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EU definice potvrzenEU definice potvrzen éého pho p řříípadu pro pertusi padu pro pertusi 
vyhlvyhl ášáška ka čč. 275/2010 Sb.. 275/2010 Sb.

Potvrzený pPotvrzený přříípad = klinickpad = klinickéé projevy + prprojevy + průůkaz minimkaz minimáálnlněě jednou z njednou z náásledujsledujííccíích tch třříí
laboratorních metod:metod:

�� Izolace Izolace B.pertussisB.pertussis z klinickz klinickéého materiho materiáálulu
�� Detekce nukleovDetekce nukleovéé kyseliny (PCR)kyseliny (PCR)
�� PrPrůůkaz specifickkaz specifickéé protilprotiláátkovtkovéé odpovodpověědidi

MUSMUSÍÍ SE VYSE VYŠŠETETŘŘOVAT AKUTNOVAT AKUTNÍÍ A REKONVALESCENTNA REKONVALESCENTNÍÍ SSÉÉRUM RUM 
SOUSOUČČASNASNĚĚ V JEDNV JEDNÉÉ LABORATOLABORATOŘŘI!!!I!!!

sséérologický prrologický průůkaz je proto mokaz je proto možžný aný ažž v rekonvalescenci v rekonvalescenci 

VyVyššetetřřeneníí na zna záákladkladěě jednoho vzorku sjednoho vzorku sééra i s vysokou ra i s vysokou 
hladinou protilhladinou protiláátek NENtek NENÍÍ v souladu s EU definicv souladu s EU definicíí!!!!!!!!

LaboratornLaboratorníí kritkritééria  podle definice pria  podle definice přříípadu jsou padu jsou ččasto asto 
nedodrnedodržžovováánana
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LaboratornLaboratorníí metodymetody

�� KultivaceKultivace

�� RT PCRRT PCR

�� SSéérologierologie

Objevení příznaků-kašel

0                2                 4                    6       8                   10             12         
kultivace

PCR

Sérologie

Optimální načasování pro diagnostiku
(týdny)



KultivaceKultivace

�� StandardnStandardníí testtest
�� LevnLevnáá metodametoda

�� 100% specifick100% specifickáá

�� Faktory ovlivFaktory ovlivňňujujííccíí senzitivitu:senzitivitu:
nanaččasovasováánníí odbodběěruru-- na pona poččáátku onemocntku onemocněěnníí

ppřřed zahed zaháájenjeníím ATB terapiem ATB terapie
na lana laččnono

odbodběěr r –– je obtje obtíížžný, vyný, vyžžaduje traduje trééning, ning, 

ideideáálnlněě ORL specialistaORL specialista

transport materitransport materiáálu     lu     
44
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OdbOdběěr materir materiáálu na kultivaci a PCRlu na kultivaci a PCR
�� OdbOdběěr ihned pr ihned přři podezi podezřřeneníí na onemocnna onemocněěnníí,,

na lana laččno nebo tno nebo třři hodiny po ji hodiny po jíídle a pitdle a pitíí, nekou, nekouřřit!it!

�� VýtVýtěěr z nasopharyngu r z nasopharyngu 
�� TampTampóón dacron, rayon, n dacron, rayon, 

Pro PCR je vhodný i flocked swab     Pro PCR je vhodný i flocked swab     

zdroj:http://www.copanswabs.com/  zdroj:http://www.copanswabs.com/  

�� AspirAspiráát z nasopharyngut z nasopharyngu

http://www.dispolab.czhttp://www.dispolab.cz
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NasofaryngeNasofaryngeáálnlníí výtvýtěěr pro kultivaci a PCRr pro kultivaci a PCR

�� TampTampóón jemnn jemněě zasunout zasunout 
ppřřes nosnes nosníí prprůůduch aduch ažž k k 
zadnzadníí ststěěnněě nasofaryngu nasofaryngu 

�� Ponechat nPonechat něěkolik sekund za kolik sekund za 
sousouččasnasnéého otho otááččeneníí

�� OpatrnOpatrněě vyjmoutvyjmout

zdroj:http://www.copanswabs.com/zdroj:http://www.copanswabs.com/
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Transport vzorkTransport vzorkůů pro kultivacipro kultivaci

�� OptimOptimáálnlníí je pje přříímméé naonaoččkovkováánníí vzorku na vzorku na 
kultivakultivaččnníí plotnuplotnu

�� TampTampóón po odbn po odběěru ihned zanoru ihned zanořřit do transportnit do transportníího ho 
mméédia (AMIES s aktivndia (AMIES s aktivníím uhlm uhlíím)m)

�� MateriMateriáál pl přřepravovat a uchovepravovat a uchováávat do zpracovvat do zpracováánníí
ppřři pokojovi pokojovéé teplotteplotěě –– NE V LEDNICI !NE V LEDNICI !

�� Doba od odbDoba od odběěru do zpracovru do zpracováánníí materimateriáálu max. 24 lu max. 24 
hodin hodin 
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Transport vzorků pro PCR

� Tampón může být přepravován suchý

� Tampóny s Amies médiem
Amies s aktivním uhlím neovlivňuje PCR

� Materiál přepravovat při pokojové teplotě

� V laboratoři okamžitě zpracovat nebo 
skladovat při -20°C do zpracování
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KultivaKultivaččnníí mméédiadia

� Charcoal agar (ReganCharcoal agar (Regan--Lowe)Lowe)
neselektivnneselektivníí
selektivnselektivníí (+ ce(+ cephalexin 40mg/lphalexin 40mg/l))

�� Bordet Bordet –– GengouGengou

�� pH ppH půůdy 7,4dy 7,4±±0.2, p0.2, půůda na kultivada na kultivaččnníí plotnplotněě
dostatedostateččnněě vysoko vylitvysoko vylitáá

�� KultivaKultivaččnníí podmpodmíínkynky
3535--3636°°C, 7 dnC, 7 dníí, denn, denníí odeodeččííttáánníí plotenploten
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Kultivace Kultivace –– identifikace B. pertussisidentifikace B. pertussis
�� B. Pertussis B. Pertussis vyrvyrůůststáá za 48 aza 48 ažž 72 hodin72 hodin

drobndrobnéé ststřřííbbřřititéé polokulovitpolokulovitéé kolonie, pkolonie, přři doteku klii doteku kliččkou sekou se
rozetrozetřřou (nepohybujou (nepohybujíí se), po 3se), po 3--4 dnech inkubace kolonie v4 dnech inkubace kolonie věěttšíší ––
„„kapky rosykapky rosy““, na Bordet, na Bordet--Gengou agaru slabGengou agaru slabáá zzóóna hemolýzyna hemolýzy

zdroj:www.hardydiagnostics.comzdroj:www.hardydiagnostics.com

zdroj:faculty.matcmadison.edu/mljensen
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Kultivace Kultivace –– identifikace B. parapertussisidentifikace B. parapertussis
�� B. parapertussis B. parapertussis vyrvyrůůststáá do 48 hodindo 48 hodin

kolonie jsou vkolonie jsou věěttšíší, , ššedostedostřřííbrnbrnéé, p, přři deli delšíší inkubaci vpadlinkubaci vpadléé do pdo půůdydy
na Bordetna Bordet--Gengou agaru výraznGengou agaru výraznáá zzóóna hemolýzy a na hemolýzy a ččernohnernohněědý dý 
pigment , roste i na krevnpigment , roste i na krevníím agarum agaru

zdroj: http://www.cdc.gov/pertussis/lab.html
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Identifikace bakteriální kultury

�� Po izolaci Po izolaci ččististéé kultury kultury –– ne starne staršíší nenežž 48 48 
hodinhodin se identifikace potvrdse identifikace potvrdíí sklsklííččkovou kovou 
aglutinacaglutinacíí s diagnostickými ss diagnostickými sééryry

http://www.oxoid.com/CZ/blue/search/results.asp
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RT PCRRT PCR
�� RychlRychláá metodametoda

�� Vysoce citlivVysoce citliváá

�� Riziko kontaminace niRiziko kontaminace nižžšíší nenežž u klasicku klasickéého PCRho PCR

�� PozitivnPozitivníí výsledky i pvýsledky i přři ATB terapiii ATB terapii
(kultivace negativn(kultivace negativníí))

�� Jen v Jen v ččasnasnéé ffáázi onemocnzi onemocněěnníí

Riffelmann et al., 2005 J Clin Microbiol 43:4925Riffelmann et al., 2005 J Clin Microbiol 43:4925--99
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RT PCR detekRT PCR detekččnníí formformáát t 

�� SekvenSekvenččnněě specifickspecifickáá detekce:detekce:
-- hybridizahybridizaččnníí prpróóby (FRET)by (FRET)
-- TagMan prTagMan próóbyby
-- Molecular beacons Molecular beacons 

�� SekvenSekvenččnněě nespecificknespecifickáá detekce:detekce:
-- SYBR greenSYBR green
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RT PCR sekvence B.pertussisRT PCR sekvence B.pertussis

�� IS481 IS481 –– v nv něěkolika kopikolika kopiíích u ch u B.pertussisB.pertussis, ale , ale 
nenneníí specifickspecifickáá
Tato sekvence se vyskytuje i u dalTato sekvence se vyskytuje i u dalšíších Bordetel: ch Bordetel: 
B. holmesiiB. holmesii,,
B. bronchisepticaB. bronchiseptica

Reischl et al., 2001 J Clin Microbiol 39: 1963Reischl et al., 2001 J Clin Microbiol 39: 1963--66

�� PT promoter (ptxP)PT promoter (ptxP)-- sekvence specificksekvence specifickáá pro pro 
B. pertussisB. pertussis, ale m, ale máá nníížžšíší senzitivitu senzitivitu 
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RT PCR sekvence B.parapertussisRT PCR sekvence B.parapertussis

�� IS1001 IS1001 –– specifickspecifickáá pro pro B. parapertussis B. parapertussis 
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RT PCR interpretace výsledkRT PCR interpretace výsledkůů
doporudoporuččeneníí Pertussis Work Area 4 EUVAC.NETPertussis Work Area 4 EUVAC.NET

�� IS481 pozitivnIS481 pozitivníí a ptxP pozitivna ptxP pozitivníí
-- infekce zpinfekce způůsobensobenáá B.pertussisB.pertussis

�� IS481 pozitivnIS481 pozitivníí
-- momožžnnáá infekce zpinfekce způůsobensobenáá B.pertussisB.pertussis, uzav, uzavřříít t 
jako infekce zpjako infekce způůsobensobenáá Bordetellou spBordetellou sp.  .  

�� IS1001 pozitivnIS1001 pozitivníí
-- infekce zpinfekce způůsobensobenáá B.parapertussis B.parapertussis 
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Sérologie

� ELISA, aglutinace

� Poskytuje pozdní, retrospektivní diagnózu

� Nelze odlišit protilátky postinfekční od postvakcinačních

� Vyžaduje 2 vzorky séra (akutní a rekonvalescentní) s 
odstupem 2 až 4 týdnů

� Séra se vyšetřují současně v jedné laboratoři!!

� Průkaz signifikantního vzestupu nebo poklesu protilátek
nebo sérokonverze z negativity do pozitivity
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SSéérologierologie

�� Aglutinace Aglutinace -- vyvyššetetřřeneníí aglutinaaglutinaččnníích protilch protiláátek tek 
patpatřříí mezi tradimezi tradiččnníí, osv, osvěěddččenenáá a levna levnáá vyvyššetetřřeneníí v v 
diagnostice infekcediagnostice infekce

�� ELISA ELISA –– stanovenstanoveníí IgA, IgM, IgG protilIgA, IgM, IgG protiláátek tek 
nejnejččastastěěji proti pertusovji proti pertusovéému toxinu (PT) a mu toxinu (PT) a 
filamentfilamentóóznzníímu hemaglutininu (FHA)  mu hemaglutininu (FHA)  
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SSéérologie doporurologie doporuččeneníí EU Pertstrain groupEU Pertstrain group

�� Pouze protilPouze protiláátky proti PT jsou specificktky proti PT jsou specifickéé pro pro B.pertussis B.pertussis !!
�� ProtilProtiláátky proti daltky proti dalšíším antigenm antigenůům: FHA, PRN, FIM, ACT jsou m: FHA, PRN, FIM, ACT jsou 

mméénněě specifickspecifickéé, zk, zkřříížženenáá reaktivita s antigeny reaktivita s antigeny B. B. 
parapertussis, Haemophilus sp., M. pneumonie, Ch. parapertussis, Haemophilus sp., M. pneumonie, Ch. 

pneumoniepneumonie

�� NenNeníí doporudoporuččeno poueno použžíívat komervat komerččnníí kity se smkity se směěsnými snými 
antigenyantigeny

�� DiagnostickDiagnostickáá sséérologie nemrologie nemůžůže být spre být spráávnvněě interpretovinterpretováána na 
po dobu 1 roku od opo dobu 1 roku od oččkovkováánníí acelulaceluláárnrníí pertusovou vakcpertusovou vakcíínou nou 
(aP) (aP) 

Riffelmann et al., 2010 J Clin Microbiol 13:4459Riffelmann et al., 2010 J Clin Microbiol 13:4459--
Guiso et al., 2010 Eur J Clin Microbiol Infect Dis 30:307Guiso et al., 2010 Eur J Clin Microbiol Infect Dis 30:307--1212
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SSéérologierologie

�� Pro sprPro spráávnvnéé hodnocenhodnoceníí
-- vvžždy dva vzorky sdy dva vzorky sééra + datum odbra + datum odběěruru
-- úúdaje o odaje o oččkovkováánníí
-- datum narozendatum narozeníí

�� JakJakáákoli hladina protilkoli hladina protiláátek v jedintek v jedinéém vzorku nenm vzorku neníí
prprůůkazem akutnkazem akutněě probprobííhajhajííccíího onemocnho onemocněěnníí



PPřřehled ELISA kitehled ELISA kitůů
Výrobce Dodavatel Antigeny Název kitu

Genzyme Virotech Biomedica ČS PT
Bordetella pertussis toxin IgG; IgA; 
IgM

Serion Immundiagnostica Biovendor PT Bordetella pertussis toxin IgG

Euroimmun Dynex PT Bordetella pertussis toxin IgG;IgA

Genzyme Virotech Biomedica ČS PT a FHA Bordetella pertussis IgG/IgA

Serion Immundiagnostica Biovendor PT a FHA Bordetella pertussis IgA;IgG

NovaTec Laboserv PT a FHA Bordetella pertussis IgA;IgG

Novagnost Biovendor PT a FHA Bordetella pertussis IgA;IgG;IgM

R-Biopharm AG
MEDISCO 

Praha PT a FHA Bordetella IgA;IG;IgM

Immunolab
MEDISCO 

Praha PT a FHA Bordetella pertussis IgA;IgG;IgM

Savyon Diagnostics GALI s.r.o. PT a FHA Sero pertussis IgG; IgA/IgM

MAST DIAGNOSTICA GALI s.r.o. PT a FHA Mastazyme Bordetella IgG;IgA;IgM 
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Problémy z praxe - kultivace
Faktory, které se mohou podílet na neúspěchu kultivace:

� špatně provedený odběr (ne výtěr z krku, po léčbě nebo během léčby ATB)

� nedodržení transportních podmínek 
(nepřepravovat vzorek v chladícím boxu, nejkratší transport) 

� špatná volba kultivační půdy

� použití kultivačního média jen s cefalosporinem 
(použít médium jak s cefalosporinem, tak bez)  

� pH půdy (optimální 7,4±0,2)

� stará krev

� nedostatečně vylitá plotna – vysychání při kultivaci
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Transport izolátů do NRL

� V současné době zaznamenáváme zvyšující se 
výskyt pertuse

� U izolátů B. pertussis je žádoucí provádět 
genotypizaci (MLSTA,MLVA) – přínos pro 
zkvalitnění surveillance a vakcinační strategie

� Žádáme mikrobiology o zvýšené úsilí při 
kultivačním průkazu pertuse a o posílání izolátů
B. pertussis a B. parapertussis do NRL

�� Transport izolTransport izolááttůů do NRLdo NRL
Na kultivaNa kultivaččnníí plotnplotněě
TampTampóón s transportnn s transportníím mm méédiemdiem
(AMIES, AMIES s aktivn(AMIES, AMIES s aktivníím uhlm uhlíím)m)
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EHK-673/ 2010

� Zařazena Bordetella parapertussis
� Vzorky rozeslány 120 laboratořím
� 111 laboratoří kmen určilo správně
� Nesprávně kmen identifikovalo 7 laboratoří
� Pouze 2 laboratoře kmen nedourčily a označily 

vzorek jako Bordetella sp.

� Kmen B. parapertussis byl zaslán v rámci EHK 
podruhé (EHK-78/ 1997)

� Je potěšující, že většina laboratoří (92,5%) 
vzorek určila správně
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Laboratorní vyšetření v roce 2010

� 662 hlášených případů onemocnění
pertusí

� Bylo provedeno pouze 48 kultivačních 
vyšetření, z toho bylo 28 pozitivních 

� Do NRL bylo zasláno pouze 7 kmenů
� Metodou PCR bylo diagnostikováno 12 

případů
� Většina případů onemocnění byla 

potvrzena sérologickým vyšetřením 
Zdroj: Fabiánová et al., 2011 Zprávy EM (SZÚ, Praha) 20(1): 27-32



2727

Závěr 
�� Pro vPro vččasnou DG Pertuse pouasnou DG Pertuse použžíívat PCR a kultivavat PCR a kultivaččnníí prprůůkazkaz

�� OdbOdběěr ihned po vyslovenr ihned po vysloveníí podezpodezřřeneníí na onemocnna onemocněěnníí
(kultivace, sérologie, PCR) 

� Správná technika odběrů (kultivace, PCR)

� Co nejkratší doba mezi odběrem a zpracováním materiálu 
(odběrová místa blízko mikrobiologických laboratoří)

� U akutních případů provádět průkaz agens kultivačně, 
metodou PCR, sérologii používat k dourčení nejasných 
případů
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Poděkování

�Za spolupráci všem laboratořím, 
které nám zasílají izoláty B.pertussis 
a B.parapertussis.
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