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Doporucéeni pro laboratorni diagnostiku davivého kasle

Guidelines for laboratory diagnosis of pertussis

Jana Zavadilova, Katefina Fabianovd, Marina Maixnerova

1. Pfimy prukaz — kultivace (,,zlaty standard*)

Odbér (vytér): Na poldtku onemocnéni, pred zahdjenim ATB
lécby, na lacno! nebo tri hodiny po jidle a piti, nekourit!

Vytér se provadi tenkym ohebnym tamponem (doporucu-
je se nepouzivat vatovy nebo bavlnény tampon, ktery obsa-
huje mastné kyseliny, toxické pro Bordetella pertussis) ze
zadni stény nasopharyngu pres dutinu nosni z obou nosnich
praduchd.

Technika odbéru: Tampon jemné zasunout pfes nosni pri-
duch a7 k zadni sténé nasopharyngu. Zde ponechat nékolik
sekund za soucasného oticeni tak, aby co nejvice nasakl sliz-
ni¢nim sekretem. Opatrné vyjmout. Odbér se provadi dvéma
tampony — na kazdy nosni priduch jeden tampon.

Uchovavani a transport materidlu: Pfi pouZiti tamponu
s transportnim médiem — AMIES s aktivnim uhlim po vytéru
ihned zanofit do transportniho média. Do transportu material
v transportnim médiu uchovavat pii pokojové teploté. Doba
od odbéru do nasledného vyockovani by méla byt co nejkrat-
§i a neméla by presdhnout 24 hodin.

Pfi pouziti tamponu bez transportniho média nejpozdéji
do hodiny pfimo vyockovat na kultivacni plotnu. Bordetely
jsou velmi citlivé na vyschnuti.

Kultivace: Kultivace bordetel se provadi na specidlnich kul-
tivacnich ptadach:

* Bordet-Gengou (osveédcil se vyrobce Difco),

* Charcoal agar,

* Regan-Lowe charcoal agar + cefalosporin.

Pida na kultivacni plotné by méla byt dostate¢né vysoko
vylitd, aby nedochazelo k zhorSovéni kultivaénich podminek
béhem ristu bakterii.

Plotny inkubovat pfi 35-36 °C po 7 dni. Denné odecitat
plotny.

B. pertussis vyrista za 4872 hod. v drobnych stfibfitych
polokulovitych koloniich, pfi doteku klickou se nepohybuji,
ale rozetiou se. Po 3—4 dnech inkubace jsou kolonie vétsi, az
2 mm v praméru, jsou lesklé, Sedobilé, navalité — , kapky rosy*.

B.parapertussis vyristd nékdy jiz za 24 hodin, za 48 ho-
din je jiz dobfe viditelna. Kolonie jsou vétsi, Sedostiibrné.
Pfi delsi inkubaci jsou kolonie jakoby trochu vpadlé do puady,
dorastaji velikosti aZ 3 mm. Po izolaci Cisté kultury (ne starsi
nez 48 hodin) se pro ovéfeni pouziva sklickova aglutinace
s diagnostickymi séry anti B.pertussis a anti B.parapertussis
(osvédcily se od firmy Remel, doddva OXOID CZ s.r.o0.).
Kultivacni vySetfeni se md provadét vzdy pii podezieni na
onemocnéni! Optimalni je provadét prikaz agens kultivacné,
sérologicky, ptipadné¢ metodou PCR.

Izolované kmeny B.pertussis a B.parapertussis maji byt
posilany do NRL pro pertusi a difterii!

2. NepFimy priikaz — sérologicka diagnostika

A. VySetreni protilatek proti pertusi v séru aglutinac¢ni
metodou: [ze pouZit jak k pritkazu akutniho onemocnéni, tak
k pritkazu pretrvdvdni protildtek po ockovdni celobunécnou
vakcinou proti pertusi.

K diagnostice onemocnéni jsou vyZadovany vzdy dva
vzorky sér. Prvni vzorek krve se odebere co nejdfive po vy-
sloveni podezieni na onemocnéni, druhy vzorek nejdfive za
2-4 tydny (tento interval nejlépe ukdze signifikantni, tj. Ctyi-
nasobny vzestup/pokles protilatek). Séra se vidy vySetiuji
soucasné, v téze laboratori!

Ke spravnému hodnoceni sérologického vysetfeni je nut-
né mit:
* vzdy dva vzorky séra + datum odbéru,
* znat udaje o ockovani pacienta,
* datum narozeni pacienta.
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V soucasné situaci nejsou k dispozici dfive vyrabéné aglu-
tinogeny, na trhu jsou dostupné aglutinogeny na B.pertussis
dodavané firmou GALI s.r.o0., diagnostika na B.parapertussis
v soucasné dobé nejsou k dispozici.

B. V soucasné dobé naristd pocet déti primarné ockovanych
a preoCkovanych aceluldrni ockovaci litkou proti pertusi.
U takto oCkovanych déti vySetfeni aglutina¢ni metodou neni
vhodné pro stanoveni postvakcina¢ni imunity, doporucuje se
proto pouZit vySetfeni IgG protilatek proti pertusovému
toxinu metodou ELISA. V pripadé onemocnéni je téZ vyza-
dovéno vySetfeni dvou vzorki sér, protoZe neni zndma pri-
mérné hodnota protilatek proti pertusovému toxinu v populaci.

Protilatky ve tfidé IgA se netvofi po ockovani, pouze
u probihajici infekce (v ¢asné fazi infekce). Vzhledem k to-
mu lze toto vySetfeni pouZit k rozliSeni ,,pfirozené infekce*
od postvakcina¢ni reakce. Kojenci do 3 mésict véku nevy-
tvéreji protilatky IgA. U déti mladSich 6 let jsou pro v€asnou
diagnostiku akutni infekce vhodné protilatky IgM. Protilatky
IgG jsou pritomny jak po sérokonverzi u infekce, tak i po
vakcinaci. Bezprostfedné po vakcinaci se tvofi protilatky
IgM a IgG.

Je tfeba zarovein upozornit na moznost zkiiZzené reakce
B.pertussis s Bordetelou parapertussis pti pouziti kombino-
vanych setl (pertusovy toxin + filamentdzni hemaglutinin)
protozZe B.parapertussis obsahuje rovnéz filament6zni he-
maglutinin. Filament6zni hemaglutinin rovnéz zpusobuje
zktizenou reaktivitu s H. influenzae, Mycoplasma pneumo-
nie a Chlamydia pneumonie. P¥i podezieni na zk¥iZenou
reaktivitu je potieba vySetfit protilatky IgG proti pertu-
sovému toxinu.

Zavadi se rovnéZ metoda PCR, kterd se doposud rutinné
nepouziva (naro¢na technika odbéru a zpracovani). Je to rychla
metoda, davajici pozitivni vysledky i pfi 1é¢bé antibiotiky,
kterd by vsSak vZdy méla byt nasledné potvrzena dal$im vy-
Setfenim.
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