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Uvod

Pertuse (Cerny, davivy kasel) je preventabilni respiratni onemocnéni zpusobené bakterii
Bordetella pertussis ohrozujici zejména novorozence a plné neockované kojence. Diky
pravidelnému o¢kovani sice v minulosti doslo k vyznamné redukeci rizika fatalni pertuse, ale v
poslednich desetiletich celosvétoveé opét pocet onemocnéni nartista @ maximum nemocnosti se
presouva do vékovych skupin adolescentli a dospélych. Parapertuse je zplsobena bakterii
Bordetella parapertussis, ktera neprodukuje pertusovy toxin zodpovédny za zavazné klinické
projevy cerného kasle, a jeji prib&h byva mirnéjsi. Piestoze se diagnostické moznosti davivého
kasle zlepsSuji, podhlasenost pertuse je stale zna¢na a hlasené piipady onemocnéni tvofi jen
,,Spicku ledovee®, pouhych 1-36 % (Miller E. et al., 2000, Strebel P. et al., 2001, Solano R. et
al, 2016). Mnoho dospé€lych lidi s kaslem vyhleda 1ékate teprve, kdyZ potize trvaji neobvykle
dlouho a bézné dostupné 1éky proti kasli nezabiraji. Proto je pertuse u dospélych, ale i u déti
casto nediagnostikovdna nebo povaZovana za jinou infekci hornich cest dychacich, bronchitidu
nebo alergii. Navic, onemocnéni vyvoland jinymi druhy bordetel nez B. pertussis a
B. parapertussis, napt. B. bronchiseptica, B. holmesii, jsou chybné diagnostikovana a rovnéz
podhlasena vzhledem k tomu, ze nékteré pouzivané diagnostické testy pro PCR diagnostiku

testujici pouze sekvence IS481 a IS1001 nejsou druhove specifické.

Kdy pomyslet na pertusi

Diagnézu pertuse je tfeba zvazit zejména pii klinickém obrazu typickych opakovanych
zachvatl kasle, které konéi zajiknutim, pifipadné zvracenim, kdy kaSel nereaguje na bézna
antitusika a zhorsuje se v noci. U ockovanych o0sob, adolescentii a dospélych mohou byt
piiznaky onemocnéni mirnéjsi, charakterizované pouze dlouhotrvajicim kaslem bez typickych
zachvatl. U neoCkovanych nebo netplné ockovanych déti v kojeneckém veéku nebyva piitomen
vyrazny kasel; obvykle se po kratkém kataralnim stadiu mohou objevit apnoické pauzy a lapavé
dychani, gasping. Proto by nevysvétlitelné apnoické pauzy u déti v kojeneckém veku mély vzdy
vzbudit podezieni na diagnozu pertuse. Vzdy je nutné se ptat také na ockovani, ale ani

anamnéza kompletniho o¢kovani nevylucuje onemocnéni.

Moznosti laboratorni diagnostiky

Rychla a presna diagnostika onemocnéni pertusi je diileZita pro v€asné zahajeni spravné
antibiotické 1é¢by a tim i pro vyrazné ovlivnéni priubéhu celého onemocnéni a cirkulaci

agens v populaci.



Kauzalni diagnostika pertuse

Opira se o primy prikaz agens, tedy detekci DNA bordetel a kultiva¢ni prikaz. Odbéry k
prakazu DNA bordetel a na kultivacni prukaz se provadéji co nejdiive po zacatku onemocnéni,
pied zahajenim antibiotické 1é¢by, idealné nejlépe rano nalaéno pred napitim nebo 2-3 hodiny
po jidle a piti a pfed ustni hygienou, doporucuje se nekoutit. Odbér se provadi specialnim

tamponem pies dutinu nosni ze zadni stény nazofaryngu.

Nejvhodnéjsi pro kultivacni prikaz je nazofaryngealni vytér odebrany béhem prvnich 2 tydn
kasle, kdy jsou v nosohltanu stale pfitomny zivotaschopné bakterie. Po prvnich 2 tydnech

citlivost klesa a zvysuje se riziko falesné negativnich vysledkt (CDC, Manual, 2020).

Metoda PCR ma optimdlni senzitivitu v prvnich tfech tydnech onemocnéni. DNA lze v
nazofaryngealnim vytéru prokazat i po zahajeni antibiotické 1é¢by, PCR muize byt pozitivni 5
az 21 dni, vyjimeéné i mésic po zahajeni 1écby antibiotiky (Riffelmann M. et al., 2005, Bidet
P. etal., 2008). Po ¢tvrtém tydnu kasle se v§ak mnozstvi bakterialni DNA v nosohltanu rychle
snizuje, coz zvysuje riziko ziskani falesné negativnich vysledkt. Vysledky by proto mély byt
vzdy interpretovany spolu s klinickymi pfiznaky pacienta a epidemiologickymi informacemi

(CDC, Manual, 2020).

Pokud se podaii izolovat od pacienta kmen, ma byt podle vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi
CR ¢&. 473/2008 Sb., o systému epidemiologické bdélosti pro vybrané infekce, pfiloha &. 3,
poslan do Narodni referenéni laboratofe pro pertusi a difterii SZU, kde je nasledné zafazen do
sbirky kmentl a slouZi zejména pro dalsi sledovani charakteristik kmenti bordetel cirkulujicich
V populaci pomoci molekuldrné biologickych metod MLST (Multilocus Sequence Typing),
MAST (Multiple Antigen Sequence Typing), WGS (Whole-Genome Sequencing) a ke

sledovani citlivosti bordetel na antibiotika.

Dal8i moznosti laboratorni diagnostiky pertuse je nepFimy prukaz, tedy odbér krve k
sérologickému vySetfeni specifickych protilatek proti pertusi. Potvrzeni vysledka
sérologického vysetieni je vzhledem k nastupu protilatek u pacienta mozné az v pozdé¢jSich

fazich onemocnéni.

Studie, které méfily protilatky IgM, IgA a IgG v séru pacientl S potvrzenou pertusi v rizném
veéku a sriznou vakcinacni historii, bézné zjistovaly, ze nejcitlivéjsi byly hodnoty 1gG
protilatek proti pertusovému toxinu. Primérni ockovani aceluldrni (aP) a celobunécnou (wP)

oc¢kovaci latkou proti pertusi vV prvnim roce zivota indukuje vysoké hladiny protilatek IgM a



IgG, které interferuji s laboratorni diagnostikou (van der Zee, et al. 2015). U déti mladSich nez

4 roky mohou byt odpovédi IgA na infekci velmi nizké nebo dokonce zadné (van der Zee, et
al. 1996).

Pokud byl pacient ockovan aP nebo WP vakcinou proti pertusi, je spravna a validni interpretace
sérologickych testlii mozna teprve az za rok po ockovani aP vakcinou (Guiso N. et al., 2011,

van der Zee, et al. 2015).

Sérologicky prikaz se nedoporucuje u novorozenct a kojencti, protoze jejich imunitni systém
je nezraly a imunitni odpovéd’ je ovlivnéna matefskymi protilatkami (WHO, Laboratory

Manual, 2014)

Ochrannou koncentraci protilatek proti pertusovému toxinu (anti-PT) zatim neni mozné
vySetfit, protoze neni znama hodnota korelatu protektivity (WHO, Immunological Basis for

Immunization Series, 2017).

Vysetienim pouze IgG anti-PT z jednoho vzorku séra lze zjistit pouze skute¢nost, ze pacient
ptisel do kontaktu s antigeny Bordetella pertussis, nelze vsak odlisit protilatky postinfekéni a

postvakcinacni.

ELISA testy jsou ureny pouze k diagnostice onemocnéni pertusi. Nejsou vhodné ke kontrole

proockovanosti populace.

V ruznych stadiich infekce B. pertussis by mély byt pouzity rizné diagnostické metody.
Metoda PCR je nejcitlivéjsi a méla by byt vZdy zahrnuta, nezavisle na stadiu onemocnéni,
pro doplnéni kultivace v ¢asném stadiu a sérologie v pozdéjSim stadiu; po ,,covidovych*
dvou letech by odbér na PCR vysetieni mél byt rutinni zaleZitosti, jak pro lékare, tak pro
pacienta. V pripadé pozitivniho vysledku PCR, pokud nejsou pritomny vyrazné
symptomy onemocnéni, pokud je vysledek Kultivace negativni nebo sérologické vySetieni
neni prukazné, lze tento vysledek hodnotit jako skuteény indikator infekce, pokud byla
splnéna vSechna Kkritéria kvality pro test a miZe byt vylou¢ena kontaminace (van der Zee
et al. 2015).



1.1 Standardni postupy laboratorni diagnostiky pertuse a parapertuse -
podrobné

Laboratorni diagnostika pertuse a parapertuse se provadi metodami pfimé a nepiimé
diagnostiky.
Prima diagnostika:

e Kaultivacni vysetfeni

e Real-Time PCR vysetfeni (RT-PCR)

Neprima diagnostika:

e Sérologické vySetieni

Laboratorni metoda/druh vySetfeni je volen/a dle intervalu mezi odbérem klinického materialu

a pocatkem onemocnéni a dle zahajené antibiotické (ATB) terapie (CDC, Manual, 2020).

Doporucend laboratorni diagnostika v zavislosti na dobé trvani ptiznaki je uvedena v tabulce:

Do 2tydna | Do 4 tydnG | Nad 4 tydny
Metoda Material trvani trvani trvani
priznaku priznaku priznakui
Kultivaéni prikaz Vytér z
(provadi se, pokud neni | nosohltanu Ano Ne Ne
zahajena ATB terapie) nebo aspirat
Detekce nukleové Vytér z
kyseliny (do 5 dna po nosohltanu Ano Ano Ne
zahajeni ATB terapie) nebo aspirat
Prukaz protilatek IgG a | .
. Zilni krev -
IgA proti pertusovému o Ne Ano Ano
_ srazliva
toxinu (Pt)

1. odbér proveden do 2 tydnii od pocatku onemocnéni + nezahajena ATB terapie: provést
kultivaci a RT-PCR
2. odbér proveden do 2 tydnt od pocatku onemocnéni + zahajena ATB terapie: provést pouze

RT-PCR



3. odbér proveden 3. az 4. tydem od pocatku onemocnéni: provést RT-PCR a/nebo
sérologické vySetreni

4. odbér proveden déle nez 4. tyden od pocatku onemocnéni: provést pouze sérologické
vySetieni

5. Vohnisku pertuse: provést RT-PCR a sérologické vySetifeni bez ohledu na dobu trvani

ptiznakt

U déti do 1 roku a pacientii, u kterych neuplynulo 12 mésici od o¢kovani proti pertusi, se
k prikazu onemocnéni provadi pouze kultivace a RT-PCR, sérologické testy se

neprovadi.

1.2 Kultivace
1.2.1  Odbér klinického materialu na kultiva¢ni vySetreni

Podminky: Co nejdiive po vysloveni podezieni na onemocnéni, nejlépe do 2 tydnti od pocatku
onemocnéni, pfed zahajenim ATB 1é¢by, rano nalac¢no, pted napitim a pted tstni hygienou nebo
2 az 3 hodiny po jidle a piti, pfed odbérem nekoufit. Pfi odbéru pouzivat pouze bezpudrové

rukavice.

1.2.2  Vytér ze zadni stény nosohltanu

Odbérova souprava pro kultivaéni vy$etieni:

1) Tampon ze syntetické baviny na dratku s Amiesovou pudou s aktivnim uhlim
2) Souprava FLOCKED SWAB nasofaryngealni flexibilni s tekutym Amiesovym médiem
eSwab (Copan Italia S.p.A.). Informace o soupravé viz ptiloha 1. CAVE!

Postup: Pted odbérem je vhodné se pacienta dotézat na pocit ucpaného nosu, odebirat z nosniho
pruduchu, ktery pacient vnima jako Iépe pruchodny. Tampon jemné zasouvadme pies nosni
pruduch tésn€ podé€l nosni prepazky a po spodni stén€ nosni dutiny az k zadni stén€ nosohltanu
(ptiblizn€ 10 cm v zavislosti na véku pacienta, pokud dojde k fihani, byl tampon zasunut piilis
hluboko). N¢kolikrat jemné pooto¢ime a tampon opatrn¢ vytahneme (WHO, Laboratory
Manual, 2014). Pro déti <12 mésicti véku plati poloviéni vzdalenost (ptiblizné 5 cm). U déti je

nutna fixace, odbér je nepiijemny. Obrazek viz ptiloha 2.



1.2.3 Aspirat

Aspirat je odebiran dle metody zavedené v odbérovém misté, za dodrzeni sterilnich podminek
odbéru.

Jako transportni médium pro odsaty aspirat pouzit 3 ml sterilniho fyziologického roztoku.

1.2.4 Uchovavani a transport klinického materialu

Pii pokojové teploté, material by mél byt doruc¢en do laboratoie v den odbéru, maximalné do

24 hodin.

1.2.5 Kultivacni pidy

Kultivace bordetel se provadi na specialnich piidach. Jako kultivacni médium je mozné pouzit

bud’ Charcoal agar nebo Bordet-Gengou agar (WHO, Laboratory Manual, 2014).

e Charcoal agar
e Charcoal agar se suplementem (cefalexin, 40 mg/l)
e Bordet-Gengou agar

e Bordet-Gengou agar se suplementem (cefalexin, 40 mg/I)

Puda musi byt v misce dostateéné vysoko vylita, aby béhem dlouhé doby inkubace nevysychala
(vyska 7 - 10 mm). Kultivovat je tieba vZdy jak na médiu s cefalexinem, tak i na médiu bez

cefalexinu, z divodu mozné inhibice ristu nékterych kmenta na médiu s cefalexinem.

1.2.6 Podminky kultivace a identifikace kultur

Podminky kultivace: V normalni atmosféte pii teploté 35-37 °C po dobu 7 dnil.

Rust a vzhled kolonii:

Charcoal agar:

Bordetella pertussis vyrusta za 48 az 72 hodin v drobnych, hladkych, stfibroSedych a
velmi lesklych koloniich, které vypadaji jako ,,kapky rosy*. Kolonie se nepohybuji po

doteku klickou, ale rozetiou se.

Bordetella parapertussis vyrusta za 48 hodin, kolonie jsou podobné druhu B. pertussis,

v

ale jsou vétsi a Sedivejsi. Po delsi inkubaci vypadaji kolonie jako vpadlé do pudy.

Bordet-Gengou agar:



Bordetella pertussis vyrusta za 48 az 72 hodin v drobnych (do 0,5 mm) hladkych,
stiibtitych koloniich, které se nepohybuji pfi doteku klickou, ale rozetfou se. Po delsi

inkubaci se kolonie zvétSuji az na 2 mm a je viditelnd zéna hemolyzy.

Bordetella parapertussis vyrista za 48 hodin, kolonie jsou vétsi (1-2 mm), Sedosttibrné
S vyraznou zonou hemolyzy a tmavym cernohnédym pigmentem v okoli kolonie. Po

delsi inkubaci kolonie nartistaji az do velikosti 3 mm a vypadaji jako vpadlé do ptdy.

Mikroskopicky obraz v Gramoveé barveni: gramnegativni kokobacily.

1.2.7 Druhova identifikace a antigenni charakterizace

Druhova identifikace: Pomoci MALDI-TOF (Matrix Assisted Desorption lonization — Time

of Flight) a/nebo sklickovou aglutinaci s diagnostickymi séry Bordetella pertussis a

Bordetella parapertussis (vyrobce Remel Ltd.).

Sérotypizace izolat B. pertussis pro uréeni typu fimbrii: Provadi se v NRL pro pertusi a difterii

sklickovou aglutinaci s pouzitim monoklonalnich protilatek Monoclonal Antibody for
Serotyping Bordetella pertussis Fimbrial Antigen 2, 1 st WHO IS (NIBSC, UK) a Monoclonal
Antibody for Serotyping Bordetella pertussis Fimbrial Antigen 3, 1 st WHO IS (NIBSC,UK)
(van Gent M. et al., 2009).

1.3 Real-Time PCR
1.3.1 Odbér klinického materidlu na RT-PCR vySetieni
1.3.1.1 Vytér ze zadni stény nosohltanu

Podminky: co nejdfive po vysloveni podezieni na pertusi, rano nala¢no nebo 2 az 3 hodiny po
jidle a piti, a pfed Gstni hygienou, maximaln¢ do 5 dnil od zahdjené ATB lécby, pied odbérem

nekoufit. Pfi odbéru pouZzivat pouze bezpudrové rukavice!

Odbérova souprava pro RT-PCR vySetieni:

1) Souprava FLOCKED SWAB nasofaryngealni flexibilni s tekutym Amiesovym médiem
eSwab (Copan lItalia S.p.A.). Informace o souprave viz ptiloha 1. CAVE!

2) Odbérova souprava pro pritkaz respira¢nich virti s médiem



Postup: Pied odbérem je vhodné se pacienta dotazat na pocit ucpaného nosu, odebirat z nosniho
praduchu, ktery pacient vnima jako lépe priuchodny. Tampdén jemné zasouvame pies nosni
praduch té€sné podél nosni prepazky a po spodni stén€ nosni dutiny az k zadni sténé nasofaryngu
(ptiblizn€ 10 cm v zavislosti na véku pacienta, pokud dojde k fihani, byl tampon zasunut piilis
hluboko). N¢kolikrat jemné pooto¢ime a tampdén vytadhneme (WHO, Laboratory Manual,
2014). Pro déti <12 meésict veéku plati poloviéni vzdalenost (pfiblizné 5 cm). Obrazek viz

ptiloha 2.

1.3.1.2 Aspirat

Aspirat je odebiran dle metody zavedené v odbérovém misté, za dodrzeni sterilnich podminek
odbéru.

Jako transportni médium pro odsaty aspirat pouzit 3 ml sterilniho fyziologického roztoku.

1.3.2 Uchovavani a transport klinického materialu

Odbérova souprava s tekutym médiem Eswab nebo aspirat: Do zpracovani v laboratofi

uchovavat pfi pokojové teploté, nebo v lednici pti 4-8 °C. Material zpracovat v laboratofi do 5

dni od odbéru.

Odbérova souprava pro prukaz respiraénich vird s transportnim médiem: Uchovavat a

piepravovat pii teploté 2-8 °C, pokud je material dopraven do laboratofe v den odbéru, nebo
pii -20 °C, pokud je nutné jej pted prepravou skladovat. Skladuje se zmrazeny pfti -20 °C.

Zpracovat ithned po dodani nebo zmrazit (-20 °C).

13.3 Detekované sekvence pro RT-PCR

Pro PCR diagnostiku je mozné testovat nékolik sekvenci (WHO, Laboratory Manual, 2014,
ECDC, Guidance and protocol for the use of real-time PCR, 2012) viz tabulka 1. Vétsina téchto
sekvenci je pfitomna v genomu vice druhti rodu Bordetella. Pro identifikaci infek¢niho agens

je proto potieba testovat kombinaci sekvenci.

Je mozné sestavit sekvence do home-made PCR nebo si vybrat komeréni soupravu. V soucasné
dobé¢ je na trhu né€kolik komercnich souprav s rtiznou kombinaci sekvenci. N&které soupravy
identifikuji kromé B. pertussis a B. parapertussis také B. holmesii. U komerénich souprav se
vyhodnoceni provadi podle ptibalového letdku vyrobce. U home-made PCR se vyhodnoceni
provadi podle vybranych detekovanych sekvenci. Navrhy sekvenci pro home-made PCR viz

piiloha 3.
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Tabulka 1: Nejcastéji pouzivané sekvence pro PCR diagnostiku rodu Bordetella

Sekvence Pritomna v Pocet kopii v genomu

B. pertussis 50-200
15481 B. holmesii 8-10

u nékterych kment druhu B. bronchiseptica <5
151001 B. parapertussis ~20

u nékterych kment druhu B. bronchiseptica 1-7

B. pertussis 4-9
1S1002 B. parapertussis 9

B. bronchiseptica 1
pIS1001 | B. parapertussis 3-5
h-IS1001 | B. holmesii 3-5
ptxP B. pertussis 1
recA B. holmesii 1

B. pertussis 1
ptxS1 B. parapertussis 1

B. bronchiseptica 1

B. pertussis 1

B. parapertussis 1
PIxA-Pr B. zronfhfseptfca 1

po upravée sekvence specificka pro B. pertussis 1
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1.4 Sérologicky prukaz pertuse

1.4.1 Odbér klinického materialu na sérologické vySetireni

Podminky: od 3. tydne trvani pfiznakt. Pokud byl pacient ockovan acelularni (aP) nebo
celobunécnou (wP) vakcinou proti pertusi, je spravna a validni interpretace sérologickych testi

mozna teprve az za rok po ockovani aP vakcinou (Guiso N. et al., 2011).

Sérologicky prukaz se nedoporucuje u novorozencii a kojenct, protoze jejich imunitni systém
je nezraly a imunitni odpovéd’ je ovlivnéna matefskymi protilatkami (WHO, Laboratory

Manual 2014).

Neni mozné vySetfit ochrannou koncentraci protilatek proti pertusovému toxinu (anti-PT),
hodnota korelatu protektivity neni znama (WHO Immunological Basis for Immunization
Series, 2017).

VySetifenim pouze 1gG anti-PT z jednoho_vzorku séra lze zjistit pouze skutecnost, Ze

pacient piiSel do kontaktu s antigeny Bordetella pertussis, nelze vsak odlisit protilatky
postinfekéni a postvakcina¢ni. ELISA testy jsou urceny pouze k diagnostice onemocnéni

pertusi. Nejsou vhodné ke kontrole proockovanosti populace.

Podle skupiny zahrnujici evropské referen¢ni laboratoi'e EU Pertstrain se nedoporucuje
Vv sérologické diagnostice davivého kasle pouzivat nasledujici laboratorni metody (Guiso

N. et al., 2011):

e mikroaglutinaci
e imunoblot
e KFR (komplement fixacni reakce)

e nepiimou imunofluorescenci.

Mnoho komerénich souprav detekuje protilatky v séru proti B. pertussis a/nebo anti-PT, anti-
FHA, anti-PRN a také ACT protilatky za pouziti blotovacich technik. Soupravy pouzivajici
jako antigeny suspenze celych bunék nejsou specifické pro detekci/diagnostiku infekei
davivého kasle kvuli velké zkiizené reaktivité s jinymi bakteriemi (napf. jinymi druhy
bordetel, druny Haemophilus, Mycoplasma pneumoniae). Antigeny pouzité v téchto
soupravach musi byt validovany, pokud jde o jejich Cistotu, protoze kontaminace jinymi
antigeny nebo agregaty antigeni mutize také vést k faleSné€ pozitivnim vysledktm.

Kvantitativni interpretace vysledkii blotu neni mozna, ale mozna je pouze semikvantitativni
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interpretace vysledkii. Proto neni pouziti imunoblotti pro sérologicky prikaz pertuse

doporuceno skupinou EU Pertstrain (Guiso N. et al, 2011).

1.4.2 Uchovavani a transport materialu

Srazliva krev pro ziskani séra: separovat sérum co nejdiive, skladovat v lednici pfi teploté

2-8 °C. Krev je mozné skladovat pii pokojové teploté do 24 hodin, pak je nutno separovat

sérum. Separované sérum skladovat v lednici pii teploté 2-8 °C.

Vzorky sér: Vv lednici pii teploté 2-8 °C max. 5 dnti, po delsi dobu je nutno skladovat v mrazicim
boxu (- 20 °C)

1.4.3 Stanoveni protilatek proti pertusovému toxinu

K diagnostice onemocnéni se provadi stanoveni IgG a IgA protilatek proti pertusovému toxinu
metodou ELISA s kvantitativnim vyhodnocenim v mezinarodnich jednotkach (IU/ml) (ECDC,
Guidance and protocol for the serological diagnosis, 2012) a vyhodnocenim podle piibalového
letaku vyrobce. Pii hodnoceni je nutné brat v tivahu vek pacienta a o€kovaci statut, coz miize
ovlivnit hladiny protilatek. Pokud neni interpretace mozna, je nutné vysetteni druhého vzorku

za 3 az 6 tydnid. Séra by méla byt testovana spolecné v jednom bé&hu.

Pti vySetieni pouze IgG protilatek proti pertusovému toxinu je nutné vySetiit 2 vzorky séra,
odebrané minimalnég v tfitydennim rozestupu. Za pozitivni vysledek se povazuje prokazatelna
dynamika protilatek, tedy > 50-100% zvyseni nebo snizeni koncentrace IgG protilatek v 1U/ml
parovych vzorkl. I dynamicky pokles protilatek svédci pro nedavny kontakt s agens. Parova

séra by méla byt testovana spole¢né v jednom béhu (Guiso N. et al, 2011).

1.5 Sérologicky prikaz parapertuse

Vzhledem ktomu, ze vyrobce firma Test-Line ukoncil na zacatku roku 2022 vyrobu
aglutinogenu k sérologickému prikazu parapertuse, neni mozné provadét touto metodou

diagnostiku parapertuse.

Podle vysledki z NRL je interpretace vysledki pomoci soupravy ELISA zalozené na indexu
pozitivity nedostate¢nd pro sérologicky prikaz parapertuse a nekoreluje s vysledky

z aglutinace.

Pozn. Pro diagnostiku parapertuse doporucujeme pouzivat metodu PCR a Kkultivaéni

prikaz.
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Priloha 1

Copan Liquid Amies Elution Swab (eSwab)

Tato odbérova souprava je vhodna jak pro kultivacni vySetieni, tak i pro PCR vySetieni.
Umoznuje nasadit kultivaci pfi pozitivnim vysledku PCR. V piipad¢ pozadavku na kultivacni i
PCR vySetieni staci provést pouze jeden odbér. V laboratofi nejprve z média odebrat alikvot na
PCR, ze zbytku média provést kultivaci (mozno nanést inokulum pfimo tamponem z odbérové

soupravy), aby nedoslo ke kontaminaci materialu na PCR.
Firma Copan doplnila do navodu k pouziti nasledujici informaci:

CAVE! V odberové soupravé Eswab mohou byt obsazeny stopy nukleovych kyselin z nezivych
organismii, které mohou byt amplifikovany PCR testy v zavislosti na analytickeé citlivosti testu.
Pri zpracovani vysledkii ze vzorki s nizkou amplifikaci (vysoka hodnota Ct) cilového
mikroorganismu se rid'te navodem k pouziti od vyrobce testu a internimi laboratornimi postupy

(Systém transportu a odbéru Copan Liquid Amies Elution Swab, ndvod k pouziti, odstavec

Omezeni, bod 9, verze navodu HPC031R08 Date 2021.10).

Za NRL pro pertusi a difterii maZeme Fict, Ze tento problém se tyka sekvenci, které
detekuji B. parapertussis. Nami otestované sekvence IS1001 a plS1001 u nékterych

negativnich vzorki vykazovaly amplifikaci s Ct >35.
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Priloha 2

Odbér na kultivaci a PCR ze zadni stény nosohltanu

Obrazek prevzat z Laboratory Manual for the Diagnosis of Whooping Cough caused by
Bordetella pertussis/Bordetella parapertussis,update 2014; WHO/1VB/14.03;
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Priloha 3

Navrh kombinace sekvenci pro home-made PCR diagnostiku
Doporuceni ECDC [4]:

1. krok Multiplex PCR sekvenci IS481 a 1S1001.

2. krok PCR sekvence ptxA-Pr (sekvence specificka pro B. pertussis)
Interpretace vysledkii:

e [S481 negativni, PtxA-pr negativni — Ve vySetfovaném materidlu neprokazdna DNA
B. pertussis.

e [S481 pozitivni, PtxA-pr negativni — Ve vySetfovaném materidlu prokdzana DNA
Bordetella species

e [S481 negativni, PtxA-pr pozitivni — Nejednoznaény vysledek. Pokud bude totozny pfi
opakovaném testovani, interpretujeme jako ,,Mozna ptitomnost DNA kmene B. pertussis s
netypickymi genotypovymi vlastnostmi®.

e [IS481 pozitivni, PtxA-pr pozitivni — Ve vySetfovaném materialu prokazana DNA
B. pertussis.

e IS1001 pozitivni - infekce pravdépodobné zptisobena B. parapertussis, pokud odpovidaji
klinicka kritéria.

Doporuceni WHO [2]:

sekvence
1S481 |1S1001 1S1002 |ptxP |[h-1S1001 interpretace
+ - + + - B. pertussis
+ - + - - Bordetella species/B. pertussis
+ - - - - Bordetella species
- + + - - B. parapertussis
- + - - - Bordetella species/B. parapertussis
+ - - - + B. holmesii

+ pozitivni; - negativni; + mize byt pozitivni u B. bronchiseptica
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