infekcliSkat
z laboratorniho chovu. Tentotiptup navic finasi tu vyhodu, Ze kli&tje infikovano
definovanym mnoZzstvim patogenu. Pro pokusy bylyZzpgulosglé samicd. ricinus z chovi
Parazitologického Ustavu BC AJR, v.v.i., Ceské Budjovice (Kap. 4.2), které pochéazely z
prvni generace odchovanou v labofatoexistoval u nichigdpoklad, Ze jsou prosta infekce.
Pro ovfeni, Ze mnou pouZzita ktidta nebyla infikovana VKE nebo boréliemi, jsem
vySetila 110 nymf (stejny fivod jako dosplci) na gitomnost spirochétys. burgdorferia
viru KE. 110 nymf z chovu bylo rozteno do skupin po 10 a homogenizovano postupem
(Kap. 4.3). Ze 12,5 ul homogenatu byla vyextrahavBfNA pomoci Chelex® (Kap. 4.5.1),
RNA pomoci RNAGEM™ Tissue (Kap. 4.5.3) iltomnost viru a borelie byla ékena
standardni (RT-)PCR popsanou v kap. 4.6.

4.8.1Inokulace
Klistata byla znehyhima gilepenim na oboustrannou lepici pasku na podloZznim

sklicku a byla umisiha pod binolupu (Motic). Infekce injikaci byla pexena pomoci
sklerené kapilary napojené na ingki pumpu (Harvard Pump 11 Plus Single Syringe,
Harvard Apparatus).

4.8.2 Inokulace virem klistové encefalitidy
Pro infekci VKE bylo injikovano 0,5 pl virové suspee (infekni davka 5000 PFU) do

membrany lokalizované mezi coxa a trochanter dratp@nu kogetin (Obr. 11) .

Nejprve byla inokulovana 3 kiiata PBS. Tato klf&ta slouzila jako negativni kontrola
inokulace. Poté bylo inokulovano 16 ki virem KE. Z infikovanych kligt bylo nahodé#
vybrano 5, ktera slouzila jako pozitivni kontrol@gokulace a ktera byla ihned zmrazena (-
70°C) a uchovana pro pogdi vySeteni. Zbyvajici kligata (11 infikovanych a 5 kontrolnich)
byla umisténa zgt do chowi. Po 10-ti dnech byla kifata, ktera fezila zamrazena (-70°C).

4.8.3 Inokulace spirochétamiBorrelia burgdorferi
Do kli&at bylo injikovano 0,3 pl bakterialni suspenzB. burgdorferi v médiu

(koncentrace 10bakterii/ml; infekni davka 3000 bakterif). Inokulace byla provedena d
analniho otvoru kligte (Obr. 11.).

Celkem bylo inokulovano 40 kkat. Nejdive byla provedena inokulace 3 Kb$ BSK-
H médiem. Tato kligta slouzila jako negativni kontrola inokulace dabgonechanay
klistécich chovech po dobu 21 dni. Bakterialni susp&zburgdorferibylo infikovano 37

klistat, ktera byla ndhodnrozclena doctyi skupin. Prvni skupina slouzila jako pozitivni
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kontrola inokulace a byla ihned zamrazena. Zbyvajicskupiny byly umisiny do chow a
byly odebirany v definovanycliasovych intervalech a byl tak sledovambgh infekce
boréliemi.

= 1. skupina - 5 Kli&t - pozitivni kontrola inokulace

= 2. skupina - 11 Kkli&at - infekce po dobu 7 dni

= 3. skupina - 11 Kli&t - infekce po dobu 14 dni

= 4. skupina - 10 Kli&t - infekce po dobu 21 dni

Po uplynuti pislusnychcasovych interva byli prezivsi jedinci zamrazeni (-70°C).

Obr. 11 Dosgla samicd. ricinus, ozn&ena mista vpichu kapilaryignokulaci.l. misto infekce
VKE - do membrany lokalizované mezi a) trochantb) aoxa;ll. misto infekce spirochétarBi.
burgdorferidoftitniho otvoru. Obrazekipvzat a upraven z www.photomacrography.net.

4.8.4 VySetirovani inokulovanych klig’at
Inokulovana zmrazend kiidta byla rozdena do zkumavek a individud@n

zhomogenizovana ocelovymi kékiami, postup (Kap. 4.3).Z homogeadiyla extrahovana
RNA (VKE) nebo DNA B. burgdorfer). RNA byla gepsana reverzni transkripci do cDNA.
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Detekce probhla pomoci PCR a real-time PCR. Pro vigei byly zvolenyii metody pro
virus a spirochétu, které byly ¥gdchozich pokusech vyhodnoceny jako nejcifiv

Pro VKE byly zvoleny metody:
- purifikace pomoci QIAamp® Viral RNA Mini Kitu
-  extrakce pomoci TRIzol® Reagent
—  extrakce pomoci kitu RNAGEM™ Tissue

Pro spirochét. burgdorferibyly zvoleny metody:
—  purifikace pomoci DNeasy Blood & Tissue Kitu
—  extrakce pomaoci suspenze Chelex® 100 Resin

—  extrakce pomoci RNAGEM™ Tissue
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S Vysledky

5.1 Porovnani innosti extrakénich metod
Jako pozitivni byly vyhodnoceny vzorky gplici nasledujici kritéria:

= detekce produktu pozadované velikosti v porovnarégativni kontrolou po 35
amplifika¢nich cyklech p PCR reakci

= zmeéna naist fluorescence alesp@ 15 % oproti péateni fluorescenci, hodnota; C
mensi nez 35 cylla alespn pro dva pozitivni vzorky z triplikacerpreal-time PCR

reakci

5.1.1 Metody extrakce RNA VKE
Extrakce RNA viru KE pomoci suspenze Chelex® 108iRge snadnou a jednoduchou

metodou umodujici manipulaci s #Sim pd@tem vzorki. Z provedenych experiment
vyplyva, Ze pro izolaci RNA VKE je tato metoda maditliva. Detekni limit podle nasich
vysledki byl v PCR reakci pouze 5x1®FU/extakni reakci a v real-time PCR reakci 5%10
PFU/extakni reakci (Tab. 5). #tdani Proteinazy K k suspenzi Chelex® nevedlo kgSeni
citlivosti, spiSe naopak. RNA VKE se ptigani proteinazy K nepod#o vyextrahovat ubec.
Extrakce RNA VKE pomoci hydroxidu amonného se n#&lala PCR produkt nebyl
detekovatelny v Zddném z testovacich v#orkMetoda extrakce vzorku pomoci kitu
obsahujiciho specialni roztoRNAGEM™ umoziovala rychlou extrakci virové RNA
s vysokou citlivosti, deteki limit v PCR reakci byl 4,1xF0PFU/extrakni reakce (Obr. 12),
v real-time PCR reakci 4,1 PFU/exttak reakce. V porovnani s ostatnimi extaikni
metodami patla mezi nejcitlivjSi pro izolaci RNA VKE (Tab. 5).
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Obr. 12 Extrakce RNA VKE pomoci kitRNAGEM™ a vliv na detekci pomoci PCR; M = marker, 1-
8 fedicitada viru obsahujici 4,1x10 4,1x10° PFU, 9 — negativni kontrola z extrakce, 10 — riegét

kontrola z RT, 11 — negativni kontrola z PCR reakce

Fenol-chloroformova extrakce pomoci kowrdho roztoku TRIzol® Reagent byla
velmi &inna pro izolace RNA VKE a umoznila detekciti pmalém mnozstvi viru. Detéki
limit metody pro PCR reakagiinil 5x10° PFU/extrakni reakci (Obr. 13) a v real-time PCR
dokonce 5 PFU/extrgki reakci (Obr. 14). Tato extréki metoda proto p#ta mezi
neji&inngjSi metody extrakce RNA VKE (Tab. 7).

M o1 2 3 4 5 & 7 8 % 10 11 12
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Obr. 13 Extrakce RNA VKE pomoci kitu TRIzol® Reagent awla detekci pomoci PCR, M =
marker, 1-8tfedicitada viru obsahujici 5x16- 5x10° PFU/extrakni reakce, 9 — negativni kontrola

z extrakce, 10 — negativni kontrola z RT, 11 — tiggakontrola z PCR reakce

Marm. Fluora.

101

102}

103,

Cycle

Obr. 14 Prib¢h real-time PCR reakce pro extrakci RNA VKE pomédu TRIzol® Reagent,
pozitivni vzorky: @ mnoZstvi RNA 5x1t PFU/extrakni reakce, M mnoZstvi RNA 5x19
PFU/extrakni reakce,M mnozstvi RNA 5x16 PFU/extrakni reakce,M mnozstvi RNA 50

PFU/extrakni reakcel mnozstvi RNA PFU/extrakni reakce

Metody, vyuZivajici komeni kity s membranou z oxidkiemiku, umo#uji snadnou
extrakci virové RNA. Jsou velmiasto laboratorh pouzivany, hlavé v podolg komegnich
kith. Z mnou testovanych Kitpatily mezi nejcitlivjSi kit QlAamp® Viral RNA Mini Kit
(Obr. 15) a Rneasy Mini Kit s detisdim limitem 5x18 PFU/extrakni reakci v PCR reakci a
v real-time PCR reakci 5 respektive 50 PFU/exdnakeakci. Srovnatefncitlivy vychazel
RTP® DNA/RNA Virus Mini kit s deteénim limitem v PCR reakci 4,1xI®FU/extrakni
reakci a v real-time PCR 41 PFU/ext¢akreakci. Nizsi detaki limit byl zaznamenan u kit
Perfect PurB! RNA Cell & Tissue a NucleoSpin® RNA Virus. Detek limit obou &chto
kita ¢inil pro PCR reakci 5xT0PFU/extrakni reakci. Vzhledem k nizké citlivostéahto
izolatnich metod byla detekce pomoci real-time PCR premagouze pro kit Perfect Plfe
RNA Cell & Tissue. Detekniho limit tohoto kitucinil v real-time PCR 5x1DPFU/extrakni
reakci (Tab. 7).
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Obr. 15 Extrakce RNA VKE pomoci QlAamp® Viral RNA Mini Kia vliv na detekci v PCR, M =
marker, 1-8tedicitada viru obsahujici 5x16- 5x10° PFU/ectrakni reakce, 9 — negativni kontrola

Z extrakce, 10 — negativni kontrola z RT, 11 — tiggakontrola z PCR reakce

5.1.1.1. Kombinace metod extrakce RNA
Pokusila jsem se o0 zvySeniitnosti extrakce kombinaci extrakch metod pracujicich

s hrubym lyzatem s izolaci pomoci kolonky. Testdmérkombinaci extraknich metod
Chelex® 100 Resin + QIAamp® Viral kolonka a TRIzoReagent + QlAamp® Viral
kolonka se, bohuZzel, nepada zvysil jejich detekni limit (Obr.16). Naopak, RNA VKE

nebyla po extrakci kombinovanymi metodami detekavéibec (Tab. 7).
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Obr. 16 Porovnani detekiho limitu extrakce RNA VKE; TRIzol® Reagent a TRI® Reagent +
QlAamp® Viral kolonka.1-8 vzorky extrahované TRIzol® Reagent, desitkdgdicitada o klesajici
koncentraci 5x185x10° PFU, 9 — negativni kontrola z extrakdé- 8" vzorky extrahované pomoci
TRIzol® Reagent + QIAamp® Viral kolonka, desitkawlicitada o klesajici koncentradj1x1d -

4,1x103 PFU 9 —negativni kontrola z PCR.

Tab. 7 Detekni limity jednotlivych metod extrakce RNA VKE v PCRreal-time PCR reakci.

Chelex® 100 Resin 5x10P 5x10°
Chelex® 100 Resin + proteinaza K X X
hydroxid amonny X X
RNAGEM ™ Tissue PLUS 41516 4,1*
TRIzol® Reagent 5x10F 5
RTP® DNA/RNA Virus Mini KIT 4,1X1(? 41
Perfect Pure™ RNA Cell & Tissue 5x1C 5x1F
NucleoSpin® RNA Virus 5x10° X
QlAamp® Viral RNA Mini Kit 5x10 5*
RNeasy Mini Kit 5x10F 50
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Crowder et al. 2010 homogenat z
ocel.kuli¢ek 4,1x10 41 *
Crowder et al. 2010 homogenéat z
kuli éek ze spec.stabilizovaného

yttria 4,1x10 4,1 *
Chelex® 100 Resin + QlAamp®

Viral kolonka X X
TRIzol® Reagent + QlAamp®

Viral kolonka X X

* narast fluorescence zaznamenan u 2 vaarkriplikace

5.1.2 Metody extrakce DNABorrelia burgdorferi
Testovala jsemdkolik extrakcnich metod umaiujici extrakci DNAB. burgdorferi

Extrakce pomoci suspenze Chelex® vysokou citlivesieteknim limitem v PCR reakci
2,5x1G borélii/extrakini reakce, v real-time PCR 25 borélii/extmakreakce (Tab. 6.) .
V porovnani s ostatnimi metodami filat tato metoda mezi nejciti§si,. O dalsi zvySeni
citlivosti jsem se pokusila modifikaci, kdy bylsskspenzi Chelex®tméana proteindza K. Po
piidani proteindzy K byl deteki limit v PCR reakci pro extrakci DNB. burdorferisnizen o
2 rady na 2,5x1bborélii/extrakni reakce v PCR reakci. Dete¥ limit metody nebyl
zkouman pomoci real-time reakci vzhledem k jejkéieitlivosti v PCR reakci.

ExtrakceDNA B. burgdorferihydroxidem amonnym vykazovala vysokou citlivost,
v porovnani s ostatnimi metodami. Deteklimit v PCR reakckinil 2,5x10° borelii/extrakni
reakce (Tab. 6).#Ppokusu detekovat boréliovou DNA pomoci real-tiR€R nebyl
zaznamenan zadny ridt fluorescence v pbéhu amplifikani reakce. Po a@¥eni giitomnosti
DNA pomoci opakované PCR reakce(specifické prodbity piitomny), jsem vyvodila
zawr, Ze tento zfisob izolace &gakym zpisobem interferoval s niéstem fluorescence ve
vzorcich gi real-time PCR. Shodny vysledek jsem pozorovgia @pakovanich, kdy byly
dukladre odpaeny vSechny zbytky amoniaku ze vzbrkexsikatoru.

Extrakce DNAB. burgdorferipomoci specialniho roztolNAGEM™ vykazovala
vysokou citlivost, detadni limit metody v PCRinil 2x107 borélii/extrakni reakci (Obr. 17),
v real-time PCR 20 borélii/extraki reakce. Tato metoda pigd mezi nejcitlivgjsi

z testovanych metod.
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Obr. 17 Extrakce DNAB.burgdoferipomociRNAGEM™, vliv na detekci v PCR reakci; M = marker,
1-8tedicitada borélie obsahujici 2x10,02 borélii/extraéni reakce.

5.1.2.1. Modifikovanéa fenol—chloroformova extrakce

Fenol-chloroformova extrakce pomoci roztoku TRIz&®agent DNAB.burgdoferi
vykazovala nejnizsi citlivost z mnou zkoumanychadeextrakce DNA. Detadai limit
v PCR byl 2,5x10borélii/extrakni reakci (Obr. 18), deteéki limit v real-time PCR byl

2,5x10 borelii/ extrakni reakci (Obr.19. Tab. 8)
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Obr. 18 Extrakce DNAB.burgdoferipomoci TRIzol® Reagent, viiv na detekci pomoci PE&kKci;
M = marker, 1-&edicitada borélie obsahujici 2,5x100,025 borélii/extralni reakce, 9 —negativni

kontrola z extrakce, 10 — negativni kontrola z F€&kce

Marm. Fluora,

1071 5|
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Threshald
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Obr. 19 Priab¢h real-time PCR reakce pro extrakci DA burgdorferipomoci kitu TRIzol®
Reagent, pozitivni vzorky mnozstvi DNA 2,5x10borélii/extrakni reakce® mnoZstvi DNA

2,5x10 borélii/extrakni reakce

5.1.2.2. _Extrakce pomoci adsorpce DNA na silikagel

DNeasy Blood & Tissue Kit vykazoval vysokou citlstoJeho deteki limit v PCR¢inil
2,5x1G borélii/extrakni reakci (Obr.20), v real-time PCR B6rélii/extrakni reakci. RTP®
DNA/RNA Virus Mini KIT byl v porovnani s DNeasy Btml & Tissue Kit ofdd més citlivy,
detekini limit v PCR byl 2,5x10borélii/extrakni reakci a v real-time PCR 25
borélii/extrakni reakci. Ve srovnani s ostatnimi metodami jecditcitlivy, nejedna se

v s

ovsem o nejcitligjSi metodu extrakce (Tab. 8).
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Obr. 20 Extrakce DNAB.burgdoferipomoci DNeasy Blood & Tissue Kit, vliv na detekd?CR
reakci; M = marker, 1-8edicitada borélie obsahujici 2,5x100,025 borélii/extralni reakce, 9 —

negativni kontrola z extrakce, 10 — negativni kolatz PCR reakce

5.1.2.3. Kombinace metod pro extrakci DNB. burgdorferi

Testovanim kombinaci extréakich metod Chelex® 100 Resin + Rneasy kolonka a
TRIzol® Reagent + RNeasy kolonka jsentidha, zda by tyto kombinované metody nemohly
prinést vysSi citlivost detekce spirochét v &itech. V pipadt kombinace Chelex® +
Rneasy kolonka byla citlivost snizena té#8ly. Rivodni detekni limit v PCR 2x16
borélii/extrakni reakci pro Chelex® byl snizen na 2%bdrélii/extrakni reakci (Obr. 21).
NedoSlo tedy ke zvySeni detgitho limitu, naopak ke snizeni. V¥ipad® TRIzol® Reagent +
RNeasy kolonky nebyla citlivost metody zvySenasriena a deteki limit 2,5x10
borélii/extrakni reakci bylfadow stejny jako pi extrakci samotnym roztokem TRIzol®
Reagent (Tab. 8)
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Obr. 21 Porovnani detekiho limitu extrakce DNA B. burgdorferi Rneasy MKitem

s kombinovanou metodou vyuzZivajici Chelex® a RNéadgnku; 1- 8 vzorky extrahované suspenzi
Chelex® + RNeasy kolonk#edicitada borélie obsahuijici 2x%:00,02 borélii/extratni reakce, , 9 —
negativni kontrola z extrakce

1" - 8" vzorky extrahované pomoci suspenzeChelex@ljcitada borélie obsahujici 2x:00,02

borélii/extrakni reakce9 “~ —negativni kontrola z extrakce, 10"— negatkaonitrola z PCR reakce
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Tab. 8 Detekni limity jednotlivych metod extrakce DNRB. burgdorferiv PCR a real-time PCR

reakci
Mnozstvi zachycené MnoZstvi zychycené
Metoda extrakce DNA pomoci PCR(N pomoci real-time PCR(N
bakterii/reakci) bakterii/reakci
Chelex® 100 Resin 2,5x16 25
Chelex® 100 Resin + proteinaza K| 2,5x1d X
hydroxid amonny 2,5x1G X
RNAGEM ™ Tissue PLUS 2x10F 20
TRIzol® Reagent 2,5X1(5’ 2,5xld
RTP® DNA/RNA Virus Mini KIT 2x10° 2x1CF
DNeasy kit 2.5x10F 25
Crowder et al. 2010 homogenat z
ocel.kuli¢ek 2x10° 2x10
Crowder et al.2010 homogenat z
kuli ek ze spec.stabilizovaného 2x10° 2x1CF
yttria
Chelex® 100 Resin + Rneasy
kolonka 2x10* X
TRIzol® Reagent + Rneasy
kolonka 2x10° X

5.1.3 Metody simultanni izolace VKE a DNA ze spirochéB. burgdorferi
N¢kolik mnou testovanych metod Ize vyuZit powasné extrakci RNA VKE a DNA.

burgdorferi Maloktera ovSem dokazala ®INK extrahovat s vysokoucinnosti. Suspenze
Chelex® byla schopna extrahovat DN&\ burgdorferis vysokou citlivosti, deteki limit

v PCR reakci 2,5xF0borélii/extrakni reakce, v real-time PCR 25 borélii/extmak reakce
(Tab. 6). RNA VKE extrahoval s nizkou citlivostietekéni limit v PCR reakci 5x10
PFU/extakni reakci, v real-time PCR 5x4®FU/extakni reakci. KitRNAGEM™ je schopen
extrahovat NK obou mnou zkoumanych Kigdth patogef V porovnani s ostatnimi
metodami je to metoda dost&we citlivA pro detekci RNA i DNA, Detaini limit pro RNA
VKE byl vPCR reakci 4,1x¥0PFU/extrakni reakce (Obr.12) a vreal-time PCR 4,1
PFU/extrakni reakce. Deteini limit po extrakci DNAB. burgdorferikitem RNAGEM™ byl

v pifpac v PCR reakce 2xfOborélii/extrakni reakci (Obr. 17), v real-time PCR 20
borélii/extrakni reakce. Roztok TRIzol® Reagent byl velmi citligyo extrakci RNA VKE,
detekini limit této metody v PCR byl 5xf0PFU/extrakni reakce (Obr. 13) a v real-time
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PCR 5 PFU/extralni reakce (Obr. 14). DNA. burgdorferidetekoval pouze ve vzorku s
nejvyssi koncentraci bakterialni DNA, citlivostaéhetody pro extrakci DNA je tudiZ nizka.
Detekéni limit metody pro DNAB. burgdorferiginil v PCR reakci 2,5x10borélii/extrakni
reakci (Obr. 18), deteki limit v real-time PCR by2,5x10 borelii/extrakni reakci (Obr. 19).
RTP® DNA/RNA Virus Mini kit extrahoval RNA viru KEa DNA B. burgdorferi

s dostaténg vysokou citlivosti, detalni limit pro RNA VKE v PCR reakci byl 4,1x¥®FU a

v real-time PCR 41 PFU. Det&aki limit metody pro DNAB. burgdorferi¢inil v PCR reakci
2x1C borélii/fextrakni reakci a v real-time PCR 2xAMorélii/extrakni reakci. Metodou
podle Crowdera et al. (2010), ktera vyuziva reagen&iti QlIAamp® Viral RNA Mini Kit a
DNeasy Blood & Tissue Kit byla extrahovana RNA VKEDNA B. burgdorferi Bylo
posouzen jednak vliv Zisobu homogenizace na citlivost detekce obou patogek byla
také zhodnocena citlivost této exttak metody v porovnani s ostatnimi extakmi
metodami. Metoda, ktera detekovala NK z vZoddbsahujici homogenat vznikly pomoci
ocelovych kuléek msla detekni limit v PCR reakci pro VKE 4,1x£0PFU/extrakni reakci,

v real-time 41 PFU/extr&ki reakci (Tab. 7)Detekéni limit v PCR reakci prd. burgdorferi
byl 2x1@ borelii/extrakni reakci, v real-time PCR reakci 2XHbrelii/extrakni reakci (Tab.
8). Metoda extrahujici patogeny z homogenat vymkimoci kuléek z yttria stabilizovaného
oxidem zirkonia vykazovala pro RNA viru KE detelk limit v PCR i v real-time PCR reakci
o fad cilivjsi nez v pipads ocelovych kukiek. Detekni limit v PCR reakci byl 4,1xFPFU/
extrakeni reakci, v real-time PCR reakci 4,1 PFU/extrdkreakci (Tab. 7). Pro DN/.
burgdorferi byla citlivost zvySena o dvdady oproti extrakci z homogenatu vzniklého
z ocelovych kuliek. Detekni limit &inil v PCR reakci 2x1®borelii/ extrakni reakci, v real-
time PCR 2x1®borelii/ extrakni reakci (Tab. 8).

Tab. 9. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace NK v@xtnahovanych vzorcich

NK patogena HEEE AELEE kowc?é?lirggs
extrakce vzorku mg/ml
QIlAamp® Viral bez 61 5
RNA viru klis tové RNA Mini Kit homogenatu '
encefalitidy QlAamp® Viral S 85 4
RNA Mini Kit homogenatem ’
DNeasy Blood bez 1225
DNA Borrelia & Tissue Kit homogenatu '
burgdorferi DNeasy Blood s 123
& Tissue Kit homogenatem ’
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5.2 Infekce klist’at inokulaci
4.3.1. Kontrola absence patoganv klistatech z chow

11 snésnych vzork po deseti nymfach z chdwParazitologického Ustavu AUR bylo
vySeteno na fitomnost viru KE aB. burgdorferi za &elem ovéeni absence VKE a
spirochéty B. burgdorferi v chovech. Extrakce byleovedena pomoci dvou vybranych
metod. Extrakce pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit Z2adném z 11 vzotkneprokazala
DNA B. burgdorferi Extrakce RNAGEM™ prokazala fitomnost v jednom vzorku z 11
vzorki, konkrétr se jednalo o vzorek 9.

5.2.1Inokulace klistat virem KE
Do klis&te bylo injikovano 0,5 ul virové suspenze (infekdavka 5000 PFU). Pokusna

infekce kli¥at VKE prokehla Gsgsné. Z 11 inokulovanych kli%t po 10 dnechipZilo 10
jedinai. Klistat byla jednotli¢ testovana natfiomnost VKE poté co byla RNA izolovana
tremi riznymi extraknimi metodami Usgsnost jednotlivych extrakich metod shrnuje
Tab.7. Nejcitliwjsi byla fenol-chloroformova extrakce roztokem Tél®& Reagent, ktera
detekovala v PCR i real-time PCR reakci RNA VKE ¥ 20 kli¥at. Metoda tedy prokazala
90% uspsnost pi detekci RNA VKE. MenSi citlivost ®la izolace RNA kitem QlAamp®
Viral RNA Mini Kit. Ten detekoval virovou RNA v 7 20 kli¥at tj. (70%) v pipadt PCR
detekce a v 8 z 10 ktigt (80 %) pi real-time PCR detekci. Nejméreitliva byla extrakce
pomoci kitu RNAGEM™ Tissue, Vv jejimZipac byla prokazana virova RNA jen v 6 z 10
klistat (60 %) v PCR a v 7 kiiat z 10 (70 %) v real-time PCR (Obr. 22, Tab. 1p,11

V péti kliStatech, ktera slouzila jako pozitivni kontrola intdee, nebyla detekovéana
RNA viru KE (Obr. 22).

Tab. 10Vysledky detekce VKE v inokulovanych kiitech

QlAamp® 7/10 ° ° ° ° ° ° °
Viral RNA Mini
Kit 8/10 ] ] ] ] ] m m m
TRIzol®
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Obr. 22 Detekce RNA VKE v kligatech inokulovanych VKE

K1 — K5 pozitivni kontrola inokulace, 1-10 Wi#ta infikovana VKE po dobu 10 dni, 11 — negativni
kontrola extrakce, 12 — negativni kontrola z RT-Ii3egativni kontrola z PCR; extrakce RNA VKE
pomoci QIAamp® Viral RNA Mini Kit;ll . extrakce pomoci TRIzol® Reageft;. extrakce pomoci
RNAGEM™ Tissue
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Tab. 11 MnoZstvi VKE zachycené v real-time PCR pro inokaloa kli¥ata VKE od kazdé

zvolené extraéni metody

QlAamp® Viral | 31291 | 3945 | 15639 | 35588 | 6280 * X 658 + | 3923 | 86065 X 22923
RNA Mini Kit +5942| 377 | £540 | +£2021| 316 114 136 |+3158

52601 | 7054 +| 58171+ 61815| 23436| 755+ | 1573 +| 7315 +| 70968

TRIzol® Reagent| "3 /1| " 137 | 7866 |+1067| +16 | 438 | 110 | 1076 |+2708| X | 31920
RNAGEM™ |5782+| 827+ | 6026+ 62511547+ 115+ | . | 885% 6041+ 2434
e 490 | 77 | 1144 | 1477 | 477 | 50 239 | 602

5.2.2 Inokulace klistat spirochétouB. burgdorferi
Inokulace kligat spirochétolB. burgdorferinebyla UsgSna. Z pétu 35 inokulovanych

klistat ponechanych v kli&ich chovech f&Zilo 33 jedind. DNA B. burgdorferi byla
extrahovanatremi vySe zmisnymi metodami Z 11 inokulovanych a ponechanych 7 dn
v chovech pezili vSichni jedinci a DNAB. burgdorferinebyla detekovana v zadném z &4t

Z 11 inokulovanych kligat a ponechanych 14 dni v chovedezilo 10 jedind. V Zadném

z nich nebyla detekovana DNB\ burgdorferi.Z 10 kli§’at inokulovanych a ponechanych po
dobu 21 dni v chovechigzili vSichni jedinci. V Zadném z nich nebyla dete&ana DNAB.
burgdorferi. Z tti klistat inokulovanych pufrem PBStqrila d&¥, obs byla negativni na
detekci DNAB. burgdorferi.

Do kli&at bylo injikovano0,3 pl bakterialni suspenB: burgdorferiv médiu (infekni
davka 3000 bakterii). DNAB. burgdorferi se pod#lo detekovat pouze u kkat, ktera
slouzila jako pozitivni kontrola inokulace (Obr.)23ato kli¥ata byla zmrazena ihned po
nainfikovani. DNA byla extrahovana pomodi tnetod: DNeasy Blood & Tissue Kitem,
suspenzi Chelex® a kitem RNAGEM™ Tissue (Tab 9.nichz nejcitliwjsi detekci v real-
time PCR ndla metoda vyuZzivajici k extrakci suspenzi Chelekt®@ra detekovala DN/B.
burgdorferiv 2 z 5 kli%¥at tj. (40 %) v pipad® PCR detekce av 4 z 5 kigt (80%) pi real-
time PCR. Zbylé d¥ metody dosahly shodného vysledku detekce DBlAburgdorferi .
Metoda extrakce pomoci kitu DNeasy Blood & Tissetelovala DNAB. burgdorferiv PCR
reakci 1 z 5 kliat (20 %) v real-time PCR v 3 z 5 ki& (60 %). Metoda extrakce kitem
RNAGEM™ Tissue detekovala v PCR 1 z 5 #i§(20 %) a v real-time PCR ve 3 z 5 &
(60 %).
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Tab. 12 Vysledky detekce DNA. burgdorferiv inokulovanych kligatech

1/5 °
DNeasy Blood
& Tissue Kit
3/5 ] ] ]
2/5 ° °
Chelex® 100
Resin
4/5 ] ] ] ]
1/5 °
RNAGEM™
Tissue
3/5 ] ] ]

e detekce v PCR reakci
m detekce v real-time PCR reakci

L o mI.

1 234 5 M 12453 M M1 2 3 4 5

500—
400—
300—
200—
100—

Obr. 23 Detekce DNAB. burgdorferiu kli&'at po inokulaci ihned zmrazenych;

1 - 5 inokulovana kli&ta spirochéto®. burgdorferj ihned zmrazend; extrakce DNA DNeasy

Blood & Tissue Kitem, pozitivni vzorek 2 ;Il. extrakce DNA pomoci Chelex® 100 Resin, pozitivni
vzoreke. 2, 5;lll. extrakce RNAGEM™ Tissue, pozitivni vzor&ks
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Tab. 13MnozZstvi DNAB. burgdorferizachycené v real-time PCR pro inokulovanat'li&

spirochétoB. burgdorferiod kazdé zvolené extréki metody

DNeasy Blood & 51+ | 24+ 10,4 +
Tissue Kit X 2,7 0,7 X 1,3 59
Chelex® 100 104+ 23+ | 9,9%
Resin X [132%3 "6 | 07 | a7 8,95
RNAGEM™ 22,4+ | 10,7 +
Tissue X 5,8 0,7 X 8x14 13,7

5.3 Dalsi faktory ovliviujici citlivost detekce patoge# ve vzorku
Zjistila jsem, Ze kromy dasledného vyeru primefi a kontroly jejich senzitivity a

specificity pro detekci kligty prenasenych patogénhraji dilezitou roli i dalSi faktory, které
mohou zasadnovlinit vysledek analyzy.

Nutnosti je do experimeitzahrnout jak negativni, tak pozitivni kontrolu. yAb
nedochazelo k fale8megativnimuti pozitivnimu ovlivréni béhem provadni metod.

Prvnim takovym faktorem byla kvalita pouzitych ladmrnich pistroji. V nékterych
ptipadech vznikaly v PCR reakci dimery priagObr. 24). Tento problém ovSem vymizel,
byly-li tytéZz vzorky, @i shodnych podminkach amplifikovany v jiném cyclefalSim
faktorem ktery ovliviuje zasadnim Zgobem vysledek detekce, jecpbamplifikainich cykii
v PCR reakci. Stefhjako v real-time PCR, je get cykii, ve kterém mnozstvi PCR produktu
v reakci pgekradi detekovatelnou hranici, zavisly na koncentracngktu vstupujiciho do
reakce. U klasické PCR, jsme ovSem odkazani nakcdepeoduktu aZz po prannuti celé
reakce a ztracime tak informace, které by nam ptaskietekce v redlnénrase. Vysledek
proto mize byt zavagici. Fri piiliS nizkém pétu amplifikatnich cykii ovSem nizeme
dostavat fale&hnegativni vysledky. Tento fakt byl dokumentovampina pripad stanoveni
detekéniho limitu PCR pro DNAB. burgdorferiextrahovanou pomoci hydroxidu amonného.
Pro PCR o0 40 cyklech byl detek limit stanoven na 2 borelie/ml, coz neodpovidaédim
piedchozim vysledikm. Proto byla stejna PCR reakce provedera3p a 35 cyklech.
Vysledkem byl detesni limit 2x10° borelii/ml pro amplifikaci pi 30 cyklech a detedai limit
2x10" borelii/ml pro amplifikaci i 35 cyklech (Obr.25). Proto jsem optimalizovalasgio
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amplifikacnich cykii pfi naSich experimentech pro detekci RNA viru KE a ADMB.
burgdorferina 35.

M1 2z 3 4 5 & 7 8 5 10

(bp)

500—
400—
300—
00—

100—

Obr. 24 Dimery, vznikajici Bhem PCR amplifikace extrakce DNB.burgdoferipomoci suspenze
Chelex® 100 Resin + proteinaza K; M = marker, fle@licitada borélie obsahujici 2,5x10 0,025
borélii/extrakni reakce, 9 —negativni kontrola z extrakce, 1@gativni kontrola z PCR reakce
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Obr. 25 Vliv poc¢tu amplifiketnich cykii na detekni limit extrakce hydroxidem amonnym;

I. PCR s 30 amplifikatnimi cykly ,1-8 vzorky desitkovéedicitada DNAB. burgdorferi2x10' - 2
borélii/ extrakni reakci; II.PCR s 35 amplifikatnimi cykly, 1"-8" vzorky desitkovéedicitada DNA
B. burgdorferi2x10 - 2 borélii/ extrakni reakce

DalSim kltovym bodem f detekci PCR produk se ukazala byt samotnéa vizualizace
PCR produki v gelu. V nasi laboratbrutinné pouzivame interkatai barvivo SYBR Green
l, jako sowast nandSeciho pufru. Pozorovala jsem, Ze SYBRnGreéeviuje mobilitu vzork
razn¢, v zavislosti na koncentraci templatu (Zipper €t a2004). Po pekraieni ugitého
pongru mezi mnozstvim molekul PCR produktu a barvivachdzi ke snizeni rychlosti
migrace.Cim niz8i mnoZstvi NK se v reakci nachéazi, tim \deezpomaluje fichod DNA
gelem. Proto se vzorky s malou koncentraci tempé&tiuna gelu vizuakaveétsi (Obr. 26, 1).
PokouSela jsem se dobarvovat gel v 2% roztoku SYBRen | v TAE pufru (30 minut),
dodateén¢ az po probhnuti elektroforetické separace. Takto vizualizavamorky jiz nenily
ovlivnénou mobilitu koncentraci PCR produktu ve vzorku. d@bu barveni avSak doslo k
difuzi vzorku v gelu, protoZze finalni produkty nel$iPCR jsou velmi malé (Obr. 26, )i
Metoda tak neposkytla dostate uspokojivy vysledek. DalSi otestovanou variantglab
separace PCR produkha gelu, jehoz s@asti bylo barvivo ethidium bromid. Vysledek po
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elektroforetické separaciipesl poZzadovany vysledek. Produkélmpozadovanou velikost a
nedoslo k difuzi vzorku do gelu (Obr. 26, 111).

a1 2 3 4 M1 2 3 4 M 1 2 3 4

(bp)
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Obr. 26 Extrakce VKE pomoci QIAamp® Viral RNA Mini Kit,azné metody vizualizace vzarks
gelu I. Barvivo SYBR Green | bylo s@asti nanaSeciho pufru 5x Orange DNA Loading DyePCR
produkty smichany se samotnym nandSecim pufrem gange DNA Loading Dye, gel | po
probéhnuti elektroforetické separace dodatedobarvovan v roztoku s 2% SYBR Green | v TAE

pufru; lll. Vizualizace pomoci ethidium bromidu, ktery byl &asti agar6zového gelu

5.4 Stanoveni detekniho limitu RLB
Citlivost metody RLB byla zjiS"tovana zaelem potovnani jejiho det&kiho limitu

s PCR a real-time PCR teakce. Détgkimit metody RLB podle naSich pokiusinil 2,5x10°
borélii/fextrakni reakce. Metoda RLB spraynidentifikovala testovaciiedici fadu B.

burgdorferizhotovena z kmene B31 jako genospBciburgdorferisensu stricto (Obr. 27)
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B. burgdorferi s.l. = s -

B. burgdorferi s.s. s - «
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Obr. 27 Detekce B. burgdorferi pomoci metody RLB; 1-7 goextrahované DNA. burgdorferio
koncentrac,5x10 - 2,5x10" borélii/extrakni reakce
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6 Diskuze

V této diplomové praci bylo porovnavanakolik extraknich metod co do dinnosti
extrakce NK a citlivosti nasledné detekce pataggienasenych kli&aty ze vzork klistat.
Stimto zamrem byly gipraveny testovaci vzorky obsahujici definovana hshd.viru
klistové encefalitidy a/nebo spirochét. burgdorferi v homogenatu z klfat. Byly
porovnavany jak ,metody extraki“, jejichz produktem je hruby lyzat (Chelex®,
RNAGEM™ Tissue, hydroxid amonny), tak ,metody iz&d’ zahrnujici extraéni (TRIzol®
Reagent) a purifikani kroky (veSkeré komeni purifikacni kity). Nékteré z krok raznych
metod byly kombinovany zatélem zvySeni jejich citlivosti.

Volba extrakni metody pro detekci patogerv klistatech nize mit zasadni dopad na
vysledek celé detekce (Bergmann et al., 2002).akxti metody pracuji siznou &innosti a
také se mohou liSit mnozstvim ztrat, které s setmsou v pibéhu extrakce, mirou degradace
cilové NK, ¢istotou NK, mnoZzstvim inihibitdr ve vysledném vzorku a podabrMnoZstvi
borélii resp. kopii jejich genomu v kit stanovené mikroskopickymi metodami i real-time
PCR se pro ab metody shodt pohybuje v rozmezi odc¢kolika jednotek az do tisic
(Hubalek et al., 1998, Rauter et al., 2002, Stinebal., 2006). Mnozstvi VKE se pohybuje
v rozmezi 500-10 kopii virového genomu v kli& (Brinkley et al., 2008). ® nizkém
mnoZstvi patogah v klis€ti mize vést volba nespravné exitak metody k falesh

negativnim vysledkm.

6.1 Extrakce RNA VKE

Porovnavala jsemdinnost rékolika metod extrakce RNA VKE. Extraki metody, které
umoznily nejcitliwjsi detekci RNA VKE jsou extrakce pomoci kKiRNAGEM™ Tissue,
roztoku TRIzol® Reagent, kitu QlAamp® Viral RNA Miiit , kitu RNeasy Mini Kit, kitu
RTP® DNA/RNA Virus Mini kit, extrakce podle Crowderet al. (2010) vyuzZivajici
k homogenizaci kutky z yttria stabilizovaného oxidem zirkonia. Deteklimit téchto metod
byl 50 PFU/ extraéni reakci, tj. 4x16 PFU/mI. Ostatni extraki metody ndly o rad nizsi
citlivost. Jednalo se o kit Perfect PUfeRNA Cell & Tissue a NucleoSpin® RNA Virus,
suspenzi Chelex® a extrakci podle Crowdera et 201Q) vyuzZivajici k homogenizaci

ocelové kulkky. RNA VKE se nepodd@o detekovat, pokud byla RNA extrahovana pomoci
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suspenze Chelex® giganou proteinazou K, hydroxidem amonnym nebo koo
QIAamp® Viral kolonky se suspenzi Chelex® nebo okieztn TRIzoI® Reagent.

Oproti publikovanym vysledk kde byla detekce NK viru po extrakci roztokem Z6i®
Reagent o jeden az dvady citlivjSi v porovnani s komeénimi kity (Brassard et al., 2009,
Deng et al., 2005, Kramer et al., 2002), vySla mgxperimentech extrakce roztokem
TRIzol® Reagent podoknicinnd jako extrakce kity firmy Qiagen. Rozdil v sitsti mezi
témito metodami jsem zaznamenala &Zdetekci v real-time PCR reakci.¢hkteré publikace
prokazaly vysokou dinnost kiti RNeasy Mini Kit a QlAamp® Viral RNA Mini Kit v detkci
VKE pomoci real-time PCR reakce (10 — 100 kopikoga(Klaus et al., 2009, Schrader &
Suss, 1999), coz se shoduje s mymi vysledky. \(tiesd PCR reakci jsem ovSem dosahla
vySSi citlivosti (5 — 50 PFU/reakci). Tento drobrogdil vSak niZze byt zgisoben i chybami
pii fedéni vzorka a podoba.

V jiné publikaci byla detekovana RNA VKE v kf&tech po extrakci roztokem Tri Reagent
(Sigma) s citlivosti 1DPFU/mI. V porovnani s mymi vysledky (4X1BFU/mI) byla dnnost
jejich extrakce a‘ad vyssi. Pouzili ovSemeétsi mnozstvi vzorku ip extrakci a ke vzorkm
negidavali homogenat z klfat, ktery obsahuje, jak je znamadu inhibitofi detekce
(Rudenko et al., 2004).
bylo prokazano, ze kdyz byla RNA extrahovana pomsuwspenze Chelex® ze vzérk
neobsahujicich zbytky tkani¢ianost této metody byla vySSi nez u klasickych rdgfenol-
chloroformova extrakce). Vifpadt extrakce z materiél obsahujicich tkan byl vysledek
opany (Arnal et al., 1999). To by mohlo vy&dlovat, pr@ byla extrakce suspenzi Chelex®
tak malo @inna v gipadt detekce VKE z mych testovacich vzirk

VSeobect se soudi, zefgani proteinazy K v mibéhu extrakce napomaha ke zvysSeni
vytéZku (Garcia et al., 2004, Halos et al., 2004). \fimg@ipact jsem zaznamenala jev
opany, kdy po extrakci RNA VKE suspenzi Chelex®tglpnou proteinazou K nebyl v PCR
reakci detekovan specificky produkt ani ve vzrokwepryssi koncentraci viru. Tento vysledek
si vyswtluji tak, Zze pravdpodobrg nebyla inaktivovana veSkera proteinaza K ze vzaku
mohlo dojit ke Sipeni a inaktivaci polymeraz v reverzni transkripebo samotné PCR.

Extrakce metodami RTP® DNA/RNA Virus Mini KiRNAGEM™ Tissue, extrakce podle
Crowdera a metody vyuzivajici kombinaci extrdkh metod budou zhodnoceny v kapitole
zabyvajici se simultanni extrakci NK.

Shodné citlivosti detekce RNA VKE bylo dosazeno gdrakci RNeasy Mini kitem a
QIlAamp® Viral RNA Mini Kitem, ktery byl speciathvyvinut pro izolaci virové RNA.
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RNeasy Mini Kit je tedy dostate¢ citlivou alternativou v laboratéch, které Bzné neizoluji

virovou RNA.

6.2 Extrakce DNAB. burgdorferi

Dale jsem hodnotila dnnost extraknich metod pro detekci DNAB. burgdorferi
NejcitlivéjSi detekci DNA B. burgdorferi umoznila extrakce suspenzi Chelex®, kitem
RNAGEM™ Tissue, hydroxidem amonnym a kitem DNeasy Blood &silie Kit. Jejich
detekini limit dosahoval 25 borélii /extraki reakci (tj. 2x10borélii/ml). Otad nizsi citlivost
detekce DNAB. burgdorferibyla zaznamenana po extrakci RTP® DNA/RNA VirusnMi
kitem, po extrakci podle Crowdera et al. (2010)ziyajici k homogenizaci specialni kiky,
po extrakci suspenzi Chelex® ¥danou proteindzou K a suspenzi Chelex® v kombinaci
s RNeasy kolonkou. Nejméritliva byla detekce DNA. burgdorferipo extrakci roztokem
TRIzol® Reagent, po extrakci podle Crowdera et (aD10) vyuzZivajici k homogenizaci
ocelové kuléky a po pouziti roztoku TRIzol® Reagent v kombinaéNeasy kolonkou.

Extrakce pomoci suspenze Chelex® nasla své wpliahtavre v oblasti forenzni genetiky,
kde se vyuZziva krotnjiného i pro simultanni extrakci DNA v RNA wipact limitovaného
mnozstvi vzork (Bauer & Patzelt, 2003) nebo z matetjal kterych by jiné metody selhavaji
(Coombs et al., 1999). V ramci Kty prenasSenych patogérse extrakce pomoci suspenze
Chelex® ukéazala jakocdinna a citliva pro detekci DNA. burgdorferize vzorki pacient
(Rudenko et al., 2005).

Rauter s kolegy porovnavalicianost extrakce DNAB. burgdorferi z kli&'at suspenzi
Chelex® a DNeasy Blood & Tissue Kitem a dosli kejrsim vysledkm jako j&, a to Ze tyto
dvé¢ metody extrakce DNAB. burgdorferijsou stejg citlivé (Rauter et al., 2002). Detak
limit v real-time PCR reakci byl pro ¢ékmetody 1-10 borélii/reakci, coz g&dow shoduje
s mymi vysledky. Vysoka citlivost extrakce DNeasyod®l & Tissue Kitem byla téz
potvrzena Wlanku Schwaiger a Cassinoti (2003), kdy byla aidivv real-time PCR reakci
téz 10 borélii/reakci.

Exner a Lewinski porovnavali extrakci DNB. burgdorferipomoci kitu DNeasy Blood &
Tissue (Qiagen) s fenol-chloroformovou metodou. ovopnani s mymi vysledky zjistili
v pifpads kitu podobny detetnf limit (fadows 10° borélii/ml). Vy3si citlivosti naopak dosahli
pomoci fenol-chloroformové extrakce, kdy byli schopetekovat DNA oit rady citliveji.

Tento velky rozdil v citlivosti 1ze vysilit tim, Ze v této praci pouZili jiny Zisob gipravy
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vzorka z kligat, kdy mechanicky Zgsob homogenizace doplnili o chemickou a
enzymatickou lyzu pomoci SDS a proteinazy K. Dal&ioZznym vys¥étlenim vySSi citlivosti
detekce mze byt, Ze do extrakce vstupovalo 4@tS¢ mnozstvi vzorku nez wipac mého
testovani (Exner & Lewinski, 2003).

Extrakce DNAB. burgdorferiroztokem TRIzol® Reagent byla B tady még uc¢inna nez
nejlepSi z mnou testovanych metod. K podobnym sl dosli autéi Amemiya a kol.
(1999), kdy v pipact pokusu o simultanni extrakci DNA a RNA z Zé&nych tkani
roztokem TRIzol® Reagent byl snizeny &%k DNA. Autdi navrhuji vys¥tleni, Zecast
DNA piechazi p extrakci do vodné faze a tim se snizi jeji mndzstorganické fazi
(Amemiya et al., 1999).

Extrakce metodami RTP® DNA/RNA Virus Mini KIRNAGEM™ Tissue, hydroxidem
amonnym, extrakce podle Crowdera a metody vyuzZivdgombinaci extrasnich metod

budou zhodnoceny v nasledujici kapitole o simulité&xirakci NK.

6.3 Simultanni extrakce RNA VKE a DNAB. burgdorferi

Pro detekci patog@nprenasenych kif&aty je vyhodné mit dostupnou metodu, kteréa by byla
schopna extrahovat zejména virovou RNA tak i ba&iieir DNA sowasré. Za timto delem
jsem otestovaladgkolik metod extrakce.

V pripact simultanni extrakce RNA VKE a DNB. burgdorferise jako nejcitlijsi jevily
metoda extrakce kitenRNAGEM™ Tissue a kitem RTP® DNA/RNA Virus Mini Kkit.
Detelkéni limit byl u obou &hto metod pro VKE 50 PFU/extr&ki reakci a proB.
burgdorferi 25 borélii/extrakni reakci. Zbylé extralni metody (hydroxid amonny, extrakce
podle Crowdera a metody vyuZivajici kombinaci dxinéch metod) nevykazovaly
dostatenou citlivost pro NK obou patogérsoléasre.

Prekvapivych vysledi bylo dosaZzeno po extrakci NK kiteRNAGEM™ Tissue. Tato
extrakni metoda je wena zejména pro izolaci RNAfipkvantifikaci genové exprese.
Vzhledem k jednoduchosti celé procedury bytanost extrakce velmiisobiva (Ansari et
al., 2011, Baker, 2011). dthnost této metody pro simultanni izolaci DNA a RNwbyla
dosud v Zadné publikaci popsana. Dle mého nazopuate jedna o zasadni zpgi, které by
mohlo vést k intenzivnimu pouZzivani této extmak metody. Vzhledem k jednoduchosti a
relativni finafni dostupnosti se tato metoda jevi jako vhodna zwoacovani velkého

mnoZstvi vzork pro epidemiologické studie.
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DalSim vhodnou volbou pro simultanni izolaci NK RFP® DNA/RNA Virus Mini Kit,
pouZiva se ovSem zejména pro extrakci NK RNA a DINA (Sanlidag et al., 2009, Schmidt-
Chanasit et al., 2008). Timto kitem se mi piddaextrahovat DNAB. burgdorferj coz
rozSkuje dalSi moznost aplikace této extmkmetody na izolaci bakterialni DNA..

DalSi metodou testovanou pro simultanni extrakdio byyuziti extrakce NK pomoci
hydroxidu amonnéhoTato metoda zaloZena na principu alkalické hydmplgyla UsgsSre
pouzita v pipact DNA B. burgdorferi(Guy & Stanek, 1991). Detekce DNB\. burgdorferi
extrahovana pomoci hydroxidu amonného vykazovalsokgu citlivost v PCR reakci,
srovnatelnou s komémimi kity. Problém ovSem nastalipdetekci DNA B. burgdorferi
pomoci real-time PCR. U vzaikextrahovanych hydroxidem amonnym nebylo mozZné
detekovat ndist fluorescence. PCR produkt byl v reakci ovséitomen. Hydroxid amonny
vykazuje totiz za witych podminek fluorescencé€hoz se vyuziva vékterych chemickych
analyzach) (Schneider & Lehotay, 2004). Emitovardéerd se vSakéasténé prekryva
s vinovou délkou, kterou emituje fluorescein, kterje zngena TagMan sonda (Sjéback et
al., 1995). Tuto extraii metodu nelze tedy dop@itiv piipads, Ze NK chceme detekovat
pomoci real-time PCR, nethchydroxid amonny ve vzorcich vditém mnozstvi éstava
piitomen. Pro extrakci RNA VKE nebyla tato metoda &s@d. Moznym vysitlenim je
prabéh péipravy vzorku, kdy je nutné ponechat zkumavku serkem desitky minut
oteenou. Ehem této doby se mohly do vzorku dostat vSiiilgmné nukleazy a vzorek tak
degradovat. V literaiie vSak dosud o nemoznosti izolace RNA touto metothyla Zadna
zminka, proto jsme se rozhodli tuto variantdity

Mé vysledky, o jeden az dv#ady citliejSi extrakce fi pouziti kulicek z yttria
stabilizovaného oxidem zirkonia ve srovnani s oogiu kulickami, jsou ve shad se
zjistenim Crowdera et al. (2010)iiRpouziti kulicek z oceli nebo z jinychézkych kowa totiz
muze dochéazet k inhibici PCR reakce (Allender et @D04). Tato metoda je vhodna
k simultanni izolaci, ale vzhledem k pouziti reagienze dvou W#znych Kkiti a
homogenizanich kulicek ze specidlniho materidlu, je jeji vyuZiti &bé praxi velmi
nakladné.

Kombinované metody aty byt dalSi alternativou pro simultanni extrakcNR VKE a
DNA B. burgdorferi. Kombinace extrathich metod (Chelex® nebo TRIzol® Reagent +
RNeasy kolonka) umabvaly detekovat DNAB. burgdorferj ovSemRNA VKE po extrakci
vSemi testovanymi kombinacemi nebylo mozné detekdwaznym vys¥tlenim je, Ze ubec
nedoSlo k navazani RNA na silikamembranu v QlAamyi@l kolonce, protoZze k navazani

je poteba progsedi s dostat@ou koncentraci chaotropniimidla. Suspenze Chelex® neni
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chaotropnim, ale chelataim ¢inidlem a pravépodobré tedy neumoituje navazani NK na
membranu v kolonce (Walsh et al., 1991). DalSim myo¥ vyswtlenim miZze byt fakt, Ze
vzorek neproSel kolonkou Zidodu vysoké viskozity vzorku (Triant & Whitehead)(®).
Nizky detekni limit pfi extrakci DNAB. burgdorferimohl byt zapic¢inén bud’ piilis nizkou
(TRIzol® Reagent) neboifhis vysokou (Chelex® ) koncentraci vzorku, kteespadala do
optimélniho rozmezi koncentraci, které je kolonkdopna izolovat (RNeasy Mini Kit
Handbook, www.giagen.com).

6.4 Celkové zhodnoceni extratnich metod

Citlivost detekce je sice jednim ze zakladnich pests pro vykEr optimalni metody,
ovSem neni jedinym faktorem, ktery je fmia zhodnotit. Kazda metoda extrakce ma své
vyhody i nevyhody a vy se odviji od konkrétnich petb dané aplikace fipadré vybaveni
pracovisé. V naSem fipadt jsme se soustdili na metody extrakce NK, vhodné pro detekci
patogeri v klistatech. Pro celkové zhodnoceni jsme vybraleolik kritérii, ktera v tomto
piipack hraji nejdilezit&jSi roli: citlivost detekce, cena, doba a ndwwst provedeni (Tab. 12).
Ceny byly porovnavany podle finamich naklad za jednu reakci. Doba provedeni extrakce
byla zhodnocena podle doby feliné na provedeni uvedené v maualech ke kazdé #netod

Naratnost provedeni byla hodnocena subjektidie viastnich zkuSenosti.

Tab. 12 Zhodnoceni vybranych extr&kich metod z hlediska praktického vyuziiazda metoda

byla hodnocena znamkami 1-5 (1- nejlepsi, 5- n&jhqodle toho, jak spbvala zadana kritéria, X =

nelze vyhodnotitBor = B. burgdorferi

Chelex® 100 Resin 3 1 5 2 1
RNAGEM™ Tissue 1 1 1 1 3
TRIzol® Reagent 1 5 3 4 2
RTP® DNA/RNA Virus
- 2 1 2 3 4
Mini KIT
Perfect PurE” RNA Cell
_ 3 X 2 3 4
& Tissue
NucleoSpin® RNA Virus| 3 X 2 3 5
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QlAamp® Viral RNA
- 1 X 2 3 4
Mini Kit
Rneasy Mini Kit 1 X 2 3 5
DNeasy Blood & Tissug
- X 1 4 3 4
i

Z tabulky vyplyva, Z&asové naroky na provedeni extrakce jsou u putifilcn kiti casow
meére nara@né nez u zbylych metod a to hl&vdiky sloweni jednotlivych krok izolace a
piedem pipravenym reagenciim. Vyjimku tvite extrakce DNeasy Blood & Tissue Kitem,
Chelex® byla doba provedeni extrakce prodlouzedasiedku inkubace vzotkpies noc.
Extrakce pomoci RNAGEW Tissue, byla naopak rychla, nebosyZadovala pouze
kratkodobou inkubaci, proto extrakce jednoho vzonegiesahla dobu 15 min. U metod, u
kterych zpracovani vzoiktrvalo déle, je automaticky zvySené riziko degradBlK, gipadré

i kontaminace vzooitk

Kromé vyhod (rychla prace, purifikovana NK bez kontanmt)anaji kity i své nevyhody
jako je jejich vysSi cenou ve srovnani s ostatmimatodami. Jednoduché metody zalozené na
principu ziskani hrubého bétného lyzatu jsou v porovnani s kityilgizné 10x levrgjsi.
NejnakladrjSi z kiti (NucleoSpin® RNA Virus, RNeasy Mini Kit) staly 140¢ na jednu
reakci. Oproti tomu nejlewBi z extrakci (suspenze Chelex®) stala pouzed¢3n¥ jednu
reakci. Toto zji&ni mize zasadhovlivnit volbu extrakce v fpact testovani velkého @tu
vzorka. Nebylo potvrzeno, Ze by vysSi cena extraknetody odpovidala jeji citlivosti.

Pouziti vhodné extraki metody je kritické pro usgné a spolehlivé studie na klinickych,
experimentalnickii enviromentalnich vzorcich. Spravné metody exteabkyg n€ly byt peslive
voleny s ohledem na typ vzorku (McOrist et al.020Pro epidemiologické studie, zabyvajici
se detekci NK kligaty prenasenych patogérv klistatech nebo hostitelich, museji byt voleny
takové extrakni metody, které budou dost&te citlivé pro zachyt NK patogéna zarové
nebudou §lis finantné narané. V gipad vzorka nasatych kligat obsahujicich velké

V Kklinické praxi secasto provadi detekce kity prenaSenych patogénv pacientskych
vzorcich. Pro tyto &ely je nutno zvolit citlivou, rychlou, jednoduchowariantu extrakce

s dirazem na jeji spolehlivost. Korési kity predstavuji v tomto ijpact vhodnou variantu,
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kterd je zarukou vysoké standardizovanosti a zisk&te NK bez kontaminant, které by
mohly ovlivnit vysledek detekce. kadé védeckych studii s touto tématikou se u klinickych
vzorki vyuZivaji kometni kity (Nocton et al., 1994, Rudenko et al., 2009bhwaiger &
Cassinotti, 2003).

6.5 Metody detekce

Kromé¢ porovnani citlivosti metod extrakce byly porovnaydaké d¢ metody detekami.
Ve wétSirg pripadi byla citlivost detekce v real-time PCR reakci dgeiad vysSi v porovnéni
s detekci pomoci PCR reakce. tfpgact nékterych vzork VKE byl tento rozdil dvarady
(Lanciotti et al., 2000, Locatelli et al., 2000).

U vzorka DNA B. burgdorferibyl mé mimo detekce pomoci PCR a real-time PCR stanoven
detekni limit casto pouzivané metody RLB. Po extrakci DNA suspdbiélex® byla
zjiSténa citlivost RLB 25 kopii/reakci obdobnjako v praci Rijpkema et al. (1995) (20
kopii/reakci). Tato hodnota se shoduje s citlivatgiekce pomoci real-time PCR reakce.
Citlivost detekce PCR reakci bylaréd nizSi. Detetni limit metody se teoreticky e liSit
pro mizné genospecieB. burgdorferi V naSem fipact jsme detekovali pouze DN/ZS.

burgdorferis.s.

6.6 Problematické kroky béhem extrakce

Castym jevem § detekci kliaty prenadenych patogéryla bshem nasi prace
kontaminace. Procento kontaminovanych vadmilo podstaté zvySeno pracovalo-li se s
vetSim patem vzorki. VSeobec# plati, Ze je nutnéipextrakcich NK dbat naistotu a
peslivost, aby se fedchazelo fipadnym kontaminacim. Mezi zakladni aeali pro zamezeni
kontaminaci pdt: pouzivani Sgek s filtrem, prostorova separace mista gidgmi templatu
od prostoru, kde je provéda extrakce a v mistechcenych pro extrakci pouzivantipravka
degradujicich kontaminujici DNA (naDNA Remove*(Minerva Biolabs)).

Pri ¢asté manipulaci se vzorkem ve smy&stého rozmrazovani a zmrazovani byla
citlivost detekce patogérsnizena, tento jev byl vyraggi u RNA viru KE. Zejme se jedna o
postupnou degradaci NK ve vzorku. Je tedy nutnégwat s alikvoty vzork idealré pouze

1x zamrazenymi (Bellete et al., 2003).
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6.7 Us@3nost infekce kli¥at

Infekce kligat VKE byla uspsna. Po 10 dnech po inokulaci byl virus detekovan
v zavislosti na pouzité extraki meto@d v 60-90 % kligat. Z testovanych extrakich metod
byla nejvysSi citlivost po extrakci pomoci TRIzoRagent; s jeho pouZzitim bylo zachyceno
o fad nizsi poet oproti zbylym déma metodam, extrakce QIAamp® Viral RNA Mini Kitem
a nejmen citlivou metodou kitem RNAGEM™ Tissue. Na reélnerorku jsme tedy aili,

Ze tyto metody jsou vhodné pro detekci VKE vtdi&ch, metoda RNAGEM™ Tissue je
ovSem médcitlivd neZ TRIzol® Reagent a QlAamp® Viral RNA MiKit.

Nepoddilo se nam infikovat kligata boréliemi. Jednou z moZnosti je, Ze n&irsp infekce
byla zapicinéna nizkou infekni davkou, ktera byla do ktigt vpravena. Vzhledem k tomu,
Ze se v irodk mnozstvi borélii v kligatech pohybuje mezikolika sty az tisici na jedince, k
této moznosti se spiSe rtiganime (Brunet a Burkot, Piesman 2001, Wang et 2003).
DalSi a pravépodobrjSi moznosti je, Ze se injikované borélie v KiSheuchytily z divodu
bud’ nizkého fitness bakterii z kultury a neboikwysokému mnozstvi pasazi, které mnou
injikované borélie v kultte prodlali (Golde & Dolan, 1995, Schwan et al., 1988). ®IB.
burgdorferi byla detekovana pouze u ki, ktera slouzila jako pozitivni kontrola inokudac
Pri detekci v PCR reakci byly borélie zachyceny vAD% kli§’at, v zavislosti na extrgki
metod. V real- time PCR reakci v 60-80 % Kki&. Z pouZzitych extrainich metod byla
nejvyssi citlivost po extrakci suspenzi Chelex®niéitlivé byly metody extrakce DNeasy
Blood & Tissue Kitem a kitenRNAGEM™ Tissue. Nezaznamenala jsem vyeg&nrozdil

mezi metodami co do ptu kopii v real-time PCR reakci.
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7 Zavéreéneé shrnuti

Ve své praci jsem porovnalézné metody extrakce NK kiidty prenaSenych patogén-
RNA viru klistové encefalitidy a DNA spirochétigorrelia burgdorferi— z klistte Ixodes
ricinus. Jednotlivé metody byly mezi sebou porovnany nejema zaklad citlivosti pro
extrakci vySe zmignych patogein, ale i podle dalSich kritérii, jako je cena, riduwmst a doba
provedeni extrakce. Pro detekci viru kge encefalitidy se zdaji byt nejvhagii predevsim
komekné prodavané kity, wené prag pro detekci virové RNA, dobré vysledky
(porovnatelné <tito kity) jsem ziskala i id pouziti roztoku TRIzol® Reagent, jehoz

V piipact detekce DNA spirochéB. burgdorferi vysly jako nejcitligjSi opst nékteré
komegni kity. Dobré vysledky jsem ziskala i s pouZitiomsgenze Chelex® anebo extrakce

Za nejvhodgjSi ale povazuji simultanni extrakci virové RNA alderialni DNA pomoci
kitu RNAGEM™ Tissue a RTP® DNA/RNA Virus Mini kit. V fdpac obou chto kiti byla
pii simultanni izolaci obou NK zachovana vysokda etfit a sotiasna izolace umanje
velkou Usporuasu i financi.

Zjistené vysledky mohou bytifnosem jak pro epidemiologické, tak diagnostickély} kdy
je nutné detekovat oba patogeny &mm, a uz v kli¥atech¢i v jinych ¢lenovcich. Mé

vysledky bude mozné aplikovat i préipadnou detekci jinych patogiea jinych vzork.
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Elektronickeé informadéni zdroje (11.12.2011)

Chelex® 100 Resin
www.bio-rad.com/webmaster/pdfs/9184_Chelex.PDF

DNeasy Blood & Tissue Kit

handbookwww.giagen.com/products/genomicdnastabiizpurification/dneasytissuesystem
/dneasybloodtissuekit.aspx#Tabs=t2

90



NucleoSpin® RNA Virus
www.mn-net.com/Portals/8/attachments/RedakteuredPBadocols/
Viral%20nucleic%20acids/UM_ViralRNA.pdf

Perfect Pure™ RNA Cell & Tissue
www.5prime.com/media/3418/perfectpure%20rna%2096%%20kit%20manual_5prime_
1044351 _032007.pdf

QIAamp® Viral RNA Mini Kit handbook
www.giagen.com/products/rnastabilizationpurificaficellviralrnapurificationsystems/giaamp
viralrnaminikit.aspx#Tabs=t2

RNAGEM ™ Tissue PLUS
www.zygem.com/Products/Products-RG-Tissue.html

RNeasy Mini Kit handbook
www.giagen.com/products/rnastabilizationpurificafimeasysystem/rneasymini.aspx#Tabs=t
2

Roche, Nucleic Acid Isolation and Purification
http://www.roche-applied-science.com/publicationisfp mat/
nucleic_acid_purification_isolation.pdf

RTP® DNA/RNA Virus Mini KIT
www.invitek.de/e1531/e1658/e2414/e2678/e2728/ip_ uakit92/RTPDNA-
RNAVirusMiniKit0411.pdf
tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/trizol gesat. pdf
www.photomacrography.net

www.enotes.com/topic/Phenol-chloroform_extraction

www.generi-biotech.com/real-time-pcr-sondy-kvartiai-real-time-pct
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