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1. CiL METODIKY

Hlavnim cilem metodiky je poskytnout zejména inspektorim Statniho ufadu pro
jadernou bezpeé¢nost (SUJB) vhodnou metodu pro pritkaz piitomnosti rizikovych a ostatnich
bakterii rodu Legionella ve vzorcich ziskanych pfti kontrole dodrzovani zakazu biologickych
zbrani.

Metodika se cilené zaméfuje na:
e moznost identifikace bakterii rodu Legionella napt. v neznamych terénnich vzorcich;
e pouzitelnost pro Siroky rozsah vzorkii;
e rychlou analyzu s jasnou interpretaci vysledka pro zaskoleny personal;

2. VLASTNI POPIS METODIKY

Bakterie rodu Legionella jsou patogenni bakterie, zpusobujici zejména u
imunodeficientnich jedinct tézké a v fadé pripada letdlni pneumonie. Vzhledem k patogenité
L. pneumophila, ktera je fazena mezi rizikova biologicka agens (viz Ptiloha ¢. 2 k vyhlasce
¢. 474/2002 Sb.), ale 1 dalSich druhli ve vyhlaSce neuvedenych, existuje riziko zneuZziti
bakterii rodu Legionella jako agens pro vyrobu biologické zbrané (vedle L. pneumophila napt.
L. longbeachae, L. micdadei, L. anisa apod.). Z tohoto divodu byla pro potieby detekce a
identifikace jednotlivych druhd bakterii rodu Legionella vyvinuta nova metoda zalozena na
technice celobunééné MALDI-ToF hmotnostni spektrometrie.

Identifikace je zaloZena na celobunééné MALDI-ToF hmotnostni spektrometrii v
kombinaci s databazi referen¢nich spekter pokryvajici cely rod Legionella. Vyhodnoceni
signalll je poté provedeno za pouziti databazového systému BioTyper.

2.1. Chemikalie a spotiebni material

Roztok matrice: nasyceny roztok HCCA (kys. a-kyano-4-hydroxyskoficové) v 50%
acetonitrilu s 2,5% kys. trifluoroctové (OS).

Ptiprava roztoku matrice: 1-2 mg HCCA v plastové mikrozkumavce Eppendorf
smichat s 200-500 pl rozpoustédla (OS), n€kolik minut vortexovat pii pokojové teploté, poté
ohfat na cca 35°C a opét nc¢kolik minut vortexovat, dokud neni roztok nasycen; pfipraveny
roztok je staly pii pokojové teploté a miize byt pouzivan maximalné 1 tyden.

2.2. Vzorkovani (odbéry vzorkii, zasady odbéru, plan odbéru, podminky transportu,
konzervace, priprava k analyze

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

2.3. Pristroje a pomocna zarizeni

MALDI-TOF systém AutoFlex, vortex, centrifuga, lednice.



2.4. Priprava vzorku pro méreni na hmotnostnim spektrometru

Bakterialni kulturu (jednotliva kolonie) z kultivaéniho média (BCYE agar) nanést
na MALDI platformu (MTP ground steel, Bruker) a rozetfit za pouziti pipetovaci
Spicky nebo ockovaci klicky do formy tenkého filmu.

Prevrstvit 1-1,5 pl roztoku matrice. Pfi nanaSeni matrice se vyvarovat
kontaminace mezi jednotlivymi vzorky (vymeéna pipetovacich Spicek).

Ponechat na vzduchu dtkladné zaschnout (pied vloZenim do hmotnostniho
spektrometru provést vizualni kontrolu).

Ptipravenou platformu pienést do hmotnostniho spektrometru.

2.5. Vyhodnoceni analyzy

Komparace spektralniho profilu s databazi referencnich spekter Legionella_genus.mdb
v systému BioTyper — mira shodnosti musi byt vyssi nez 100 (resp. 2 v logaritmickych
hodnotach u BioTyper 2.0).

Databaze referencnich spekter zahrnuje:

Legionella

adelaidensis NCTC 12735; NRLL 1109;

anisa NCTC 11974; ATCC 35290; ATCC 35291; NRLL
1086; NRLL BE-63;

beliardensis ATCC 700512,

birminghamensis NRLL 1094; NRLL FH-165; NRLL JI-58-682,;

bozemanii ATCC 33217; NRLL 11451; NRLL 11342; NRLL
11343 WIGA,

brunensis ATCC 43878; NRLL PLE-32; NRLL OV-182; NRLL
KV-11; NRLL JI-646; NRLL FS-60; NRLL BT-172;

busanensis NCTC 13316;

cincinnatiensis NRLL 1098;

dumoffii ATCC 33279; NRLL FM-10-702;

erythra NCTC 11977;

fairfieldensis NCTC 12488;

feeleii NCTC 11978; NCTC 12022; NRLL TT-158; NRLL KE-
172; NRLL KE-161; NRLL BZ-26; NRLL SO-102;

geestiana NCTC 12373; NRLL FM-59; NRLL BV-728; NRLL L-
V-3; NRLL SA-29;

gormanii NRLL PR-13; NRLL IM-12;

gratiana NCTC 12388; NRLL SO-61; NRLL IK-79;

gresilensis NCTC 13312;

hackeliae NCTC 11979; NCTC 11980;

cherii NCTC 11976; NRLL MA-72;

impletisoli NRLL 11340;

israelensis NCTC 12010;

jamestowniensis NCTC 11981;

jordanis ACTC 33484; NRLL FM-165;

lansingiensis NCTC 12830; NRLL AL-1;

londiniensis ATCC 49505; NRLL WTP;

longbeachae NCTC 11477; NCTC 11530; NRLL KR-20; NRLL
EQA;

maceachernii NCTC 11982; NRLL MO-7; NRLL VRBA,;

micdadei ATCC 33218; NRLL PL/3; NRLL UL-2T; NRLL PB-
2CJ; NRLL IV-3; NRLL CB-2; NRLL SA-13; NRLL
SA-14;

moravica ATCC 43877,

nagasakii ATCC BAA-1557;
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nautarum

NCTC 12923; NRLL KE-26-7,

oakridgensis

NRLL FWnSA-2; NRLL KE-21; NRLL SZU-16; NRLL
L-VI-3; NRLL FM-1-679;

parisiensis ATCC 35299; NRLL 11345; NRLL 11346; NRLL
11347; NRLL FSK-62;
pneumophila sg. 1: ATCC 43106 Allentown; ATCC 33152

Philadelphia; ATCC 33153 Knoxville; ATCC 43107
Heysham; ATCC 43108 Benidorm; NCTC 12008
OLDA; ATCC 43113 France; ATCC 43113
Camperdown; NCTC 12009 Oxford; NRLL AL-81;
NRLL UL-36; NRLL LI-91; NRLL 1030; NRLL KE-
161; NRLL UL-61; NRLL KV-1; NRLL LL-1; sg. 2:
NCTC 11230; NRLL PR-163; sg. 3: ATCC 33155;
NRLL IK-31; NRLL IK-11; NRLL BE-10; NRLL PRA-
21; NRLL JV-114; sg. 4: ATCC 33156; NRLL LI-92;
NRLL OLS-1; NRLL PR-43; NRLL PLS-24; NRLL
BE-122; sg. 5: ATCC 33216; NRLL UL-34; NRLL
PRA-22; sg. 6: ATCC 33215; NRLL PR-24; NRLL
HOK-31; NRLL HOK-32; NRLL FS-433; NRLL BA-5;
NRLL UL-7T; NRLL KV-22; NRLL PL-151; sg. 7:
ATCC 33823; sg. 8: ATCC 35096; NRLL UL-35;
NRLL KE-26; sg. 9: NCTC 11986; NRLL UL-20; sg.
10: NCTC 12000; NRLL SZU-3; NRLL PL-57; NRLL
BA-9; sg. 11: ATCC 43130; sg. 12: ATCC 43290;
NRLL LI-11; NRLL UL-9T; NRLL BUL-12;

sg. 13: ATCC 43736; sg. 14: ATCC 43703; sg. 15:
ATCC 35251; NRLL BA-1,

quateriensis NCTC 12376;

quinlivanii ATCC 43830; NCTC 12434;

rowbothamii NRLL TE-1;

rubrilucens ATCC 35304; NRLL MOR-19; NRLL BE-123; NRLL
UL-132;

sainthelensii NCTC 11988;

santicrucis ATCC 35301;

shakespearei NCTC 12829;

spiritensis ATCC 11990; ATCC 12082; NRLL HI-238; NRLL KE-
9; NRLL RS-12; NRLL IV-5; NRLL ISS;

steigerwaltii NCTC 11991,

taurinensis NCTC 13314; NRLL KC-1; NRLL BM-750;

tucsonensis ATCC 49180; NRLL PB-1;

wadsworthii ATCC 33877; NRLL L-VI-2;

waltersii NRLL 13017;

worsleiensis NCTC 12377; NRLL GI-12;

yabuuchiae NRLL 11341;

2.6. Validace

Metoda byla ovéfena na panelu intralaboratornich slepych testii a na panelu slepych
testll zabezpecenych Narodni referencni laboratoti pro legionelly.

2.7. Bezpe¢nost pii praci

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



2.8. Nebezpecné odpady a jejich likvidace

Pti praci mimo BSL3 nevznikaji zadné nebezpecné odpady, piesto doporucujeme
veskery spotiebni material, ktery pfisel do kontaktu se vzorkem, likvidovat jako nebezpecny -
spalenim.

2.9. Poznamky

Nutno dodrzovat pravidla pro praci s patogennimi mikroorganismy a pii kultivaci
zachovavat sterilitu pouzivanych materiald.

Pti akvizici dat nastavit energii laseru tak, aby dosahované rozliSeni bylo vyssi nez
700 — v opacném piipadé mize dojit k distorzi méfenych signali.

Vzdy pouzit pouze mikrozkumavky Eppendorf (tj. vyrobce Eppendorf) — v opacném
ptipadé muze dojit k uvolnéni plastifikatora!!!

vvvvv

Pouzivat vzdy cerstvé kultury — béhem skladovani pii 4°C kvalita spekter relativné
rychle klesa.

3. INOVACNI ASPEKTY, NOVOST POSTUPU

Soucasné metody identifikace druhG rodu Legionella jsou zalozeny ptfevazné na
molekularné-biologickych a sérologickych technikdch. Z molekuldrnich metod je vyuzivana
zejména PCR cilena na geneticky stabilni mip gen, vykazujici 3-31% variace v
nukleotidovych sekvencich jednotlivych druhti. Tato variabilita vSak s sebou nese nutnost
pouzivani rozsahlé kolekce primera (pfipadné sond) a rizné reakéni podminky specifické pro
jednotlivé druhy, coz klade casové, pracovni i finan¢ni naroky na provedeni analyzy.
Laboratote disponujici technikou pro sekvenovani NK proto uptednostiiuji sekvenovani mip
genu a 16S rRNA, pro genotypizaci a taxonomické tcely je pak vyuzivana technika MLST.

VétSina  klinickych laboratofi nejCastéji  vyuziva identifikace zaloZené na
serologickych testech. Monoklonalni protilatky jsou vSak dostupné pouze pro subtypy L.
pneumophila a polyklonalni protilatky nejsou komeréné dostupné. Serologie rodu Legionella
navic vykazuje Siroké spektrum kiizovych reakci, které ¢ini diskriminaci a identifikaci
nékterych druhl znaéné obtiznou.

Jelikoz MALDI-TOF MS umoznuje rychlou identifikaci riznych taxona bez potteby
specifickych reagencii (primert, protilatek), byla tato technika pouzita ve spolupraci s NRL
pro identifikaci Legionella spp. Ptestoze v posledni dobé bylo publikovano né€kolik praci
zamefenych na MS analyzu legionel, zddn4 z nich neni zaméfena na spektralni databézi
pokryvajici cely rod Legionella.

V ramci feSeni vyzkumného zameéru €. SUJ 200401 (Studium materidlovych a
lidskych faktorti pro ochranu osob pied chemickymi a biologickymi latkami, véetné jejich
detekce a identifikace) byla v roce 2008 zavedena a nasledné certifikovana metodika
"ldentifikace Legionella pneumophila metodou MALDI-ToF MS"; postup z této metodiky byl
nasledné akreditovan CIA v metodice “Identifikace vysoce rizikovych a rizikovych
biologickych agens pomoci hmotnostni spektrometrie”. V roce 2009 pak byla vytvofena a v
roce 2010 certifikovana metodika "ldentifikace Legionella longbeachae metodou MALDI-
ToF MS", umoznujici identifikaci dalSiho vysoce virulentniho druhu rodu Legionella.
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Vzhledem ke skute¢nosti, ze potencidlné zneuzitelné jako biologicka zbran jsou i dalsi druhy
rodu Legionella, byla vyvinuta metodika identifikace pokryvajici vSech 52 oficialné uznanych
druh.

Inovacni aspekt této metodiky tkvi ve vyuziti MALDI-TOF analyzy v kombinaci s
unikatni databazi referenénich spekter, vytvorené na pracovisti LBMO SUJCHBO v.v.i. a
zahrnujici druhy uvedené v odst. 2.5. Byla tak vyvinuta nova originalni metoda identifikace
bakterii vSech oficialné uznanych druht rodu Legionella.

V ramci MALDI-TOF analyzy v kombinaci s databazi referencnich spekter,
pokryvajici cely rod Legionella, je mozZno identifikovat libovolny druh v ramci daného rodu, a
to bez potieby jakychkoliv specifickych raegencii (protilatek, primerd, sond apod.).

4, POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika byla vyvinuta jako hlavni analyticky postup metodicko-odborné podpory
Laboratote biologického monitorovani a ochrany (LBMO) Statniho ustavu jaderné, chemické
a biologické ochrany, v.v.i. (SUICHBO) piti plnéni tikold statniho dozoru SUJB v oblasti
zakazu biologickych zbrani pro zminéné agens.

Metodika bude vyuzivana pro potieby dozoru nad dodrzovanim zakona ¢. 281/2002
Sb., konkrétné bude slouzit k prikazu piitomnosti L. pneumophila a dalsich druhii rodu
Legionella ve vzorcich ziskanych pii dozorové ¢innosti pracovniktt SUIB. Lze predpokladat,
Ze by metodika mohla byt rovnéz vyuzita k identifikaci L. pneumophila a dalsich druhi rodu
Legionella pro potieby integrovaného zachranného systému v ptipadech, kdy existuje
podezieni na pfitomnost uvedenych agens v neznamych vzorcich. Nicméné metodiku lze
vyuzit i v laboratofich orgdnii ochrany vefejného =zdravi, vybavenych odpovidajici
instrumentaci.
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