FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

PROJEKTRAPPORT

Harmonisering av metodik for detektion av
Coxiella burnetii




FORUM FOR

‘....
BEREDSKAPSDIAGNOSTIK FB‘.-:

ABSTRACT

Forum for Biopreparedness Diagnostics (FBD) is a collaborative effort between four Swedish governmental institutes,
National Food Administration, National Veterinary Institute, Swedish Institute for Infectious Disease Control and the
Swedish Defence Research Agency. One of the main goals of this collaboration is harmonisation of methods and
equipment between the participating authorities to increase the level of biopreparedness in Sweden.

Coxiella burnetii, the etiological agent of Q-fever, is very contagious and highly resistant to environmental stress.
In recent years the incidence of Q-fever has increased in Europe.

A general species specific real-time PCR assay for identification of C. burnetii was developed within FBD in 2009. To
ensure specificity the assay was further tested on DNA from genetically closely related organisms and organisms that
show similar clinical picture. No cross reactivity in real-time PCR was shown in the tested strains. For verification of
positive samples a second assay is needed. An additional real-time PCR assay was therefore developed and tested

for inclusivity, exclusivity and limit of detection. A method for cultivation of C. burnetii from PCR positive tissues and
environmental samples was evaluated. However, no new isolates were obtained mainly due to problems of reducing
the microbial background (normal micro flora) in the samples. Analysis of strains with the typing method Multiple Loci
Variable number of tandem repeats Analysis (MLVA) showed two clusters. All three Swedish C. burnetii strains as well
as the reference strain Nine mile clustered in one of the two groups. A more reliable phylogenetical positioning of the
Swedish strains requires a more extensive genetic analysis of more strains for comparison.
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Forum for beredskapsdiagnostik (FBD) ir ett
samarbete mellan fyra svenska myndigheter, Livs-
medelsverket, Statens veterinarmedicinska anstalt
(SVA), Smittskyddsinstitutet (SMI) och Total-
forsvarets forskningsinstitut (FOI). Ett av FBDs
huvudmal ar harmonisering av metoder och ut-
rustning mellan de deltagande myndigheterna for
att 6ka beredskapen i Sverige infor en eventuell
B-hindelse. Vid en avsiktlig eller naturlig spridning
av riskklass 3 bakterier 4r en fungerande krisbered-
skap, med avseende pa medicinska motatgirder
och dekontaminationsforfaranden, beroende av
snabba preliminira laboratorieresultat. Till skillnad
fran odlingsdiagnostik, som ofta ses som en gyllene
standard, erbjuder molekylir diagnostik metoder
som snabbare kan analysera en stérre mingd pro-
ver med riskklass 3 bakteriefragestallning.

Coxiella burnetii har hog 6verlevnadsférméaga

och dr mycket smittsam. Den orsakar zoonosen
Q-feber. De senaste aren har antalet som insjuknar
i Q-feber okat i Europa.

En myndighetsgemensam realtids-PCR for iden-
tifiering av C. burnetii har tagits fram inom FBD
och har testats mot organismer som kan ge samma
sjukdomsbild eller ar genetiskt narbesliktad med
C. burnetii. Ingen korsreaktivitet i realtids-PCR
kunde pévisas fran de testade mikroorganismerna.
For verifiering av positiva prov har ytterligare en
realtids-PCR utarbetats och testats for inklusivitet,
exklusivitet och detektionsgrins.

En metod for att odla fram C. burnetii frin miljo-
prover som ér positivt med realtids-PCR utvarde-
rades. Det var inte méjligt att med denna metod
isolera viabla C. burnetii stammar direkt fran milj6-
prover, frimst beroende pa svarigheter att reducera

den mikrobiella bakgrundsfloran.

Jamforelse av uppodlade stammar med MLVA
uppvisade tva kluster, dels ett kluster med referens-
stammen Nine mile och svenska isolat, dels ett dar
ovriga stammar klustrade. For tillforlitliga resultat
krivs ytterligare isolat att jamféra mot.
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Q-feber orsakas av Coxiella burnetii, en liten obligat intracellulir bakterie. C. burnetii tillhor riskklass 3
pé grund av sin héga smittsamhet, liga infektionsdos och goda 6verlevnadsformaga.

Under de senaste aren har antalet manniskor som insjuknat i Q-feber 6kat i Sveriges niromrade. Mer
dn 4000 personer har insjuknat i Q-feber i Nederlinderna sedan utbrottets bérjan 2007 (Kahn 2011).
I Danmark har en 6kad férekomst av antikroppar mot C. burnetii hos mjolkkobesittningar noterats
(Agger et al., 2010). Aven i Finland har antikroppar pavisats i serum och i mjélk hos nétkreatur
(EVIRA). I tankmjolk fran flera svenska mjélkproducenter har C. burnetii pavisats med serologi

och realtids-PCR. Man har 4ven konstaterat forekomst av C. burnetii i ett aborterat foster fran n6t
(SVA). Mot bakgrund av detta genomfdrdes under 2009 ett projekt inom FBD med syfte att ta fram
referensmaterial genom odling av referensstammen Nine Mile och ytterligare ett antal relevanta

C. burnetii-stammar (FBD-rapport 2/2009). Aven ringtest genomférdes i FBDs regi for molekylir
pavisning av C. burnetii (FBD-rapport 1/2009).

Med hinsyn till risken att Q-feberutbrott ocksé skulle kunna intriffa i Sverige, liknande de utbrott som
drabbat Nederlinderna, behover férmagan att detektera patogenen forbattras och harmoniseras mellan
de ingdende myndigheterna i FBD.

En realtids-PCR metod fér pavisning av bakterien, som tidigare studier visat fungerar mycket bra
bygger pi amplifiering av ett repetitivt element (Denison et al., 2007). Detta repetetiva IS-element,
IS1111a férekommer i ett varierat antal kopior i olika C. burnetii-stammar vilket gor att det bara behovs
ett fatal organismer for att kunna detektera C. burnetii. I dagsliget finns inte kunskap om IS-elementet
kan forekomma som bakgrund i andra typer av organismer. Under 2009 utvirderades en inom FBD
framtagen realtids-PCR for IS1111a och korsreaktivitet kontrollerades mot 74 stammar (FBD-rapport
1/2009). Vid det tillfillet saknades vissa agens som kan férekomma vid samma typ av fragestillning,
oklar feber hos minniska eller vid kastning hos djur. C. burnetii och Legionella pneumophila tillvixer

i fagolysosomen och de har ett antal homologa gener som kodar fér virulensfaktorer. Rickettsiae spp

ir obligat intracelluldra och har samma nisch som C. burnetii och dr darfor ocksé intressesanta att
kontrollera att de inte identifieras med IS1111a-primrar. Brucella spp forekommer vid oklar feber

och sa aven Clamydia spp som ocksa kan leda till kastning. Olika isolat fran dessa mikroorganismer
undersoktes darfér med avseende pd korsreaktion i realtids-PCR.

For identifiering av C. burnetii finns pa FOI sedan tidigare primrar for ett antal olika PCR-markérer
sodB, icd, com1a, com1b (comla och com1b identifierar olika delar av genen com1) framtagna. Dessa har
testats pa bl a referensstammen Nine Mile och svenska isolat. Ytterligare C. burnetii-stammar fran olika
ursprung har odlats upp och testats med dessa markérer. Ingen av markérerna kunde sérskilja olika
typer av isolat darfor valdes de markorer som fungerade bra i multiplex-PCR tillsammans med IS1111a
och interna kontrollen silherpesvironer (PhHV-1). Nya primrar och prober har konstruerats for sodB
och com1 och utvirderas med hinseende pa inklusivitet, exklusivitet och detektionsgrins.

De 74 referensstammar som anvands inom FBD och agens som kan férekomma vid samma frage-

stillning har testats.

I projektet ingick att forska isolera C. burnetii fran realtids-PCR positivt mj6lk- och placentaprov

fran ko for att erhalla nya svenska isolat. For att utarbeta metod fér odling fran mjolk testades negativa
mjolkprov. Dels tillsattes enbart mjolk till celler for att se hur cellerna klarade miljon, dels sattes en

kind méngd C. burnetii till mj6lken for att se hur snabbt de kunde detekteras i cellinje. Resultatet frin
torforsoket beaktades vid odlingen av de realtids-PCR positiva proven. For att undvika falskt positiva
mjolkisolat odlades inga andra C. burnetii stammar under tiden. Proverna odlades under fyra veckor. For
verifikation av eventuella odlingspositiva gjordes realtids-PCR med tva olika markérer.
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2. SYFTE

Syftet med projektet var att harmonisera och forbattra diagnostiken av C. burnetii och utvirdera befintlig
realtids-PCR metodik inom FBD, dels i humanprover dels i veterinirmedicinska prov.

DELMAL 1: Utvirdering av FBD:s realtids-PCR for IS1111a.

For att ytterligare validera realtids-PCR med markéren IS1111a for identifiering av C. burnetii som
utvecklats inom FBD (FBD-rapport 1/2009) testades isolat fran Legionella spp, Brucella spp och
Clamydia spp. Dessa agens kan férekomma vid samma typ av sjukdomsfragestillning.

DELMAL 2: Fler PCR-markérer for identifiering av C. burnetii.

For att forstirka identifiering av C. burnetii konstruerades nya primrar och prober vilka designades for
att anpassas till realtids-PCR med internkontroll som harmoniserar med 6vriga FBD PCR-primrar. De
nya realtids-PCR utvirderades med hinseende pa inklusivitet, exklusivitet och detektionsgrins.

DELMAL 3: Odling av C. burnetii fran mjolk- och placenta prov.

En metod for isolering av C. burnetii fran olika typer av prov utarbetades och testades pa realtids-PCR
positiva mjolk- och placentaprover.

DELMAL 4: Utvirdering av MLVA-metod.
Den MLVA-metod som finns uppsatt pi SVA utvirderades pa de framtagna C. burnetii-stammarna.

FE.
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3. MATERIAL OCH METODER

3.1 UTVARDERING AV FBD:S REALTIDS-PCR FOR IS1111a

For att ytterligare kontrollera eventuell korsreaktivitet hos primrar f6r IS1111a utférdes exklusivitets-
kontroll av bakteriestammar som ar aktuella vid samma typ av fragestallning som vid C. burnetii infek-
tion. Olika stammar av Clamydia, Brucella och Legionella som fanns pa SMI, SVA och FOI testades.
Samtliga realtids-PCR inkluderade bade probe och intern standard (silherpesvironer) enligt FBD-
rapport 1/2009. Realtids-PCR reaktionerna finns beskrivna i S1 Utvirdering av FBDs realtids-PCR.

3.2 DESIGN AV FLER MULTIPLEX REALTIDS-PCR MARKORER FOR
IDENTIFIERING AV C. BURNETII

Det finns ett antal gener beskrivna i litteraturen som &r limpliga for identifiering av C. burnetii och som
kan anvindas for verifiering av ett positivt svar med markoéren IS1111a. Pa FOI finns primrar for olika
PCR-markérer (sodB, icd, com 1a, com 1b) (S2 PCR-markérer) vilka tidigare har testats. Ytterligare

C. burnetii stammar fran olika ursprung har odlas upp (Bilaga 1) och testats med dessa markérer (Bilaga 2).

De markoérer som har anvénts ér icd, sodB och com1. Efter BLAST-s6kning av generna konstaterades att
icd och sodB har homologa gener i andra bakterier, medan com1 endast ar homolog i en viss del av genen
(S3 Multiplex realtids-PCR for Coxiella ).

Tabell 1. Gener som har anvénts for design av ny realtids-PCR inom FBD fér C. burnetii

Gen Kodar for Antal kopior i genomet
IS1111a transposase Transposase gene for IS element IST7717a 7-110 (Klee et al)

icd Isocitrate dehydrogenase (NADP) 1

sodB Superoxide dismutase 1

coml] Outer membrane protein 1

Multiplex design och in silico kontroll

Det finns fem sekvenserade genom av C. burnetii. For generna ovan finns det dven deponerade sekvenser
for hela eller delar av genen for andra stammar. En konsensussekvens har tagits fram for alla deponerade
sekvenser i nt databasen (NCBI) for respektive gen. Multiplexa PCR pa konsensussekvensen har tagits
fram med hjilp av programmet Allel ID. Standardvirden i programmet for reaktionsforhallanden
(salthalt) och primer/prob design anvindes. Eftersom PCR for IS1111a redan ir designad

anvindes den som referensgen vid den multiplexa designen. Smalttemperaturen for internstandard
(silherpesvironer PAHV-1 primrar) skiljer sig med 5-7°C fran de fér IS1111a, varfor de inte kan
anvandas vid den multiplexa designen. Daremot kontrollerades i efterhand att inga primer-dimers bildas
mellan de designade primrarna och PhHV-1 primrarna. For att fa en effektiv och specifik multiplex PCR
har f6ljande punkter f6ljts vid designen.
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Kort ampliconlingd

Samma smilttemperatur som f6r IS1111a

Primrar och prober hybridiserar s lite som mgjligt (<8 kcal/mol)
Del av gen for PCR ir sekvenserat for s manga stammar som mojligt

De framtagna primrarna har kontrollerats med:

BLAST-primer (via Allel ID)

BLAST amplikon (via Allel ID)

Visuell kontroll mot homologa gener

Hybridisering med primrar och prober fér den interna positiva kontrollen (PhHV-1)

Cellkultur

Buffalo Green Monkey Kidney (BGM) fibroblaster (Flow laboratories) odlades i Eagles MEM
supplementerat med Earl s salt; 1x nonessential amino acids; 2mM L-Glutamate; 5% FBS; 0,2%
Na-bicarbonate (samtliga Invitrogen).

Forforsok

Ett forforsok gjordes dir C. burnetii negativ mjolk spikades med en kind mingd av stammen Nine mile
for att testa metoden. For att etablera cellinfektion sattes olika koncentrationer av Nine mile till ror med
1 ml BGM cellkultur med en tithet av ca 10°celler/ml och centrifugerades vid 1250 rpm 30 minuter
och inkuberades vid 37°C. Till mediet sattes 10ug/ml Gentamicin och 0,25ug/ml Fungizione for att
inhibera kontaminering. Cellkulturerna kontrollerades varje dag for att uppticka vakuolbildning, dvs.
infektion.

Odling av C.burnetii-positiv placenta och mjolk

Placentorna skoljdes i 0,9% NaCl med 10ug/ml Gentamicin och 0,25ug/ml Fungizione innan de
mosades med pistong i r6r med tillsats av NaCl. Roret vortexades och fylldes upp till 10ml med

NaCl, vortexades igen och centrifugerades vid 1250 rpm S minuter. Tva ml av supen filtrerades
genom 0,45y-sprutfilter innan den centrifugerades vid 12 750 rpm 15 minuter. Pelleten sattes till

rér med 1 ml BGM cellkultur, centrifugerades vid 1250 rpm 30 minuter och inkuberades vid 37°C.
Cellerna kontrollerades varje dag for att uppticka vakuolbildning. Mjélken spaddes 1:10 med NaCl
och vortexades innan den filtrerades genom 0,45 filter, centrifugerades vid 12 750 rpm 15 minuter
varefter pelleten sattes till ror med 1 ml BGM cellkultur, centrifugerades vid 1250 rpm 30 minuter och
inkuberades vid 37°C. Cellkulturerna kontrollerades varje dag for att uppticka vakuolbildning, dvs.
infektion. Efter fyra veckor borjade cellerna i rren att lossna sé de trypsinerades och allt material fordes
over till sma flaskor med nya friascha celler for att battre kunna f6lja eventuell infektion.

Varje vecka gjordes mediebyte och eventuell tillvixt kontrollerades med realtids-PCR med markoren
IS1111a.

Forsok att odla fran filtrerade prover upprepades ytterligare en ging. Skoljda, tvittade placentabitar

fick ligga i en petriskél och torka in en vecka f6r att kontaminanter skulle avdodas. Tyvirr vixte
kontaminanterna genast de kom i kontakt med cellodlingsmedium trots tillsats av bade Gentamicin och
Fungizide.

FE.
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Variation mellan olika stammarna kunde pavisas med MLVA och &skadliggoras genom konstruktion

av ett dendrogram (Arricau-Bouvery et al,, 2006). Vi valde 10 olika locus som skulle kunna visa

skillnader i de stammar vi hade odlat. PCR-amplifieringen gjordes i en totalvolym av 25yl. Vid

hégre koncenteration av DNA, ca 1 ng, anvindes Dynazyme DNA polymerase (PCR1) medan for

amplifiering av stammar dar DNA-koncentrationen var ligre dn 1 ng (Balaceau, Brajuvar, Herzberg,
Miinchen, S1, Utvinus) anvindes kitet Bio-X-Act™ Short DNA Polymerase fran Bioline (PCR2) med

vissa modifieringar.

Tabell 2. PCR reaktionsbuffrar

PCR 1

PCR buffer (Dynazyme)

Betaine

dNTP

respektive primer (S5 Primers for MLVA.)

Taq DNA polymerase (Dynazyme)

rent DNA

Tabell 3. PCR reaction Biometra T-Gradient termocycler

Initial
Temp 94°C
Tid 5 min
Cykler 1

Denaturering
94°C
30 sek

PCR 2
1X Optibuffer (Bioline)
0,5M Betaine

MgCl,

200pM dNTP

0,4pmol respektive primer (S5

Primers for MLVA.)

1U Bio-X-ACT short DNA

polymerase

Tng rent DNA

Anneling
60°C
30 sek

Amplifiering
72°C

1 min

30

Tx

0,5M
2,5mM
200pM
0,4pmol

0,8U

0,1-0,01ng

72°C

10 min

For primerparet ms33 skedde amplifieringen vid 70°C under 2,5 minuter. De amplifierade proven
analyserades med Ceq 8800 Gene Analysis System (Beckman Coulter)
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4. RESULTAT

4.1 UTVARDERING AV FBD:S REALTIDS-PCR FOR IS77171a

Fordelen med att anvinda IS-element som malsekvens i realtids-PCR assays dr att de ofta forekommer i
ménga kopior i olika stammar och dé kan ett fatal organismer ricka for detektion. IS-elementet IS1111a
har identifierats i C. burnetii stammar och inom FBD finns en realtids-PCR framtagen. Korsreaktiviteten
har kontrollerats mot 74 stammar som ingér i ett bibliotek for uttestande av PCR-primrar (FBD-rapport
1/2009). Vid det tillfillet saknades vissa agens som kan forekomma vid liknande fragestillning, oklar
teber hos minniska eller kastning hos djur som dérfor att testats i det hir projektet. Sammanlagt har 24
Brucella-stammar, varav tre B. melitensis, fem B. abortus, tva B. suis, en B. canis, en B. ovis, och en

B. microti testats. Aven 13 olika Legionella-stammar har testats, varav sju L. pneumonie, tva L. bozemanii,
en L. erythra, en L. dumoffii, en L. longbeachae och en L. micdadei. L. pneumophila ar den enda kinda
mikroorganism som liksom C. burnetii ocksa tillvixer i fagolysosomen och ett antal gener f6r virulens-
faktorer som uppvisar homologi med C. burnetii. Brucella spp forekommer vid oklar feber och s dven
Clamydia spp. Dessutom testades tva olika Clamydia-stammar, C. abortus och C. pecorum. Samtliga
stammar fran dessa mikroorganismer har testas med avseende pa korsreaktion i realtids-PCR och ingen
korsreaktivitet kunde pavisas (S1 Utvirdering av FBDs realtids-PCR).

4.2 FLER PCR-MARKORER FOR IDENTIFIERING AV C. BURNETII

Forutom IS1111a finns ett flertal olika PCR-markérer (sodB, icd, com 1a, com 1b) identifierade vilka
pavisar en gen i C. burnetii. Dessa PCR-primrar har testats pa Nine mile och de svenska isolaten.
Ytterligare 10 C. burnetii stammar (Bilaga 1) fran olika ursprung har odlas upp och testas med dessa
markorer (Bilaga 2). Ingen av dessa markérer skiljer ut olika typer av isolat. com1 och sodB valdes for att
icd hade homologier i andra bakterier (S3 Multiplex PCR f6r Coxiella). De testades i multiplex-PCR och
nya primrar och prober designades for att fungera i realtids-PCR med internkontroll som harmoniserar
med 6vriga realtids-PCR metoder utarbetade inom FBD. Inklusivitet, exklusivitet och detektionsgrins
utvirderades for den nya multiplex-PCR (Tabell 4 och S4 Resultat multiplex realtids-PCR med IS11114,
sodB och com1).

Tabell 4 Sammanstéllning av inklusivitet, exklusivitet och detektionsgrdns av multiplex
realtids-PCR for identifiering av C. burnetii

IS1111a | com1 sodB Anmarkning

Kanslighet [GE/pl]* 0,03 0,3 0,3 Koncentration DNA bestdmd
med QuantIT

PCR-effektivitet [%]* | 109 100 98

Inklusivitet 15/15 14/15 14/15 Lag koncentration pa ett prov

Exklusivitet 112/113 112/113 111/113 Falskt positiva hade
exponentiell kurvform

R2 0,996 1,000 1,000

*Genom ekvivalenter (GE)

10
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4.3 ODLING AV C. BURNETII FRAN M]OLK- OCH PLACENTAPROV
Forforsok

For att utarbeta metod f6r odling testades C. burnetii negativa mj6lkprov. Vid mediebyte sparades
overfasen, DNA preparerades med MasterPure™ DNA Purification Kit (Epicentre Biotechnologies®)
och kontrollerades med realtids-PCR med IS1111a. Endast de prov dir mjolken hade filtrerats kunde
anvindas, ror med ofiltrerad mjolk var kontaminerade. Bara mj6lk himmade till viss del cellkulturens
tillvixt men efter mediebyte aterhdmtade de sig. Vi kunde inte se nagra vacuoler eller visa med realtids-
PCR att cellkulturerna var infekterade efter en méanad.

Odling av C. burnetii positiv placenta och mjolk

Ofiltrerade prov sattes till rér med cellkultur men de uppvisade genast kontaminering sa de fick utga
ur testet. Aven vissa cellkultur-rér med filtrerade prov uppvisade kontaminering. De rér som inte var
kontaminerade trypsinerades efter tre veckor och allt sattes till flaskor med nya frischa celler. Realtids-
PCR med IS1111a uppvisade i borjan, efter 1-2 veckor, Ct-virden runt 15-20 for att lingsamt sjunka,
till forsoket avbrots efter S manader, till Ct 28-30. De hogre Ct-virden i borjan beror troligen pa att det
finns kvar C. burnetii DNA i provet, men inga levande bakterier. Nya odlingar pabérjades under tiden
men ingen kunde uppvisa Ct-virden som visar pa tillvixt av C. burnetii.

4.4 MULTIPLE LOCI VARIABLE NUMBER OF TANDEM REPEATS ANALYSIS (MLVA)

Variation mellan olika stammarna kunde pavisas med MLVA och askadliggoras genom konstruktion

av ett dendrogram (Arricau-Bouvery et al,, 2006). De flesta lokus har ett antal olika varianter pa repeats
som visar pa visst sliktskap. I nagra stammar finns lokus med unikt antal repeats, vilket skulle tyda pa att
dessa stammar sirskiljer sig fran 6vriga.
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Dendogrammet baserat pa 10 olika lokus-markorer, visar pa tva olika grupper, en grupp dar
referensstammen Nine mile och nirbesliktade stammar med samma plasmid hamnar, diribland alla
svenska isolat. En grupp déir stammar med annat plasmidinnehall klustrar men dven stammar som
tidigare inte analyserats. I Nine mile-gruppen hamnar S1 lite utanfér 6vriga trots att den isolerades
samtidigt som S4, dock fran en annan gotlindsk gird (Akesson et al,, 1991). I dendrogrammet hamnar
stammen Scurry i en egen linje troligen beroende pd den i kromosomen integrerade plasmiden.

Tabell 5: Resultat fran MLVA baserat pa repetetiva lokus (S5 Primrar fér MLVA) Arricau-Bouvery et al 2006.
De mérkmarkerade visar pa unikt antal repeats.

Sta rl;1or:1<us ms20 | ms22 | ms23 | ms24 | ms27 | ms28 | ms31 | ms33 | ms34 | ms36
Balaceau 19 6 3 7 3 3 2 9 5 4
Brajuvar 15 6 3 7 3 3 2 9 3 4
c2 15 6 8 27 4 7 5 9 5 4
Herzberg 19 6 3 7 3 3 2 4 3 13
Innsbruck 19 6 3 7 3 3 2 4 3 4
Minchen 15 6 3 7 4 3 2 4
Nm 15 6 8 27 4 6 5 9 5 4
Ohio 15 6 8 27 4 6 5 9 5 4
PH 19 6 3 7 3 3 2 4 3 13
Q154 6 3 3 4 2 4 2 13
S1 6 3 4 6 5 9 5 4
S4 15 6 8 27 4 7 5 5 4
Scurry 15 6 3 4 2 4
Utvinus 15 6 8 4 6 5 9 5 4

Den svenska stammen C2 uppvisar hog homologi med Nm och Ohio som uppvisar ett identiskt
monster. Diaremot uppvisar den svenska stammen S4 skillnad i ett lokus, ms33, medan isolatet S1 visar
pé unika antal repeats i ms20 och ms24, och skiljer sig fran de andra tva svenska isolaten S4 och C2.
Aven Miinchen har tva unika antal repeats i lokusen ms33 och ms34. Scurry har tre unika antal repeats
ilokusen ms23, ms24 och ms31 medan Q154 har unika antal repeats i ms20 och i ms24. Bade Scurry
och Q154 har ett annat plasmidinnehall d4n 6vriga stammar dérfér borde uppvisa de storsta skillnaderna.
Hittills finns det for fa stammar analyserade for att gora nagon sikrare jamforelse.
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Den realtids-PCR for identifiering av C. burnetii som finns framtagen inom FBD utnyttjar det repetetiva
elementet IS1111a. Den tidigare testade exklusiviteten (FBD-rapport 1/2009) saknar organismer som
kan ge samma sjukdomsbild (Brucella, Clamydia) och genetiskt nirbesliktade organismer (Legionella).
Sammanlagt testades 24 Brucella-stammar, tva Clamydia-stammar och 13 Legionella-stammar, och ingen
korsreaktivitet kunde pavisas (S1 Utvirdering av FBDs realtids-PCR). For ett fital stammar med olika
ursprung kunde en svag signal anas i realtids-PCR, vilket dven kan bero pa viss korskontamination med
C. burnetii eftersom IS1111a detekterar ner till en organism. Nar miljoisolat eller DNA fran "near neigh-
bors” blir tillgangliga bor de testas med den realtids-PCR som tagits fram inom FBD eftersom det har
visats att C. burnetii ir vanlig i naturen (Kersh et al,, 2010).

Det ir viktigt att kunna verifiera ett IS1111a realtids-PCR positivt prov med ndgon annan unik markor
for att sikerstilla diagnosen. Ett antal olika PCR-markérer vilka pavisar en gen (sodB, icd, com 1a, com 1b)
i C. burnetii finns identifierade. De testades forst mot olika C. burnetii stammar for att se om olikheter
mellan de olika stammarna kunde pavisas med nagon av dessa markérer, men inga skillnader kunde
pévisas (Bilaga 2). Tva av dessa markorer, com1 och sodB, valdes ut for att homologier med andra bak-
terier saknades. Primrar och prober har tagits fram och de utvirderades med hinseende pa inklusivitet,
exklusivitet och detektionsgrins (Tabell 3 och S4 Resultat multiplex realtids-PCR med IS11114, sodB
och com1). Den nya multiplexa realtids-PCR kan dirmed verifiera den tidigare framtagna realtids-PCR
IS1111a positiva prover.

Det ar 6nskvirt att forsoka isolera nya C. burnetii stammar, eftersom de stammar som finns att tillga

idag isolerades for mer 4n 10 ar sedan. Detta for att fa en aktuell bild av dagens infektivitet hos organis-
men. C. burnetii har pavisats i tankmj6lk med realtids-PCR och aven fran ko-placenta. Forférsok med

C. burnetii negativ mjolk gjordes for att etablera en metod, men inga vakuoler kunde ses i réren med
cellkultur, och ingen vixt kunde pavisas med PCR. Kanske hade vi spikat med for fa bakterier i borjan,
mjolken inhiberade tillvaxt eller bakterierna var inte tillrickligt viabla. Forforsoket beaktades vid starten
av isoleringsforsoket.

Det var svart att odla frin mjélk eftersom kontamineringen inte kunde behandlas fore odlingen. Placen-
tabitar kunde skoljas i en antibiotikalésning innan de mosades och sattes till cellkultur. De prov som inte
kontaminerats, eller dar annan bakterietillvixt kunde inhiberas, odlades under fem manader da varken
infektion av cellkultur eller positiv realtids-PCR kunde konstateras. Kontamineringen gjorde att hoga
koncentrationer av antibiotika och svamphidmmare fick tillsittas vilket eventuellt kan ha stort etablering
av infektion med C. burnetii.

Vid jamforelsen av MLVA kunde tva kluster identifieras. Skillnaderna inom klustren var forvintade
bland annat beroende av olika plasmidinnehall. Fér sju av stammarna (Nine mile, Ohio, C2, Innsbruck,
PH, Q154, Scurry) finns genomsekvens for ytterligare verifiering. Nine mile, Ohio och C2 uppvisade
nira sliktskap vilket ocksa verifierats med sekvensering. Skillnaden mellan S1 och S4 har tidigare inte
framkommit (Sjdstedt et al,, 1998). De DNA-baserade tester som tidigare fanns att tillgd (REP och
ERIK) visade ett identiskt monster for S1 och S4 medan C2 visade ett avvikande monster (Rustscheff
et al, 1999). Anledningen till den skillnad som framkom i MLVA kan dels bero pi att MLVA har hogre
upplosning dn REP eller ERIC, dels skulle proven eventuellt kunna innehalla DNA fran mer &n en stam.
For att verifiera dessa skillnader skulle de aterstaende svenska isolaten kunna sekvenseras, eller ytterli-
gare markorer for MLVA testas. Odling och preparation som ger hogre DNA-koncentration medfér att
samma PCR-metod kan anvindas sa att inte skillnader i DNA koncentration dr en parameter som kan
stora analysen. Arricau-Bouvery et al,, 2006 visade att stammar hamnade i samma kluster oberoende av
om man jamférde 10 eller 17 markorer. Enda undantaget i den jamférelsen var stammen Scurry.

FE.



FORUM FOR FB‘:}
BEREDSKAPSDIAGNOSTIK a




FORUM FOR
BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

6. SLUTSATSER

* En gemensam realtids-PCR, med markoéren IS1111a, som ér kinslig och fungerar bra for
identifiering av C. burnetii finns framtagen inom FBD.

o Erfarenhet av diagnostik av C. burnetii har hojts. Idag har samtliga myndigheter inom FBD
tillgang till primrar och prober f6r snabb realtids-PCR for identifiering vilket tidigare har
saknats. Vid SMI finns tva personer som utfor C. burnetii diagnostik med PCR och ytterligare
minst tvd som gor serologi. SVA har atta personer som arbetar med PCR-diagnostik och tva
som gor serologi. Vid FOI finns minst sex personer som kan PCR-diagnostik.

e Ytterligare tva PCR-markorer, sodB och com1, for identifiering av C. burnetii har tagits fram
och utvirderats, vilka kan verifiera IS1111a PCR.

* Molekylar typning baserat pa MLVA for C. burnetii har satts upp pa FOI och SVA.

* Metod f6r odling av C. burnetii har testats och kan nyttjas nar det finns behov av att odla fran
C. burnetii realtids-PCR positiva miljoprover eller vivnadsprover. Bakgrundsfloran ér fortfarande en
begransande faktor, for framgéngsrik isolering av C. burnetii. I prover med hog bakgrundsflora kan
isolering endast ske genom injektion och pafdljande isolering fran organ hos marsvin eller mus.

7. KOMPLETTERANDE DOKUMENT

Kompletterande dokument S1-SS finns pa FBDs interna projektrum (Wikin), under projekt 7, 2010
"Harmonisering av Cowiella detektion” och finns att tillga vid forfragan.

S1 Utvirdering av FBDs realtids-PCR

S2 PCR-markorer

S3 Multiplex PCR for Coxiella

S4 Resultat multiplex realtids-PCR med IS11114, sodB och com1

SS Primrar f6r MLVA
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Stam

Nine Mile RSA 493, Ph |
Nine Mile RSA 493, Ph Il
Nine Mile Ph I+l

Nine Mile ATCC VR 616
S1

S4

c2

Pricilla Q177

Ohio ATCC VR 542
Scurry Q 217

Kearno Q154

Herzberg

Minchen

Innsbruck

Balaceanu

Brajuvar

Utvinis

Ursprung

Tick, USA

Tick, USA

Tick, USA

Human, USA

Sheep placenta, Sweden
Sheep placenta, Sweden
Hay, Sweden

Goat placenta, USA
Milk, USA

Human, liver biopsy USA
Human, heart valve, USA
Human, Greece

Sheep, Germany

Goat, Austria

Human, Rumanien
Human, Rumanien

Human, Rumanien

Plasmid

QpH1
QpH1
QpH1
QpH1
QpH1
QpH1
QpH1
QpRS
QpH1
Plasmidless

QpRS

QpHI1
QpH1
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Ref Odlade
fr Mallavia 2009
fr Mallavia

fr Krauss

ATCC

Isol. Krauss 2010
Isol. Krauss 2009
Isol Umead 2009
fr Krauss 2009
ATCC 2009
fr Mallavia 2009
fr Mallavia 2010
fr Krauss 2010
fr Krauss 2010
fr Krauss 2009
fr Krauss 2010
fr Krauss 2010
fr Krauss 2010
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9. BILAGA 2

JAMFORELSE AV PCR-MARKORER, CT-VARDEN FOR OLIKA ISOLAT

Markor
Stam

Balaceau
Brajuvar
c2
Herzberg
Innsbruck
Minchen
Nm

Ohio

P/H
Q154

S1

S4

Scurry
Utvinus

H20

nd= not detectable

sodB
Ct

24
26,3
27

23

24,5
24,1
23,9
26,6
25

25,5
24,7
26,8
28,4
25,1
nd

IS1111a
Ct

17,4
19,1
20,8
16,3
17,6
17,6
18,4
20,3
18,7
17,5
17,8
20,2
21,8
18,8
nd

18

icd

Ct
23
24,9
25,6
21,3
23,5
22,6
23,3
25,2
23,1
24
22,9
25
27,3
23,4
nd

com 1a
Ct

22,9
24,9
25,2
21,8
23,4
22,6
22,8
24,8
23,1
23,8
23

25,1
27,3
23,3
nd

com 1b
Ct
23,4
24,9
25,4
22,2
23,7
23,2
22,9
25,2
23,4
24,7
22,9
25,1
27,3
23,5
nd
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