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STRESZCZENIE

CEL. Celem pracy byta analiza zastosowanych metod oraz wynikéw wykrywania i identyfikacji Bacillus an-
thracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis, Brucella sp., Bulkholderia mallei i B. pseudomallei w probkach
zawierajacych inaktywowane patogeny otrzymanych w ramach trzeciego migedzynarodowego sprawdzianu
w projekcie ,,Establishment of Quality Assurances for Detection of Highly Pathogenic Bacteria of Potential
Bioterrorism Risk (EQADeBa)”.

MATERIAL I METODY. Materiat do badan stanowito 15 probek w postaci skazonej wyzej wymienionymi bak-
teriami wody, surowicy cielecej oraz mleka. Wykrywanie obecno$ci wysoce patogennych bakterii oraz ich pelna
identyfikacja zostaty przeprowadzone w oparciu o technike PCR.

WYNIKI. W badanych probkach wykryto Y. pestis, F. tularensis ssp. holarctica, B. anthracis, B. mallei oraz B.
pseudomallei. Najwiecej problemow przysporzyly probki mleka, czego powodem mogty by¢ hamujace PCR
wlasciwosci biatek mleka i jond6w wapnia oraz niewielka liczba komorek bakteryjnych zawartych w prébcee.
WNIOSKI. Inaktywacja probek skazonych wysoce patogennymi drobnoustrojami zapewnia bezpieczenstwo
personelu, ale wymaga bardzo doktadnego doboru i sprawdzenia metodyki, wedtug ktérej maja by¢ wykonywa-
ne badania, ze wzgledu na mozliwos$¢ uzyskiwania fatszywie ujemnych wynikéw. Wyniki migdzynarodowego
sprawdzianu potwierdzily kompetencje Laboratorium Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH w zakresie wykrywania
i identyfikacji wysoce niebezpiecznych patogenoéw bakteryjnych objetych zakresem sprawdzianu.

SEOWA KLUCZOWE: wysoce patogenne bakterie, projekt EQADeBa, dzuma, waglik, tularemia

ABSTRACT

THE AIM. The aim of the studies was analysis of methods applied and results of detection and identification of
Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis, Brucella sp., Bulkholderia mallei and B. pseudomallei
in inactivated samples obtained within the framework of the third external quality assessment exercise (EQAE)
in the project ,,Establishment of Quality Assurances for Detection of Highly Pathogenic Bacteria of Potential
Bioterrorism Risk (EQADeBa)”.

MATERIAL AND METHODS. Fifteen samples in the form of water, calf serum and milk spiked with bacteria
mentioned above were investigated. Detection and identification of highly pathogenic bacteria were carried out
using a PCR technique.

RESULTS. Y. pestis, F. tularensis ssp. holarctica, B. anthracis, B. mallei and B. pseudomallei were detected in
the investigated samples. The most problematic were samples of milk, probably because of presence of PCR
inhibitors such as milk proteins and calcium ions and a low number of bacterial cells contained in the samples.
CONCLUSIONS. Inactivation of samples spiked with highly pathogenic microorganisms ensure safety of labora-
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tory workers, but investigation of such samples needs very precise selection and validation diagnostics methods
due to possibility of obtaining false negative results. Results of the third international external quality assessment
exercise have confirmed competences of laboratory of Department of Bacteriology NIZP-PZH in the area of
detection and identification highly pathogenic bacteria covered by the EQAE.

KEY WORDS: highly pathogenic bacteria, EQADeBa project, plague, anthrax, tularemia

WSTEP

W maju 2008 roku rozpoczeta si¢ realizacja finan-
sowanego przez Uni¢ Europejska projektu ,,Establish-
ment of Quality Assurances for Detection of Highly
Pathogenic Bacteria of Potential Bioterrorism Risk
(EQADeBa)”. Zatozenia migdzynarodowego projektu
oraz metodyke badania i uzyskane w trzecim migdzy-
narodowym sprawdzianie wyniki badania probek za-
wierajacych zywe patogeny przedstawiono w pierwszej
czesci pracy (Przegl. Epidemiol. 2011; 65; 401-407).
W niniejszej czesci zostanie przedstawiona metodyka
badania oraz wyniki uzyskane w Zaktadzie Bakteriolo-
gii NIZP-PZH dla prébek zawierajacych inaktywowane
patogeny. Metodyka i uzyskane wyniki zostang poréw-
nane z metodami stosowanymi w innych laboratoriach
w Europie i uzyskanymi przez nie wynikami.

MATERIAL I METODY

Badane prébki. Badano nadestane 15 probek za-
wierajgcych inaktywowane bakterie, ktore obejmowaty:
5 probek skazonej wody, 5 probek skazonego mleka
oraz 5 probek skazonej surowicy cielgcej. Wszystkie
probki zostaly skazone okreslona liczbg komorek
bakteryjnych wynoszaca od 0 do 10°/ml. Doktadne
informacje o patogenach zawartych w probkach oraz
ich liczbie przedstawiono w tabeli L.

Probki zostaly inaktywowane termicznie lub -
w przypadku probek skazonych B. anthracis - poprzez
inkubacj¢ z kwasem nadoctowym. Wszystkie probki
zostaly przygotowane w Instytucie Roberta Kocha
w Berlinie i1 przestane do krajow uczestniczacych
w sprawdzianie w warunkach kontrolowanej tempe-
ratury 2-8°C.

Probki kontrolne. Jako probki kontrolne w bada-
niach zastosowano DNA wyizolowane z nastgpujacych
szczepow wzorcowych otrzymanych z Instytutu Ro-
berta Kocha w ramach projektu EQADeBa: Yersinia
pestis NCTC 00570, Yersinia pestis 03-1506, Yersinia
pestis EVT6C, Burkholderia mallei NCTC 10245, Bur-
kholderia pseudomallei ATCC 23343, Brucella abortus
A-104-10, Brucella melitensis A104-13, Brucella suis
A104-14, Francisella tularensis ssp. holarctica A104-
15, Francisella tularensis ssp. tularensis Ft33, Fran-

cisella tularensis ssp. novocida Ft26, oraz ze szczepu
Bacillus anthracis BL1 z kolekcji Zaktadu Bakteriologii
NIZP-PZH.

Izolacja DNA. Izolacj¢ DNA prowadzono z obj¢-
tosci 100pul kazdej probki. Zastosowano porownawczo
dwa zestawy komercyjne: DNeazy Blood and Tissue
Kit (Qiagen) i NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel)
zgodnie z instrukcjami producentow.

Wykrywanie i identyfikacja wysoce niebezpiecz-
nych patogenéw metodami molekularnymi. Zasto-
sowano metodyke przedstawiona w I czesci pracy (1).

Srodowisko laboratoryjne oraz stosowane za-
bezpieczenia personelu. Ze wzgledu na to, ze badane
probki byty inaktywowane, nie stanowily zagrozenia dla
personelu i ich diagnostyke prowadzono w laboratorium
drugiej klasy bezpieczenstwa biologicznego (BSL 2)
zzachowaniem zasad wiasciwej pracy laboratoryjnej (2).

WYNIKI

Poszukiwane patogeny wykryto i poprawnie ziden-
tyfikowano w 8 badanych probkach. Bakterie z gatunku
F. tularensis zidentyfikowano z doktadnosciag do podga-
tunku, ze wzgledu na r6znice w ich chorobotworczosci,
co zostato szerzej przedstawione w pierwszej czesci
niniejszej pracy (1). W badanych probkach wykryto
Y. pestis, F. tularensis ssp. holarctica, B. anthracis,
B. mallei oraz B. pseudomallei. Bezbtednie wykryto
i zidentyfikowano patogeny zawarte w probkach kli-
nicznych. W przypadku jednej probki srodowiskowe;j
zawierajacej B. pseudomallei biednie zidentyfikowano
gatunek wykrytego patogenu jako B. mallei. Najwigcej
klopotow w przeprowadzonych badaniach przysporzyty
probki mleka. Wtasciwy wynik uzyskano tylkodla2 z 5
probek z tej grupy. Prawdopodobng przyczyna tego jest
fakt, iz sktadniki, takie jak biatka mleka i jony wapnia
majg silne wtasciwosci hamujace PCR, co w polaczeniu
zniewielka liczbg komorek bakteryjnych w probce mo-
glo powodowac uzyskanie fatszywie ujemnego wyniku
badania (3, 4). Nie zaobserwowano znaczacych réznic
pomiedzy probkami DNA wyizolowanego zestawem
DNeazy Blood and Tissue Kit (Qiagen) oraz Nucle-
oSpin Plant IT (Macherey-Nagel). Otrzymane wyniki
przedstawiono w tabeli [ wraz z zestawieniem wynikow
uzyskanych przez pozostate laboratoria biorace udziat
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Tabela I. Wyniki identyfikacji wysoce niebezpiecznych patogendw bakteryjnych w probkach zawierajacych inaktywowane
patogeny, otrzymanych w ramach mi¢dzynarodowego sprawdzianu w projekcie EQADeBa finansowanym przez

Uni¢ Europejska
Table I. Results of identification highly pathogenic bacteria in samples containing inactivated pathogens, received within
framework of the international test in the EQADeBa project financed by European Union
Rodzaj probki | Oznaczenie Patogen, obecny Licz.l‘Ja Patogen wylayty przezulaboratorium i V\Slcwhstzlzil;[:’:c\r/ f[frgavsg;?;ﬁ::‘m o
w prébce* bakterii/mI* |  Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH -
Poprawne Btedne lub niepetne**
Clin-01 | F tularensis ssp. holarctica 10° F. tularensis ssp. holarctica 20 3
(lin-02 | F tularensis ssp. holarctica 10° F. tularensis ssp. holarctica 20 3
Kliniczna (lin-03 - 0 - 23 0
(lin-04 B. mallei 106 B. mallei 22 1
(lin-05 B. mallei 108 B. mallei 22 1
Env-01 Y. pestis 10 Y. pestis 23 0
Env-02 - 0 - 22 1
Srodowiskowa |  Env-03 B. pseudomallei 106 B. pseudomallei 23 0
Env-04 B. pseudomallei 108 B. mallei 22 1
Env-05 Y. pestis 10° Y. pestis 22 1
Food-01 B. anthracis 10 - 19 4
Food-02 B. melitensis 10° - 22 1
Zywnosé Food-03 - 0 - 23 0
Food-04 B. anthracis 10 B. anthracis 23 0
Food-05 B. melitensis 107 - 19 4

* Informacje przekazane przez organizatorow po zakonczeniu sprawdzianu

** identyfikacja tylko do rodzaju

w trzecim sprawdzianie EQADeBa w zakresie probek
inaktywowanych.

Wszystkie 23 laboratoria biorgce udzial w spraw-
dzianie bezbtednie wykryly i zidentyfikowaty patogeny
obecne w 5 sposrod 15 badanych probek. Najwiecej
probleméw nastreczyty cztery probki: dwie probki
mleka, oznaczone jako Food-01 i Food-05, skazone
odpowiednio B. anthracis i B. melitensis w ilosci 10%/
ml. W tym przypadku 4 laboratoria nie wykryty bakte-
rii z gatunku B. anthracis 1 B. melitensis, podczas gdy
przy zawarto$ci tych patogenow w stezeniu 10%/ml ich
detekcja nie stanowila juz takiego powaznego problemu.
Trudnos$ci w identyfikacji czynnika kontaminujacego
sprawity réwniez dwie probki surowicy, oznaczone
Clin-01 i Clin-02, skazone F. tularensis ssp. holarctica.
Trzy laboratoria nie dokonaly prawidtowej identyfikacji
podgatunku. Jedno laboratorium nie wykryto takze B.
mallei w probkach Clin-04 i Clin-05.

Najmniej btedow zostato popetnionych w badaniu
probek srodowiskowych. Dwa laboratoria nie wykryty
patogenow w probkach Env-04 i Env-05, a jedno labo-
ratorium uzyskato wynik fatszywie dodatni w prébce
Env-02 nie zawierajacej czynnika kontaminujacego.

DYSKUSJA

W sprawdzianie obejmujacym probki inaktywowa-
ne wziety udziat 23 laboratoria z Europy — o trzy wiecej

niz w badaniu probek zawierajacych zywe patogeny.
Wynika to z faktu, ze wciaz jeszcze nie wszystkie kraje
dysponujg laboratoriami trzeciej klasy bezpieczenstwa
biologicznego (BSL 3) i tym samym nie moga pro-
wadzi¢ prac z wysoce niebezpiecznymi patogenami
nalezacymi do III kategorii zagrozenia (5).

Zestaw stosowanych przez rozne laboratoria testow
do wykrywania i identyfikacji wysoce chorobotwor-
czych bakterii w probkach inaktywowanych obejmowat
przede wszystkim metody molekularne, takie jak PCR,
real-time PCR, LCR (Ligase Chain Reaction), sekwen-
cjonowanie DNA. Trzy laboratoria, oprocz metod
opartych na PCR, stosowaly metody immunologiczne,
takie jak DIFA (Direct Immunofluorescence Assay),
IFA (Immunofluorescence Assay), cELISA (capture
enzyme-linked immunosorbent assay), a jedno z labo-
ratoridow zastosowalo takze barwienie metoda Grama
przy poszukiwaniu B. anthracis w probkach. Réznice
w stosowanych metodach dotyczyly takze metod izola-
cji DNA oraz objetosci probki uzytej do izolacji, ktora
w r6znych laboratoriach wahata si¢ od 100 pl do 1000
ul. Niektore laboratoria wykrywajac poszczegolne pa-
togeny okreslaty takze ich liczbe w probcee, jednak nie
bylo to wymagane w sprawdzianie.

Inaktywacja probek podejrzanych o skazenie wy-
soce niebezpiecznymi patogenami pozwala nie tylko
na ich badanie w laboratoriach nieposiadajacych spe-
cjalnych zabezpieczen, ale takze na przesylanie tego
typu probek bez specjalnych zabezpieczen i zezwolen,
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jakie sg wymagane w przypadku transportu materiatu
wysoce zakaznego. Pozwala to znaczaco obnizy¢ koszt
przesytania probek do laboratorium, a nawet usprawnic
transport takich probek. Jednakze inaktywacja patoge-
néw zawartych w probce wigze si¢ z brakiem mozli-
wosci ich namnozenia. Niesie to ryzyko niewykrycia
patogenu w badanej probce ze wzgledu na zbyt mala
liczbe komérek bakteryjnych obecnych w probee. Kaz-
da stosowana metoda ma okreslona czuto$¢ analityczna,
ponizej ktérej nie mozna wykry¢ patogenu. Ponadto
probki, ktore nie stanowia czystej hodowli bakteryjnej
zawierajg roznego rodzaju inhibitory, ktore moga ha-
mowac¢ PCR uniemozliwiajac wykrycie patogenu (6, 7,
8). Rozcienczenie probki DNA uzytej jako matryca do
PCR jest jedng z metod majacych na celu zmniejszenie
wptywu inhibitoréw na reakcje. Jednak rozcieficzenie
moze rowniez spowodowaé, ze ilos¢ poszukiwanego
DNA w probee bedzie ponizej poziomu detekceji sto-
sowanej metody.

Prawdopodobnie wptyw inhibitoro6w obecnych
w probkach mleka zadecydowat o tak duzych proble-
mach z wykryciem patogenéow w tego typu probkach
w niniejszym sprawdzianie. Metodami, ktore moga
pomoc w rozwigzaniu tych problemow moze by¢ dobor
odpowiedniej metody izolacji DNA, ktéra umozliwi
skuteczne usunigcie czynnikow mogacych hamowac
PCR, dobér odpowiedniej polimerazy DNA, a takze
wzbogacenie mieszaniny reakcyjnej o odpowiednio do-
brany czynnik umozliwiajacy przelamanie inhibicji (7).
Przeprowadzone przez Al-Soud i Rastrom (9) badania
wykazaty, ze komercyjnie dostepne polimerazy DNA
majg r6zng wrazliwo$¢ na inhibitory PCR. Dlatego tez
wplyw inhibitoréw zawartych w prébce na wynik PCR
moze zosta¢ zredukowany poprzez odpowiedni dobor
termostabilnej polimerazy DNA. Wérod czynnikdw,
ktore utatwiajg amplifikacje DNA przy odpowiednim
ich stezeniu s3 wymieniane m.in. biatka, takie jak BSA
1 pg32 (10, 11), rozpuszczalniki organiczne, takie jak
DMSO czy formamid (12, 13), detergenty niejonowe,
np. Tween-20, Triton X (7), czynniki okre$lane jako
,.biologicznie zgodne substancje rozpuszczone” (biolo-
gically compatibile solutes), takie jak betaina i glicerol
(13, 14) oraz polimery, np. PEG i dekstran (10, 12).
Nalezy zwréci¢ uwage, ze wiele z tych czynnikow
w roéznych stezeniach wchodzi w sktad buforow reak-
cyjnych réznych polimeraz DNA.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, nalezy jeszcze raz podkresli¢,
iz brak mozliwos$ci namnozenia patogenu obecnego
w probce moze prowadzi¢ do uzyskania falszywie
ujemnego wyniku. Jednak inaktywacja probki zapewnia
bezpieczenstwo personelu wykonujacego badanie oraz

niweluje ryzyko skazenia §rodowiska laboratorium.
Jak pokazaty doswiadczenia niniejszego sprawdzianu,
konieczny jest bardzo doktadny dobor i sprawdzenie
metodyki, wedtug ktorej maja by¢ wykonywane bada-
nia prébek inaktywowanych, w szczegolnosci probek
zywnosci, a uzyskany wynik negatywny nie powinien
by¢ nigdy traktowany jako pewny.

Wryniki trzeciego miedzynarodowego sprawdzianu
dotyczacego wykrywania wysoce patogennych bak-
terii potwierdzily kompetencje laboratorium Zaktadu
Bakteriologii NIZP-PZH w zakresie wykrywania
iidentyfikacji Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Fran-
cisella tularensis, Brucella sp., Bulkholderia malleii B.
pseudomallei zarowno w probkach zawierajacych zywe
patogeny, jak tez w probkach zawierajacych patogeny
inaktywowane.
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