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Aktualizovana doporuceni pro laboratorni diagnostiku pertuse a parapertuse

Updated guidelines for the laboratory diagnosis of pertussis and parapertussis

Katefina Fabianovd, Jana Zavadilova

— Souhrn « Summary

Pertuse je vysoce nakaZzlivé onemocnéni zavazné svym pribéhem zejména pro novorozence a kojence do jednoho
roku Zivota. Z epidemiologického hlediska je proto nutnym poZadavkem rychlé a spravné stanoveni diagnoézy
a nasledna cilena antibioticka terapie osob s pertusi. Spolu s o¢kovanim adolescentli a dospélych proti pertusi tak
Ize sniZit cirkulaci pivodce onemocnéni Bordetella pertussis v populaci na minimum.

Skupina reprezentujici dvanact evropskych referencnich laboratori ,,EU Pertstrain Group* na zdkladé mnoha
studii doporucuje zménit pfistup k laboratorni diagnostice pertuse a uvadi ve svych zavérech zasadni pravidla pro
sérologickou diagnostiku pertuse.

Pertussis is a highly infectious disease that can have a severe course, particularly in newborns and infants under
one year of age. From the epidemiological perspective, there is a need for a rapid and accurate diagnosis of
pertussis and subsequent targeted antibiotic therapy. Vaccination of adolescents and adults against pertussis is
another step in minimizing the circulation of the causative agent Bordetella pertussis.

Based on multiple studies, the EU Pertstrain Group representative of 12 European reference laboratories recom-
mends that the approach to the laboratory diagnosis of pertussis should be revised and summarizes the basic rules

of the serological diagnosis of pertussis.
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V dnesni dobfe proockované populaci se typicky kli-
nicky obraze pertuse méni a ¢asto mize byt protrahovany
kasSel déti, adolescentt a dospélych jedinym symptomem
onemocnéni. Pivodcem lidského onemocnéni pertusi je
bakterie Bordetella pertussis; spolu s bakterii Bordetella
parapertussis, B. bronchiseptica a B. holmesii patii mezi
pivodce davivého kasle (whooping cough).

Z epidemiologického hlediska je dileZité co nejrych-
lejsi stanoveni diagndzy, aby byl nemocny a ptipadné jeho
kontakty cilené a v€as preléceni antibiotiky, aby se prede-
Slo dalSimu Sifeni onemocnéni na vnimavé osoby.

Laboratorni diagnostika pertuse se opira o piimy pri-
kaz (kultivace a izolace agens a PCR detekce — polymera-
zova fetézova reakce) a nepfimy prikaz (sérologie, pra-
kaz specifickych protilatek). Podrobné informace nutné
k diagnostice onemocnéni byly publikovany v tomto ¢a-
sopise a lze je nalézt na webovych strankach SZU [1].

K diagnostikovani pertuse je dostupna cela fada séro-
logickych metod. Podle poslednich studii vétSina komerc-
né vyrabénych testll nedava validni vysledky diky zkitize-
nym reakcim a nedostatecné senzitivité a specificité.
Specifické pro B. pertussis jsou pouze protilatky proti per-
tusovému toxinu (PT). Protilatky proti dalSim antigenim
FHA (filament6zni hemaglutinin), PRN (pertaktin), FIM
(fimbrie), ACT (adenylatcyklazovy toxin) jsou méné spe-
cifické — existuje moznost zkiiZzené reaktivity, nejcastéji

s antigeny B. parapertussis, Haemophilus spp., Mycoplas-
ma pneumonie, Chlamydia pneumonie.

Z nedavno publikovanych zavéri skupiny reprezentu-
jici dvanact evropskych referen¢nich laboratoii ,,EU Pert-
strain Group“ [2] vyplyvaji dulezita a zasadni pravidla
pro sérologickou diagnostiku pertuse:

* Pro ELISA testy (enzyme-linked immunosorbent assay)
pouzivat jako antigen pouze vysoce purifikovany nede-
toxifikovany pertusovy toxin.

» Nejlepsi sensitivita a specificita je dosazena stanovenim
IgG protilatek proti PT [3].

 Stanoveni hladiny protilatek tfidy IgA anti PT pouzivat
pouze tehdy, pokud je stanoveni IgG anti PT nejasné
nebo pokud neni mozné ziskat druhy vzorek séra.

* NepouZzivat ostatni pertusové antigeny k rutinni dia-
gnostice (nejsou dostateéné specifické).

* Nedoporucuje se pouzivani ELISA kiti s vice pertuso-
vymi antigeny.

» Nepouzivat ndsledujici laboratorni metody:

— mikroaglutinaci (pro nedostate¢nou sensitivitu)
— imunoblot

— KFR (komplement fixacni reakce)

— nepiimou imunofluorescenci.

e Zatim nelze odli$it imunitni odpovéd organismu na oc-
kovani od imunitni odpovédi na probihajici infekci; in-
terpretace hladin protilatek proti PT u nedavno ockova-
nych osob je obtiZna.

e Pokud byl tedy pacient ockovan acelularni (aP) vakci-
nou proti pertusi, je spravna a validni interpretace séro-
logickych testli moZna teprve aZ za rok po ockovani aP
vakcinou.
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Tabulka 1: ELISA kity pouze s PT, CR

Vyrobce Nazev kitu Antigen Dodavatel Katalogové ¢islo Cena v K¢
Euroimmun Bordetella pertussis toxin 1gG PT Dynex El 2050-9601-G 4 370.-
Bordetella pertussis toxin IgA PT Dynex El 2050-9601-A 4370.-
Virion/Serion Bordetella pertussis toxin I1gG PT BioVendor ESR1201G 5916.-
Genzyme Bordetella pertussis toxin IgG PT Biomedica (:JS EC215G 00 4952.-
Virotech Bordetella pertussis toxin IgA PT Biomedica CS EC215A00 4952.-
Bordetella pertussis toxin IgM PT Biomedica CS EC 215M 00 4952 -
Cena je bez DPH, aktudlni ke kvétnu 2011.
Tabulka 2: Komeréné dostupné RT PCR kity pro diagnostiku pertuse/parapertuse v CR
Vyrobce Nazev kitu Sekvence Dodavatel Katalogové ¢islo Cena v K¢
Argene Bordetella parapertussis 60 testu IS 1001 Medisco Praha 71-012 21 200.-
Argene Bordetella kit 60 testd IS 481 Medisco Praha 69-011B 25500.-
Shanghai ZJ Pertussis Real Time PCR kit : RD-0061-01/
Bio-Tech 25 testi S 481 Gall s.ro. RD-006-02 %) 9280,

*) Lisi se podle typu RT Cycleru:
RD-0061-01 je vhodny pro LightCycler, LightCycler 2.0,

RD-0061-02 je vhodny pro PE5700, MJ-Opticon, ABI7000, ABI7300, ABI7900, ABI StepOne, StepOne plus, MJ-Opticon 2, MJ-chromo4, MX3000P,
MX3005P, Smart Cyclerll, Rotor-Gene6000, LightCyclerR480, iCycler iQ4, iCycler iQ5

Doporuceni pro odbéry vzorku na vySetieni u suspekt-

nich pripadua:

* U novorozenct a malych déti by mély byt provedeny
odbéry nazofaryngealnich vzorkd (vytér a/nebo aspirat)
na PCR a/nebo na kultivaci co nejdfive po zacatku sym-
ptom1.

* U ockovanych déti a dospélych, pokud kasel trvd méné
nez dva tydny, lze provést odbér z nazofaryngu na PCR
a kultivaci.

 Stanoveni protilatek tfidy IgG anti PT (proti pertusové-
mu toxinu) ma vyznam pro starSi déti a dospé€lé, véetné
rodici a ¢lentt domécnosti.

* U kasle trvajiciho dva az tfi tydny neni stanoveni IgG
anti PT pouze z jednoho vzorku dostatecné.

* U adolescentti a dospélych s dobou trvani kasle nad tfi
tydny je doporuceno provést PCR a stanoveni IgG anti
PT.

Pro prehlednost uvadime ELISA kity pouze s PT, kte-
ré jsou komeréné dostupné v Ceské republice. (Tabulka 1)

Pro tplnost uvadime také doporuceni evropskych re-
feren¢nich laboratori ,,EU Pertstrain Group* k inter-
pretaci vysledki RT PCR diagnostiky (Pertussis Work
Area 4, EUVAC.NET, Kodai listopad 2010, Berlin unor
2011)

Pro RT PCR diagnostiku pertuse se nej¢astéji pouziva-
ji sekvence IS 481 a ptxP (promotor PT). Insertni sekven-
ce IS 481 neni 100 % specificka pro B. pertussis, vyskytu-
je seiu B. holmesii a B. bronchiseptica. Sekvence ptxP je
specifickd pro B. pertussis, ale ma niZ§i senzitivitu.

Pro diagnostiku parapertuse se pouziva sekvence IS
1001, ktera je pro B. parapertussis specificka.

Interpretace vysledkia RT PCR [4, 5, 6]

e IS 481 pozitivni a ptxP pozitivni: infekce zplisobend
B. pertussis.

* Pouze IS 481 pozitivni: uzavfit jako infekce zptisobena
Bordetella spp. (pokud neni moZnost ovéfit pozitivitu
ptxP).

IS 1001 pozitivni: infekce zptisobend B. parapertussis.

Zavér

Vét§ina piipadi pertuse v CR nahlagend do EPIDATu
v poslednich letech je diagnostikovana sérologicky. Pocet
hlasenych kultivacnich a PCR vySetieni a pozitivnich za-
chytti je minimalni.

Sérologicka diagnostika pertuse provedena podle ,, EU
case definic” znamena: ,,prikaz specifické protilatkové
odpovédi* (tzn. k sérologickému vySetieni se odebiraji
dva vzorky krve v odstupu tfi tydnd, prvni by mél byt
odebran co nejdfive v akutnim stddiu onemocnéni, druhy
zhruba za 3 tydny — potvrzenim diagnézy je signifikantni
Ctyfndsobny vzestup titri specifickych protilatek, pripad-
né sérokonverze z negativity do pozitivity. IgG anti PT
dosahuji svého vrcholu asi za 4,5 tydne po onemocnéni.
Pokud pacient kaSle delsi dobu a prvni vzorek se tedy
odebird az v pozd¢€jsi fazi onemocnéni a druhy v rekonva-
lescenci, je moZné brat signifikantni (Ctyfnasobny) pokles
titrti specifickych protilatek za diagnosticky prikaz.

Stanoveni definitivni diagnézy je velmi opozdéné
a obvykle pak zastihne pacienta az ve fazi rekonvales-
cence.

Laboratorni diagnostika pfi podezieni na pertusi musi
sméfovat k rychlému urceni piivodce onemocnéni; tedy
na prvnim misté k PCR diagnostice a ke kultivaci. Sérolo-
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gie u pertuse by méla byt pouzivana predevsim jako meto-
da konfirmacni.

Vzhledem k vysokému poctu sérologickych vysetfeni
v CR to znamena zménit piistup odborné a laické veiej-
nosti k onemocnéni. Lékafi musi u pacienta s kaslem za-
jistit spravné odbéry co nejdfive. Vefejnost je tfeba sou-
stavné informovat o onemocnéni, o jeho symptomech
a zavaznosti pfi kontaktu s malymi détmi. NavStéva Iékare
by neméla byt odkladdna, zejména pokud je kaslajici oso-
ba v blizkém kontaktu s dosud neockovanymi nebo netipl-
né¢ ockovanymi détmi.
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