Epidemiologie 4-07

25.10.2007 8:38 Str. 166

B

FEpidemiol. Mikrobiol. Imunol. 56, 2007, ¢. 4, s. 166-173

Soucasny prukaz DNA Chlamydia pneumoniae
a Chlamydia trachomatis pomoci real-time PCR

Roubalova K.

NRL pro chlamydie, Centrum epidemiologie a mikrobiologie, Statni zdravotni dstav, Praha

Souhrn

Cil prace: Navrzeni a validace real-time PCR, vhodné pro kvantitativni prukaz C. pneumoniae a C.
trachomatis v klinickych vzorcich.

Material a metody: Jako cilovy usek pro amplifikaci byla zvolena ¢ast genu pro 16S RNA. Pomoci
klonovani produktu reakce v bakterialnim plazmidu byl pi#ipraven rekombinantni kalibrator
a kombinovany interni standard, ktery lze pouzit ve tirech ruznych PCR. Pro validaci byly pouzi-
ty archivované izolaty DNA z raznych klinickych vzorki, izolaty DNA z dalsich infekénich agens
a kontrolni vzorky pro detekci DNA CT (QCMD) a CPN (Instand).

Vysledky: Byla ovérena specificita a reprodukovatelnost reakce. Analyticka citlivost byla stano-
vena na 5-10 kopii bakterialniho genomu/reakeci. 105 izolata DNA z ruznych typu klinickych vzor-
ku (vytéry, moée, periferni krev, BAL) bylo vySetieno pomoci real-time PCR a konvenéni PCR.
Vzorky, které poskytly nesouhlasny vysledek, byly charakterizovany pomoci tietiho nezavislého
amplifikaéniho testu. Citlivost a specificita real-time PCR byla 89 % a 100 %. Metoda je vhodna pro
screening i diagnostiku chlamydii.

Kliéova slova: Chlamydia pneumoniae - Chlamydia trachomatis - diagnostika - real-time PCR.

Summary

Roubalova K.: Simultaneous Detection of Chlamydia pneumoniae and Chlamy-
dia trachomatis DNA by Real-time PCR

Study objective: Design and validation of a real-time PCR assay for quantitative detection of C.
pneumoniae and C. trachomatis in clinical specimens.

Material and Methods: A part of the 16S RNA gene was selected as the target sequence for
amplification. The reaction product was cloned in the bacterial plasmid and a recombinant
calibrator and a combined internal standard were prepared, usable in three different PCR
assays. Archived DNA isolates from various clinical specimens, DNA isolates from other infec-
tious agents and control samples for DNA detection, CT (QCMD) and CPN (Instand), were used
for validation.

Results: Reaction specificity and reproducibility were tested. The analytical sensitivity was set to
5-10 copies of the bacterial genome/reaction. As many as 105 DNA isolates from various types of
clinical specimens (swabs, urine, peripheral blood and BAL fluid) were tested by real-time PCR
and conventional PCR assays. The specimens that had not yielded concordant results were cha-
racterized by a third independent amplification test. The sensitivity and specificity of real-time
PCR were 89 % and 100 %, respectively. The assay is suitable for both screening and diagnosis of
Chlamydia.

Key words: Chlamydia pneumoniae - Chlamydia trachomatis - diagnosis - real-time PCR.

Celed Chlamydiaceae je tvoiena skupinou
gram-negativnich bakterii, do niz pat¥i kromé
rady zvitecich species 3 vyznamné lidské patoge-
ny: Chlamydia trachomatis, Chlamydia (podle
nové nomenklatury Chlamydophyla) pneumonie
a Chlamydia (Chlamydophyla) psittaci. Prvni dvé
bakterie jsou vazany pouze na lidského hostitele,
kdezto Chlamydia psittaci je ptaci druh, u néjz je
mozny mezidruhovy pfenos na ¢lovéka. Chlamy-

die se chovaji jako obligatni intracelularni para-
ziti. Jejich charakteristickym znakem je dvoufa-
zovy zivotni cyklus, v némz se stiidaji metabolic-
ky neaktivni infekéni stadia — elementarni
téliska (EB) s neinfekénimi intracelularnimi for-
mami, schopnymi replikace — retikularnimi télis-
ky (RB).

Ta mohou perzistovat v infikovanych burikach
v klidové formé dlouhou dobu, chranéna pred
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déinkem imunitnich mechanismu hostitele, nebo
antibiotik. Zminéné vlastnosti chlamydii ovliv-
nuji patogenezi infekce: asymptomaticky prubéh
akutni infekce, dlouhodobou perzistenci v hosti-
telském organismu a tendenci ke chronicité.
Infekce chlamydiemi vyvolava specifickou imu-
nitni odpovéd, ktera vSak neni trvalého charak-
teru a umoznuje reinfekce (prehled — viz 21,26).
Chlamydia trachomatis (CT) je nejcastéji se
vyskytujicim sexualné prenosnym bakterialnim
infekénim agens. Je puvodcem infekci urogeni-
talniho traktu u Zen i muzt a o¢nich zanéta
u déti i dospélych [20]. Perinatalni pienos infek-
ce u téhotnych Zen muzZe zpusobit tézké kon-
junktivitidy, ¢i pneumonie u novorozencu [8].
Chlamydia pneumoniae (CPN) patii mezi ubi-
kvitné rozsifené respiraéni patogeny. Vyvolava
onemocnéni hornich, ¢ dolnich cest dychacich,
sinusitis, otitis média nebo konjunktivitis [15]
a je pavodcem 10-15 % komunitné ziskanych
pneumonii [19]. Pro moznost perzistence a chro-
nické infekce je CPN vztahovana k raznym chro-
nickym zanétlivym onemocnénim, napi. k atero-
skleréze [10], chronické obstrukéni chorobé plic,
bronchidlnimu astmatu [14, 23], nebo roztrouse-
né skleréze [28].

Pro laboratorni diagnostiku chlamydiovych
infekci jsou vyuzivany sérologické testy (prukaz
rodové- a typové-specifickych protilatek metoda-
mi ELISA, ¢ nepfimym mikroimunofluorescenc-
nim testem (MIF, ptehled viz 31) a metody pii-
mého prukazu bakterii. Mezi né patii kultivace
CT na bunéénych kulturach [1], priukaz specific-
kych antigent ve vytérech nebo biopsiich pomoci
imunohistochemického barveni, ¢i ELISA [25]
a prukaz bakterialni DNA hybridizaénimi, ¢i
amplifikaénimi metodami [1, 3, 5, 9, 25].

Amplifika¢ni metody prukazu bakteralni DNA
jsou v soucasné dobé preferovany pro svou vyso-
kou citlivost i specificitu. Nejvice je rozsifena
polymerazova fetézova reakce (PCR). Byla popsa-
na fada variant PCR, vyuzivajicich k prukazu
amplifikaci rtznych dsekt bakterialniho geno-
mu, nejcastéji specifickych dseka gena pro hlavni
vnéjsi membranovy protein (MOMP) nebo 16S
RNA [4, 22, 27, 29], u CT i kryptického plazmidu
[2, 17, 18]. V poslednich letech nachazi v diagnos-
tice infekénich agens stale Sirsi uplatnéni PCR
v realném case (real-time PCR, 16). Tato metoda
je zaloZzena na kombinaci amplifikace vybraného
useku bakterialniho genomu a hybridizace vznik-
Iych produkta (amplikont) se specificky zna¢enou
sondou, ktera umozniuje kvantitativni chemilumi-
niscenc¢ni detekci amplikont jiZz v prabéhu reak-
ce. Vyhodou této metody je moznost kvantifikace
hledaného mikroba v klinickém vzorku, vysoka
presnost a reprodukovatelnost a v porovnani
s klasickou PCR (kde se produkty reakce proka-
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zuji pomoci elektroforézy) podstatné nizsi ¢asova
narocnost.

Cilem prace bylo vyvinout metodu real-time
PCR pro prukaz DNA CT a CPN, charakterizovat
jeji citlivost, specificitu a reprodukovatelnost
a ovérit jeji diagnostickou ucinnost na souboru
vzorku od pacientt s raznymi projevy chlamydio-
vé infekce.

Material a metody

Pacienti a vzorky

Pro ovétovani citlivosti a diagnostické tucinnosti metody
byly pouzity: 1) vzorky pro externi kontrolu kvality metod
prukazu DNA CT (QCMD 2005,2006) a CPN (Instand 2006);
2) izolaty DNA z periferni krve pacientt s ischemickou choro-
bou srde¢ni (infarkty myokardu, nestabilni angina pectoris);
3) izolaty DNA z periferni krve pacientt s diabetes mellitus II.
typu; 4) izolaty DNA z bronchoalveolarnich lavazi (BAL) od
imunodeficientnich pacientt s akutni respiraéni tisni (dospé-
lych pfijemct allogennich transplantata kostni diené, piijem-
ct organovych transplantatt, onkologickych pacientti po che-
moterapii); 5) vzorky moce od pacienti s urogenitalnimi
infekcemi a 6) izolaty DNA, ziskané z vytért ze spojivkového
vaku pacientt s konjunktivitidami. Jednalo se o zbytky ano-
nymizovanych vzorkt po rutinnich diagnostickych vySetie-
nich, nebo o vzorky odebirané pro epidemiologické ucely
s informovanym souhlasem pacienta.

Izolaty DNA, dlohodobé skladované pii -70°C, byly pied pou-
zitim rozmrazeny, zahiaty 5 min. na 95°C a kratce zcentrifugo-
vany. V prubéhu vySetiovani byly skladovany pii -20°C. Vzorky
modi byly bud ¢erstvé, nebo dlouhodobé skladované pii -20°C.

Pouzité bakteridalni a virové kmeny:

Laboratorni kmen C. pneumoniae 1360 byl ziskan od firmy
Vircell (Granada, Spanélsko). Laboratorni kmen C.pneumoni-
ae W 6805 byl ziskan od prof. J.Schachtera (NIH, Seattle,
USA). Pro testovani specificity reakce byly pouzity néasleduji-
ci bakterialni a virové kmeny: C. psittaci (Laboratoie Colinda-
le, Londyn, Velka Britanie) Haemophilus influenzae, Neisseria
gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aure-
us, Klebsiella pneumoniae, E. coli, (véechny poskytnuty Dr
Urbaskovou z kmenové banky SZU, Praha), izolat DNA z Neis-
seria menigitidis (poskytnuta Dr Kalmusovou, SZU,) lidsky
cytomegalovirus (laboratorni kmen AD169), EB virus (latent-
né infikovani bunééna lymfoblastoidni linie Raji), virus her-
pes simplex typu 1 (kmen Kadleckova) a typu 2 (kmen 610)
a lidsky herpesvirus 6 (kmen U1002, v§echny virové kmeny
pochézely z NRL pro herpetické viry, SZU). Pozitivni kontrola
z C. trachomatis byla ziskana z pozitivnich kontrolnich vzorka
(QCMD 2005,2006). DNA Mycoplasma pneumoniae byla zis-
kana z pozitivniho vytéru z krku od pacienta s mykoplazmo-
vou pneumonii.

Zpracovani vzorki a izolace DNA.

DNA byla izolovana pomoci kitu QuiAmp Blood Mini Kit,
Quiagen (Anglie).Vzorky periferni krve byly odebirany do jed-
norazovych odbérovych zkumavek s EDTA a zpracovany do 24
hod: krev byla promichéana, sedimentovana 1 hod pii 37°C
a buffy coat odebran do ¢isté zkumavky. DNA byla izolovana
ze 200 ul buffy coatu a extrahovana do 100 ul eluéniho pufru
(AE, Quiagen). Vytéry z urethry, endocervixu, spojivek, ¢i
z krku byly provadény dacronovym tamponem a transporto-
vany v 0,5 ml transportniho média pro chlamydie (Roche)
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Tab. 1. Sekvence pouzitych primert a sond, amplifikaéni podminky reakei

Table 1. Sequences of the used primers and probes, reaction amplification conditions

Amplifikaéni Koncent-
Agens Sekvence+znaceni dp ! 1kacn1 K race
podminky reakce MgCl,
. CPN-A | 5- GTGGGAACTCTAACGAGACT | 95°C 3 min (95°C 30sec,
e 45°C 30sec, 72°C 1 min.) | 1,5 mM
vnest CPN-B | 5- CATCTCACGATCTTGCTACC %35, 72°C 7 min
imery | CPN-C | 5~ CCGCAAGGACATATACACAGG | 95°C 3 min (95°C 30sec,
‘V’mtﬁﬁy 50°C 30sec, 72°C 1 min.) | 1,5 mM
CPN4CT 168 RNA CPN-D | 5- GCAGACTACAATCCGAACTGG | x35,72°C 7 min
s Real-time PCR: amplifika-
CPNFL | B -GGGACTT;&ACCCAACACCTC co: 95°C 10 i (95°C
ACGGC - FL 10sec, 50°C 10sec, 72°C
sondy 20sec.) x 50, analyza kiiv- | 3 mM
, ky tani: 95°C 0,1 sec, 40°C
5-LC640 RED- CGAGCTGACGACA | kv .1 sec,
CPN-LC GCCATGCAGC 30 sec. a nasledny vzestup
na 85°C, 0,1°C/sec.
5- CCGCAAGGACATATACACAGG . o
P y ISCPN2 | 2~ GCAGACTACAATCCGAACTGG | or"rgoiy 7 o : ’
IS CTTCCCCAGAACAATAAGAAC ’
ISFL 5-AGCTGCTGTAGGCTGCCGAA
q CTGT -FL* 3 M
WY Tg1c | 5-LCT05 RED - TGCGTGAGGTGA m
TGTAGAAGCCGC
imery | CP1 5-TTACAAGCCTTGCCTGTAGG 95°C 3 min (95°C 30sec,
‘V’néjéi y 45°C 30sec, 72°C 1 min.) | 1,5 mM
CPN - MOMP (Tong CP2 5-GCGATCCCAAATGTTTAAGGC | x35, 72°C 7 min
a Sillis,58) imery | CP3 5-TTATTAATTGATGGTACAATA | 95°C 3 min (95°C 30sec,
pri o Y 50°C 30sec, 72°C 1 min.) | 1,5 mM
vt opy 5-ATCTACGGCAGTAGTATAGTT | x35,72°C 7 min

* FL= fluorescein
* FL= fluorescein

nebo sterilniho PBS. Po vytfepani do transportniho média byl
tampon odstranén, z 0,2 ml vzorku izolovana DNA a extraho-
véana do 100 ul AE. Vzorky moée byly promichany na Vortexu
a 0,5 ml bylo centrifugovano 10 min p#i 10 000 rpm a pokojo-
vé teploté. Sediment byl resuspendovan v 0,2 ml supernatan-
tu a pouzit pro izolaci DNA. Pii vySetieni vzorku mocée nebo
vytéra metodou Cobas Amplicor CT/NG bylo 0,5 ml ptivodni-
ho vzorku zpracovano podle navodu vyrobce a nakonec eluo-
véano do 0,5 ml eluéniho roztoku (250 ul CT/NG Lysis Buffer
a 250 ul CT/NG Specimen diluent, Roche). Kontrolni vzorky
QCMD byly rozpustény v 1 ml destilované vody, 0,5 ml bylo
centrifugovano 10 min pii 10 000 rpm a pokojové teploté
a z peletu, resuspendovaného v 0,2 ml supernatantu, byla izo-
lovana DNA. Vzorky pro externi kontrolu kvality metod prua-
kazu DNA CPN (Instand 2006) byly rozpustény v 0.5 ml
destil. vody a dale zpracovany stejnym zptsobem. Izolaty
DNA byly skladovany pii -20°C.

Amplifikace bakteridlniho genomu
Konvenéni PCR

5 ul templatu (izolované DNA) bylo p#idavano k 20 ul
reakéni smési, obsahujici reakéni pufr (20 mM Tris/HC] pH8,4
a 50 mM KCI, Invitrogen, Groningen, Holandsko), 12,5 pmol
kazdého primeru, 0,25 mM koncentraci kazdého deoxynukleo-
tid-trifosfatu (dATP, dTTP, dGTP, dCTP, Invitek, Berlin,
Némecko) a 1.25U Taq polymerazy (Platinum Tag-polymera-
se, Invitrogen). Koncentrace MgCl, a reakéni podminky odpo-
vidaly zvolenému typu primert (viz tabulkal). Reakce byly

provadény v termocykleru GeneAmp 2400 nebo 9600 (Applied
Biosystems). Produkty reakce byly analyzovany elektroforé-
zou v 3% agarézovém gelu po obarveni etidium bromidem
(EtBr).

Real-time PCR

5 ul templatu bylo pfidavano k 15 ul reakéni smési, obsa-
hujici: Reakéni smés (Fast Start Master Hybridization Probes,
Roche), 3 mM MgClL, 0,66 uM koncentraci kazdého primeru,
0,2 uM koncentraci kazdé hybridizaéni sondy (2 sondy pro
chlamydiovou DNA a 2 sondy pro vnitini standard) a 500
kopii vnitiniho standardu (viz dale). Amplifikace probihala
v LightCycleru 1.0 (Roche) Reakéni podminky jsou uvedeny
v tab.1.

Prikaz DNA C. trachomatis pomoci PCR s kolorimetrickou
detekci produktu reakce (COBAS Amplicor CT/NG)

Tento komeréni test byl pouZivan pro rutinni prikaz DNA
CT v modi, vytérech a ve vzorcich pro externi kontrolu kvality.
Test byl proveden na automatu COBAS podle instrukei vyrob-
ce.

Pouzité primery a sondy

Primery a sondy pro real-time PCR byly odvozeny z ¢asti
genu pro 16S RNA, spole¢né pro CPN a CT (genova banka, NC
005043). Pro real-time PCR byly pouzity FRET sondy znacené
fluoresceinem a LC 640 red (Roche). Pro detekci vnit¥niho
standardu byly pouzity rovnéz FRET sondy, znacené fluores-
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ceinem a LC 750 red (Roche). Sondy byly navrzeny a ptipra-
veny firmou TIB Molbiol, Berlin, Némecko. Pro konvenéni
PCR byly pouZity jednak primery, odvozené z genu pro 16
S RNA [22), jednak primery odvozené z genu pro MOMP [29).
Sekvence vsech primert a sond jsou shrnuty v tabulce 1.

Priprava rekombinantnich standardi

Priprava externi kontroly (kalibrdatoru): Zvoleny usek bak-
terialni DNA, amplifikovany pomoci primeri CPNa,CPNb
(268 pb) byl vlozen do plazmidu pCR 2.1. (TOPO TA Cloning
Kit, Invitrogen) s pouzitim postupu, doporu¢eného vyrobcem
kitu. Ziskany rekombinantni plazmid (KCPN) byl pomnozen
v E. coli a vy¢i§tén pomoci Invisorb Plasmid Midi Kit (Invitek)
a nasledné izopyknické centrifugace na gradientu CsCl. Vyté-
Zek DNA byl stanoven méfenim absorbance vzorku pii 260
a 280 nm na UV-spektrofotometru. Poéet kopii rekombinant-
niho plazmidu ve vzorku byl stanoven na zakladé znalosti
velikosti ziskaného plazmidu (4168 pb).

Piiprava vnitiniho standardu: P¥i p¥ipravé vnitiniho stan-
dardu pro real-time PCR jsme pouzili plazmid ISCT, piiprave-
ny jako vnitini standard pro real-time PCR na prukaz DNA
cytomegaloviru [24) a CT. Jednalo se o plazmid pC2.1, do né&jz
byla vloZena 80 pb dlouh& sekvence, odvozena z genomu viru
Rousova sarkomu a ohrani¢ena primery pro amplifikaci ¢asti
genu UL83 CMYV a primery pro amplifikaci kryptického plaz-
midu CT. 105 kopii plazmidu ISCT bylo pouZito jako templat
v PCR s kombi-primery ISCPN1, ISCPN2 (sloZeni primert
a podminky PCR - viz tabulka 1). Produkt reakce (286 pb) byl
klonovan v E. coli pomoci vektoru pCR2.1. Z rekombinantnich
klont byl izolovan plazmid ISCPN (viz vySe). Pro detekci
amplifikace vnit¥niho standardu v real-time PCR byly pouzi-
ty FRET sondy, odvozené z DNA viru Rousova sarkomu (viz
tabulka 1).

Stanoveni citlivosti a specificity reakce.

Vzorky byly hodnoceny jako pozitivni, ¢i negativni,
pokud poskytly shodny vysledek ve dvou nezavislych
amplifika¢nich testech (konvenéni a real-time PCR). Vzor-
ky, které ukazaly v obou testech rozdilny vysledek, byly
hodnoceny na zakladé tietiho amplifikaéniho testu, pi¥i
ném? byl amplifikovan rozdilny usek bakteridlniho geno-
mu. Pro stanoveni DNA CT byl pouzit COBAS Amplicor
CT/NG (Roche), pro stanoveni CPN nested PCR, amplifiku-
jici ¢ast genu pro hlavni vnéjsi membranovy protein [29].
Citlivost testi byla hodnocena jako poéet pozitivnich
vysledku, ziskany vySetfenim vSech pozitivnich vzorku,
vyjadieny v %. Specificita testt byla hodnocena jako pocet
negativnich vysledku, ziskany vySetfenim vSech negativ-
nich vzorku, vyjadieny v %.

Vysledky

Priprava rekombinantnich kontrol a standardi

Vytézek DNA po purifikaci plazmidu KCPN byl
39,7 ug/ml a odpovidal koncentraci 8,7x 1012
kopii/ml. Vytézek plazmidu ISCPN byl 118 ug
DNA, coZz odpovida mnozstvi 3x1013 kopii/ml. Pro-
toze ISCPN obsahuje sekvence primert pro
amplifikaci pp65 CMV, kryptického plazmidu pro
C. trachomatis i genu pro chlamydiovou 16S
RNA, lze jej pouzit pro vSechny tii typy PCR.
Standardy byly uchovavany v alikvotech pii
-20°C.

Ao

Stanoveni analytické citlivosti a ovéieni
specificity real-time PCR

Plazmid KCPN byl pouzit pro sestrojeni kalib-
racni ktivky (viz obr. 1), pomoci niz byla stanovena
analyticka citlivost reakce 5—-10 kopii. Reakce pro-
bih4a linearné az do 108 kopii cilové DNA/reakei.
Stejnym zptisobem byl titrovan i vnitini standard

kalibraéni krivka

hodnota Cp
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log kopii KCPN DNA/reakci

Obr. 1. Titrace kalibratoru KCPN

Fig. 1. KPCN calibrator titration
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Obr. 2. Titrace vnitiniho standardu

Fig. 2. Internal standard titration
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Obr. 3. Titrace kalibratoru za pfitomnosti razného mnozstvi
vnitiniho standardu

Fig. 3. Calibrator titration in the presence of variable quanti-
ties of the internal standard
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ISCPN: Porovnani kalibraénich kiivek KCPN
a ISCPN ukazalo, Ze ISCPN se pti reakci amplifi-
kuje se stejnou ucinnosti, jako KCPN (obr. 2). Za

Tab. 2. Stanoveni reproducibility 16S RNA real-time PCR

Table 2. Reproducibility of 16S RNA real-time PCR

Pocet |Pramér| Smérodat. | Variaéni
méfeni| Cp! | odchylka | koef.
Variabilita vramel |yl o5 24 | 00837 | 0,33%
Jedr}ohf) testu
Variabilita mezi n=8 | 26,86 | 0,9691 | 3,60%
jednotlivymi testy:

1= crossing point, amplifikaéni cyklus, p¥i némz dojde k vze-
stupu luminiscence

1= crossing point, amplification cycle, in which luminiscence
increases

Tab. 3. Porovnani zachytu DNA chlamydii v klinickych vzor-
cich pomoci konvenéni PCR a real-time PCR amplifikujici
asek genu pro 16S RNA (n=105)

Table 3. Comparison of chlamydial DNA detection in clinical
specimens (n = 105) by conventional PCR and real-time PCR
amplifying the 16S RNA sequence.

Real-time PCR
Konvenéni PCR Pozitivni Negativni
pozitivni 28 81
negativni 42 65

14 vzorky falesné pozitivni v nested PCR, 4 vzorky falesné
negativni v real-time PCR

24 vzorky falesné negativni v konvenéni PCR

14 false positive samples in nested PCR, 4 false negative
samples in real-time PCR

24 false negative samples in conventional PCR

Ao

pFitomnosti vnitiniho standardu spolu s cilovou
sekvenci DNA dochazi pti PCR ke kompetici, kte-
ra muze vést k poklesu citlivosti reakce. Proto byl
kalibrator KCPN nasledné titrovan za pritomnosti
riznych mnozstvi vnitiniho standardu (viz obr. 3).
Ziskané kalibraéni kiivky ukazuji, Ze pritomnost
vnitiniho standardu (200-2000 kopii) nesniZuje
vyznamné citlivost reakce. Pro rutinni aplikace
bylo nadale do PCR piidavano 500 kopii vnitiniho
standardu/reakci. Pro stanoveni variability testu
byla v reakci opakované kvantifikovana pozitivni
kontrola, ziskana z genomické DNA CPN (labora-
torni kmen C 1360, Vircell). Variabilita v ramci jed-
noho testu byla 0,33 %, variabilita mezi jednotlivy-
mi testy 3.6 % (viz tabulka 2).

Pro ovéreni specificity testu byly v 16S RNA
real-time PCR pouzity jako templaty izolaty DNA
z raznych patogent, nej¢astéji se podilejicich na
infekcich dolnich a hornich cest dychacich, nebo
infekcich genitourinarniho traktu (viz Material
a metody). Pozitivni signal davala v reakci pouze
DNA izolovana z CPN nebo CT.

Ovéreni diagnostické ti¢innosti

Celkem 105 Kklinickych vzorkt bylo paralelné
testovano pomoci real-time a konven¢ni nested
PCR. Vysledky jsou shrnuty v tab. 3. Nesouhlas-
ny vysledek byl ziskan u 12 vzorku: 8 z nich bylo
na zakladé tietiho nezavislého amplifikaéniho
testu urceno jako pozitivni, 4 byly urceny jako
negativni. Srovnani citlivosti a specificity obou
testu je ukazano v tabulce 4: Pomoci obou metod

Tab. 4. Stanoveni citlivosti a specificity 16S real-time PCR na zékladé vySetteni klinickych vzorka

Table 4. Sensitivity and specificity of the 16S real-time PCR in clinical specimens

Pocet testovanych| Pocet Pocet testovanych| Pocet Specificita
Metoda pozitivnich pozitivnich Citlivost (%) negativnich negativnich P
. . . o , . (%)
vzorka vysledku vzorka vysledku
Konvenéni PCR 36 32 88,9 69 65 94,2%
Real-time PCR 36 32 88,9 69 65 100

Tab. 5. Porovnani zachytu chlamydiové DNA z riznych druht klinickych materiala

Table 5. Comparison of chlamydial DNA detection from various types of clinical specimens

Pocet Citlivost (%) Specificita (%)
T k Pocet vysetteni itivnich
P vEorEd ocet vysetrent po:;(::l?fllc Konvenéni Real-time Konvenéni Real-time

PCR PCR PCR PCR
Bronchoalveo- 40 4 100 100 88,9 100
larni lavaz
Periferni krev
(buffy coat) 24 4 100 100 100 100
Moé 12 8 87,5 87,5 100 100
Vytér —
ok & nos 7 3 100 60 100 100
VSter — spojiv- 18 16 81,3 87,5 100 100
kovy vak
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byly ziskany 4 falesné negativni vysledky z 36
testovanych pozitivnich vzorkt. (U obou test
vykazovaly faleSnou negativitu ruzné vzorky.)
Citlivost obou testd byla tedy shodna. Falesné
pozitivni vysledky poskytla pouze konvenéni
PCR. Specificita 16S RNA real-time PCR byla 100
%. Tabulka 5 ukazuje vysledky porovnani citli-
vosti a specificity obou testid u raznych typua kli-
nickych vzorku. Specificita 16S RNA real-time
PCR byla velmi dobra u vSech typu vySetiova-
nych vzorku. Konvenéni PCR poskytla falesné
pozitivni vysledek u 2/36 negativnich vzorka
BAL. Citlivost 16S RNA real-time PCR byla sni-
Zena u vzorkt vytéru z krku a nosu. U konvenéni
PCR byla citlivost nizsi u vytért ze spojivky.
U ostatnich vzorka byla citlivost obou testu stej-
na. Pro ovéfeni diagnostické ucinnosti byly pouzi-
ty i panely vzorka pro externi kontrolu kvality: 10
vzorkt pro kontrolu kvality amplifikace DNA CT
(QCMD 2006) a 4 vzorky pro kontrolu amplifika-
ce DNA CPN (Instand 2006). V QCMD 2006 bylo
spravné urceno vSech 10 kontrolnich vzorku.
U vzorka INSTAND 2006 byl slabé pozitivni vzo-
rek ¢.3 (200 ICU (inclusion-forming units) /ml)
uréen jako negativni jak v16S RNA real-time
PCR, tak v konvenéni PCR. MnozZstvi DNA v tom-
to vzorku bylo na dolni hranici citlivosti testu
a jako negativni ho uréilo 17 z 28 zacastnénych
laboratoii. Nelze tudiz vyloudit, Ze negativni
vysledek byl dusledkem degradace DNA.

Diskuse

Pres velky rozvoj metodickych piistupt, jehoz
jsme svédky v poslednich 10 letech, ztistava dia-
gnostika chlamydii stale nedofeSenym problé-
mem. Vzhledem k nejednoznaéné interpretaci
sérologickych nalezti se u vétSiny onemocnéni
s podezienim na chlamydiovou infekeci doporucu-
je provést piimy prukaz bakterii. Ani zde vSak
nemame k dispozici test, ktery by byl dostateéné
spolehlivy. Metody zaloZené na amplifikaci bakte-
rialni DNA maji vyhodu vysoké citlivosti i specifi-
city, jejich prediktivni hodnota vSak v mnohych
pripadech neni jasné stanovena [3, 9, 25]. U CT,
ktera je v mnohych zemich epidemiologicky sle-
dovanym agens s implementovanymi screeningo-
vymi programy, jsou amplifikaéni metody jiZ dob-
te zavedeny v rutinni diagnostice. Od poloviny 90.
let, kdy se objevily prvni komer¢né dostupné tes-
ty, byla vyvinuta cela fada metodickych ptistupn,
vyuzivajicich razné metody amplifikace. U CPN
je vyvoj spolehlivych komeréné dostupnych testu
zatim na zacatku a zadny z testt, které jsou u nas
dostupné nebyl dosud dostateéné validovan [3, 9].

V nasi laboratofi jsme pro detekci DNA CT

Ao

pouzivali od r.2003, kdy se prestal dodavat LCx
test Abbott, komeréni PCR COBAS Amplicor
(Roche). Tato metoda je spolehliva a dobie repro-
dukovatelna, jeji provadéci charakteristiky odpo-
vidaji pozadavkium rutinni diagnostiky [6, 13, 30],
ma v8ak i fadu nevyhod: je ekonomicky naro¢na
s vysokymi naklady na ingredience a pozadavkem
na nakladné pristrojové vybaveni, je znacné citli-
va na inhibitory reakce (viz d4le) a je vhodna pou-
ze pro nékteré typy vzorka. Protoze prokazuje
usek na kryptickém plazmidu, ktery je pfitomen
v CT ve variabilnim poc¢tu kopii [18], neni tato
reakce vhodna pro kvantifikaci bakterialni DNA
v Kklinickych vzorcich. Krypticky plazmid neni
nezbytny pro replikaci bakterii a u nékterych
kmenu muze tudiz dojit k jeho ztraté, aniz by to
ovlivnilo patogenni vlastnosti bakterie. U tako-
vychto kment muze PCR zaloZena na amplifikaci
kryptického plazmidu poskytovat faleSné nega-
tivni vysledky. Siroké vyuzivani takovych metod
ve screeningovych programech zd4 se muze vést
k selekci téchto variantnich kment [12]. Proto
jsme vyvinuli alternativni real-time PCR, zaloze-
nou na amplifikaci genomické DNA. Jako cilovou
sekvenci jsme zvolili isek genu pro 16S RNA.
Tento gen byl v minulosti pouzit pro amplifika¢ni
detekci chlamydii jiz nékolikrat [3, 22]. Jeho
vyhodou je mozZnost soucasného prukazu CPN
i CT, a dale vysoka konzervativnost, diky niz je
pravdépodobnost faleSné negativity reakce
v dusledku genetické variability prokazované
sekvence DNA nizka. U CT je tento gen piitomen
ve dvou kopiich, takZe jeho vyuziti jako cilové
sekvence zvySuje citlivost PCR. Konzervativnost
tohoto genu ma v8ak i negativni stranku: gen pro
16S RNA ma podobnou strukturu u rtznych bak-
terialnich kmenu a je s nim spojeno urcité riziko
nizsi specificity reakce [11]. Specificitu nasi real-
time PCR jsme ovérili funkénim testem, v némz
jsme jako templat pouzili DNA izolovanou z dru-
ht bakterii, které mohou p#i diagnostice chlamy-
dii nejéastéji kontaminovat klinické vzorky,
a nasledné jsme ji potvrdili i p#i testovani klinic-
kych vzorkt. Pomoci rekombinantniho kalibrato-
ru byla citlivost reakce stanovena na 5-10 kopii
cilové DNA/reakci. Tato citlivost je srovnatelna
s konvenéni nested PCR, kterou jsme az dosud
pouzivali pro detekci CPN i s citlivosti komerc-
nich kit na detekci genomické DNA CT.

Castou p¥i¢inou faleinych negativit p¥i detekei
nukleovych kyselin amplifikaénimi metodami je
pritomnost inhibitortt reakce ve vzorcich. Tyto
inhibitory lze odstranit pomoci raznych metod
purifikace DNA, v nékterych pifipadech zmraze-
nim a rozmrazenim [7], nebo naiedénim vzorku
(coz ovSéem muze vést k nedostatecné citlivosti
testu). U nékterych vzorku se vSak inhibitory
nepodaii odstranit ani p¥i purifikaci DNA. Typy

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

171

—



Epidemiologie 4-07

25.10.2007 8:38 Str. 172

vzorku, které jsou nejéastéji pouzivany pro dia-
gnostiku chlamydii (vzorky moc¢i, BAL, sputa ¢i
vytéry) jsou na inhibitory PCR zvlasté bohaté
a real-time PCR, vzhledem k malému objemu
reakéni smési, je na pritomnost inhibitora velmi
citliva. Proto je nezbytné kontrolovat pfritomnost
inhibitord PCR pomoci vnitifniho standardu, tj.
cizorodé DNA, ktera se pridava do reakéni smési
a amplifikuje soubézné s cilovou DNA. Optimél-
nim pristupem je zafazeni vnitiniho standardu
do reakce jiz v preanalytické fazi, tzn. jesté pred
purifikaci DNA. Takto je mozno kontrolovat nejen
inhibici PCR, ale i u¢innost izolace DNA. Nagim
zamérem bylo pFipravit vnitini standard s touto
mozZnosti vyuziti. ProtoZe klinické vzorky jsou
Casto vySetfovany na vice infekénich agens, je
vyhodou mit k dispozici vnitini standard, ktery je
amplifikovatelny ve vice reakcich. Proto jsme pii-
pravili standard, nesouci cilové sekvence pro
amplifikaci DNA cytomegaloviru, CT i CPN, kte-
ry je pouzitelny pro vSechny 3 reakce. Aby kom-
petice nevedla ke sniZeni citlivosti reakce, upravi-
li jsme koncentrace jednotlivych slozek reakce,
ovérili jsme, Ze interni standard se amplifikuje se
stejnou uéinnosti jako cilova bakteridlni DNA,
optimalizovali jsme mnozZstvi interniho standar-
du, pridavaného do reakce a standard jsme kon-
struovali takovym zptusobem, aby velikost ampli-
fikovaného useku na vnitinim standardu byla
0 néco vétsi, nez velikost amplifikovaného useku
na cilové DNA. Pii testovani klinickych vzorka
jsme zjistili inhibici u 10 % z nich.

Zavér

Navrzena 16S RNA real-time PCR pro detekci
DNA C. pneumoniae a C. trachomatis spliuje
parametry, potiebné pro jeji diagnostické vyuziti
a je vhodna pro rutinni vySetiovani klinickych
vzorkl, pro provadéni screeningovych vySetfeni
i pro epidemiologické studie.

Podékovani.
Tato prdce byla reSena v ramci grantu IGA MZ
CR ¢ 1A8259-3/2004
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TESTY

TEST Z EPIDEMIOLOGIE

1. Chory v jednotlivych klinickych stadiach
ochorenia je nakazlivy:

a) vzdy koncom inkubaénej doby

b) koncom inkubaénej doby len pri niektorych ochoreniach
¢) v Stadiu rekonvalescencie pri solidnej imunite

d) v §tadiu rekonvalescencie pri nesterilnej imunite

2. Nosi¢ patogénnych zarodkov:
a) moze mat urcité klinické priznaky
b) reaguje na pritomnost patogénov biochemickymi

a imunologickymi zmenami

¢) nereaguje na pritomnost patogénov

3. Chronické nosiéstvo sa vyskytuje pri:
a) virusovej hepatitide A

b) virusovej hepatitide B

¢) virusovej hepatitide C

d) meningokokovej infekeii

e) brusnom tyfuse

4.Virusova hepatitida B sa méZe preniest:
a) z matky na dieta pocas porodu

b) krvnymi derivatmi

¢) roznymi potravinami

d) vodou

e) sexualnym stykom

5. Infekcia HIV sa mézZe preniest:

a) pri heterosexuélnom styku

b) parenteralne, transftziou ...

¢) pri beznom spoloéenskom styku s chorym
d) z matky na dieta pocas porodu

e) z matky na dieta pri kojeni

f) predmetmi dennej potreby
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