Informace o pr tkazu DNA Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis
v klinickém materidlu metodou Real-time PCR.

NRL pfijima material - nasofaryngealni vytér k primovySetfeni nebo izolovanou DNA ke
konfirmaci nebo k vySet feni - detekce PtxA-pr v pracovni dny lépe po pfedchozi telefonické

dohodé (pfiprava na vysetfeni tak jiZ muze zacit v prib&hu transportu vzorku).

1. Odbér (nasofaryngealni vyt ér) a transport vzork 0

Podminky odbéru: Co nejdfive po vysloveni podezieni na pertusi/parapertusi, rano nalacno,

vySetfovana osoba nesmi pfed odbé&rem pit, jist, koufit, Cistit si zuby, Zvykat Zvykacku. DNA

Ize v nasofaryngedlnim vytéru prokazat i po zahajeni antibiotické IéCby.

Odbérova souprava: Nylonovy tampén na flexibilni plastové ty€ince (bez transportniho

média) nebo odbérova souprava pro prukaz respiracnich virl (s médiem). Pro poskytnuti

odbérové soupravy kontaktujte spolupracujici mikrobiologickou laboratof nebo NRL.

Postup odbéru (obrazek viz. Informace o odbéru na kultivaéni vySetfeni- prdkaz Bordetella

pertussis/parapertussis): Pfed odbérem je vhodné se pacienta dotazat na pocit ucpaného

nosu, odebirat z nosniho praduchu, ktery pacient vnima jako lépe prichodny. Tampon
jemné, bez nésili zasouvame pfes nosni priduch tésné podél nosni pfepazky a po spodni
sténé nosni dutiny aZz k zadni sténé nasofaryngu (pro predstavu — délka zasunuté Casti
dratku pfiblizné odpovida vzdalenosti nosni kfidlo — tragus). Nékolikrat jemné pootocime a
tampodn vytdhneme, pokud je sou€éasti soupravy nadobka s transportnim médiem, vioZzime do

média. U déti je nutné fixace, odbér je velmi nepfijemny.

Uchovavani a transport vzorkd: Nylonovy tampon bez transportniho média se uchovava a

transportuje pfi pokojové teploté, pokud je dopraven do laboratofe v den odbéru nebo pfi -
20°C pokud je nutné jej pred transportem skladovat. Skladuje se zmrazeny pfi -20°C.

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

Odbérova souprava pro prukaz respiranich vira s transportnim médiem — se uchovava a
transportuje pfi teploté 2 — 8°C, pokud je dopraven do laboratofe v den odbéru nebo nebo pfi
-20°C pokud je nutné jej prfed transportem skladovat. Skladuje se zmrazeny pfi -20°C.

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

Izolovana DNA se transportuje pfi teploté 2 — 8°C nebo pfi -20°C. Pro dalSi zpracovani jsou

nutné Gdaje o zp dsobu izolace a dob €& a zptsobu skladovani .



2. Detekované sekvence pro druhy Bordetella pertussis a Bordetella

parapertussis:

V klinickych vzorcich, pro které je pozadovana PCR diagnostika pertuse, vzdy detekujeme

nejprve 1S481 , v pFipadé pozitivity doplnime PtxA-pr

IS481 — je inzertni sekvence pfitomna v genomu bordetel v mnoha kopiich, je tedy
detekovana s vysSi senzitivitou nez PtxA-pr. Vyskytuje se pravidelné v genomu druht
Bordetella pertussis a Bordetella holmesii, variabilné pak i v genomu Bordetella
bronchiseptica a Bordetella parapertussis v rizném poctu kopii, neni tedy specificka
pro druh Bordetella pertussis.

PtxA-pr — promotor genu kodujiciho A podjednotku pertusového toxinu, sekvence je
specifickh pro druh  Bordetella pertussis, vyskytuje se v 1 kopii proto je

detekovana s nizZSi senzitivitou nez 1S481

V pfipadé negativity 1S481 pfikro¢ime k detekci PtxA-pr vzdy, jde-li o pacienty v kojeneckém

véku, selektivné pak i u starSich pacientt dle klinickych a epidemiologickych okolnosti.

IS1001 detekujeme ve vzorcich, pro které je pozadovana PCR diagnostika

parapertuse.

Interpretace vysledku:

Rodova a druhova identifikace infekénich agens na zakladé vysledkl testovani:

IS481 negativni — Ve vySetfovaném materidlu neprokazdna DNA Bordetella
pertussis. (V zavaznych pfipadech: kojenci, nebo kontakt s neo¢kovanymi détmi vzdy
nutno testovat i PtxA-pr!)

IS481 negativni, PtxA-pr negativni — Ve vySetfovaném materidlu neprokazana DNA
Bordetella pertussis.

IS481 pozitivni, PtxA-pr negativni — Ve vySetfovaném materidlu prokdzana DNA
Bordetella sp.

IS481 negativni, PtxA-pr pozitivhi — Nejednoznacny vysledek. Pokud bude totoZny pfi
opakovaném testovani, interpretujeme jako ,MoZna pfitomnost DNA kmene
Bordetella pertussis s netypickymi genotypovymi vlastnostmi®.

IS481 pozitivni, PtxA-pr pozitivni — Ve vySetfovaném materidlu prokazdna DNA
Bordetella pertussis.

IS1001 pozitivni — infekce pravdépodobné zpusobend B. parapertussis, pokud

odpovidaji Klinick& kritéria.



