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1. CiL METODIKY

Hlavnim cilem metodiky je poskytnout zejména inspektorim Statniho ufadu pro
jadernou bezpeénost (SUJB) vhodnou metodu pro prikaz piitomnosti vysoce rizikovych
bakterii Yersinia pestis a Bacillus anthracis ve vzorcich ziskanych pii kontrole dodrzovani
zakazu biologickych zbrani.

Metodika se cilen¢ zaméfuje na:
e moznost identifikace Y. pestis a B. anthracis napf. v neznamych terénnich vzorcich;
e pouzitelnost pro Siroky rozsah vzork;
e rychlou analyzu s jasnou interpretaci vysledki pro zaskoleny personal.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

B. anthracis a Y. pestis jsou patogenni bakterie, patfici mezi vysoce rizikova
biologicka agens (dale jen VRA; viz Prtiloha ¢. 1 k vyhlasce ¢. 474/2002 Sb.). Vzhledem
k vysokému stupni piibuznosti s druhy, jejichZ patogenita je vyrazné nizsi (skupina B. cereus,
Y. pseudotuberculosis / enterocolitica), je spolehlivé odliSeni druhti patficich mezi VRA
v fad¢ ptfipadl obtizné. Pro rozsifeni portfolia metod diferenciace mezi témito ptibuznymi
druhy byla vyvinuta metoda zalozena na detekci druhové specifickych peptidovych markeri
metodou LC-MS.

Kultury bakterialnich patogent, =ziskané kultivaci na zivnych agarech, jsou
extrahovany TFA. Ziskané proteinové extrakty jsou poté podrobeny trypsinovému Stépeni a
ziskané peptidy analyzovany technikou LC-MS. Ve spektrech jsou selektivné identifikovany
peptidy vzniklé $t€penim druhové specifickych proteint B. anthracis lethal factor a Plasmid
replication protein RepX, resp. Y. pestis Virulence-associated V antigen, F1 capsule-
anchoring protein a Outer membrane protein yopN.

2.1 Chemikalie a spotiebni material

TFA (kys. trifluoroctova), FA (kys. mravenci), ACN (acetonitril), MeOH, CHCls,
guanidin.HCI, Tris.HCI, EDTA, DTT (dithiothreitol), jodoacetamid, NH;HCOj3, trypsin

Amicon MWCO 10000 filtr, bakterialni filtr 0,22 pym

2.2 Vzorkovani (odbéry vzorki, zasady odbéru, plan odbéru, podminky transportu,
konzervace, priprava k analyze)

Tato metoda je vyvinuta pro identifikaci cilovych agens v bakteridlnich kulturach.
Vzorkovani tedy neni soucasti této metody, ale metod zabyvajicich se zpracovanim vzorku a
kultivaci mikroorganismu.

2.3 Pristroje a pomocna zarizeni

Pipety, chladnicka, tfepacka, centrifuga, termostat, LC-MS systém (Agilent 1200 -
HCTultra)



2.4 Priprava vzorku pro méreni na hmotnostnim spektrometru

2-3 klicky bakterialnich kultur se promyji 2x 1 ml deionizované vody - suspenze je
vzdy roztfepana na vortexu a centrifugovana po dobu 20 min pti 12000 rpm. Peletka je poté
resuspendovana ve 300 pl vody s 0,5% TFA. K suspenzi je ptidano 700 ul ACN, smés je po
dobu 5 min tfepana na vortexu a nasledné zcentrifugovana po dobu 15 min pii 12000 rpm.
Supernatant je poté piefiltrovan pies 0,22 um filtr a zakoncentrovan proudem dusiku na
objem 0,2 ml. Ke smési je ptidano 0,8 ml MeOH, 0,2 ml CHClI; a 0,6 ml vody. Po protiepani
je vrchni faze odstranéna, ke smeési je piidano 0,6 ml MeOH a po promichani vysrazené
proteiny odstfedény pti 5000 rpm (1 min). Po odstranéni supernatantu je proteinova peletka
resuspendovana v 50 pl 70% ACN.

K 5 pl extraktu se ptida 300 pl pufru (6M guanidin.HCl, 100mM Tris. HCI, SmM
EDTA), smés prenesena na Amicon filtr a odstfedéna pti 12000 rpm po dobu 1 hod.
K redukovanému objemu na filtru se prida 100 ul 100mM DTT ve 100mM NH4HCO3 a smés
se necha inkubovat pfi 56°C po dobu 1 hod. Smés na filtru je poté opét odstfedéna a
alkylovana pasobenim 100 pl 300 mM jodoacetamidu p#i 25°C po dobu 30 min v temnu.
Vzorek je poté opét odstiedén, 2x promyt 200 pl 50mM NH4HCO3 v 5% ACN, ptidano
dalSich 100 pl tohoto pufru s 0,2 pg trypsinu a smés ponechdna v termostatu pii 37°C pres
noc. Po ukonceni digesce jsou peptidy odstfedény pii 12000 rpm po dobu 1 hodiny, filtr
promyt 50 pul 0,1% FA v 30% ACN a 50 ul 60% ACN. Peptidy jsou nasledn¢ vysuseny ve
vakuu a rozpustény v 30 ul 0,1% FA v 2% ACN, ¢imz jsou pfipraveny k LC-MS analyze.

2.5 Akvizice a vyhodnoceni spekter

Parametry méieni - HCTultra:

Metoda: MD_peptBAYP.par
Rozsah: 250-3000 Da

Polarita: pozitivni

Mod: multiple SIM

Separace — Agilent 1200:

Kolona: Zorbax SB-C18 150x2,1mm
Gradient mobilni faze: 5—-60% ACN / 40 min
Pritok: 150 pl/min

Vyhodnoceni:

Zjisténi pritomnosti sady charakteristickych peptidickych fragmentii:

Druh Fragment m/z (Da)

Y. pestis AYEQNPQHFIEDL 1603,7
SRPLNDLVSQK 1256,4
GYTNYGYLTP 1148,2
GIVISDLQK 972,2




Druh Fragment m/z (Da)
B. anthracis NDSEGFIHEFGHAVDDYAGYL 2356,5
EEGSNLTSYGR 1212,2
NQLDTENPLGYLTQLGNA 1961,1
2.6 Validace

Metoda byla ovéfena na panelu intralaboratornich slepych testi a v mezindrodnich
mezilaboratornich srovnavacich testech organizovanych v ramci EU projektu QUANDHIP
(Quality Assurance Exercises and Networking on the Detection of Highly Infectious
Pathogens).

2.7 Bezpecnost pri praci

Piipravné prace je nutné provadét v ochrannych rukavicich neoSetfenych mastkem
V laminarnim boxu.

2.8 Nebezpecné odpady a jejich likvidace

Pti préci nevznikaji zddné nebezpecné odpady, ptesto doporucujeme veskery spotiebni
material, ktery ptisel do kontaktu se vzorkem, likvidovat jako nebezpecny - spalenim.

3. INOVACNI ASPEKTY, NOVOST POSTUPU

Do zavedeni této metodiky identifikace B. anthracis a Y. pestis byly v Laboratofi
biologického monitorovani a ochrany (dale jen LBMO) Statniho tstavu jaderné, chemické a
biologické ochrany, v.v.i. (dale jen SUICHBO) Kk jejich detekci a identifikaci vyuzivany
jednak metody zaméfené na prukaz genetického materialu pomoci PCR, jednak identifikace
metodou MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Jelikoz vsak je sloZeni ribozomalnich
proteind, které jsou zdrojem signalti pii MALDI-TOF analyze, u druhti B. anthracis/B. cereus
a Y. pestis/Y. pseudotuberculosis identické, je v fadé pripadd odliSeni téchto druhi
problematické.

V ramci fedeni projektu MV CR &islo VF20112015013 (Vyzkum modernich metod
detekce a identifikace nebezpecnych CBRN latek a materidlti, metod sniZeni jejich
nebezpecnosti a dekontaminace; vyzkum modernich prostfedkli ochrany osob a prvki kritické
infrastruktury) byla vypracovana a nasledné certifikovana metodika Prikaz pfitomnosti
genetického materialu Bacillus anthracis pro potfeby kontroly zakazu biologickych zbrani
pomoci real time PCR. Vramci feSeni vyzkumného zdméru ¢ SUJ 200401 (Studium
materidlovych a lidskych faktor pro ochranu osob pfed chemickymi a biologickymi latkami,
véetné jejich detekce a identifikace) byla v roce 2010 vypracovana metoda detekce Y. pestis,
Y. pseudotuberculosis a Y. intermedia pomoci PCR.

Vzhledem k pozadavkim na schopnost laboratofe provést verifikaéni analyzy
minimalné dvéma na sob¢ nezavislymi metodami byla vypracovana metodika zaloZend na MS
analyze, kterd na rozdil od stavajicich metod nevyzaduje pouziti specifickych reagencii
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(primerq, sond). V navaznosti na vysledky identifikace ziskané metodami MALDI-TOF MS a
PCR je mozno provést konfirmacni analyzu pro odliSeni cilovych agens od ptibuznych druht,
vyznacujicich se vysokou mirou shody MS profili ribozomalnich proteinti.

Inovacni aspekt této metodiky tkvi ve vyuziti druhové specifickych proteinti pro
identifikaci sledovanych agens. Byla tak vyvinuta nova originalni metoda pro odliSeni B.
anthracis a Y. pestis od vysoce piibuznych druhi, jejichZ patogenita je vyrazné nizsi.

4, POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika byla vyvinuta jako hlavni analyticky postup metodicko-odborné podpory
laboratoie LBMO SUJCHBO pii plnéni ukolt statniho dozoru SUJB v oblasti zdkazu
biologickych zbrani pro zminéna agens.

Metodika bude vyuzivana pro potieby dozoru nad dodrzovanim zékona ¢. 281/2002
Sb., konkrétné¢ bude slouzit k prikazu pfitomnosti B. anthracis a Y. pestis ve vzorcich
ziskanych pfi dozorové ¢innosti pracovnikit SUJB. Lze piedpokladat, ze by metodika mohla
byt rovnéz vyuzita k identifikaci agens B. anthracis a Y. pestis pro potfeby integrovaného
zachranného systému v piipadech, kdy existuje podezieni na pfitomnost uvedenych agens v
neznamych vzorcich (biologické tkang, stéry, tzv. bilé prasky neznamého ptvodu apod.).
Nicméné metodiku lze vyuZzit 1 v laboratofich organii ochrany vetejného zdravi, vybavenych
odpovidajici instrumentaci.
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