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1. CiL METODIKY

Hlavnim cilem metodiky je poskytnout zejména inspektorim Statniho ufadu pro jadernou
bezpeénost (SUIB) vhodnou metodu pro prikaz piitomnosti genetického materialu bakterie
Chlamydophila psittaci (nebo také Chlamydia psittaci, dale jen C. psittaci) ve vzorcich
ziskanych pfti kontrole dodrzovéni zakazu biologickych zbrani.
Metodika se cilené zamétuje na:

e moznost detekce a identifikace C. psittaci napf. v neznamych terénnich vzorcich;

e pouzitelnost pro Siroky rozsah vzorki;

e rychlou analyzu s jasnou interpretaci vysledka pro zaskoleny personal;

e moznost ovéieni pozitivity reakce sekvenaci amplifika¢nich produktt (v ptipadé

nejasnych vysledkd primarniho vySetieni).

2. VLASTNI POPIS METODIKY
2.1  Charakteristika bakterie C. psittaci

C. psittaci je taxonomicky zafazena do ¢eledi Chlamydiaceae, zastupci této celedé jsou
gram-negativni bakterie. C. psittaci zpisobuje infekce u ptaka, savet ale i u lidi. Clovék se
muze nakazit vdechnutim kontaminovaného prachu nebo pifimym kontaktem s nakazenym
zvitetem, nejcastéji ptdkem. Infekéni potencidl maji tzv. infekéni elementarni téliska (dale jen
EB), ktera vynikaji odolnosti proti vyschnuti a jsou tak schopna perzistovat v prostiedi
nékolik tydnl aZ mésicti. Tato skute€nost umozituje horizontalni ptenos infekce 1 bez ptimého
kontaktu s nakaZenym jedincem.

C. psittaci je velmi mala bakterie métici cca 0,5 um. Bakterie se vyznacuje specifickym
ristovym cyklem, ktery zahrnuje EB a retikularni té€liska (dale jen RB). EB slouzi jako
mediator pro vniknuti do vnimavé hostitelské burnky, kterd jej pozie procesem podobnym
endocytéze. Po vstupu do buiikky se EB transformuje ve vétsi, neinfekéni, ale metabolicky
aktivni RB. Néasledné se RB déli, a pak opét kondenzuji v infekéni EB. Délka rustového cyklu
je variabilni, ale obvykle trva 48-72 hodin. Rustovy cyklus chlamydii vétSinou konéi lyzou
bunky a vysevem infekénich EB. V ptipadé chronické infekce jsou infekéni EB vypuzovany
Z buiiky postupné. V ptipad¢ C. psittaci neni kultivace bakterie tak snadna jako u vétSiny

bakterii. Bakterii je nutno kultivovat na kompetentnich buiikéch za specifickych podminek.



Komplikovany priibéh onemocnéni, relativni odolnost v prostiedi a velikost infekénich
EB cca 300-400 nm jsou vlastnosti, které fadi bakterii do skupiny vysoce rizikovych agens
dle vyhlasky &. 474/2002 Sb.*

2.2  Laboratorni diagnostika bakterie C. psittaci

Laboratorni diagnostiku C. psittaci 1ze provadét nékolika zpisoby. Kultivace bakterie je
velice specifickd metoda, ale senzitivita takového vySetfeni je na tGrovni 50 %. Detekce
specifickych antigent S pouzitim druhové specifickych monoklonalnich protilatek je obvykle
provadéna imunofluorescenci, kde je opét zaruCena vysoka specifita, ale s nizkou senzitivitou.
Situaci v diagnostice komplikuje skutecnost, ze rizné druhy z celého fadu Chlamydiales maji
podobné vlastnosti a rizny stupen sekvencni analogie nukleovych kyselin, coz vede n¢kdy
Kk problémum v diagnostice, hlavné v sérologii u rodovych i druhovych protilatek.

Pro detekci PCR metodami byla bé&zné pouzivana pomérné¢ konzervativni oblast
ribosomalni 16S rDNA resp. 23S rDNA. Zde vsak byla uréita limitace, z divodu falesné
pozitivnich vysledkd. V posledni dob¢, kdy doslo k velkému nartstu dostupnych sekvenci,
zaCaly ptfevazovat metody vyuzivajici pro detekci druhové specifické sekvence genu (viz
napt. Okuda et al., 2010; Zocevic et al., 2012). S postupnym zavadénim celogenomového
sekvenovani lze pro specifickou detekci vyuzit i dalSich unikatnich sekvenci, které se
vyskytuji v genomu C. psittaci (viz Viogt et al., 2012). V piipadé PCR metod lze konstatovat,
ze se v soucasnosti jednd o nejspolehlivejsi metodu pti dodrzeni spravnych postupi odbéru
vySetfovaného materialu. V ptipadé technologie real-time PCR (nebo také qPCR) jsou
vyhody kratsiho Casu na zpracovani a niZ§i ceny eliminovanim post-amplifikacnich analyz.
Dale ma tato reakce obvykle vyssi citlivost a snizuje vyskyt kontaminace v porovnani
s konven¢ni PCR. Real-time PCR také umoznuje provadét kvantitativni analyzu genovych

produkti, ¢imz predikuje aktualni davku patogenu (Heid et al., 1996).

! Vyhlagka, kterou se provadi zdkon & 281/2002 Sb., o n&kterych opatienich souvisejicich se zékazem
bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a o zméné Zivnostenského zakona.



2.3 Vlastni metoda

Metoda je vyvinuta pro zpracovani celogenomové DNA izolované z vySetiovaného
vzorku, proto neni vzorkovéni a izolace pfedmétem této metodiky. Metoda je zaloZena na
prukazu pfitomnosti specifické sekvence kodujici jednu ze subjednotek vnéjSich
membranovych proteinti (outer membrane protein) dale jen OmpA. Proteinova podjednotka
OmpA je, stejné jako ostatni produkty gent skupiny OMP, zodpovédna za vstup agens do
cilové bunky (Escalante-Ochoa et al., 1998).

Pro specifickou detekci ptitomnosti DNA C. psittaci byly vyuzity specifické primery
v kombinaci s Universal ProbeLibrary sondou (dale jen UPL, Roche Diagnostic GmbH,
Némecko). Soucasné je Vv reak¢éni smési i nespecifické interkalacni barvivo druhé generace
SYTO 61 (Invitrogen, USA). Vzhledem ke skute¢nosti, ze je detekce provadéna ve dvou
odd¢lenych fluorescen¢nich spektrech, byl pro analyzu zvolen cykler Rotor-Gene 6000
(CorbettResearch, Qiagen GmbH, Némecko). Pii reakci je amplifikovan fragment o
specifické délce 73 bp, ktery obsahuje hybridiza¢ni misto pro UPL sondu. Bezprostfedné po
PCR reakci nasleduje analyza teploty tdni PCR produktu, kterd je provadéna prostiednictvim
SYTO 61. V reakci je také pfitomna interni kontrola (dale jen IC) pro vylouceni mozné
inhibice PCR reakce, detekce pro IC je provadéna soucasné a neovliviiuje vlastni reakci.

Material a zafizeni nutné k provedeni reakci: provedeni qPCR reakce bylo ovétfeno na
real-time PCR cykleru Rotor-Gene 6000, dalsi spotiebni material je PCR voda, PCR
zkumavky popft. mikrozkumavky, mraznicka, vortex, centrifuga, lednice, chladici blocky, dvé
sady pipet (jedna sada pro izolaci a pipetovani izolované DNA a jedna sada pipet pro
pipetovani reak¢éni smési). Metodika je zpracovana dle pozadavkt publikace Bustin et al.,
2009 The MIQE guidelines: minimum information for publication of quantitative real-time
PCR experiments.

2.3.1 Referenéni vzorek bakterie

Referen¢ni vzorek pro vyvoj detekce bakterie byl ziskan znémecké sbirky DSMZ
(Leibniz Institute DSMZ - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) pod
¢islem C. psittaci 27007. Bakterie byla kultivovana na kompetentnich bunikach ze stejné
sbirky (typ bunécné linie L-929).

Bakterie byla kultivovana na vyse uvedeném typu bunék pii 37 °C po 4 dny.



2.3.2 lzolace DNA ze vzorku

K izolaci celogenomové DNA ze vzorku lze pouzit komeréné dostupné izolacni kity.
Metodika byla ovéfena S pouzitim izola¢niho kitu RTP Bacteria DNA Mini Kit (STRATEC
Biomedical AG, Némecko) ¢islo produktu 1033200200 nebo 1033200300. Izolace dle navodu
vyrobce. Izolovana DNA je v pfipadé potfeby uchovana pfi teploté -20 °C. V zavislosti na
charakteru vzorku byla vyse uvedenym kitem dosahovana koncentrace DNA v fadech desitek

ng/ul, pomér absorbance 260/280 nm se pohybuje 2,6 + 0,25.

233 QPCR

Pro provedeni reakce je pouzit qPCR 2x Master mix (Top-Bio, CR) &islo produktu:
P501, P502, P503 a P503xl. Jedna se o kompletni mix reagencii nutnych pro PCR. Mix se
dlouhodobé skladuje pii -20 °C, ale je mozné i kratkodobé skladovani maximalné vSak dva

tydny pii 4 °C.

Sekvence primert pouzitych v protokolu:
ChP_ompA F3: 5'-ACCTGTAGCCTGCGTAGGAG-3’
ChP_ompA R3: 5"-CGATCGTGTATTAAAAGTTGATGTG-3"

Sekvence pouzité¢ UPL sondy ¢. 46:
5'-GCAGCCAC-3’

2.3.4 Pracovni postup a opati‘eni pro manipulaci s materidlem a kitem

Pii pracovnich operacich vZdy pouzivat ochranné rukavice. Provadét veSkeré operace pii
piipravé PCR mixu v PCR boxu. Pro kazdé vySetieni vyuzivat systému pozitivni kontroly
(cilova DNA), negativnich kontrol tj. jina nez cilovda RNA/DNA a NTC (z angl. No Template
Control) tj. vzorek bez nukleovych kyselin.

a) Premistit potfebné roztoky, piipadné vzorek DNA z mraziciho boxu (cca 10-15 min.
pted zapocetim prace) do lednice (pozvolné rozmrazeni v temnu), vyhnout se

opakovanému rozmrazovani, které muze vést ke snizené senzitivite.



b)

f)

9)
h)

)

Ptipravit pro detekci potfebné mnozstvi PCR mixu (nasobky objemu) ve slozeni ze
zasobnich roztoku dle Tab. I a vlozit roztoky do chladiciho stojanku. Zasobni roztoky

vratit zpét do mraziciho boxu nebo lednice.

Tab. I: Slozky reakcni smési veetné prikladu kalkulace pro jednu reakei.

Slozky reakéni smési Mnozstvi (ul)
PCR voda 1,1
gPCR 2x Master Mix 7,5
ChP_ompA F3 (10 uM) 0,5
ChP_ompA R3 (10 uM) 0,5
Universal ProbeLibrary sonda #46 (10 uM) 0,3
SYTO 61 (50 uM) 0,6
UCO Assay HEX 15
UCO Standard (1E4) 1
Vzorek nebo + nebo - kontrola a nebo NTC (viz vyse) 2
Celkovy objem 15

Mix promichat pipetovanim. Nésledné rozpipetovat po 13 pl do potiebného mnozstvi
zkumavek.

Do zkumavek s PCR mixem oznac¢enych ,,studovany vzorek ptidat 2 pl zkoumané
DNA.

Do zkumavky s PCR mixem oznacené ,,pozitivni kontrola® ptidat 2 pul izolované DNA
C. psittaci 27007.

Do zkumavky s PCR mixem ozna¢ené ,,negativni kontrola“ ptidat 2 ul jiného vzorku
(jiného agens nez je C. psittaci).

Do zkumavky s PCR mixem ozna¢ené ,,NTC* ptidat 2 ul PCR vody.

Zkumavky uzavtit vicky (pracovat sterilng), vlozit do pfistroje a spustit program,
reakéni podminky zadat pro kanaly Green, Yellow a Red viz Tab. II.

Vysledky ulozit a zalohovat do patii¢ného adresaie. Nazev souboru a cestu k souboru
zapsat do protokolu.

Pouzité laboratorni pomucky (pipety) ponechat v pracovnim boxu pro naslednou
dekontaminaci, pouZity spotiebni materidl odlozit do plastového boxu a néasledné

likvidovat odpovidajicim zptisobem (spalovna).



Tab. Il: Popis nastaveni cykleru a podminek PCR reakce.

Program Teplota Cas | Pocet cyklii | MéFeni fluorescence
Denaturace 94 °C 1 min. 1
Denaturace 94 °C 10s

Amplifikace | Annealing 55°C 10s 40 kazdy cyklus: G*
kazdy cyklus: Y*

Stabilizace 72 °C 10s 1

Melting po 0,2 °C 25S 60-95 °C | kontinualné: R*

Chlazeni 40 °C 1 min.

* Nastaveni fluorescen¢niho kanalu:

G = Green (napt. FAM, SYBR Green I)
Y = Yellow (napi. JOE, VIC, HEX)

R = Red (napt. Cy5, Alexa Fuor 633)

2.3.5 Vyhodnoceni analyzy

Za prukaz piitomnosti DNA druhu C. psittaci ve vzorku je povazovan prokazatelny
nartst fluorescencniho signalu v Green fluorescenénim spektru viz Obr. 1. a specificka teplota

tani PCR produktu (tzv. melting teplota) viz Tab. 11l a Obr. €. 2.

Tab. I11: Specificka melting teplota pro amplifikovany fragment.

Detekovany gen Specificka melting teplota PCR produktu
OmpA 79,2+0,2°C

2.4  Validace a limity reakce

Ovéteni vysledklh bylo provedeno na gelové elektroforéze, odectenim délky
specifickych PCR produktt dle velikostniho markeru O’GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(Fermentas, ThermoFisher Scientific, USA). Pro vyloudeni falesné pozitivniho vysledku byla
provedena kontrola s vybranymi mikroorganismy viz Tab IV., kde nebyla potvrzena falesné
pozitivni detekce.

Dale byla specifita a robustnost reakce ovéfena na smésnych a na simulovanych
terénnich vzorcich (suSené mléko, pSeni¢nd mouka, praSek do peciva, mouckovy cukr, prach,
praci prasek, kiida, pyl, motorovy olej a nafta). PraSkové vzorky byly pfipraveny
Vv koncentraci 10 mg/ml a pied reakci byly smichdny v poméru 1:1 s kontrolnim vzorkem
C. psittaci v zavislosti na pouzitém objemu reakce. Reakce byla pozitivni u vSech simulaci

s vyjimkou smésného vzorku drcené kiidy.



Tab. IV: Seznam testovanych patogenti v ramci ovéfovani specifity metody.

Bakterie Kmen
Bacillus anthracis 10340T
Bacillus cereus 2010T
Bacillus subtilis 5615T
Bartonella quintana 103739
Brucella melitensis abortus 5660T
Brucella melitensis melitensis 5659T
Brucella melitensis ovis 67417
Brucella melitensis suis 6073T
Brucella microti 4915
Burkholderia glathei 27417
Burkholderia mallei 12938T
Burkholderia pseudomallei 12939T
Clostridium botulinum 5950T
Clostridium botulinum 594471
Clostridium perfringens 57447
Clostridium tetani 18/50
Coxiella burnetii SU032 (1)
Enterobacter cloacae 1903
Escherichia coli 6859T
Francisella novicida 6041
Francisella tularensis 55407
Chlamydophila psittaci 27007
Kytococcus sedentarius 3147
Legionella pneumophila 73717
Mycobacterium bovis 5034
Mycobacterium tuberculosis 73017
Pseudomonas aeruginosa 1960T
Rickettsia ricketsii SU005
Salmonella enterica subsp. enterica 7933T
Salmonella typhi 7028T
Shigella dysenteriae |. 13/41
Shigella sonnei 4421
Staphylococcus haemolyticus 27377
Vibrio cholerae 7254T
Xanthomonas campestris 1/79
Yersinia enterocolitica 5671
Yersinia pestis 59237
Yersinia pseudotuberculosis 22/90T




Obr. ¢. 1: Vysledky ovéfeni skutecné citlivosti metodiky, metoda vykazuje dynamické
rozpéti az na aroven 10 log — 1x10' az 1x10%. Pro UPL sondu ¢&. 46 mé&fenou v kanalu Green

je vysledek uveden nahote, vysledek interni kontroly je uveden dole.

Obr. ¢. 2: Grafické znazornéni PCR produktu specifické teploty tani detekovaného
agens 79,2 °C a interni kontroly 83,1 °C. Na ose y je uveden pomé&r fluorescence pozadi a

generovaného signalu, osa x teplota ve stupnich Celsia.

Citlivost reakce byla stanovena tzv. LOD (z ang. Limit Of Detection) na Groven
50 kopii cilové sekvence na reakci. Citlivost reakce byla zjiSténa komparaci koncentrace
vzorku syntetické kontroly genu s izolatem genomové DNA C. psittaci o spektrometricky
zméfené koncentraci. Vzorek izolatu byl ovéfen pro koncentrace 1x10’ az 5x10' kopii
v reakci. Koeficient korelace u standardni kiivky byl vétsi nez 0,99, efektivita reakce
dosahovala hodnoty 95 % pro syntetickou kontrolu a 90 % v piipadé UPL sondy.

Specifita reakce je ovéfena kombinaci dvou, popf. tii systému viz vyse. Jako pozitivni
vzorek je oznacen ten, ktery generuje narast fluorescencniho signélu jak v kandlu Green, tak
Vv kanalu Yellow a navic musi byt vzorek charakterizovan specifickou teplotou tani PCR

produktu.
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3. INOVACNI ASPEKTY, NOVOST POSTUPU

Do doby zavedeni této metodiky detekce a identifikace sledovaného biologického agens
byla v Laboratofi biologického monitorovani a ochrany (dale jen LBMO) Statniho ustavu
jaderné, chemické a biologické ochrany, v.v.i. (dale jen SUICHBO, v.v.i.) vyuzivana jen
nested-PCR. Tato metoda je relativné zdlouhava a navic hrozi riziko kontaminace vzorku
nebo laboratofe pfi manipulaci s produkty z prvni reakce. Z principu nested-PCR reakce je
vyloucena kvantifikace vzorku. Plivodni reakce také nebyla optimalizovana pro pouziti
v kombinaci s interni kontrolou.

Vzhledem ke skuteCnosti, Ze na pracovisti nebyla dosud zavedena detekce na PCR
technologii, neexistovala zde ani moznost kvantifikace vzorku. Na zaklad¢ téchto skute¢nosti
bylo rozhodnuto o vyvoji a zavedeni nové metodiky detekce a identifikace agens C. psittaci
do laboratorni praxe LBMO SUJCHBO, v.v.i.

Pro detekci byly navrZeny, optimalizovany a ovéfeny dosud nepublikované sekvence
primert, které byly vybirdny se snahou zabranit piipadnym faleSné pozitivnim a negativnim
vysledkiim. Pro zajisténi spravnosti vysledkl byla pro hodnoceni reakce zahrnuta kombinace
dvou rozdilnych detekénich systémid. Prvni znich byl zaloZzen na vyuZziti modifikované
TagMan sondy, kterou lze diky semi-specifické sekvenci vyuzit i pro dal$i metodiky. Sonda
obsahuje tzv. uzamcené nukleotidy (Letorra et al., 2003), které umoziuji syntézu kratkého
oligonukleotidu, ktery ma ovSem stejnou melting teplotu, jako konvenc¢ni TagMan sonda.
Druhy systém vyuzival pro verifikaci vysledkt interkala¢ni barvu SYTO 61 patfici do tzv.
druhé generace interkalacnich barviv, kterd umoZiluje oproti prvni generaci interkala¢nich
barviv daleko presnéjsi analyzu teploty tani PCR produktu (Bustin et Nolan, 2004). Vyuziti
semi-specifické sondy v kombinaci s ovéfenim amplikonu teplotou tani PCR produktu je
zajisténa kvalitni verifikace vysledkd. Navic je reakce optimalizovana pro pouziti interni
kontroly, tim je zajiSténa mj. kontrola moZné inhibice PCR reakce. Vyhodou vyse popsané¢ho
systému detekce je, ze lze jak semi-specifickou sondu, tak i interkalaéni barvu pouzit
v kombinaci s jinym parem primerta pro detekci jinych agens nebo dalsi PCR analyzy.

Reakéni podminky pro diagnosticky proces jsou navrzeny tak, aby bylo mozné provadét
detekci vétSiho poctu biologickych agens uvedenych na seznamech piiloh vyhlaSky

&. 474/2002 Sb.” soudasné a tim vyrazné zkratit Gas potfebny pro detekci téchto agens.

2 Vyhlagka, kterou se provadi zékon & 281/2002 Sb., o n&kterych opatfenich souvisejicich se zdkazem
bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a o zméné Zivnostenského zakona.
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V porovnani s komer¢nimi soupravami lze u této metody detekce a identifikace
C. psittaci provést dodate¢nou kontrolu vysledki amplifikace sekvenaci amplifikovanych

produktii a tim dodatecné oveéfit jejich spravnost.
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4, POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika byla vyvinuta jako hlavni analyticky postup metodicko-odborné podpory
laboratote LBMO SUJCHBO, v.v.i pii plnéni tkolt statniho dozoru SUJB v oblasti zédkazu
biologickych zbrani pro zminéné agens.

Metodika bude vyuzivéna pro potifeby dozoru nad dodrzovanim zdkona ¢. 281/2002
Sb.%, konkrétng bude slouzit k prikazu piitomnosti genetického materialu C. psittaci ve
vzorcich ziskanych pii dozorové &innosti pracovnik SUJB. Lze predpokladat, Ze by
metodika mohla byt rovnéZz vyuzita k detekci a identifikaci agens C. psittaci pro potieby
integrovaného zachranného systému v pfipadech, kdy existuje podezieni na piitomnost
uveden¢ho agens v nezndmych vzorcich (biologické tkang, stéry, tzv. bilé prasky nezndmého

puvodu apod.).

3 Zakon o n&kterych opatienich souvisejicich se zakazem bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a
o zmén¢ zivnostenského zakona.
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