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1. Uvod

Zatimco viry hmyzu obvykle vykazuji vysokou miru hostitelské specifity, entomopatogenni
bakterie maji SirSi spektrum hostitelll. K ndkaze dojde obvykle oralni cestou. Mezi
entomopatogenni druhy bakterii se radi zejména zastupci rodU Bacillus, Serratia,
Pseudomonas, Paenibacillus, Photorhabdus, Proteus a Xenorhabdus. Tyto bakterie napadaji
zejména larvy hmyzu. Do chovu se mohou dostat kontaminovanym krmivem, podestylkou a
mechanickymi vektory. Vnimavost hmyzu konemocnéni zvySuje stres v podobé
environmentalnich faktorl, zejména potom Spatné hygieny chovu. Vyznamnym
intraceluldarnim parazitem bezobratlych véetné hmyzu je Ricketsiella grylli.

Jedly a krmny hmyz maze byt také prenasecem gen( pro rezistenci k antibiotikim, obdobné
jsou tyto geny detekovany i u dalsi druhd hmyzu, zejména skidcU a parazit(Q, ale také u véely
medonosné.

Pro diagnostiku entomopatogennich bakterii i gen pro antibiotickou rezistenci je metodou
volby vyuZiti polymerazové retézové reakce (PCR), ktera umoziiuje rychlou detekci cilovych

genu nebo jejich ¢asti v genomu vird.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem metodiky funkéniho vzorku je technické reseni izolace bakteridlni deoxyribonukleové
(DNA) kyseliny z celého hmyzu v pripadé podezieni z ndkazy nebo potieby izolovat DNA
z bakteridlnich kolonii ziskanych kultivaci homogendtu hmyzu. DNA je ziskana v kvalité
vhodné pro provedeni PCR i celogenomovou sekvenaci.

Tento protokol je pouzivan jako standardni operacni postup (SOP, viz Prilohy ¢. 1 a 2) pro

izolaci bakterialni DNA v Laboratofi molekuldrni epidemiologie virovych ndkaz VUVel.

3. Popis funkéniho vzorku

Sbér a skladovani vzorkd

Pro izolaci nukleovych kyselin zhmyzu lze vyuzit Zivé i uhynulé jedince. Hmyz lze pred
zpracovanim usmrtit zamrazenim; nicméné transportovat je potieba hmyz nejlépe Zivy ve
vhodném obalu, v pfipadé hmyzu uhynulého je potfeba pouzit prodySny papirovy obal, aby se
predeslo rozvoji plisni. Pro uchovani nezpracovanych vzork( je nutné pouzit hlubokomrazici
box (-80 °C) z dlivodi moZzné degradace virové RNA.

Pro kultivaéni zachyt bakterii se pouZiva idealné hmyz Cerstvy, nezamrazeny.



Priprava homogendatu hmyzu

Pro homogenizaci se pouziva kulickovy homogenizdtor umoznujici homogenizaci v 50 ml
zkumavkach se Sroubovacim uzavérem (napf. Omni Bead Ruptor Elite s rotorem pro 50 ml
zkumavky). Jako rozbijeci castice jsou vhodné keramické kulicky o priméru 2,8 mm ve
zkumavkdach dodavanych vyrobcem (napr. Hard Tissue Homogenizing Mix 2.8 mm Ceramic, 50
ml Tubes, Omni, kat.c. 19-6508-3).

Homogenizace se provadi ve fyziologickém roztoku (napf. DPBS, Biosera, kat. ¢. LM-
52041/500). Na 5 g hmotnosti hmyzu se pridava 30 ml DPBS. Hmotnost hmyzu zavisi na druhu
a vyvojovém stadiu. Orientacni Udaje o hmotnosti nejbéznéjsich druht jedlého hmyzu jsou
uvedeny v Tabulce 1.

Vlastni homogenizace probiha dle ndvodu k daného homogenizatoru. V pfipadé Omni Elite
jsou pouzity nasledujici parametry: rychlost 5 m/s, celkem 3 homogenizacni cykly, délka trvani
cyklu 30 s, pauza mezi cykly 20s.

Pfipraveny homogenat lze rozdélit do alikvotl a dlouhodobé skladovat v hlubokomrazicim
boxu pfi-80 °C.

Pro kultivaéni zachyt bakterii je idedIni pouzit homogenat Cerstvy.

Tabulka 1: Pfiblizna hmotnost jedlého hmyzu

Hmyz Hmotnost
Sarance stéhovava - dospélec 1,5-2g
Cvréek domadci - dospélec 1-15¢g
Potemnik (moucny, stajovy) - larva 01lg

Ziskany homogenat hmyzu se poufZije pro extrakci DNA a/nebo pro kultivaéni zachyt bakterii.
Pro rychlé provedeni diagnostické PCR lze pripravit také hruby lyzat bakterialni kultury.
Pro extrakci DNA z izolovanych bakteridlnich kolonii se pouzije komerc¢ni souprava QlAamp

DNA Mini Kit (QIAGEN, kat.¢&. 51304).

Extrakce celkové DNA z homogendtu hmyzu

e nejprve je potieba pripravit promyvaci roztok (0,1 M citronan trisodny dihydrat, 10 %

ethanol) smichanim 100 ml ultracisté vody (napr. Water, BPC Grade, Sigma-Aldrich,



kat. ¢. W3513), 2,941 g dihydratu citronanu trisodného, (napr. Citric Acid Trisodium
Salt Dihydrate, Amresco, Reagent Grade) a 11,1 ml absolutniho etanolu (napr. ethanol,
min. 99,8 %, pro UV spektroskopii, bezvody, P-Lab, kat. ¢. E03501). Roztok se sterilizuje
filtraci pfes 0,22 um filtr a uchovava pfi +4 °C;

k 1 ml TRI REAGENT® pfidat 100 ul homogenatu a promichat na tfepacce;

inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté, aby doslo k oddéleni nukleoproteinového
komplexu (pokud vzorek obsahuje hodné tuku, vytvofi se na hladiné vrstva, kterou je
nutno odstranit, vtakovém pfipadé ¢iry supernatant prepipetovat do
novémikrozkumavky);

pridat 0,1 ml bromochloropropanu (1-bromo-1-chloropropan, napr. Sigma-Aldrich,
kat. ¢. B9673); promichat po dobu 15 s na tfepacce a nechat inkubovat 2 — 15 minut
pfi pokojové teploté;

odstredit pfi 12000 g po dobu 15 minut pfi +4 °C; dojde k rozdéleni smési do tfi
barevné odliSenych vrstev; DNA se nachazi ve spodni Cervené (tj. organické fazi);
objemové se jedna zhruba o 60 % plivodné pouzitého objemu TRI REAGENT®;

je nutné zcela odstranit horni bezbarvou fazi, protoze jeji zbytky maji negativni vliv na
kvalitu DNA;

k ¢ervené organické fazi (na ni se nachazi bila vrstvicka protein(i, pokud je planovano
izolovat i celkovy protein, tato vrstva se nesmi odstranit) pfidat 300 ul absolutniho
etanolu (napr. ethanol, min. 99,8 %, pro UV spektroskopii, bezvody, P-Lab kat. C.
E03501), promichat preklopenim a inkubovat 3 minuty pfi pokojové teploté;
odstredit po dobu 5 minut pfi 2000 g a teploté +4 °C;

odstranit supernatant, ktery lze pouZit v pfipadé poZzadavku na izolaci proteinu;

k peleté pridat 1 ml promyvaciho roztoku; inkubovat 30 minut pfi pokojové teploté za
obcasného opatrného promichani preklopenim; odstfedit po dobu 5 minut pfi 2000 g
a teploté +4 °C; a odstranit supernatant. Tento krok opakovat celkem 3x;

pridat 1,5 ml 75 % etanolu (napf. PCR Ethanol 75 %, Top-Bio, kat.c. P044), promichat a
inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté; vtomto kroku lze izolaci DNA prerusit a
vzorky skladovat pfi +4 °C;

odstredit po dobu 5 minut pfi 8 000 g a teploté +4 °C;



opatrné odstranit supernatant preklopenim, zbylé kapky otfit ze stén zkumavky
pomoci sterilniho bavinéného tamponu (napf. Odbérovy tampon bavinény, plastovd
tycinka, sterilni, Dispolab, kat. ¢. 1673) a vzorek susit vzduchem 5 minut;

pelet rozpustit v200 pl TE pufru (napf. Tris-EDTA buffer solution, BioUltra, for
molecular biology, pH 8, Fluka, kat. ¢. 93283-100ML) a DNA uchovavat pfi-20 °C.

Priprava lyzatu bunék z bakteridlni kolonie nebo suspenze,

pelet z 1 ml bakteridlni kultury nebo jedna setfena izolovana kolonie se resuspenduje
v 1 ml fyziologického roztoku a zcentrifuguje pfi 12 000 g po dobu 5 minut;

pelet se resuspenduje v 600 ul sterilni destilované vody a inkubuje pfi 100 °C po dobu
15 minut;

lyzat se uchovava v mrazicim boxu pfi -20 °C. Lze pouZit pfimo do PCR reakce.

Extrakce a purifikace DNA z izolovanych bakteridlnich kolonii pomoci QlAamp DNA Mini Kit

(Qiagen):

vSechny kroky vcéetné odstiedéni probihaji pti pokojové teploté;

v pfipadé pouziti bakteridlnich kolonii z agarové plotny: resuspendovat mnoiZstvi
maximalné jedné inokulacni klicky v 180 ul ATL pufru;

v pfipadé pouziti bakteridlni suspenze: 1 ml bakteridlni kultury odstfedit pfi 5 000 g po
dobu 5 minut, pridat ATL pufr do celkového objemu 180 pl;

pridat 20 ul proteinazy K, promichat na tfepacce a inkubovat pfi teploté 56 °C, dokud
nedojde k Uplné lyzi bunék (to trva 1-3 hodiny): BEhem inkubace obcas promichat;
pridat 200 pl AL pufru, promichat na tfepacce po dobu 15 minut;

inkubovat pfi 70 °C po dobu 10 minut, kratce stocit;

pridat 200 pl absolutniho etanolu, promichat na tfepacce po dobu 15 vtefin a kratce
stodit;

smés prepipetovat do QlAamp Mini Spin kolonky umisténi ve sbérné zkumavce a
odstredit po dobu 1 minuty pfi 6000 g;

premistit kolonku do nové sbérné zkumavky, pridat 500 pl AW2 pufru, odstredit po
dobu 1 minuty pfi 6000 g;



e premistit kolonku do nové sbérné zkumavky pfidat 500 pl AW1 pufru, odstfedit po
dobu 3 minut pfi plné rychlosti 20 000 g;

e vylit tekutinu ze sbérné zkumavky, kolonku do ni znovu umistit a odstfedit po dobu 1
minuty pfi plné rychlosti 20 000 g;

e umistit kolonku do nové 1,5 ml mikrozkumavky, pfidat 200 ul AE pufru a inkubovat 1
minutu pfi pokojové teploté, odstredit po dobu 1 minuty pfi 6000 g. Pro vyssi vytézek
Ize tento krok zopakovat;

e DNA uchovavat pfi-20 °C.
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5. Srovnani novosti postupti

Popsané postupy izolace DNA z homogendatu hmyzu nebo z bakteridlnich kultur jsou bézné
pouzivany pro naslednou diagnostiku nebo sekvenacni postupy. Nové je vsak téma detekce
bakteridlnich patogen(i a genU pro antibiotickou rezistenci u jedlého hmyzu. Vyslednda DNA
ziskana uvedenymi postupy byla pouZita k detekci zastupcl grampozitivnich bakterii rodu
Lactococcus a k detekci genli pro antibiotickou rezistenci. Ziskané PCR produkty byly Uspésné
sekvenovany, DNA ziskand z bakteridlnich kolonii byla taktéz U(dspésné pouzita

k celogenomovému sekvenovani.

6. Popis uplatnéni funkcniho vzorku
Technické rteSeni popsané ve funkénim vzorku muZze nalézt uplatnéni v laboratofich

zamérenych na detekci chorob hmyzu.



Postup je v soucasnosti pouzivan jako standardni operacni postup (SOP) pro zpracovani vzorkd
hmyzu a izolaci bakteridlni DNA v Laboratofi molekularni epidemiologie virovych nakaz

vUVel.

7. Ekonomické aspekty

Ekonomické aspekty funkéniho vzorku nelze v danou chvili hodnotit vzhledem k novosti
tématu. Na postup extrakce nukleovych kyselin z hmyzu nutné navazuje diagnosticka PCR,
ktera by mohla byt vyuZita chovateli v pripadé problém( v chovu hmyzu zptsobenych virovou

infekci.

8. Dedikace

Funkéni vzorek je dedikovan projektu QL24010336 ,,Nové poznatky pro sniZzovani rizik chovu
hmyzu pro lidskou spotifebu z pohledu ekosystému, chovatele i konzumenta” vramci

programu aplikovaného vyzkumu Ministerstva zemé&délstvi ZEME II.



Priloha c. 1



Standardni operacni postup — izolace celkové DNA z homogenatu jedlého a krmného hmyzu
e nejprve je potieba pripravit promyvaci roztok (0,1 M citronan trisodny dihydrat, 10 %
ethanol) smichanim 100 ml ultracisté vody (napr. Water, BPC Grade, Sigma-Aldrich,
kat. ¢. W3513), 2,941 g dihydratu citronanu trisodného, (napf. Citric Acid Trisodium
Salt Dihydrate, Amresco, Reagent Grade) a 11,1 ml absolutniho etanolu (napr. ethanol,
min. 99,8 %, pro UV spektroskopii, bezvody, kat. ¢. E03501). Roztok se sterilizuje filtraci

pres 0,22 um filtr a uchovava pti +4 °C;

e k1 mlTRIREAGENT® pridat 100 pl homogenatu a promichat na tfepacce;

e inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté, aby doslo k oddéleni nukleoproteinového
komplexu (pokud vzorek obsahuje hodné tuku, vytvofi se na hladiné vrstva, kterou je
nutno odstranit, vtakovém pripadé C¢Ciry supernatant prepipetovat do nové
mikrozkumavky);

e pfidat 0,1 ml bromochloropropanu (1-bromo-1-chloropropan, napr. Sigma-Aldrich,
kat. ¢. B9673); promichat po dobu 15 s na tfepacce a nechat inkubovat 2 — 15 minut
pfi pokojové teploté;

e odstredit pfi 12 000 g po dobu 15 minut pfi +4 °C; dojde k rozdéleni smési do tfi
barevné odliSenych vrstev; DNA se nachdzi ve spodni Cervené (tj. organické fazi);
objemoveé se jedna zhruba o 60 % plivodné pouZitého objemu TRI REAGENT®;

e je nutné zcela odstranit horni bezbarvou fazi, protoze jeji zbytky maji negativni vliv na
kvalitu DNA;

e k Cervené organické fazi (na ni se nachazi bila vrstvicka proteint, pokud je planovano
izolovat i celkovy protein, tato vrstva se nesmi odstranit) pfidat 300 pl absolutniho
etanolu (napr. ethanol, min. 99,8 %, pro UV spektroskopii, bezvody, kat. ¢. E03501),
promichat preklopenim a inkubovat 3 minuty pfi pokojové teploté;

e odstredit po dobu 5 minut pfi 2000 g a teploté +4 °C;

e odstranit supernatant, ktery Ize pouzit v pripadé poZadavku na izolaci protein(;

e k peletu pfidat 1 ml promyvaciho roztoku; inkubovat 30 minut pfi pokojové teploté za
obcasného opatrného promichani preklopenim; odstfedit po dobu 5 minut pfi 2000 g

a teploté +4 °C; a odstranit supernatant. Tento krok opakovat celkem 3x;



ptidat 1,5 ml 75 % etanolu (napf. PCR Ethanol 75 %, Top-Bio, kat.¢. PO44), promichat a
inkubovat 15 minut pfi pokojové teploté; vtomto kroku lze izolaci DNA prerusit a
vzorky skladovat pfti +4 °C;

odstredit po dobu 5 minut pfi 8 000 g a teploté +4 °C;

opatrné odstranit supernatant preklopenim, zbylé kapky ottit ze stén zkumavky
pomoci sterilniho bavinéného tamponu (napr. Odbérovy tampon bavinény, plastovad
tycinka, sterilni, Dispolab, kat. ¢. 1673) a vzorek susit vzduchem 5 minut;

pelet rozpustit v200 ul TE pufru (napf. Tris-EDTA buffer solution, BioUltra, for
molecular biology, pH 8, Fluka, kat. ¢. 93283-100ML) a DNA uchovavat pfi-20 °C.



Priloha c. 2



Standardni operacni postup: Extrakce a purifikace DNA z izolovanych bakteridlnich kolonii

pomoci QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen):

podrobny ndvod Ize stahnou na adrese: www.giagen.com/HB-0329

pri otevieni nové soupravy je potreba do pufri AW1 a AW2 pridat etanol dle navodu;
pokud je v pufrech ATL nebo AL sraZenina, je potreba ji rozpustit pfi 56 °C;

vsechny kroky vietné odstredéni probihaji pfi pokojové teploté, proto se mraZzené nebo
chlazené vzorky musi nechat temperovat na pokojovou teplotu;

je potreba pripravit termobloky temperované na 56 °C a 70 °C;

v pfipadé pouziti bakteridlnich kolonii z agarové plotny: resuspendovat mnozZstvi
maximalné jedné inokulacni klicky v 180 pl ATL pufru;

v pripadé poutziti bakterialni suspenze: 1 ml bakterialni kultury odstredit pfi 5 000 g po
dobu 5 minut, pridat ATL pufr do celkového objemu 180 pl;

pridat 20 ul proteinazy K, promichat na tfepacce a inkubovat pfi teploté 56 °C, dokud
nedojde k Uplné lyzi bunék (to trva 1-3 hodiny): BEhem inkubace obcas promichat;
pridat 200 pl AL pufru, promichat na tfepacce po dobu 15 minut;

inkubovat pfi 70 °C po dobu 10 minut, kratce stocit;

pridat 200 ul absolutniho etanolu (napf. ethanol, min. 99,8 %, pro UV spektroskopii,
bezvody, kat. ¢. E03501), promichat na tfepacce po dobu 15 vtefin a kratce stocit;
smés prepipetovat do QlAamp Mini Spin kolonky umisténi ve sbérné zkumavce a
odstredit po dobu 1 minuty pfi 6000 g;

premistit kolonku do nové sbérné zkumavky, pridat 500 ul AW2 pufru, odstredit po
dobu 1 minuty pfi 6000 g;

premistit kolonku do nové sbérné zkumavky pridat 500 pul AW1 pufru, odstredit po
dobu 3 minut pfi plné rychlosti 20 000 g;

vylit tekutinu ze sbérné zkumavky, kolonku do ni znovu umistit a odstfedit po dobu 1
minuty pFi pIné rychlosti 20 000 g;

umistit kolonku do nové 1,5 ml mikrozkumavky, pridat 200 ul AE pufru a inkubovat 1
minutu pfi pokojové teploté, odstredit po dobu 1 minuty pfi 6000 g. Pro vyssi vytéZzek
Ize tento krok zopakovat;

DNA uchovavat pfi -20 °C.


http://www.qiagen.com/HB-0329
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