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1. Uvod

Chov hmyzu pro lidskou vyzZivu ¢i krmivarské ucely je jednim ze slibnych nastroji pro
alternativni produkci bilkovin. Oproti tradi¢nim druhlim hospodafskych zvifat vSéak nemame
dostatek informaci o chorobach chovanych druhl hmyzu, zejména virového plivodu. Hmyz je
stejné jako ostatni druhy zvifat napadan virovymi patogeny, coz vede ke vzniku znacnych
ekonomickych ztrat. V chovech jedlého hmyzu totiZz dochazi k pfesunu z plvodniho Zivotniho
prostiedi hmyzu do prostfedi nového, uméle vytvoreného; a zaroven dochazi k pfesunu
patogennich virQ. Ve velkochovech nasledné dochazi k pfenosu a propuknuti virézy mnohem
snadnéji nez v pfirozeném Zivotnim prostfedi hmyzu. To je podminéno mnoha faktory, jako
jsou teplota a relativni vlhkost, koncentrace oxidu uhli¢itého, vyZiva, hustota populace,
pritomnost pesticidl, toxinl a tézkych kovd, pripadné koinfekce vice potencidlnimi patogeny.
Pro diagnostiku virovych patogenu jedlého hmyzu je metodou volby vyuziti polymerazové
retézové reakce (PCR), kterda umoznuje rychlou detekci cilovych genli nebo jejich casti

v genomu vir(.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem metodiky funkcéniho vzorku je technické resSeni izolace virové ribonukleové (RNA) a
deoxyribonukleové (DNA) kyseliny z celého hmyzu v ptipadé podezieni z ndkazy. DNA a RNA
je ziskana idedalné z celych tél hmyzu; a v kvalité vhodné pro provedeni PCR, v pfipadé RNA
virQl reverzni transkripce a nasledné PCR.

Tento protokol je pouzivan jako standardni operacni postup (SOP, viz Ptiloha ¢. 1) pro
zpracovani vzorkl hmyzu a izolaci RNA a DNA v Laboratori molekularni epidemiologie virovych

nakaz 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 vzorkl je nutné pouzit hlubokomrazici

box (-80 °C).



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. ¢. 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.

Tabulka 1: Priblizna hmotnost jedlého hmyzu

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

Ziskany homogenat hmyzu se pouZije pro extrakci nukleovych kyselin. Vzhledem
k univerzalnosti a vysoké kvalité izolovanych nukleovych kyselin se pouziva TRI REAGENT® -
DNA/RNA/PROTEIN ISOLATION REAGENT (Kat. ¢. TR118, Molecular Research Center, Inc.).
Jednd se o Cervené zbarveny roztok na bazi fenolu a guanidinium isothiokyanatu. Jeho
vyhodou je rychld a efektivni inaktivace RNaz. Po smichani se vzorkem a pridani
bromochloropropanu a centrifugaci dojde k oddéleni fazi (horni bezbarva vodna faze obsahuje
RNA, spodni Cervena organicka faze DNA, bily prouzek uprostied obsahuje proteiny).

Pfi praci s TRI REAGENT® je potfeba pouZivat ochranné pomticky, zejména rukavice a

ochranné bryle!



Extrakce RNA

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 Cciry supernatant prepipetovat do nové
mikrozkumavky);

ptidat 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 pti 12000 g po dobu 15 minut pfi +4 °C; dojde k rozdéleni smési do tfi
barevné odlisenych vrstev; RNA se nachdzi v horni bezbarvé (tj. vodné fazi); objemoveé
se jedna zhruba o 60 % pUvodné pouZitého objemu TRI REAGENT®;

premistit oddélenou vodnou fazi do Cisté zkumavky; zbylou organickou (¢ervenou) fazi
a mezifazi ulozit pfi +4 °C do dalSiho zpracovani;

srazeni RNA — k vodné fazi pridat 0,5 ml isopropanolu alespon v kvalité p.a. (napr.
Isopropylalkohol pro molekuldrni biologii, min 99,5 %, P-Lab, kat. ¢. R.1IHPK.1);
promichat preklopenim a nechat inkubovat 5 — 10 minut pfi pokojové teploté;
odstredit pfi 12 000 g po dobu 15 minut pfi +4 °C; vytvori se pelet vysrazené RNA na
dné zkumavky;

odstranit supernatant; k peleté pridat 1 ml 75 % ethanolu (napr. PCR Ethanol 75 %,
Top-Bio, kat.¢. P0O44), promichat kratkym protfepanim a odstredit pfi 12 000 g po dobu
15 minut pfi +4 °C;

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

k peleté pridat 100 ul vody pro PCR (napf. Ultra PCR H;O, Top-Bio, kat.c. P240 ),
promichat nasavanim Spickou a inkubovat 10 - 15 minut pfi 55 °C; nasledné kratce
promichat na tfepacCce, kratce odstfedit a rozpusténou RNA uchovdvat

v hlubokomrazicim boxu pf¥i teploté -80 °C.



Extrakce DNA

nejprve je potfeba pfipravit 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, P-Lab kat. ¢. E03501). Roztok se sterilizuje
filtraci pfes 0,22 um filtr a uchovava pfi +4 °C;

postup extrakce DNA navazuje na protokol extrakce RNA v bodé, kdy po pridani
bromochloropropanu dojde k rozdéleni smési do tti barevné odliSenych fazi a horni
bezbarva faze je pouzita k izolaci RNA;

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 pfti +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 (napr. Odbérovy tampon bavinény, plastovad
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 uchovavat pfi -20 °C.
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5. Srovnani novosti postupti

Postup izolace nukleovych kyselin zdruhG hmyzu uréenych pro lidskou spotiebu (tj.
v soucasnosti se jedna o larvy potemnika mouéného a stdjového, sarance stéhovavé a cvrcka
domaéciho) byl v Laboratofi molekuldrni epidemiologie virovych ndkaz VUVel vyvinut na
zakladé zkuSenosti v oblasti molekularni diagnostiky virovych chorob véely medonosné.
VyuZiti extrakéniho cinidla TRI REAGENT® se u komplexnich vzork(, jako je hmyz, velmi
osvédcilo; kvalita izolovanych nukleovych kyselin je vysoka a vhodna pro provedeni PCR
metod. Velkou vyhodou je soubéind izolace DNA, RNA a pfipadné i proteind. Oproti izolaci
nukleovych kyselin ze vcely medonosné neni v ptipadé jedlého hmyzu nutné je dale

purifikovat.

6. Popis uplatnéni funkéniho vzorku

Technické rteSeni popsané ve funkénim vzorku muzZe nalézt uplatnéni v laboratofich
zamérenych na detekci virll hmyzu.

Postup je v soucasnosti pouzivan jako standardni operacni postup (SOP) pro zpracovani vzorka

hmyzu a izolaci RNA a DNA v Laboratofi molekuldrni 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,
kterd by mohla byt vyuZita chovateli v pfipadé problémi v chovu hmyzu zplisobenych virovou

infekci.
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Priloha c. 1



Standardni operacni postup — izolace nukleovych kyselin z jedlého a krmného hmyzu

1. K1 mITRIREAGENT® pfidat 100 pl homogenatu, promichat, inkubovat 5 minut pfi pokojové
teploté.

2. Pridat 100 pl bromochloropropanu, 15 s michat na tfepacce a inkubovat 2 — 15 minut pfi
pokojové teploté.

3. Odstredit pfi 12 000 g po dobu 15 minut pfi teploté +4 °C. Dojde k rozdéleni smési do tfi
barevné odlisenych vrstev. Horni bezbarvou (vodnou) fazi premistit do nové
mikrozkumavky; zbylou cervenou (organickou) fazi i s bilou mezifazi ulozit pri +4 °C
k dalSimu zpracovani.

4. |zolace RNA:

a. Kvodné fazi pfidat 500 pl isopropanolu, promichat preklopenim a inkubovat 5-
10 minut pFi pokojové teploté a odstredit pfi 12 000 g po dobu 15 minut pfi +4
°C.

b. Opatrné slit supernatant, k peleté na dné zkumavky pfidat 1 ml 75 % etanolu,
promichat kratkym protrepanim a odstredit pti 12 000 g po dobu 15 minut pfi
+4 °C.

c. Opatrné slit supernatant, vysusit zbylé kapky na sténach a susit v oteviené
zkumavce 5 minut. K peleté pfidat 100 pl vody pro PCR, promichat nasavanim
Spickou a inkubovat 10 — 15 minut pfi 55 °C. Kratce promichat na trepacce,
kratce odstredit. Uchovavat v hlubokomrazicim boxu pfi-80 °C.

5. lzolace DNA:

a. Zcervené (organické) faze odpipetovat veskeré zbytky bezbarvé (vodné) faze.
Pridat 300 ul absolutniho etanolu, promichat pfeklopenim, inkubovat 3 minuty
pfi pokojové teploté a odstredit pi 12 000 g po dobu 15 minut pti +4 °C.

b. Odstranit supernatant, ktery lze zamrazit pti-20 °C a pouzit pro izolaci protein(.

c. Tento krok opakovat celkem trikrat: K peleté ptridat 1 ml promyvaciho roztoku,
inkubovat 30 minut pfi pokojové teploté za obcCasného promichani
preklopenim, odstredit po dobu 5 minut pfi 2 000 g a teploté +4 °C. Odstranit
supernatant.

d. Pridat 1,5 ml 75 % etanolu, promichat, inkubovat 15 minut pti pokojové

teploté, odstredit po dobu 5 minut pii 8 000 g a teploté +4 °C.



e. Opatrné slit supernatant, vysusit zbylé kapky na sténach a susit v oteviené
zkumavce 5 minut. K peleté pridat 200 ul TE pufru, rozpustit a uchovavat pfi -

20°C.
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