Uloha €. 4

Izolace DNA z klistéte, detekce Borrelia burgdorferi sensu lato pomoci
RealTime PCR, nested PCR

UvoD

Lymeska boreliéza je u nds pomérné rozsitené onemocnéni, jehoz plvodcem byva v nasich
podminkach nejcastéji spirochéta Borrelia burgdorferi sensu stricto, pfipadné dalsi pfibuzné druhy
— Borrelia afzelii ¢i Borrelia garinii. Tyto bakterie jsou prenaseny krevsajicimi ¢lenovci, predevsim
klistaty, ale i napf. komary, ovady ¢i bzucdivkami. Hostiteli se pak stdvaji mnoha zvifata véetné
Clovéka, u kterych mulzZe dojit k manifestaci onemocnéni. Tato choroba se vyznacuje dosti
variabilnim prlbéhem a priznaky. Dle zavaZnosti ptiznakd se déli do nékolika stadii, pricemz
v kone¢né fazi molze dojit az ktrvalému poskozeni pohybového ¢&i nervového systému,
v ojedinélych pfripadech s fatdlnimi dasledky. Neni-li vrané fazi nemoci pfitomen jeji jediny
specificky projev — ,migrujici ¢ervena skvrna“ (chybi az u 30 % pacientd), mize byt chybné
povaZovana za béiné chripkové onemocnéni (celkova slabost, bolest kloubl, zvySend teplota).
Z téchto dlvodl a vzhledem ke stale narUstajicimu poctu nemocnych je kladen stdle vétsi diiraz na
spravnou diagnostiku této choroby a jeji v€asny zachyt.

V tomto ohledu nachazi velké uplatnéni moderni metoda molekularni biologie jakou je RealTime
PCR, ktera vyznamné napomdha pfi prikazu tohoto onemocnéni jiz v pocatecnich stadiich. Tato
metoda vynikd svou vysokou specifitou a senzitivitou, coZ jsou z hlediska diagnostiky dulezité
faktory. Pomoci RealTime PCR lze detekovat doslova jednotlivé bakterie, hranice citlivosti se
pohybuje okolo 5 borrelii ve vzorku. Navic samotna PCR i detekce probihaji vramci jednoho
procesu a v realném case, coz vyznamné usnadnuje a urychluje celou analyzu. DalSi nespornou
vyhodou je oproti ostatnim metoddm moznost kvantifikace patogenu ve vzorku, coz pfispiva ke
stanoveni zavaZznosti infekce.

V metodé RealTime PCR jsou vyuzivany dva primery a sonda se znackou, ktera po ozareni svétlem
o urcité vinové délce emituje zareni o vinové délce, ktera je specificka pro danou znacku. Dokonce
pti vhodném nastaveni metody RealTime PCR muZe byt senzitivita vy3si nez u metody nested PCR.
Zalezi zejména na vhodném navrhu a nastaveni metodiky, dale pak na pouziti vhodnych chemikalii
a presnych termocyklerd pro RealTime PCR. Pfi metodice RealTime PCR lze sledovat nar(st
namnozené DNA v kazdém dalsim amplifika¢nim cyklu.

Kvalitativni vyhodnoceni — v PCR smési kazdého vzorku jsou pritomny specifické primery a sondy

jednoznacné detekujici DNA borrelii. Je-li dostupny vhodny templat, dochazi béhem PCR reakce
k cyklickému naseddni a uvolfiovani primerl a fluorescenc¢né znafenych sond. S narlstajicim
poctem amplikonl roste také mnozstvi dostupnych sond a tim také i intenzita fluorescence. V
prabéhu analyzy, resp. na jejim konci, miZeme sledovat priibéh amplifikacni kfivky (zavislost miry
fluorescence na poctu probéhnutych cykld). U pozitivnich vzorkl dochazi v momenté
dostate¢ného namnozeni amplikonu k pfechodu amplifikaéni kfivky do exponencialni faze (obvykle



25.-35. cyklus). U negativnich vzorkd nedochazi k Zddné amplifikaci, tj. kfivka md rovny prabéh na
urovni fluorescenéniho pozadi.

Kvantitativni vyhodnoceni - plati, Ze ¢im vice DNA je na pocatku amplifikace, tim dfive dochazi

k prechodu do exponencidlni faze. Diky této skutecnosti je moiné presné urcit koncentraci
vySetfovaného vzorku (absolutni kvantifikace). Analyzou koncentracni fady tj. vzork o zndmych
koncentracich vstupni DNA, muUZeme v programu pfristroje vytvorfit standardni kfivku z tzv.
,Crossing points“, coz jsou body oznacujici cyklus (Cp), ve kterém dochazi k prechodu do
exponencialni faze amplifikace. Po analyze vzorku o nezndmé koncentraci je oznacen ,crossing
point“, hodnota automaticky dosazena do standardni kfivky a odetena pfesnad koncentrace
vzorku.

U vzorkd pozitivnich na pfitomnost borrelii bude provedena nested PCR reakce, pfi niz bude
amplifikovan specificky Usek DNA borrelii, ktery poslouzi jako templat pro sekvenacni reakci. Slabé
pozitivni vzorky, u kterych nedojde k dostate¢né amplifikaci, budou dale postoupeny 2. nested
PCR, ktera zajisti optimdlni namnozeni fragmenta.



Izolace DNA z klistéte

Materidl: izolacni kit, pipety, centrifuga, vodni lazen, mikrozkumavky o objemu 2 ml, popisovace,

klisté.

Obsah kitu:
Izolaéni kit UltraClean Blood Spin DNA (MoBio)

roztok B1 — lyzacni

roztok B2 — precipitacni

roztok B3 — promyvaci

roztok B4 — promyvaci

roztok B5 — elucni

mikrozkumavky o objemu 2 ml
kolonky ve 2 ml mikrozkumavkach
proteindza K

Upozornéni

Pfi praci vidy pouZivejte rukavice. VesSkery material v laboratofi nutno povaZovat jako potencialné

infekéni. Vyhnéte se kontaktu reagencii s k(zi. V pfipadé kontaktu potfisnéné misto omyjte

ddkladné vodou. Vyvarujte se poziti soucasti kitu. Reagencie oznacené jako hoflavé museji byt

drZzeny v dostatecné vzdalenosti od otevieného plamene nebo ohné.

Postup izolace DNA:

Po celou dobu pouzivejte ochranné rukavice!

1.

Do ptipravené mikrozkumavky napipetujte 200 pl roztoku B1, 10 pl proteinazy K a

20 pul IC DNA (kontrolni).

Klisté dejte do pripravené mikrozkumavky, pomoci sterilni injekéni jehly klisté rozcupujte
o sténu zkumavky, uzavrete zkumavku a jemné zvortexujte.

Mikrozkumavky vloZte do vodni [dazné vytemperované na 65°C a inkubujte 20 min. Zkumavku
po inkubaci silné vortexujte a kratce stocte.

K lyzatu pridejte 200 pl roztoku B2. Zvortexujte a zcentrifugujte.
Preneste veskery obsah mikrozkumavky do kolonky.
Centrifugujte 1 min pfi 13 000 x g.

Pfendejte kolonku do nové mikrozkumavky.

Do kolonky pridejte 500 pl roztoku B3.

Centrifugujte 30 sekund pti 13 000 x g.

Vyjméte kolonku z mikrozkumvaky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vratte do ni
kolonku.



10. Do kolonky pridejte 500 pul roztoku B4.
11. Centrifugujte 30 sekund pfi 13000 x g .

12. Vyjméte kolonku z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vratte do ni
kolonku.

13. Znovu centrifugujte 30 sekund pfi 13 000 x g.

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

15. Roztok B5 inkubujte asi 5 minut na vodni lazni pfi 65°C. Do stfedu kolonky nepipetujte 50 pl
roztoku B5 predehratého na 65°C.

16. Centrifugujte 1 min pii 13 000 x g.

17. Odstrante kolonku a zavrete vicko mikrozkumavky. Genomickd DNA je nyni pfipravena pro
razné aplikace.

I. Detekce Borrelia burgdorferi sensu lato pomoci RealTime PCR

PRACOVNIi POSTUP

Materidal: mastermix pro RealTime PCR (primery, fluorescencni sondy, interni kontrola, Taq
polymerdaza), vzorek izolované DNA z kliStéte, PCR desticka, pfistroj RealTime PCR — Light
Cycler 480 Il (Roche).

Priprava mixu:

Do pfrislusné jamky PCR desti¢ky napipetujte 15 pl mastermixu + 5 ul vzorku DNA, prelepte fdlii,
zcentrifugujte a vloZzte do RealTime systému Light Cycler 480 Il, v pfistroji bude nastaven PCR
protokol pro detekci borrelii a poté spusténa analyza.

Protokol amplifikace:

95°C-15s
1x 95°C— 10 min 45x  55°C-20s - odectovy rezim (acquisition mode on)
72°C—-25s

Vysledek analyzy RealTime PCR bude odecitdn v kanalech 510 (vnitini kontrola) a 660 (borrelie).
Pro zhodnoceni vysledkd bude vyuZit programovy modul pro absolutni kvantifikaci. Pozitivni
vysledek je charakterizovan vzestupem fluorescenéniho signdlu v daném odectovém kanadlu,
zatimco Ciselné hodnoty Cp udavaji kvantitu pozitivniho vysledku.



. nested PCR — 1. krok

PRACOVNIi POSTUP

Materidl: pipety, Spicky, popisovace, mikrozkumavky (0,2 pl), termocykler, reagencie pro PCR —
KAPA mix, primery, PCR voda, DNA.

Reakéni smés pro PCR (25 pl/vzorek):

*KAPA MiX...cocvveueeen. 12,5 ul
BO3 primer............... 0,5 ul
BO4 primer............... 0,5 ul
PCR voda.......coc....... 6,5 ul

*DNA. ..o 5,0 ul

*KAPA2G Fast HotStart ReadyMix — obsahuje HotStart DNA polymerazu, PCR pufr, dNTPs (0,2mM),
MgCl, (1,5 mM), stabilizatory.

*DNA — izoldt z klistéte

Amplifikace fragmentu:

- Mikrozkumavky vloZzte do termocykleru. Amplifikace bude probihat dle nasledujiciho
programu:

95°C — 15 s (denaturace)
1x 95°C-2,5min 30x 56°C—15s (annealing)
72°C - 20 s (extenze)

10°C  hold
Gelova elektroforéza:

Po PCR naneste 10 ul amplifikdtu na pripraveny 1,5% agardzovy gel. Vanu pfipojte ke zdroji
elektrického napéti a nechte probéhnout elektroforézu cca 40 minut pti konstantnim napéti 80 V.
Poté vyjméte gel z elektroforetické vany a vloZte jej do transiluminatoru k vyhodnoceni. U slabé
pozitivnich vzorkd provedte druhy krok nested PCR.



IV. nested PCR — 2. krok (slabé pozitivni vzorky)

Materidl: pipety, Spicky, popisovace, mikrozkumavky (0,2 ul), termocykler, reagencie pro PCR —
KAPA mix, primery, PCR voda, DNA.

Reakéni smés pro PCR (25 ul/vzorek):

*KAPA MiX...cocvveueeen. 12,5 ul
BO1 primer............... 0,5 ul
BO2 primer............... 0,5 ul
PCR voda.......ccocu...... 10,5 ul

*DNA. .o, 1,0 ul

*KAPA2G Fast HotStart ReadyMix — obsahuje HotStart DNA polymerazu, PCR pufr, dNTPs (0,2mM),
MgCl, (1,5 mM), stabilizatory.

*DNA — jsou pouZzity PCR produkty po 1. kroku nested PCR

Amplifikace fragmentu:

- Mikrozkumavky vloZte do termocykléru. Amplifikace bude probihat dle nasledujiciho
programu:

95°C - 15 s (denaturace)
1x 95°C-2,5min 30x 60°C-15s (annealing)
72°C-20s (extenze)

10°C  hold



