LRN - Laboratory Response Network

Sie¢ laboratoriow w USA, ktére bedq zdolne do szybkiej odpowiedzi na zagrozenie
zwigzane z uwolnieniem czynnikdw zakaznych lub w przypadku uzycia toksyn lub
pojawienia sie groznej epidemii

Kazde laboratorium
« stosuje okreslone metody identyfikacji czynnikéw biologicznych (protokoty CDC)

» uzywa wystandaryzowanych odczynnikéw i kontroli
« ma zapewniony dostep do bezpiecznego przesytania danych
» ma zapewniony dostep do najnowszych technik i pomoc w szkoleniu pracownikow

» przechodzi testy konczace sie certyfikatem

personel jest szczepiony i zatwierdzony !
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LRN

Poziom B

Poziom C
(22)




LRN - Laboratory Response Network

Zadania poszczegdlnych typéw laboratoridw:
Laboratoria A: Poziom bezpieczenstwa A, BSL-2,

Laboratoria kliniczne (publiczne lub prywatne), analizujg materiat kliniczny i identyfikujg czynnik
etiologiczny. Ich zadaniem jest wykluczenie obecnosci patogenu zwigzanego z bronig biologiczng
lub grozng epidemig (przy pomocy 8 klasycznych technik: barwienie Grama, test na oksydaze,
katalaze, ureaze, ruchliwos¢, hemolize, B -laktamaze i tworzenie satelit ). Protokoty dostepne w
internecie.

Jesli nie jest to mozliwe - lub w razie podejrzen - materiat przekazywany jest do laboratorium B.

Nie analizujg probek pobranych ze srodowiska.

Laboratoria B: Poziom bezpieczenstwa B, BSL-2 + procedury BSL-3

Identyfikujg okreslony czynnik, majg uprawnienia do analizy prébek pobranych ze srodowiska.

Laboratoria C: Poziom bezpieczenstwa BSL-3

laboratoria referencyjne

Identyfikujg okreslone czynnik przy pomocy
technik molekularnych.

Przeprowadzajg testy toksycznosci
analizujg prébki pobrane ze srodowiska.

Poziom D
BSL-4

Uczestniczg w testowaniu nowych metod diagnostycznych.

Laboratoria D: Poziom bezpieczenstwa BSL-4

Analizujg materiat kliniczny w przypadku
szczegolnie niebezpiecznych chordb,
przechowujg wirulentne oraz referencyjne szczepy.

Przeprowadzajg genetyczng

analize pordwnawczg -

detekcja genetycznie zmodyfikowanych czynnikow.
Opracowujg nowe techniki diagnostyczne.
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BSL - Biosafety level

Klasy bezpieczenstwa biologicznego

BSL-1

Praca ze znanymi czynnikami biologicznymi, o ktérych wiadomo, ze nie wywotujg
choréb u zdrowych dorostych oséb np. B. subtilis

sala ¢wiczen dla studentow:
nie wolno pic, jes¢, zu¢ gumy (!), uzywac kosmetykdéw (np. szminek),

myjemy rece, nosimy fartuch, a w razie potrzeby jednorazowe rekawiczki i okulary
ochronne

materiat biologiczny traktujemy zawsze jako potencjalne zrédto zakazenia - ptytki,
szkto laboratoryjne zatapiamy w detergencie, dezynfekujemy stoty laboratoryjne,
niczego, co miato kontakt z bakteriami nie wyrzucamy do $mietnika! Po uzyciu, ostre
rzeczy wrzucamy do specjalnego pojemnika.

Absolutnie nie wolno ktas¢ ptytek, ez, preparatow na zeszyty, ksigzki lub inne
rzeczy, ktore zabiera sie do domu.

Dtugie wiosy!




BSL - Biosafety level

BSL-3

Praca z czynnikami zakaznymi, ktére wywotujg choroby i sg przenoszone drogg
kropelkowg lub wziewng

Praca z mato poznanymi czynnikami zakaznymi

Wszystkie czynnosci, ktore mogq prowadzi¢ do powstania zakaznego aerozolu:
- namnazanie wiekszych ilosci bakterii/wirusow
- przygotowywanie szczepionek

BSL-2 + Scisle kontrolowany dostep do laboratorium, osobne wejscie, podwadjne
drzwi, komora laminarna klasy Ill

Powietrze w pomieszcceniu filtrowane przez filtry HEPA, ujemne podcisnienie,
odkazanie wszystkich odpaddw i przedmiotow, ktdre miaty stycznos¢ z materiatem
biologicznym, odkazanie fartuchéw przed praniem

Komora BSL-3




BSL - Biosafety level

BSL-4

Praca z czynnikami zakaznymi, ktére wywotujg Smiertelne choroby i sg wysoce
zakazne/ przenoszone wziewng

BSL-3 + laboratorium w osobnym budynku otoczone strefg ochronng, oddzielne
generatory pradu

Personel pracuje w kombinezonach, po wyjsciu przechodzi odkazanie (prysznic)

Praca w laboratorium BSL-4, CDC




BSL - Biosafety level

BSL-2

Praca z czynnikami zakaznymi, ktére wywotujg choroby u ludzi np. B. anthracis;
ryzyko zakazenia sie drogg pokarmowa, poprzez btony sluzowe, uszkodzenia
skory,

BSL- 1 + laboratorium oddzielone od gtéwnego szlaku komunikacyjnego w
budynku, niedostepne dla osbb trzecich, opatrzone symbolem A )\

Wyposazenie: komora laminarna klasy Il, autoklaw L

Fartuchy laboratoryjne, ktére zostajg w laboratorium, jednorazowe rekawiczki i w
razie potrzeby okulary ochronne

UWAGA! W rekawiczkach nie wolno odbiera¢ telefonéw ani dotykac innych
przedmiotéw, ktore mogty by w ten sposéb ulec skazeniu

Przeszkolony personel, szczepiony przeciw HBV i innym czynnikom zakaznym

Opracowany plan dziatania w przypadku zakazenia

Figure 5. The Class |1, Type B2 BSC
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Poziom bezpieczenstwa wymagany przy pracy z patogenami -
przyktady

Praca z patogenami (jesli nie istnieje niebezpieczinstwo powstawania aerozolu):
C. botulinum, C. diphteriae, M. leprae, V. cholerae, Salmonella,
wirus Denga, wirus zapalenia watroby typu A, grypy, wscieklizny, wirus HIV,

wirus polio

Jedynie diagnostyka (materiat kliniczny): Coxiella burnetti i inne riketsje, waglik,
tularemia, gruzlica, dzuma

B. anthracis, C. botulinum, Y. pestis,
wirus zapalenia watroby typy B, wirus Hanta

Coxiella burnetti i inne riketcje, F. tularensis, M. tuberculosis, M. bovis

wirus gorgczki Rift, wenezuelskie konskie zapalenie mézgu, zétta febra, wirus
zachodniego Nilu

wirusy: ospa, Marburg, Ebola, Junin, Krym-Kongo, Omsk, Lassa, Machupo,
Sabia

wirus polio po zaprzestaniu szczepien



Diagnostyka

Lekarz: objawy choroby, pobiera materiat kliniczny

Laboratorium diagnostyczne:

Metody
,Klasyczne”

Izolacja czynnika
etiologicznego

- izolacja nie zawsze jest
mozliwa

- lub jest niewskazana w
warunkach standardowego
laboratorium klinicznego
(wysokie ryzyko zakazen)

barwienie Grama lub inne

testy biochemiczne,
serologiczne, hemoliza,
ruchliwos¢, antybiogram

Metody biologii
molekularnej

Posrednio wykrywajg obecnosé
czynnika etiologicznego

- wykrywajg obecnos¢ antygenu
- wykrywajg obecnos$¢ swoistych
sekwencji DNA

- szukajg genetycznego wzoru
patogenu

Umozliwiajg badanie
retrospektywne - odwotuja sie do
»pamieci immunologicznej”
organizmu

- wykrywajg obecnos$¢ swoistych
przeciwciat



Techniki wykrywajace antygen

w_surowicy (pobiera sie krew) lub w wydzielinach

- testy immunofluorescencyjne (DFA)
N ¥

-_ . = Przeci_wpia’ra znakowane.
barwnikiem fluorescencyjnym

wymaz

Zasada dziatania testu DFA

- test ELISA: sandwich ELISA

in situ:
(w tkankach, pobiera sie biopsje)
- test immunofluorescencyjny

- test immunoenzymatyczny

Przygotowanie
ultracienkich skrawkow

l
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Badany skrawek tkanki



Techniki wykrywajace swoiste przeciwciala

test IFA

immunofluorescencji posredniej

Przeciwciata znakowane
barwnikiem fluorescencyjnym
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Techniki zwigzane z analizg DNA

- pozwalajg oznaczy¢ mikroorganizm do gatunku
np. na podstawie analizy genu kodujgcego 16S r RNA
mozna zidentyfikowaé: C. burnetti, F. tularensis;

nie mozna: Y. pestis, B. Anthracis

- pozwalajg okresli¢ wyspy patogennosci
- pozwalajg okresli¢ lekoopornosé¢

- pozwalajg stwierdzié, czy dane szczepy pochodzg z tego samego zrédta tj. czy sg
identyczne - analiza polimorfizmu

- wykorzystuja:
amplifikacja okreslonych fragmentéw DNA, hybrydyzacja



Standardowa lancuchowa reakcja polimerazy DNA

Matryca DNA (z probki klinicznej)

+ bufor

+ primery

+ mieszanina tréjfosforanéw nukleotydéw \4

+ enzym:
termostabilna polimeraza DNA
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) v Przeprowadzamy PCR
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Real-time PCR

Matryca DNA (z probki klinicznej)

+ bufor

+ primery

+ mieszanina tréjfosforanéw nukleotydéw

+ znakowana sonda \
+ enzym:

termostabilna polimeraza DNA Przeprowadzamy PCR

e —
WYNIK Detektor
Analiza fluorescencji
W czasie rzeczywistym
TagMan
wykorzystuje:

« aktywnosc¢ egzonukleolityczng 5'-3' polimerazy Taq

* zjawisko fluorescencji: wzbudzony barwnik - fluorofor - emituje
Swiatto o okreslonej dtugosci fali

» zjawisko wygaszania fluorescenciji: substancja - wygaszacz-
pochtania emitowane fale swietlne, jesli znajdzie sie w bliskiej
odlegtosci od fluorochromu ok. 10 do 100 Angstremow.

* Zjawisko rezonansowego przenoszenia energii fluorescencji (FRET)




FLUORESCENCYJNY REZONANS ENERGETYCZNY (FRET)
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Energy transfer

337 nm

Eurgpium cryptate

Modern Drug Discovery, 1999, 2(3), 61, 63-64, 66, 68, 71.
Copyright © 1999 by the American Chemical Society.

http://pubs.acs.org/hotartcl/mdd/99/jun/wedin.html

Zjawisko rezonansowego przenoszenia energii fluorescencji ze wzbudzonego
fluorofora (donor) na drugi fluorofor (akceptor), znajdujacy sie w odpowiednio
bliskiej odlegtosci (1-10 nm), ktéry emituje swiatto fluorescencyjne.

FRET mozna wykorzysta¢ do badania interakcji pomiedzy czasteczkami
biologicznymi znakowanymi odpowiednimi fluoroforami. Zwigzanie sie
czgsteczek wywotuje emisje swiatta.

np. wigzanie przeciwciat z antygenem, podjednostek czynnikéw transkrypcyjnych z
DNA, sledzenie tworzenia sie/dysocjacji kompleksow biatek w komérkach
(mikroskopia)



TagMan

3 5’
5 K
l Denaturacja matrycy, temp. 96°C
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Przytaczenie primerow i sondy znakowane;j
barwnikiem fluorescencyjnymi i wygaszaczem.
Bliskos¢ wygaszacza sprawia, ze energia
emitowana przez barwnik jest pochtaniana
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istnieje wiele odmian oraz zastosowan PCR
* nested PCR
» multiplex PCR

* Multiple-Locus-Variable number tandem repeat Analysis (MLVA) - uzyta do
analizy waglika.

Variable Number Tandem Repeats - VNTR

konserwatywna

sekwencja Wielokrotne tandemowe
flankujaca powtodrzenia
\ ok. 10 do 90 p.z.
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