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Vojenský zdravotní ústav (dále jen VZÚ) se dlouhodobě zabývá problematikou 
přípravy, detekce, identifikace typizace vysoce rizikových agens. V oblasti genomiky byla 

činnost historicky zaměřena na přípravu kitů pro rychlou detekci a identifikace těchto agens 
pomocí PCR a nověji též pak ve spolupráci i na typizaci pomocí techniky celogenomového 

sekvenování.  V oblasti proteomiky a hmotové spektrometrie byl řešitelský kolektiv zaměřen 
jednak na detekci a identifikace bakteriálních a rostlinných toxinů významných z pohledu 

biologické ochrany, ale též na techniky komplementární k přístupům genomickým. Klíčovým 
prvkem pro samostatnou odbornou i výcvikovou činnost pak bylo zázemí pro přípravu vzorků 
vysoce rizikových agens tvořenou jednak laboratořemi VZÚ Praha pro přípravu a 
optimalizaci technik izolace a zpracování a také laboratořemi VZÚ Těchonín. Laboratoře 
VZÚ Těchonín se rovněž v rámci svých vědeckých aktivit zabývají in vivo testováním 
účinnosti látek s potenciální aktivitou proti vybraným rizikovým agens a testování 
dekontaminačních prostředků se zřetelem na dekontaminaci osob a prostor. Dlouhodobější 
rámec je pak vymezen Koncepcí vědy a výzkumu do roku 2025 Vojenského zdravotního 

ústavu Praha (VZÚ) z roku 2018. 

 

1. Charakteristika etapy řešené za hodnocené období 
 

Personální zabezpečení je uvedeno v Příloze č. 1, tabulce R1 datových položek. 
 

VZÚ se v současné době podílí na řešení zakázky Ministerstva vnitra (MV) 

VH20172020012 Příprava kolekce standardů biologicky významných toxinů - EBLN 

(European biodefence laboratory network) a projektu MV - BV VI20152020044 „Multiplexní 
xMAP technologie pro komplexní detekci patogenních agens významných z pohledu zajištění 
ochrany zdraví a zvířat“. Náplň výše uvedené zakázky a prvně uvedeného projektu a i další 
spolupráce mimo něj jsou v intencích záměru rozvoje organizace. Dále se podílíme na 

konsociu Q GPAS consortium, Bundesministerium für Bildung und Forschung (BMBF), 

01KI1726B (2018 – 2022). 

 

Aktivně spolupracujeme s řadou tuzemských i zahraničních pracovišť, a to jak ve sféře 
vojenské, tak i civilní. 
 

Seznam cílů. 
 

Získání relevantního panelu agens Coxiella burnetii, implementace postupů jejich 
kultivace, detekce, identifikace a typizace a zároveň i aplikace moderních metod 

celogenomového sekvenování a proteomiky dříve rozvíjených v oblasti bakteriálních agens.  
 

2. Konkrétní dosažené výsledky jednotlivých dílčích částí ZRO (dle schválené 
struktury ZRO)  

 

Pro pilotní studii byli vybrání zástupci r. Coxiella burnetti a Rickettsia vyžadující práci 
v prostředí jak BSL-2, tak i BSL-3. 

 

Coxiella burnetii. V kontextu výroční zprávy za předcházející rok byl optimalizován protokol 

kultivace modelového organismu C. burnetii RSA 439 Nine Mile Phase II (BSL-2 kmen) na 
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buněčných liniích a následně otestován i pro izolát Phase I (detailnější popis výsledků je 

v příloze č. 3) 

 

Zároveň došlo k dodání a zprovoznění instrumentace Inkubátor s atmosférou CO2 s 
vysokoteplotní desinfekcí (květen 2019) umožňující axenickou kultivaci a byl proveden 

pilotní experiment s modelovým organismem C. burnetii RSA 439 Nine Mile Phase II (BSL-2 

kmen). Postup a výsledky jsou součástí přílohy č. 3 

 

V oblasti využití genomických a proteomických metod byla ve spolupráci s Friedrich-

Loeffler-Institut, Federal Research Institute for Animal Health, Jena, Německo publikována 
studie porovnávající proteomy C. burnetii RSA 439 Nine Mile Phase II a C. burnetii RSA 493 

Nine Mile Phase I kultivovaných v axenických médiích (axenic acidified citrate cysteine – 

ACCM-2) a definovaném ACCM (ACCM-D) a zároveň infikované linie myších fibroblastů 
(L929). Tato publikace, která je dedikována i k tomuto záměru - viz. příloha č. 4. 

 

V návaznosti na komplexní recenzní řízení této studie byla nastíněna následná spolupráce 
s Friedrich-Loeffler-Institut, Federal Research Institute for Animal Health (FLI), Jena a 

proběhla zde i pracovní návštěva (21. 8. – 23. 8. 2019). Cílem následných studií bude příprava 
infikované buněčné linie ovčích trofoblastů AH-1 a následná optimalizace protokolu 
nabohacení Coxiell. Další buněčnou linií, kterou plánujeme analyzovat by byly linie lidských 
monocytů THP-1. 

 

Bylo též rozhodnuto přistoupit ke kroku synchronizace infikujících buněk spočívající 
v sjednocení Coxiell do fáze Small cell variant (SCV) před vlastní infekcí hostitelských 
buněk. Tento proces bychom rádi kontrolovali pomocí relativní kvantifikace proteinu ScvA. 

Pilotní vzorky pro analýzu AH-1 linií a kvantifikaci ScvA pomocí hmotové spektrometrie 
budou připraveny do konce tohoto roku. Zároveň je v prosinci plánována výměnná stáž 

studenta FLI (prosinec 2019). 

 

r. Rickettsia. Z důvodů navázání na spolupráci s pracovištěm Universidad Autónoma de 
Yucatán, Mérida Yucatán, México a potřebě prohloubení znalostí a schopností práce s 
organismy blízce příbuznými Coxiella burnetii - s vnitrobuněčnými bakteriemi rodu 

Rickettsia (zahraniční pracovní cesta 2. pololetí  2017) byly v letošním roce připravena další 
sada vzorků dle optimalizovaného protokolu, zahrnující využití digitoninu, jako mírného 
detergentu pro lýzu VERO hostitelských buněk (na základě publikace Valáriková J et al., 

Acta Virol. 2016) 

 

Tato optimalizace měla cíl nabohatit materiál pathogena (R. rickettsii a R. typhii), avšak 
výsledkem byl pouze nesignifikantní počet rickettsiových proteinů na pozadí dostatečné masy 
hostitelských buněk). To poukazuje na správný způsob zpracování vzorku a jeho následné 
analýzy, avšak na nedostatečný způsob kultivace/nabohacení Rickettsií. 

 

Pro sestavení a optimalizaci protokolu izolace a nabohacení intracelulárních agens 

z buněčných linií, který lze považovat z pohledu dlouhodobého rozvoje pracoviště za zásadní, 
byly navázány spolupráce se dvěmi zahraničními pracovišti. 

 

První spolupráce probíhá s Israel Institute of Biological Reseach (IIBR). Jeho zástupci se 
již dříve zúčastnili 3rd Biological Workshop na Komorním Hrádku v roce 2018, který VZÚ 
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každoročně pořádá. Z pohledu stanovených cílů tohoto záměru je významný projekt IIBR, 
jehož cílem je nalézt vhodné kandidátní proteiny pro vývoj vakcíny proti další intracelulární 
patogenní bakterii, Francisella tularensis. Jedním z dílčích cílů tohoto projektu je hledání 
kandidátních proteinů exprimovaných ve vybraných buněčných liniích, konkrétně liniích 

myších makrofágů RAW 264.7 a liniích lidských plicních alveolárních epiteliálních buněk 
A549. Vzorky připravené dle pilotního protokolu byly analyzovány standardním postupem a 
výsledkem pilotních analýz bylo v případě RAW 264.7 buněk 130 – 200 proteinů Francisella 

tularensis na pozadí více než 2000 myších proteinů. V případě linií A549 nebylo množství 
Francisellových proteinů signifikantní, přestože množství hostitelských proteinů potvrdilo 

správnost provedené analýzy.  
 

Z důvodů potřeby osobních konzultací pak od 19. 1. do 27. 1. 2019 proběhla návštěva 
IIBR v Ness Zioně. Následující sada experimentu s linií A549 s optimalizovaných protokolem 
však k požadovanému množství proteinů F. tularensis rovněž nevedla a bude proto nutno v 

budoucnosti protokol kultivace a nabohacení modifikovat. Toto pracoviště se zabývá rovněž 
rickettsiósami (prozatím pouze serologický environmentální monitoring – Rickettsia conori. 

R. africae, R. sibirica a R. mongolitimonae) a výhledově bychom rádi rozšířili spolupráci 
právě tímto směrem. 

 

Druhá spolupráce byla navázána s pracovištěm Ústav virologie Slovenské akademie věd 
v Bratislavě, jehož návštěva proběhla od 29. 7. do 2. 8. 2019. Prvotním výstupem této 
spolupráce bylo optimalizace procesů kultivace C. burnetii a získání kontrolní sady vzorků 
zástupců C. burnetii a r. Rickettsia. Výstupy této analýzy zahrnující jak celogenomové 
sekvenování, tak proteomiku jsou shrnuty v příloze č. 5 V oblasti celogenomového 
sekvenování jsou konkrétně dostupná data vzorku č. 4 - R. akari). 

 

Z úvodních analýz lze konstatovat, že vzorky jsou použitelné pro zpracování naším 
workflow a přítomnost použitých koncentrací formaldehydu proteomice nevadí. Avšak kvalita 

vzorku pro proteomiku nemusí vždy korelovat s použitelností týchž vzorků pro genomické 

analýzy. Podařilo se nám také potvrdit správnost způsobu nabohacení bakterií z hostitelských 
buněčných kultur (identifikace až stovek rickettsiových proteinů).  
 

Byl proto konfrontován původní suboptimální protokol přípravy vzorků a je plánována 

implementace těchto změn na pracovišti Universidad Autónoma de Yucatán, Mérida Yucatán, 
México, která by měla proběhnout v rámci pracovního pobytu od 28. října do 6. listopadu 

tohoto roku. Měla by být připravena sada dalších vzorků R. typhii a R. rickettsii pro 

proteomickou a genomickou analýzu. Významným cílem této cesty je též dohodnout možnost 
transferu živých kmenů r. Rickettsia do sbírek VZÚ Praha, pracoviště Těchonín, a zavedení 
postupů jejich kultivace a izolace. 

 

Důležitým bodem dlouhodobého rozvoje je doplnění již stávajícího zastarávajícího 
vybavení laboratoře hmotové spektrometrie (4000QTRAP) modernější instrumentací hmotové 
spektrometrie (Q-Exactive, k dispozici od listopadu 2018), které je nyní ve fázi testování a 

pilotních analýz. Komplex této instrumentace by měl umožnit jednak detailnější 
proteomickou analýzu (prefrakcionace a větší počet identifikací z jednotlivých vzorků), ale 
zároveň i větší autonomii v analýze proteomů, což se ukazuje z pohledu i mezinárodních 
spoluprací jako velmi perspektivní. 
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3. Které cíle ZRO a z jakých důvodů zůstávají neřešené. 
 

Plánovaný materiál byl roce 2019 pořízen a plnění cíle probíhá dle předem navrhovaného 
harmonogramu. 

 

4. Identifikace rizik, návrh změn v obsahu a postupech řešení ZRO, potvrzení cílů 
a harmonogramu prací řešení ZRO na následující rok. 

Obecným rizikem je oblast personálního zabezpečení (zahraniční mise, změna 
systematizovaných míst, odchod na mateřskou. Noví zaměstnanci se musí zaučit v běžné 
praxi. To zpomalí zavádění výstupů dílčích úkolů. 

 

5. Stručné zprávy o výsledcích zahraničních cest, vykonaných ve prospěch 
výzkumného záměru. 

 

Pracoviště řešitele průběžně realizuje řadu zahraničních služebních cest prohlubující 
schopnosti práce s RAT/VRAT. Z pohledu záměru mezi nejzásadnější patří spolupráce s 

Federal Research Institute for Animal Health, Jena, Německo, viz. bod 2., které se 
dlouhodobě problematikou Coxielóz aktivně zabývá (zahraniční cesta v srpnu 2019, společná 
publikace s dedikací k tomuto záměru – viz příloha č. 4 a další průběžná komunikace).  

 

Z pohledu využitých technik je významná spolupráce s Genomic core facility EMBO, 

Heidelberg, Německo. Klíčovými kontakty z pohledu rozvoje metodik nabohacení obligátně 
intracelulárních agens pak jsou spolupráce s Israel Institute of Biological Reseach (zahraniční 
cesta v lednu 2019), následně s Ústavem virologie Slovenské akademie věd v Bratislavě 

(zahraniční cesta na přelomu července a srpna 2019), který umožnil vyřešit komplikovaný 
problém nabohacení a izolace vzorků pro analýzu exprimovaných proteinů r. Rickettsia.  

 

Druhá větev mezinárodních spoluprací je cílena naopak na země s endemickým výskytem 
studovaných agens, kde cílem těchto vazeb bude získání většího množství izolátů pro 

srovnávací studie, výcvik personálu, validaci a vývoj detekčních technik a rozšiřování sbírky 
nebezpečných agens. Tyto izoláty RAT/VRAT (Coxiella a příbuzný r. Rickettsia) jsou ve 

sbírkách rozvinutých států zastoupeny pouze v omezené míře a často nejsou dostupné formou 

koupě či výměny. Právě síť uvedených spoluprací umožní otestování výše zmíněného 

protokolu na pracovišti Universidad Autónoma de Yucatán, Mérida Yucatán, México, viz. 

bod 2. 

 

6. Bodové hodnocení výsledků  

viz příloha č. 1  

7. Nákup technického a přístrojového vybavení z prostředků DZRO  
viz. příloha č. 2 

8. Nedošlo k nabytí předmětů průmyslového či jiného duševního vlastnictví. 
9. Publikace: 
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PĜíloha č. 1 Datové položky 

 

ěešitelé 

 

ěešitelé 

 

R1. Jmenný seznam pracovníků podílejících se na Ĝešení záměru RO s údaji dle tabulky 

(v elektronické podobě) 
 

Pč jméno pĜíjmení tituly 

Rok 

nar. Stěžejní 
činnosti1 P1 P2 P3 P4 P5 

1 JiĜí DRESLER 

Pharm

Dr., 

PhD. 

1983 
Odpovědný 

Ĝešitel A1 
Důstojník – 

vedoucí 
oddělení 

   

2 Petr PAJER 
RNDr., 

PhD. 
1972 ěešitel A1 

Důstojník – 

vedoucí 
oddělení 

   

3 Oto PAVLIŠ 
Mgr., 

PhD. 
1975 ěešitel A1 

Výzkumný a 
vývojový 
pracovník 

   

4 
Hana 

KABÍČKOVÁ 

RNDr., 

CSc. 
1956 ěešitel A1 

Výzkumný a 
vývojový 
pracovník 

   

5 Radoslav KRUPKA 
MVDr.

, 
1964 ěešitel A1 

Důstojník - 
zástupce 

Ĝeditele ústavu 

   

6 Aleš RYBKA MUDr. 1981 ěešitel A1 
Důstojník - 
starší lékaĜ - 
specialista 

   

7 
Pavla 

KUBÍČKOVÁ 
Mgr. 1977 ěešitel A1 

PĜírodovědný 
analytik-

diagnostik 

   

8 Petra DUTKOVÁ MVDr. 1989 ěešitel A1 
Výzkumný a 

vývojový 
pracovník 

   

9 Pavel DVOULETÝ Ing. 1964 ěešitel A1 
Finanční 
referent 

   

10 OldĜich BARTOŠ Mgr. 1989 ěešitel A2 ěešitel    

11 Martin CHMEL Mgr. 1988 ěešitel A1 

Důstojník 
oddělení 

mikrobiologie a 

výzkumu 

   

12 Libor PÍŠA MUDr. 1973 ěešitel A1 ěeditel    

13 
Lucie 

KRÄTZEROVÁ 
RNDr. 1988 ěešitel A1 

Důstojník 
detekce a 

diagnostiky 

   

 
 



  

Příloha číslo 2 Hospodaření s přidělenými finančními prostředky 

 

V roce 2019 byly VZÚ Praha přiděleny finanční prostředky na institucionální podporu 
výzkumu, vývoje a inovací ve výši 500 tis. Kč.  Nevyčerpané finanční prostředky 
z předchozích let převedené do nároků nespotřebovaných výdajů (NNV) činily 4 601,20 tis. 
Kč. Celková částka na instituciální podporu výzkumné organizace VZÚ dosáhla v roce 2019 
výše 5 101,20 tis. Kč. Disponibilní finanční prostředky byly dle návrhu řešitele rozděleny na 
úhradu mzdových výdajů výzkumných prací prováděných 3 externími pracovníky, se kterými 
byla uzavřena dohoda o provedení pracovní činnosti (DPČ) ve výši 322,4 tis. Kč a na pořízení 
a technické zhodnocení laboratorních přístrojů a zařízení charakteru hmotného investičního 
majetku určeného pro podporu plnění úkolů VVI ve výši 4 778,50 tis. Kč.   

 
Čerpání vyčleněných finančních prostředků na mzdové výdaje probíhá v souladu 
s uzavřenými dohodami o provedení pracovní činnosti. Předpokládá se, že finanční prostředky 
ve mzdových výdajích budou do konce roku 2019 vyčerpány. 

 
Čerpání finančních prostředků převedených na pořízení a technické zhodnocení speciálních 
laboratorních přístrojů a zařízení probíhalo v návaznosti na akviziční proces realizovaný AP 
ONMM SNM MO Praha, který byl uskutečněn v 1. pololetí roku 2019. Ve druhé polovině 
roku byl investiční majetek pořizován, z důvodu zaneprázdněnosti AP a na základě 
schválených žádostí a vydaných povolení, decentrálním způsobem jako veřejná zakázka 
malého rozsahu pracovištěm pořizování majetku a služeb VZÚ Praha. S využitím Národního 
elektronického nástroje (NEN) byl pořízen následující majetek pro podporu VVI VZÚ Praha: 
 
Majetek pořízený akvizičním pracovištěm ONMM SNM MO Praha 
 

Pořizovaná komodita Plánované výdaje Vysoutěžené ceny 

Název pořizované 
komodity*)   

Popis pořizované komodity*) KMJ 
Počet 
MJ 

Cena s DPH 
(Kč)  

Počet 
MJ  

Cena za NS 

celkem s DPH 
(Kč) 

Zařízení na 
cytocentrifugaci 
včetně příslušenství 

Zařízení pro přípravu 
cytologických a dalších 
biologických vzorků pro další 
laboratorní analýzy. 

651 1 300 000,00 1 238 660,40 

3.2.a) Celkem za komoditu:     1 300 000,00 1 238 660,40 

Zařízení na 
centrifugaci včetně 
příslušenství 

Centrifuga pro separaci 
patogenních partikulí z 
různých druhů materiálu. 

651 1 450 000,00 1 401 926,00 

3.2.a) Celkem za komoditu:     1 450 000,00 1 401 926,00 

Digitální kamera pro 
elektronovou 
mikroskopii 

Zařízení pro snímkování 
obrazu v elektronovém 
mikroskopu 

651 1 1 200 000,00 1 1 199 110,00 

3.2.a) Celkem za komoditu:     1 1 200 000,00 1 1 199 110,00 



  

Laboratorní 
invertovaný 
mikroskop s 
fluorescencí  

Zařízení pro plnění úkolů 
mikroskopického zkoumaní a 
případné identifikace živých 
vzorků rizikových a vysoce 
rizikových kmenů B-agens a 
toxinů. 

651 1 1 038 000,00 1 858 972,00 

3.2.a) Celkem za komoditu:     1 1 038 000,00 1 858 972,00 

Homogenizátor 

Homogenizátor pracující na 
principu přípravy vzorků 
destrukcí zkoumaného 
materiálu kuličkami pro 24 
vzorků 

600 1 250 000,00 1 239 580,00 

Homogenizátor pracující na 
principu přípravy vzorků 
destrukcí zkoumaného 
materiálu kuličkami pro 12 
vzorků 

600 1 140 000,00 1 141 449,00 

3.2.a) Celkem za komoditu:     2 390 000,00 2 381 029,00 

Inkubátor s atmosférou 
CO2 s vysokoteplotní 
desinfekcí 

Inkubátor s atmosférou CO2 s 
kontrolou hladin O2 a 
vysokoteplotní desinfekcí pro 
kultivaci biologického 
materiálu v prostředí BSL-2 a 
BSL-3 

651 2 400 000,00 2 399 620,05 

3.2.a) Celkem za komoditu:     2 400 000,00 2 399 620,05 

3.2.b) Celkem za komodity:     ***** 3 778 000,00 ***** 3 479 317,45 

 
Majetek pořízený v rámci VZMR pracovištěm pořizování majetku a služeb VZÚ Praha 
 

Pořizovaná komodita Plánované výdaje Vysoutěžené ceny 

Název pořizované 
komodity*)   

Popis pořizované komodity*) 
KM

J 

Počet 
MJ 

Cena s DPH 

(Kč)  
Počet 
MJ  

Cena  bez DPH 

(Kč) 

Miniaturizovaný 
mobilní PCR Cycler 

Miniaturizovaný mobilní PCR 
cyclerumožňující rychlou a 
flexibilní detekci a 
identifikaci různých 
biologických agens metodou 
Real-time PCR. 

600 1 449 000,00 1 349 960,00 

3.2.a) Celkem za komoditu:     1 449 000,00 1 349 960,00 

Objektiv 100x pro 
FIV mikroskop * 

Planfluoritový objektiv se 
zvětšením 100x a tímto pro 
laboratorní biologický 
invertovaný mikroskop s 
fluorescencí OLYMPUS 
CKX53. 

600 1 65 000,00 1 60 685,13 

3.2.a) Celkem za komoditu:     1 65 000,00 1 60 685,13 



  

Spektrofotometr 
NanoDrop 

Zařízení zabezpečující práci s 
informačními 
makromolekulami, tj. DNA, 
RNA a proteiny, za účelem 
identifikace B-agens. 

600 1 315 000,00 1 298 870,00 

3.2.a) Celkem za komoditu:     1 315 000,00 1 298 870,00 

Ultrazvukové mlžící 
dezinfekční zařízení 

Mobilní ultrazvukové mlžící 
dezinfekčního zařízení, které 
umožní plošnou dezinfekci 
laboratorních prostor při práci 
s rizikovými a vysoce 
rizikovými agens. 

600 2 100 000,00 2 96 800,00 

3.2.a) Celkem za komoditu:     2 100 000,00 2 96 800,00 

Zařízení pro přípravu 
vzorků DNA 
NanoPore 

Zařízení slouží k přípravě 
vzorků DNA pro NanoPore a 
k dalším testovacím účelům a 
pilotním vědeckým 
experimentům.  

600 1 370 000,00 1 359 975,00 

3.2.a) Celkem za komoditu:     1 370 000,00 1 359 975,00 

3.2.b) Celkem za komodity: 
    

****
* 1 299 000,00 ***** 1 166 290,13 

*Techniké zhodnocení 

 

Čerpání finančních prostředků vyčleněných na pořízení investičního majetku potřebného pro 
zajištění plnění vědeckovýzkumných úkolů dosáhlo v roce 2019 výše 4 645,61 tis. Kč. Zbylé 
finanční prostředky ve výši cca 132,89 tis. Kč budou navrženy k převodu do NNV do roku 
2020 a měly by přispět k zajištění dalšího rozvoje obranného výzkumu VZÚ v dalším období.  

-   
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Coxiella burnetii is the causative agent of the zoonotic disease Q fever. To date, the

lipopolysaccharide (LPS) is the only defined and characterized virulence determinant

of C. burnetii. In this study, proteome profiles of C. burnetii NineMile phase I (RSA

493, NMI) and its isogenic NineMile phase II (RSA 439 NMII) isolate with a deep

rough LPS were compared on L-929 mouse fibroblasts and in complex (ACCM-2),

and defined (ACCM-D) media. Whole proteome extracts were analyzed using a

label-free quantification approach. Between 659 and 1,046 C. burnetii proteins of the

2,132 annotated coding sequences (CDS) were identified in any particular experiment.

Proteome profiles clustered according to the cultivation conditions used, indicating

different regulation patterns. NMI proteome profiles compared to NMII in ACCM-D

indicate transition from an exponential to a stationary phase. The levels of regulatory

proteins such as RpoS, CsrA2, UspA1, and UspA2 were increased. Comparison of the

oxidative stress response of NMI and NMII indicated that ACCM-2 represents a high

oxidative stress environment. Expression of peroxidases, superoxide dismutases, as well

as thioredoxins was increased for NMI. In contrast, in ACCM-D, only osmoregulation

seems to be necessary. Proteome profiles of NMII do not differ and indicate that

both axenic media represent similar oxidative stress environments. Deep rough LPS

causes changes of the outer membrane stability and fluidity. This might be one

reason for the observed differences. Proteins associated with the T4SS and Sec

translocon as well as several effector proteins were detectable under all three conditions.

Interestingly, none of these putatively secreted proteins are upregulated in ACCM-2

compared to ACCM-D, and L-929 mouse fibroblasts. Curiously, a higher similarity

of proteomic patterns (overlapping up- and downregulated proteins) of ACCM-D and
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bacteria grown in cell culture was observed. Particularly, the proteins involved in a better

adaptation or homeostasis in response to the harsh environment of the parasitophorous

vacuole were demonstrated for NMI. This semi-quantitative proteomic analysis of

C. burnetii compared axenically grown bacteria to those propagated in cell culture.

Keywords: Coxiella burnetii, axenic culture, semi-quantitative proteomics, oxidative stress response, type IV B

secretion system, dot/icm, Sec translocon, proteome

INTRODUCTION

Coxiella burnetii, a Gram-negative and obligate
intracellular bacterium, is the etiological agent of query (Q)
fever. This almost worldwide-distributed zoonotic disease
manifests as an acute, flu-like illness or as a potentially life-
threatening chronic disease in humans (Maurin and Raoult,
1999). C. burnetii has a broad host spectrum (Angelakis and
Raoult, 2010) and the bacteria are transmitted via inhalation of
contaminated aerosols.

Coxiella burnetii passively enters its primary target cells,
alveolar macrophages, and traffics through the endocytic cascade
(Graham et al., 2013). The intracellular niche, named Coxiella-
containing vacuole (CCV), shows all characteristics of a
terminal phagolysosome, but is actually a highly specific, and
pathogen-directed niche. C. burnetii employs a type IV B
secretion system (T4SS), also known as Dot/Icm (defect in
organelle trafficking/intracellular multiplication) apparatus, to
secrete effector proteins into the cytosol of the host (Zamboni
et al., 2003; Chen et al., 2010). To date, more than 100
effectors have been described, but only few of them are known
to subvert the host cell-signaling pathways, including vesicle
trafficking, apoptosis, autophagy, and immune responses, to
ensure intracellular survival of C. burnetii (Larson et al., 2013;
Moffatt et al., 2015; Mansilla Pareja et al., 2017; Schäfer
et al., 2017; Weber et al., 2018). Within the CCV, bacteria
are exposed to a variety of anti-microbial agents such as
oxidative stress, low pH, defensins, and proteases (Voth and
Heinzen, 2007; van Schaik et al., 2013). C. burnetii is highly
adapted to this unique niche and employs several antioxidative
stress strategies, such as expression of DNA repair genes and
detoxification of reactive oxygen species (ROS) and reactive
nitrogen species (RNS) released by the host (Briggs et al., 2008;
Mertens et al., 2008; Siemsen et al., 2009; Hill and Samuel, 2011;
Brennan et al., 2015).

Upon frequent passaging in immune incompetent hosts or
axenic cultivation, C. burnetii undergoes a phase variation
(Hackstadt et al., 1985). This variation is characterized by a
decreasing length of the O-antigen of the lipopolysaccharide
(LPS) accompanied by a loss in virulence (Ftácek et al., 2000;
Andoh et al., 2005; Beare et al., 2018). From the C. burnetii
NineMile strain, two clonal isolates exist: virulent phase I (RSA
493, clone 7, NMI) with a full-length LPS, and avirulent phase
II (RSA 439, clone 4, NMII) with a deep rough LPS. The major
difference between these clones is a deletion of ∼26 kb within a
genome region associated with LPS biosynthesis (Hoover et al.,
2002; Millar et al., 2017).

C. burnetii isolates display genetic heterogeneity and
circulating predominant genotypes have been described
(Hendrix et al., 1991; Chmielewski et al., 2009; Russell-Lodrigue
et al., 2009; Roest et al., 2011; Boarbi et al., 2014; Frangoulidis
et al., 2014). Observed differences in the pathogenic potential
of isolates may be the result of either a variable repertoire of
virulence factors or due to predisposed immunological properties
of the host. Thus, genetic differences have to be validated by
classical genetic approaches and on the proteomic level. With
the development of an axenic cultivation method, genetic
modification, growth behavior, and production of whole-cell
antigen free from host material for genome sequencing or
proteome analyses became feasible (Omsland et al., 2009; Sandoz
et al., 2016a).

A genome-wide transcriptional study comparing in vivo
model (mice) with in vitro cell-based and cell-free cultivation
revealed major differences in expression, but the corresponding
proteomic study is still missing (Kuley et al., 2015a). Previous
proteomic studies based on gel electrophoresis compared NMI
and NMII grown in embryonated hen eggs (Skultety et al., 2005,
2011; Samoilis et al., 2007) and identified tetracycline resistance
mechanisms or virulence-associated proteins (Samoilis et al.,
2010; Flores-Ramirez et al., 2014).

Major drawbacks of the gel-based approaches are that
relatively high amount of protein sample is needed and also
their labor-intensiveness. Moreover, labeling-based techniques
are limited by the need of expensive consumables, an inability to
add further samples into the experiment, and a limited number of
comparable groups (Megger et al., 2013). On the contrary, label-
free quantification (LFQ) does not require any labeling step, and
relies only on spectral counting or MS intensity of peptide signal
of the quantified feature.

The aim of the presented study is to determine differences
in proteome profiles of C. burnetii under axenic cultivation
and cell culture propagation by quantitative proteomics. We
choose the isogenic strains NMI andNMII for comparison. These
differ only in length of the LPS, replicate in indistinguishable
CCVs, and show similar growth rates in primary monocyte-
derived macrophages (Howe et al., 2010) and THP-1 cells.
However, NMII fails to replicate in immunocompetent mice
(Andoh et al., 2005) and NMII LPS does not confer protection
in challenge experiments (Zhang et al., 2007). The LPS plays an
important physiological role, besides barrier against antibiotics
or host defense factors. It stabilizes the membrane due to the
interaction of the O-polysaccharide portion and binding of
divalent cations. Deep rough LPS leads to the accumulation
of phospholipid patches, higher membrane fluidity, and higher
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permeability for lipophilic compounds. Further, truncation of
the LPS affects correct folding and insertion of outer membrane
proteins (OMPs) (Nikaido, 2003; Wang et al., 2015). Based
on quantitative comparison of NMI and NMII in vitro, we
want to establish a method to connect genomic data with
expression profiles for identification of isolate-specific traits
that will support the described isolate-specific virulence pattern.
Therefore, we performed semi-quantitative analysis of NMI and
NMII propagated in two different axenic media and in L-929
mouse fibroblasts employing an LFQ approach.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Growth Conditions
C. burnetii Nine Mile phase I (RSA 493, NMI) and phase
II (RSA 439, NMII) propagated in L-929 mouse fibroblasts
were used for inoculation of axenic acidified citrate cysteine
medium 2 (ACCM-2) and defined ACCM (ACCM-D) as
described previously (Omsland et al., 2011; Sandoz et al., 2016a;
Sanchez et al., 2018). Briefly, 1-l cultures were inoculated with
1E+05GE/ml (genome equivalents) and incubated until they
reached a density of 1E+07 to 1E+08 GE/ml at 37◦C with 5%
CO2 and 2.5%O2. This was archived after 7 or 10 days in ACCM-
2 and ACCM-D. Cultures were harvested by centrifugation
(21,200 × g; 15min; 4◦C) and resuspended in 270mM sucrose
solution containing 10% (v/v) glycerol for storage at −80◦C. For
propagation of C. burnetii in L-929 mouse fibroblasts (DMEM
medium, 5% heat inactivated fetal bovine serum), cells were
inoculated with a multiplicity of infection (MOI) of 100 and
incubated at 37◦C and 5% CO2. Infection was visually assessed
and cultures were harvested when nearly 80% of cells were
infected. Briefly, cell layers were scraped, centrifuged (1,000 ×

g, 5min, 4◦C), and resuspended in 1ml of 270mM sucrose
solution containing 10% (v/v) glycerol for storage at −80◦C. All
laboratory procedures involving the handling of live bacteria of
NMI were carried out in a Biosafety Level 3 laboratory.

DNA Isolation and Quantification by
Real-Time PCR (qPCR)
Bacterial quantification was carried out as previously
described by real-time PCR (qPCR) using the isocitrate
dehydrogenase encoding gene (icd) as target (Klee et al., 2006).
Detailed description of the procedure is described in the
Supplementary Methods section.

Proteomic Sample Preparation
The bacterial cells from axenic media and L-929 cell-based
cultures (Table S1) were pelleted by centrifugation (18,000 × g;
20min; 4◦C) and washed with 300 µl of phosphate-buffered
saline (PBS, pH 7.4). The resulting pellets were resuspended
in 0.1% RapiGestTM SF (Yu et al., 2003) (Waters, Manchester,
UK) in 100 µl of 50mM Tris, pH 7.5, and heated for 10min
at 95◦C. After cooling down, 200 µl of 0.1% RapiGestTM SF
in 8M guanidinium chloride (Sigma-Aldrich) was added an
incubated for 20min. The protein sample(s) were stored at
−80◦C until samples were proven free of viable bacteria. Because
of the potential of interfering substances in the supernatant,

the following sample preparation workflow was applied and
based on Filter aided sample preparation (FASP) (Wiśniewski
et al., 2009). Briefly, inactivated samples were transferred
onto Amicon R© Ultra 10-kDa filters (Millipore) and washed
twice with 100mM ammonium bicarbonate (Sigma-Aldrich).
Subsequently, proteins were quantified by bicinchoninic acid
assay (QuantiProTM BCA Assay Kit, Sigma-Aldrich) (Smith
et al., 1985; Table S1). The samples were then reduced with
100mM Tris (2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (TCEP,
Sigma-Aldrich) and alkylated with 300mM iodoacetamide
(Sigma-Aldrich). Finally, the samples were digested with 2
µg of sequencing grade trypsin (Promega) overnight at 37◦C.
EmporeTM SPE Cartridges, C18, standard density, bed I.D. 4mm
(Sigma-Aldrich) were used to desalt peptide mixtures before
drying to completion in a speed-vac. Before mass spectrometry
analysis, the samples were resuspended in 30 µL of 2%
acetonitrile (ACN)/0.1% trifluoroacteic acid. The samples were
further analyzed by LC-MS/MS techniques involving targeted
mass spectrometry and LFQ. Detailed description of procedure
of proteomic sample preparation and data processing is described
in the Supplementary Methods section.

Evaluation of Up- and Downregulated
Proteins Under Axenic Cultivation and
Under Cell Culture Propagation
The selection was based on a combination of functional
annotation enrichment analysis and further statistical techniques
as described below. The imputation of missing values from a
normal distribution (Gaussian distribution width 0.3 SD and
down-shift 1.8 SD of the original data) was performed, and
proteins were annotated by Gene Ontology (GO) terms and
UniProt (www.uniprot.org) keywords for C. burnetii (strain RSA
493/Nine Mile phase I, downloaded on April 2, 2016, 1,816
sequences). For comparison of axenic media replicates, ANOVA
(permutation-based FDR 5%, S0 = 0) was used to identify
significant differences in protein expression between individual
groups. For comparison of cell-based cultures, Student’s t-test
was applied to identify proteins differentially expressed between
NMI- and NMII-infected L-929 sample groups at a 5% threshold,
and a permutation-based FDR was applied at a 5% threshold.
Only ANOVA significant/Student’s t-test significant hits were
included for subsequent hierarchical clustering using Euclidean
distances to group proteins with similar expression profiles.

RESULTS

Using the LFQ approach described in this study, between 659
and 1,046 C. burnetii proteins of 2,132 annotated CDS (coding
sequences) were identified in each sample (Table S1). For NMI
and NMII propagated in both axenic media (ACCM-2 and
ACCM-D), a total of 1,075 quantifiable proteins specific for
C. burnetii were detected and analyzed (Table S2). In L-929
cell-based cultures, a total of 906 C. burnetii-specific proteins
were quantifiable and were identified (Table S3). The observed
quantities of the proteins are depicted as log2 transformation of
LFQ intensities and include the values imputed by Perseus-type
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value imputation (Cox et al., 2011, 2014). The values ranging
from 21 to 32 reflect the dynamic range of themass spectrometry-
based workflow. Among these proteins, 772 were significantly
up- or downregulated (ANOVA test, q ≤ 0.05) in axenic media
experiments and 119 were significantly different (Student’s t-test,
q ≤ 0.05) in cell-based experiments (Tables S2, S3).

Pathway mapping of proteins identified under different
culture conditions (ACCM-2, ACCM -D, cell culture) was done
with PANTHER classification tool (Thomas, 2003; Mi et al.,
2013) (ver. 14.1). For each culturing condition, roughly 50%
of the identified proteins could be assigned to a biological
pathway, as shown in Figure 1A. For ACCM-2 cultivation, 660
of 1,055 quantifiable proteins were assigned to various biological
processes. Similar results were obtained for ACCM-D with 661
of 1,047 quantifiable proteins and for cell culture samples with
578 of 906 quantifiable proteins with functional assignment.
Cellular component analysis showed that 337 proteins from
bacteria cultivated in ACCM-2, 339 from ACCM-D, and 290
from cell culture were assigned. Most other proteins are
without any annotated function or without cellular component
assignment (Figure 1A).

Comparison of Proteomes of Individual
Experiments
To assess the applicability of the LFQ approach, we examined the
similarity of individual proteomes using hierarchical clustering
and principal component analysis (PCA). Unsupervised cluster
analysis of protein expression profiles was performed using
Euclidean distances. Statistical procedures were performed
using the computational platform Perseus (Cox et al., 2014).
Both hierarchical clustering (Figure 1B) and PCA (Figure 1C)
generated six distinctive groups encompassing each biological
triplicate of analyzed C. burnetii phase variant under different
conditions. Differences in proteome profiles are predominant
between axenic grown and tissue culture propagated bacteria.
Proteomes of NMI and NMII grown in ACCM-2 and ACCM-
D clustered more closely together than proteomes of L-
929 propagated bacteria (Figure 1D). Only proteins whose
expression is significantly different (ANOVA, q ≤ 0.05) in
axenic media conditions and significantly different in cell-based
experiment (Student’s t-test, q ≤ 0.05) were further evaluated.
As demonstrated in Figure 1D, cultivation in ACCM-D and L-
929 revealed 50 common upregulated proteins, whereas only
10 were common between ACCM-2, and L-929. A similar
trend was observed for the downregulated group of proteins:
under ACCM-D and L-929 culture conditions, the same six
proteins were downregulated, whereas only two were common
for ACCM-2 and L-929 (Figure 1E). These data imply the
applicability of the established workflow for the analysis of total
protein expression.

C. burnetii Proteome Profiles Differ
Accordingly to Their Growth Condition and
Growth State
Proteome analyses were performed with C. burnetii NMI and
NMII cultures, propagated in ACCM-2 and ACCM-D until a

density of 1E+07 to 1+E08 GE/ml was observed, respectively
(Table S1). Infected L-929 mouse fibroblasts were cultured until
nearly 80% of cells were visually positive for C. burnetii-
containing vacuoles (CCV). Under these three groups, NMI,
and NMII showed different proteome profiles accordingly to the
growth media used and thus imply different growth states or
stress conditions.

Proteome Profiles of NMI Compared to
NMII in ACCM-D Resemble a Stationary
Phase Growth Pattern
For NMI compared to NMII propagated in ACCM-D or ACCM-
2, a total of 607, and 305 up- or downregulated proteins
were detected, respectively. In ACCM-D, 292 proteins were
upregulated and 315 were downregulated in NMI compared to
NMII. In ACCM-2, only 115 upregulated and 190 downregulated
proteins were detected in NMI compared to NMII.

The comparison of NMI with NMII in ACCM-D indicates a
stationary phase growth pattern for NMI. Many proteins of the
translation machinery, such as 50S and 30S ribosomal subunit
proteins, translation initiation factors (IF-2, IF-3), translation
elongation factors (EF-G, EF-Ts), and ribosomal maturation
factor RbfA as well as the ribosome-associated inhibitor A
(RaiA, CBU_0020) are downregulated. CsrA2 (CBU_1050), a
stress response regulator, is upregulated. In addition, caseinolytic
proteases (Clp, chaperon), such as ClpA and ClpP-like proteins
CBU_0353, CBU_1483, and CBU_1538, were upregulated for
NMI in ACCM-D.

Exponential phase transcriptional factors Fis and RpoD are
downregulated. RpoS, the primary sigma factor during stationary
phase, and SpoT, which positively regulates rpoS expression, are
upregulated in NMI compared to NMII grown in ACCM-D.

Several proteins associated with cell wall remodeling are
upregulated in NMI compared to NMII in ACCM-D. CopB
(CBU_0092), which coordinates peptidoglycan synthesis
and outer membrane constriction during cell division,
was upregulated. Further, several peptidoglycan and cell
wall biogenesis proteins, including the previously described
CBU_0419, CBU_0925, EnhB.1, EnhC, EnhA.4, and EnhA.5,
were upregulated in NMI compared to NMII in ACCM-D
(Sandoz et al., 2016b).

Three out of 16 LCV-associated proteins, CBU_0658
(unknown function), Bcp, and UspA1, stress associated proteins,
were over 2-fold upregulated in NMI compared to NMII in
ACCM-D (McCaul et al., 1991; Seshadri et al., 1999; Varghees
et al., 2002; Coleman et al., 2007; Hicks et al., 2010; Sandoz
et al., 2016b). Similar results were obtained for SCV-associated
proteins. Two proteins of unknown function, CBU_0961 and
CBU_1561, as well as the SCV-specific protein ScvA were
>2-fold upregulated in ACCM-D for NMI compared to NMII
(McCaul et al., 1991; Heinzen et al., 1992; Varghees et al., 2002;
Coleman et al., 2007).

An overview of selected proteins indicating a stationary
growth pattern for NMI compared to NMII in ACCM-D,
including their fold changes, are listed in Table 1. Taken together,
these data lead to the hypothesis that some proteins of NMI
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FIGURE 1 | Overview of C. burnetii proteome profiles under three different culture conditions. (A) Mapping of biological pathways utilized by C. burnetii during

ACCM-2, ACCM-D, or L-929 propagation and (B) mapping. (B) Mapping of cellular component assignment utilized by C. burnetii during ACCM-2, ACCM-D, or L-929

propagation using the PANTHER classification tool. (C) Hierarchical clustering of protein expression values based on label-free proteome quantification. LFQ values vs.

biological replicates (designated as a, b, and c, or up to f for L929-based experiments) from particular samples. The color code indicates the LFQ values abundance

of the quantifiable proteins (red, most abundant; green, least abundant). (D) Principal component analysis (PCA) of the LFQ intensities obtained from biological

replicates of each representative group. (E) The number of statistically significant upregulated (left) and downregulated (right) proteins of C. burnetii Nine Mile phase I

compared to C. burnetii Nine Mile phase II. Overlapping regions or identifications indicate up- or downregulated proteins under more than one culture condition.

compared to NMII propagated in ACCM-D seem to mimic
transition from an exponential to a stationary phase.

Proteome Profiles of NMI Compared to NMII in ACCM-2
Reveals No Major Differences.

Overall, proteome analysis of ACCM-2-grown bacteria
identified a smaller number of regulated proteins when
comparing NMI to NMII. The 115 upregulated or 190
downregulated proteins in NMI compared to NMII indicated
no specific growth phase. Regulations of proteins associated
with the translational machinery, post-translational modification
(chaperons), as well as co-factor synthesis were partly up- and

downregulated. Interestingly, the ATP synthase (AtpA, AtpD,
AtpG, AtpF) was upregulated in NMI compared to NMII in
ACCM-2. These data imply the absence of major metabolic
differences of NMI and NMII grown in ACCM-2.

NMI and NMII Respond Differently to
Stress in Axenic Media and Cell Culture
Comparison of the proteome profiles of NMI with NMII,
propagated in either ACCM-2 or ACCM-D, shows major
differences in response to oxidative stress. In ACCM-2, the
alkyl hydroperoxide reductases AhpC1 and AhpC2, cytoplasmic
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TABLE 1 | Overview of selected C. burnetii proteins involved in entering of NMI into the stationary phase in ACCM-D.

Locus Protein Function NMI to NMII NMI NMII

ACCM-D ACCM-2 L-929 ACCM-D to

ACCM-2

ACCM-D to

ACCM-2

Regulation CBU_0303 SpoT GTP pyrophosphokinase 3.59 1.46 NaN 1.59 0.65

CBU_1050 CsrA2 Translational regulator 0.10 0.13 1.53 2.89 3.72

CBU_1596 RpoD Sigma factor 0.60 0.63 0.97 1.01 1.06

CBU_1669 RpoS Sigma factor 0.62 0.36 0.75 659.15 382.27

CBU_1916 UspA2 Universal stress protein 3.25 0.17 0.61 5.82 0.30

CBU_1983 UspA1 Universal stress protein 2.14 0.49 3.13 2.24 0.51

Chaperon CBU_0353 ClpP-like protein 21.28 0.43 2.54 24.49 0.49

CBU_1196 ClpA ATP-dependent clp protease ATP-binding subunit 1972.42 0.00 0.83 912.01 0.00

CBU_1483 ClpP-like protein 5.73 0.09 13.40 6.62 0.10

CBU_1538 ClpP-like protein 1.44 0.48 0.76 1.29 0.43

Cell envelope CBU_0419 Polysaccharide deacetylase family 629.51 0.07 0.19 81.28 0.01

CBU_0915 EnhB.1 Enhanced entry protein 19.05 0.17 6.76 26.48 0.23

CBU_0925 Membrane-bound lytic murein transglycosylase B 2133.04 0.06 8.83 521.19 0.01

CBU_1136 EnhC Enhanced entry protein 492039.54 0.00 10.69 2157744.41 0.00

CBU_1138 EnhA.4 Enhanced entry protein 13997.48 0.02 8.57 4324.11 0.01

CBU_1394 EnhA.5 Enhanced entry protein 1277.54 0.15 35.67 1045.55 0.13

SCV CBU_0961 Unknown 0.41 0.25 NaN 2.99 1.84

CBU_1267.1 ScvA SCV-specific protein ScvA 346928.52 0.00 13.00 328256.50 0.00

CBU_1561 Unknown 225.94 0.37 NaN 706.32 1.15

Fold-increase in protein LFQ intensities for each analysis in axenic media with a corresponding color code is depicted. The ACCM-2 column depicts ratio of LFQ values for NMI to NMII

cultivated in ACCM-2. The same formula was used for next columns in ACCM-D and L929. Values in the column ACCM-D to ACCM-2 depict the ratio between NMI in ACCM-D to

ACCM-2, similarly as in the next column for NMII. A value of 1 indicates no changes. A value of 2 indicates two fold change upregulation of NMI compared to NMII—tones of red color,

a value of 0.01 indicates 100-fold change downregulation of NMI compared to NMII—tones of blue color. NaN—values not detected. A value of 0 means more than 5,000-fold change

downregulation of NMI compared to NMII (the values are rounded).

superoxide dismutase B (SodB), and the periplasmic SodC are
over 2-fold upregulated for NMI compared to NMII. In addition,
glutathione (GshAB, glutathione synthesis) and a glutaredoxin-
like protein (CBU_0583) are upregulated in NMI compared to
NMII when propagated in ACCM-2. On the contrary, both
AhpCs are downregulated in NMI compared to NMII when
propagated in ACCM-D.

Upregulation of a glycine betaine transport system,
CBU_0177/CBU_0178, in NMI compared to NMII propagated
in ACCM-D implies an active osmoregulation. Interestingly,
the same upregulation was detected for NhaP.1, a Na2+/H+

antiporter that extrudes sodium in exchange for external
protons. During propagation in L-929 mouse fibroblasts,
most oxidative stress response proteins are upregulated as
well as the glycine betaine transport system when comparing
NMI to NMII. An overview of selected C. burnetii proteins
involved in stress response of NMI and NMII in axenic media
and cell culture, including their fold changes, is provided
in Table 2.

Proteins Potentially Involved in Sec
Translocation Are Upregulated in NMI
Components of the Sec–TolC pathway (SecABDFY, YajC,
YidC, Fth, FtsY, LepB-1, and LepB-2, TolC) and previously
described 24 Sec-secreted proteins were detected in samples

harvested from axenic medium and cell culture. Additionally,
two putatively secreted proteins, CBU_0110 and CBU_1764a,
were only detectable in samples from cell culture but not from
axenic media. Interestingly, potentially Sec-secreted proteins
were upregulated in NMI compared to NMII in ACCM-D, but
not in ACCM-2.

Other transporters, such as several ABC transporters, RND
efflux pumps, AcrB-like efflux systems, and MFS superfamily
transporters were upregulated during propagation in L-929 and
ACCM-D for NMI compared to NMII. An overview of selected
C. burnetii proteins involved in secretion systems in axenic media
and cell culture is provided in Table 3.

Type IV B Secretion System and Effectors
Are Expressed in Axenic Media and
Cell Culture
Most components of the T4BSS were expressed under axenic
and cell culture conditions. Only two structural components,
IcmD and IcmH, were not detected in axenically grown
bacteria. Additionally, four components, IcmD, IcmH, IcmT, and
IcmC/DotE, were not detected in L-929 propagated bacteria.
IcmB (DotP), IcmE (DotG), IcmG (DotF), IcmH, IcmK (DotH),
IcmL.1, IcmL.2, IcmN (DotK), IcmO (DotL), and IcmX were
found upregulated in NMI during L-929 infection when
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TABLE 2 | Overview of selected C. burnetii proteins involved in different responses of NMI and NMII to stress in axenic media and cell culture.

Locus Protein Function NMI to NMII NMI NMII

ACCM-D ACCM-2 L-929 ACCM-D to

ACCM-2

ACCM-D to

ACCM-2

Oxidative stress CBU_0583 Glutaredoxin 0.30 8.26 0.74 0.04 1.03

CBU_0963 Bcp Putative peroxiredoxin bcp 1.81 0.57 3.88 2.30 0.72

CBU_1193 TrxB Thioredoxin reductase 0.61 1.72 1.97 0.53 1.50

CBU_1476 OxyR Hydrogen peroxide-inducible genes activator 0.53 1.66 2.99 0.35 1.10

CBU_1477 AhpC2 Hydroperoxide reductase 0.37 17.89 NaN 0.04 1.73

CBU_1706 AhpC1 Hydroperoxide reductase 0.53 2.48 1.55 0.25 1.20

CBU_1708 SodB Superoxide dismutase B 4.64 2.19 0.71 2.09 0.98

CBU_1822 SodC Superoxide dismutase C 3.95 11.32 2.56 0.00 0.00

CBU_1874 GshA Glutamate–cysteine ligase 1.74 5.46 3.07 0.27 0.83

CBU_1875 GshB Glutathione synthetase 6.46 5.18 855.89 0.60 0.48

CBU_2087 Trx Thioredoxin 1.57 0.54 1.77 2.70 0.93

Osmoregulation CBU_1259 NhaP.1 Na+/H+ antiporter 77.91 0.12 NaN 60.25 0.09

CBU_0177 Glycine betaine transport system permease protein 5.60 1.95 5.77 1.37 0.48

CBU_0178 Glycine betaine transport ATP-binding protein 4.35 2.54 6.63 0.85 0.50

Fold-increase in protein LFQ intensities for each analysis in axenic media with a corresponding color code is depicted. The ACCM-2 column depicts ratio of LFQ values for NMI to NMII

cultivated under ACCM-2. The same formula was used for next columns in ACCM-D and L929. Values in the column ACCM-D to ACCM-2 depict the ratio between NMI in ACCM-D to

ACCM-2, similarly as in the next column for NMII. A value of 1 indicates no changes. A value of 2 indicates twofold change upregulation of NMI compared to NMII—tones of red color,

a value of 0.01 indicates 100-fold change downregulation of NMI compared to NMII—tones of blue color. NaN—values not detected. A value of 0 means more than 5,000-fold change

downregulation of NMI compared to NMII (the values are rounded).

compared to NMII. IcmX, a secreted/released T4BSS protein
(Luedtke et al., 2017), was upregulated exclusively in NMI under
all cultivation conditions.

In our study, PmrA was expressed nearly two orders of
magnitude higher in NMI compared to NMII when propagated
in L-929. A similar upregulation of PmrA was found for
NMI in ACCM-2, but not in ACCM-D. PmrB was also
detected 1.5 times higher in NMI compared to NMII during
propagation in L-929.

The detected amount of DotA (Luedtke et al., 2017) was not
significantly changed during infection of L-929 and cultivation
in ACCM-D for both isolates. On the contrary, the level of
DotA was decreased in NMI compared to NMII in ACCM-2.
Regarding some other T4BSS proteins, DotB, DotC, and DotD,
no significant differences between NMI and NMII in axenic
media were detectable.

Among other Dot/Icm substrates with predicted effector
functions (van Schaik et al., 2013), only three proteins were
found to be differentially regulated in this study. Two plasmid
encoded proteins, CBUA0013 (Voth et al., 2011), and CBUA0023
(Voth et al., 2011), were observed upregulated in NMI
compared to NMII during propagation in L-929 as well as
in ACCM-D. In contrast, CBU_2078 (Chen et al., 2010) was
observed in higher amounts in NMI compared to NMII during
growth in L-929 cells and in ACCM-D. Out of over a 100
described T4BSS effector proteins (McDonough et al., 2012;
Qiu and Luo, 2017), only 9 (CBU_0021, CBU_0175, CBU_0447,
CBU_0794, CBU_0937, CBU_1379a, CBU_1425, CBU_1751,
and CBU_2078) were detected, but with no fold change of
semi-quantitative expression. Of these, seven were identified in

a large-scale screen for translocation in Legionella pneumophila,
and two, CvpB and Cig57, have a functional assignment (Chen
et al., 2010; Latomanski et al., 2016; Martinez et al., 2016).

LPS-Associated Proteins
The LPS is an amphiphilic OM structure with a hydrophobic
lipid A membrane anchor, a core oligosaccharide, and highly
variable O-specific polysaccharide chain (OPS). The exact
structure and biosynthetic pathway of the LPS was not fully
elucidated yet. Under all three conditions tested, several proteins
associated with biosynthesis of the lipid A (LpxABCDH) and core
oligosaccharide residues 3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid
(Kdo, KdsAB) and D-glycero-D-manno-heptose (Hep, GmhA,
HldE, CBU_1996, CBU_0678) were detected. However, we did
not detect any proteins from the OPS-associated genomic region
CBU_0679 to CBU_0698 (deleted region in NMII), as well as in
axenic media or in the cell-based cultures in NMI proteomes.
This negative observation is especially interesting as these genes
and their protein products are supposed to be a key genetic
difference of NMI and NMII.

DISCUSSION

We used a combination of MS-based shotgun proteomics and
LFQ approach for semi-quantitative analysis of proteomes of
two closely related C. burnetii isolates, NMI, and NMII, under
three different growth conditions. Namely, cell-free propagation
in a complex (ACCM-2) and/or defined (ACCM-D) acidified
citrate cysteine mediumwas compared to growth in L-929 mouse
fibroblasts. The dominant difference between these two isolates
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TABLE 3 | Overview of selected C. burnetii proteins involved in secretion systems in axenic media and cell culture.

Locus Protein Function NMI to NMII NMI NMII

ACCM-D ACCM-2 L-929 ACCM-D to

ACCM-2

ACCM-D to

ACCM-2

Sec translocon CBU_0147 SecA Protein translocase subunit 1.22 1.15 1.42 0.86 0.81

CBU_0258 SecY Protein translocase subunit 0.45 0.62 0.51 1.60 2.22

CBU_0450 Ffh Signal recognition particle (SRP) subunit FFH/SRP54 0.20 2.28 0.89 0.19 2.19

CBU_1099 LepB-2 Signal peptidase I 1.95 1.24 13.09 1.22 0.78

CBU_1141 SecF Protein translocase subunit 2.14 1.57 1.48 2.21 1.62

CBU_1142 SecD Protein translocase subunit 2.12 1.04 1.38 3.11 1.53

CBU_1143 YajC Protein translocase subunit 4.73 4.80 2.12 0.80 0.81

CBU_1504 LepB-1 Signal peptidase I 0.83 0.84 2.07 2.09 2.10

CBU_1519 SecB Protein export chaperone 0.74 0.93 2.53 0.62 0.79

CBU_1903 FtsY Cell division protein, SRP receptor 1.60 2.06 0.98 0.63 0.82

CBU_1920 YidC 60 kDa inner membrane protein 0.48 0.75 1.58 1.14 1.79

TolC CBU_0056 TolC Type I secretion outer membrane protein 2.59 0.81 3.36 2.08 0.65

Secreted proteins CBU_0378 Hypothetical membrane associated protein 24.73 2.77 0.55 0.86 0.10

CBU_0482 Arginine-binding protein 25.40 0.35 1.08 9.77 0.14

CBU_0562a Unknown protein 14474.49 0.02 0.89 421.07 0.00

CBU_0630 Mip Macrophage infectivity potentiator 11.65 0.63 1.67 3.86 0.21

CBU_0915 EnhB.1 Enhanced entry protein 19.05 0.17 6.76 26.48 0.23

CBU_1095 Hypothetical exported protein 151.52 1.32 0.60 18.27 0.16

CBU_1137 EnhB.2 Enhanced entry protein 41080.90 0.04 0.69 3973.96 0.00

CBU_1138 EnhA.4 Enhanced entry protein 13997.48 0.02 8.57 4324.11 0.01

CBU_1173 Unknown protein 36.47 1.99 3.51 1.66 0.09

CBU_1404 Hypothetical exported protein 15851.24 2.13 7.03 35.90 0.00

Fold-increase in protein LFQ intensities for each analysis in axenic media with a corresponding color code is depicted. The ACCM-2 column depicts ratio of LFQ values for NMI to NMII

cultivated under ACCM-2. The same formula was used for next columns in ACCM-D and L929. Values in the column ACCM-D to ACCM-2 depict the ratio between NMI in ACCM-D to

ACCM-2, similarly as in the next column for NMII. A value of 1 indicates no changes. A value of 2 indicates twofold change upregulation of NMI compared to NMII—tones of red color,

a value of 0.01 indicates 100-fold change downregulation of NMI compared to NMII—tones of blue color. NaN—values not detected. A value of 0 means more than 5000-fold change

downregulation of NMI compared to NMII (the values are rounded).

is the severe truncation of the LPS in NMII associated with a
large chromosomal deletion (Hoover et al., 2002). The published
genome sequences of both isolates indicate small changes in the
genome (partial deletions of homologs of CBU_0678, CBU_0698,
and CBU_0918 and several SNPs) (Seshadri et al., 2003; Millar
et al., 2017), which may lead to gross changes in the proteome.
Together, this may cause pleiotropic phenotypes. The severe
truncation of the LPS in NMII and increased amount of
phospholipids (Frimmelová et al., 2016) in the outer membrane
could lead to increased membrane fluidity. This increases
the permeability for lipophilic compounds and affects correct
insertion of OMPs into the membrane (Nikaido, 2003).

Both isolates were grown to a cell density of ∼1E+07 to
1E+08GE/ml, which was reached on day 7 in ACCM-2 and day
10 in ACCM-D. In addition, persistently infected L-929 mouse
fibroblasts were used for comparison. The unlimited number
of compared groups with the LFQ technique enables a semi-
quantitative investigation of the proteomes. The applicability of
this workflow was shown by hierarchical clustering (Figure 1C)
and PCA (Figure 1D). Both methods generated six distinctive
groups encompassing each biological triplicate of axenic or cell
culture propagated bacteria. Previously published comparative

studies either were based on gel electrophoresis (Skultety et al.,
2011) or did not involve virulent phase I bacteria (Papadioti et al.,
2012). The only proteomic study comparing NMI and NMII
in embryonated hen eggs was qualitative (Skultety et al., 2011).
Our semi-quantitative comparative analysis fills the gap between
the previously published genome-wide transcriptional study and
proteomic data (Kuley et al., 2015b).

Changes in the proteome profiles of NMI and NMII, under
the conditions applied here, became only observable after
application of stringent statistics (ANOVA significance for axenic
and Student’s t-test significance for infected L-929 samples).
Overall, the highest amount of semi-quantifiable proteins was
obtained from ACCM-D grown bacteria, followed by ACCM-
2 and cell culture propagated bacteria. This clearly reveals the
feasibility of the applied approach for a comparative analysis of
closely related isolates. The involvement of two different time
points (7 and 10 days for ACCM-2 and ACCM-D, respectively)
and a persistently infected cell culture can introduce artificial
conditions and potentially results in altered proteome profiles
between the 7th and 10th day of infection, but comparable cell
densities were reached at the selected time points. In order
to follow only the most prominent proteomic changes, this
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part of study was performed in pentaplicates/hexaplicates for
NMI and NMII, respectively. Furthermore, a stringent statistical
workflow was applied. In summary, the L929 infection model
showed substantial numbers of semi-quantifiable proteins and
confirmed the higher relevancy of the ACCM-D medium.
However, harvesting the cells at different time points, improved
protocols for isolation of the bacteria and optimizing the sample
preparation protocol could lead to a better comparability and a
higher number of identifiable and semi-quantifiable proteins.

Comparing global differences between axenic media and cell-
based cultures, the type of the media (ACCM-2 or ACCM-D) had
a great impact on the difference of the proteome as demonstrated
in a previously published transcriptomic study (Kuley et al.,
2015b). A bigger overlap of regulated proteins was observed for
ACCM-D and cell culture grown bacteria in contrast to ACCM-2,
as shown in Figure 1E. This supports the relevance of ACCM-D
not only as a growthmedium but also as a CCV-like environment
without host stress. Process mapping showed that most proteins
were assigned to cellular and metabolic pathways for all three
conditions tested (Figure 1A).

From the biological processes identified, proteins involved in
stress response, Sec-dependent and T4BSS-dependent secretion,
and LPS biosynthesis are of prominent interest. In ACCM-2 and
ACCM-D, bacteria reach the late logarithmic or early stationary
phase after 7 or 10 days, respectively (Omsland et al., 2011;
Sandoz et al., 2016a). This was indicated for NMI in comparison
to NMII in ACCM-D by downregulation of the translational
machinery, including ribosomal proteins and translational
initiation/elongation factors. Indeed, the ribosome-associated
inhibitor A (RaiA, CBU_0020), which maintains translation
accuracy during stress or upon entry into the stationary
phase, was upregulated (Ueta et al., 2005). Of the translational
regulators, CsrA1 (CBU0024) and CsrA2 (CBU_1050), which
play an important role during shifting from exponential growth
to stress survival, only CsrA2 is upregulated in NMI propagated
in ACCM-D. The same upregulation of CsrA2 was observed by
Sandoz et al. (2016b), for NMII propagated for up to 21 days in
Vero cells (Romeo et al., 2013; Sandoz et al., 2016b). In addition,
caseinolytic proteases (Clp, chaperon), such as ClpA and ClpP-
like proteins CBU_0353, CBU_1483, and CBU_1538, were
upregulated. They play an important role during stress response
by assisting in proteolysis and disaggregation of proteins. For
example, Salmonella typhimurium clpA and clpB mutants are
highly sensitive against high temperature and oxidative stress
(Sangpuii et al., 2018). Downregulation of Fis and RpoD, two
exponential phase transcription factors, and upregulation of
RpoS and its regulator SpoT point to stationary growth of
NMI in ACCM-D. These data correlate with gene expression
data during morphological differentiation from LCV to SCV
(Sandoz et al., 2016b). In addition, the ScvA, a typical SCV-
associated protein, was strongly upregulated in NMI after 10 days
in ACCM-D (Coleman et al., 2004, 2007). These data imply the
entry into the stationary phase and may indicate morphological
differentiation (Moormeier et al., 2019). In contrast, the amount
of semi-quantifiable proteins in ACCM-2 and L-929 propagated
bacteria was much lower and not sufficient to identify a specific
growth phase.

Interestingly, NMI, and NMII respond differently with regard
to oxidative stress in ACCM-2 and ACCM-D. Previously, it was
shown on the transcriptional level that first-generation ACCM-
1 is associated with significant upregulation of genes involved
in defenses against oxidative stress in NMII (Sandoz et al.,
2014). Subsequent substitution of fetal bovine serum for methyl-
β-cyclodextrin in ACCM-2 reduced this response, promoted
developmental transition, and increased viability (Sandoz et al.,
2014). Similar to ACCM-1, we observed upregulation of both
superoxide dismutases (SodB, SodC), both reductases (AhpC1,
AhpC2), as well as OxyR as stress response regulator in NMI
compared to NMII in ACCM-2. These proteins are necessary for
the direct detoxification of oxygen radicals (Mertens and Samuel,
2012; Brennan et al., 2015). In addition, repair of oxidized
proteins by glutathione (radical sink) and the peroxiredoxin Bcp
are upregulated in NMI.

In ACCM-D, direct detoxification and the repair of oxidized
proteins are not upregulated in NMI. Instead, upregulation of
a glycine betaine transport system, CBU_0177/CBU_0178 and a
Na2+/H+ antiporter (NhaP.1) was observed. Enhanced import
of glycine betaine protects against hyperosmotic stress (Pham
et al., 2018). NhaP.1 is a Na2+/H+ antiporter that extrudes
sodium in exchange for external protons. This implies that
osmoregulation is important for NMI in ACCM-D, whereas
direct detoxification is more relevant in ACCM-2. C. burnetii has
a highly basic theoretical proteomewith an average pI value for all
predicted CDSs of 8.25. It was suggested that this basic proteome
counterbalances the acidic environment of the CCV (Seshadri
et al., 2003; Ihnatko et al., 2012). This implies that ACCM-D is
not a harsh environment, which only requires osmoregulation.

For NMII, these data lead to the conclusion that both media
represent a similar high oxidative stress environment. There are
no major differences visible, when comparing NMII grown in
ACCM-2 with ACCM-D (Table 3). The main difference between
both C. burnetii isolates is the severe truncation of the LPS
in NMII (Toman and Skultéty, 1996). The LPS is essential for
Gram-negative bacteria. It functions as a permeability barrier
for small hydrophobic compounds, salts, and detergents. Thus,
it allows bacteria to survive in harsh environments and might
explain the observed different response of NMI andNMII (Zhang
et al., 2013).

The control mechanism of T4BSS is executed at the
transcriptional level by the two-component regulatory system
PmrAB (CBU_1277 and CBU_1278). It directly regulates the
Dot/Icm secretion system in L. pneumophila (McPhee et al.,
2003) and C. burnetii (van Schaik et al., 2013; Beare et al.,
2014). The here observed upregulation of PmrAB in NMI in cell-
based experiments corresponds well with a previously published
transcriptomic study (Kuley et al., 2015a). Also, the upregulation
determined in this study of many T4BSS components in NMI in
cell-based experiments fits in with the high PmrAB activity. Seven
previously identified T4BSS effector proteins were detected in
this study. Only two of them, CvpB and Cig57, have a functional
assignment (Chen et al., 2010; Latomanski et al., 2016; Martinez
et al., 2016).

RND efflux pumps are associated with excretion of poisonous
metal ions and AcrB-like efflux pumps (acrAB) with protection
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against hydrophobic inhibitors in E. coli (Ma et al., 1995). The
observed upregulation of RND efflux pumps and uptake of
osmolytes (TamAB) during propagation in L-929 and ACCM-
D might represent a novel survival mechanism for C. burnetii
within the CCV.

Contrary to the proposed prominent role of genes in the OPS-
associated genomic region, CBU_0679 to CBU_0698 (deleted
region in NMII), none of these proteins were observed under
axenic or cell-based cultivation in NMI. The apparent absence
of these proteins in NMI could be due to a very low expression
level under the limit of detection of mass spectrometry, rather
than by the absence of expression. These proteomic findings
are in concordance with previous studies—none of the proteins
were detected after cultivation in VERO cells for NMI and C.
burnetii Q212 (Papadioti et al., 2011, 2012), respectively (Sandoz
et al., 2016b). However, some proteins of the OPS-associated
genomic region were observable on the proteomic level during
propagation in embryonated hen eggs: CBU_0681, CBU_0682,
CBU_0683 (dihydroxystreptose), CBU_0690, and CBU_0691
(virenose) (Flores-Ramirez et al., 2014). This might be due to
massive replication of C. burnetii during egg propagation and a
higher amount of bacterial proteins in the according samples. An
improvement of bacterial protein isolation and implementation
of more sensitive proteomic methods will enhance the analytical
sensitivity. This might allow one to follow regulation of protein
expression of OPS-associated genes.

Overall, the data presented here show the successful
application of an MS-based LFQ approach for semi-quantitative
analysis of C. burnetii proteomes under different growth
conditions. It was demonstrated that the proteome profiles differ
according to growth conditions and growth phase. Furthermore,
differences in the response to oxidative stress were shown for
C. burnetii Nine Mile isolates. Major traits necessary for the
intracellular lifestyle, such as proteins putatively involved in
the Sec translocation and T4BSS, were detected during axenic
cultivation. The approach established in this study allows for
complex and sensitive analyses of protein expression profiles
in various C. burnetii isolates and preparations. It might allow
for a future analysis of isolate-specific virulence traits. Although
the data presented in this pilot study are promising, their
confirmations via other proteomic-based techniques like targeted
mass spectrometry or Western blot are needed.
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Příloha č. 4 – Výsledky kultivace C. burnetii 

1. Kultivace Coxiella burnetii ve tkáňových kulturách hostitelských buněk 

Byla provedena kultivace Coxiella burnetii na liniích buněk L929 a VERO. Na základě 
zkušeností získaných od kolegů ze slovenské Akademie věd byl snížen přídavek fetálního 

bovinního séra na 3 % v tekutém živném médiu, aby byla snížena proliferace hostitelských 

buněk. Průběh infikace hostitelských buněk L929 byl sledován souběžnou kultivací na 

sklíčcích s komůrkami (Lab-Tek Chamber Slide System). Odběry supernatantů byly 
provedeny vždy při každé výměně média a to 6., 11. a 14. den – přítomnost a pozvolný nárůst 
koncentrace C. burnetii v kultivačním médiu byla prokázána. Během kultivace se pouze 
měnilo médium. Úspěšnost kultivace byla hodnocena mikroskopicky (barvení dle Gimenéze) 
a pomocí qPCR. 

 

PCR Vzorek Ct 

1 Pos. Kontrola 1 34,67 

2 Pos. Kontrola 2 31,32 

3 Den 6 27.57 

4 Den 6 26,95 

5 Den 11 26,75 

6 Den 11 26,77 

7 Den 14 24,21 

8 Den 14 23,91 

9 Neg. kontrola - 

10 Neg. kontrola - 

 

Tabulka. Aliquoty supernatantů z infikovaných hostitelských buněk L929 byly 
odebrány v duplikátu 6., 11. a 14. den po infekci (vždy při výměně živného média), 

izolována DNA a provedeno qPCR. Nárůst pozitivity v čase jasně prokazuje množení 
C. burnetii v kultuře hostitelských buněk. 

 

2. Kultivace Coxiella burnetii v axenickém médiu 

Materiál: 
 

Axenické médium 2x ACCM-D (- Glukose), Sunrise Science, pH 4,75, filtrováno přes filtr 
Whatman Polydisc 0,2 um 

Kultivační lahvičky BIOFIL 50 ml objem, ventilační víčko 

Galaxy inkubátor 37o C, 5% CO2, 2,5% O2 



Inokulum: Infikované L929 Jena, sklizeno: 23. 8. 2019, rozplněno do vialek po 1 ml stočeno 
14.000 g po 30 minut. K peletě přidáno 100 µl roztoku 270 mM sacharózy s 10 % 

glycerolem- email Ota, v protokolech z Jeny je SP Buffer (PBS, 250 mM sucrose) 10% 

glycerol, zamrazeno v -80o C 

 

 

Kultivace: 

 

Rozplnění média do lahviček po 15 ml. Médium uložené v lednici necháme temperovat (cca 

10 minut). Přidání 300 µl inokula. 

Ihned dáno do inkubátoru s kontrolovanou atmosférou. 

Fázi II denně protřepáváme – buňky sedimentují. Fáze I roste v suspenzi. Lze pěstovat 7-10 

dní. 
Aliquoty pro PCRanalýzu odebrány po inokulaci (den 0) a 6. den. 
Zamraženo na -80 oC v kultivačním médiu 11. den 

 

Z 1 zkumavky udělána kapka suspenze na sklo, obarveno dle Gimenéz. 

 

Výsledky barvení dle Gimenéze 

 

Po zaschnutí fixováno plamenem. Barvičky uchovávány před barvením minimálně 48 hodin v 
37o C. Bezprostředně před barvením karbolfuchsin ředěno 1:1 s PBS (uchovávaný při teplotě 
místnosti).  
Přefiltrováno, barveno 8 minut 

Opláchnutí pod tekoucí vodou, lehké osušení 
Barveno přefiltrovanou malachitovou zelení 45 až 60 vteřin. 
Necháno uschnout 

Prohlíženo a foceno imerzí 
 

 

  
 

Obrázek 1: Výsledky barvení dle Gimenéze: vlevo kontrolní antigen C. burnetii EP3 

poskytnutý Ústavem virologie SAV Bratislava, vpravo C. burnetii phase II, kultivována na 
VZÚ Praha. Fialové zbarvení indikuje přítomnost antigenu C. burnetii. 

 

Výsledky analýzy PCR 

 



Pro kultivaci v axenickém médiu byly použity 3 lahvičky (triplikát). Odběr vzorků na PCR 
byl proveden z inokula, ze všech lahviček po přidání inokula a zamíchání (den 0) a šestý den 
kultivace (den 6). Inokulum bylo ředěno 50x. 

 

Vyšetření bylo provedeno dvěma detekčními qPCR kity, C2 (jedinečná cílová sekvence) a C3 
(cílem je Coxiella-specifický repetitivní element). Z výsledků analýzy vyplývá, že během 6 
dnů kultivace se Ct snížilo o cca 4 cykly a tedy množství Coxiellové DNA/bakterií se zvýšilo 
zhruba 16-krát. Výsledky PCR taktéž potvrdily ředění inokula 50x. Výsledky uvedené 
v Tabulce byly naměřeny pro C. burneti PhaseII. Izolát Phase I poskytl podobné výsledky. 
 

 

 

 

PCR Vzorek (den/Nr.) Kit C2 (Ct) Kit C3 (Ct) 

1 water neg. neg. 

2 0/1 26.47 24.23 

3 0/2 27.53 24.99 

4 0/3 26.15 23.88 

5 6/1 22.5 21.02 

6 6/2 21.31 20.06 

7 6/3 22.41 20.97 

8 Inokulum 20.69 18.31 

 

Tabulka č. 1: Výsledky PCR pro C. burnetii Phase II kultivované za axenických podmínek 



Příloha č. 5 – analýza vzorků Coxiella burnetii a r. Rickettsia z pracoviště Ústav virologie Slovenské akademie věd v Bratislavě 

 

Celkem bylo analyzováno 7 vzorků: 

 

# species host detailed description Formald. DNA [ng/mL] Ct (1ng) Ct (10ng) Database Id. proteins Database Id. proteins

1 C. burtnetii eggs EP3 2mg/ml 0.04 % 0,58 N.D. N.D. C. burnetii NMI 733 G. gallus 54

2 R. akari eggs  4 mg/ml in PBS pH 7,2 0.4 % 4,4 18,39 15,47 R. akari str Hartford 296 G. gallus 257

3 R. akari VERO digitonin, supernat., PBS pH 7,2  - 14 24,12 20,75 R. akari str Hartford 16 Chlorocebus 670

4 R. akari eggs ALT lysis buffer, buffer 15.12.14  - 30 25,08 22,02 R. akari str Hartford 15 G. gallus 640

5 R. typhii VERO digitonin, supernat., PBS pH 7,2  - 267 28,18 24,99 R. typhii_ATCC VR_144  Wilmington 548 Chlorocebus 275

6 R. typhii L929 + VERO Cells + bacteria, PBS pH 7,2  - N.D. N.D. N.D. R. typhii_ATCC VR_144  Wilmington 46 Chlorocebus/M. musculus 1323/878

7 R. slovaca L929 + VERO Cells + bacteria, PBS pH 7,2  - 273 25,50 22,25 R. slovaca_strain_D-CWPP 72 Chlorocebus/M. musculus 733/987

STD R. parkeri VERO STD (1% Rickettsia DNA) 85 22,35 20,21

Proteomics

Rickettsial proteins Host proteins

Genomics

 
 

 

 

Tabulka č. 1 – popis analyzovaných vzorků z pracoviště Ústav virologie Slovenské akademie věd v Bratislavě. Zeleně optimální hodnoty, 
červeně suboptimální.



Výstupy z celogenomové sekvenování 
 

Na základě předběžné analyzy qPCR byly pro zkušení sekvenaci vybrány vzorky č. 4 (R. 

akari, přímá lýza konzervy), č. 5 (R. typhi) a č.7 (R. slovaka). Na počet readu bylo zastoupeni 
Rickettsiovych sekvenci v rozmezí cca 0.1 – 0.5%, ovšem vzorky c.5 a c.7 vykazovaly 

výrazně kratší, což může být důsledek lyze/fixace formaldehydem a následnou analýzu to 
dosti komplikuje. 

 

Pro kompletní sekvenacíi pomocí systému NanoPore byl vybrán vzorek č. 4 a zároveň byla 

nabohacena bakteriální sekvence Microbiome Enrichment kitem (vzorek 4E) a 

amplifikována ještě následně WGA kitem (vzorek 4EW). Výsledek jsme 

kontrolovali qPCR a sekvenovali. Po nabohacení  mikrobiálních sekvencí se obsah 

Rickettsiove DNA zvýšil cca 4x. Ovšem po celogenomove 

amplifikaci WGA kitem se obsah Rickettsiovych readu vysplhal az na cca 

4.3% readu při zachování délky, což je ideální situace a následně bylo dosažena 500 

násobného pokrytí a zkusmého pokrytí genomu o délce 1.227.306 bp. 

 

Výstupy z proteomické analýzy 

 

V případě vzorku C. burnetii EP3 – projeto proti DB C burnetii NMI – identifikovaných 733 
proteinů  - krásný vzorek. Počet identifikací kuřecích proteinů je malý (54), což ukazuje na 
vysoký stupeň čistoty antigenu. 

  

V případě R. akarii (vzorky 2 – 4). Vyhodnoceno proti databázi R. akarii strain Hartford. 

Vzorek 2 je vynikající (navzdory nízké koncentraci materiálu pro genomiku) – 296 

rickettsiových proteinů, 257 kuřecích. 
  

Vzorek č. 3 (VERO buňky R. akari) počet identifikací rickettsiových proteinů 
nesignifikantních, ale 670 kuřecích proteinů ukazuje na kvalitní proteomický vzorek, ale 
nedostatečný stupeň nabohacení rickettsií. Obdobně vzorek 4 (kuřecí zárodky s ALT lysis 

buffer) – rickettsiový proteiny tam nejsou, ale kuřecí ano – nedostatečné nabohacení. 
  

Vzorky 5 a 6 – R. typhi. Vzorek 5 - 548 rickettsiových proteinů a 275 proteinů z VERO buněk 
– kvalitní vzorek a hezké nabohacení. Vzorek 6 – rickettsiových proteinů výrazně méně a 
převažují proteiny hostitelských buněk – nižší stupeň nabohacení. 
 

Vzorek 7 - R. slovaca – 76 identifikací rickettsiových proteinů, ale převažující proteiny 
hostitelských kultur. 
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