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EU definice potvrzen €ého pripadu pro pertusi
vyhl aska €. 275/2010 Sb.

Potvrzeny pripad = klinické projevy + prikaz minimalné jednou z nasledujicich tFi
laboratornich metod:

= Izolace B.pertussis z klinickeho materialu
= Detekce nukleove kyseliny (PCR)
= Prukaz specifické protildtkové odpoveédi

MUSI SE VYSETROVAT AKUTNI A REKONVALESCENTNI SERUM
SOUCASNE V JEDNE LABORATORI!!!

serologicky’ prukaz je prot£h02n9 az V. rekonvalescenci

VySetieni na zakladé iedngj b vzorku séra i s vysokou

hladinou protildtek NENI v souladu s EU definicillll

Laboratorni kritéria podle definice pripadu jsoul casto
nedodrzovana




Laboratorni metody:

¢ Kultivace

Optimalni nacasovani pro diagnostiku
(tydny)

‘ RT PCR Objeveni pfiznaku-kasel

¢ Serologie

Sérologie




Kultivace

¢ Standardni test
¢ Levna metoda
¢ 1000%6 specificka

¢ Faktory ovlivaujici senzitivitue
Nacasovani odberu- na pocatkll onEMOCNENI
pred zahajenim ATB terapie
e lacno
odbEr — el obtizny, ViZadlje thening,
deainer@RIEspEcIaliSiel
transport matexniall




Odbéer materialu na kultivaci a PCR

¢ Odber ihned pri podezreni na onemocneni,
na lacno nebo tri hodiny po jidle a piti, nekourit!

¢ \/ytér z nasopharyngu
¢ Tampon dacron, rayon,
Pro PCR je vhodny: i flocked swab

zdroj https//WWW. Copanswabs.comy/

¢ Aspirat z nasopharyngu

REERE//WWMWEEISPeIBISCZ




Nasofaryngealni vyter pro kultivaci a PCR

¢ Tampon jemne zasunout
V7 / (0) v

pres nosni pruduch az k

zadni stene nasofaryngu

¢ Ponechat nekolik sekund za
soucasneho otaceni

o Opatrne Vi/jmoult

Z Aot/ MMM, CORaNnSWalS:Com.




Transport vzorku pro kultivaci

¢ Optimalni je primé naockovani vzorku na
kultivacni plotnu

¢ Tampon po odberu ihned zanorit do transportniho
media (AMIES' s, aktivnim: uhlim)

s Material prepravovai a Uchovavat der zpracevani
pril pokoejove teplote —

¢ Dobal od odberl der zphacoVani materalt max. 24
nlejelin




Transport vzorku pro PCR

Y 4 OV V' 4 \Y4 Y 4 V 4
¢ Tampon muze byt prepravovan suchy

¢ Tampony s Amies mediem
Amies s aktivhim uhlim neovlivhuje PCR

¢ Material prepravovat pri pokojove teploté

¢ V laboratori okamzité zpracovat nebo
skladovat pri -20°C do zpracovani




Kultivacni media

¢ Charcoal agar (Regan-Lowe)
neselektivni
selektival (+ cephalexin 40mg/l)

¢ Bordet — Gengou

s pH pudy 7,4+0.2, pudal na kultivacni plotné
dostatecne vysoko wylita

¢ Kultivacnit podminky:
35-36°€, 7 dini, dennitodecitanitploten




Kultivace — identifikace B. pertussis

o B. Pertussis vyrusta za 48 az 72 hodin

drobng stribrité polokulovité kolonie, pri doteku klickou se
rozetrou (nepohybuji' se), po 3-4 dnech inkubace kolonie vetsi —

,Kkapky rosy", na Bordet-Gengou agaru slaba zona hemolyzy.

zdroj:wwwi. hardydiagnoestics.com

zdroj:faculty.matcmadison.edu/mljensen




Kultivace — identifikace B. parapertussis

¢ B. parapertussis vyrustd do 48 hodin
kolonie jsou vétsi, Sedostribrné, pri delsi inkubaci vpadlé do pudy
na Bordet-Gengou agaru vyrazna zona hemolyzy a cernohnedy
pigment , roste i na krevnim agaru

zdroj: http://www.cdc.gov/pertussis/lab.html




ldentifikace bakterialni kultury

¢ Po izolaci ciste kultury —
se identifikace potvrdi sklickovou
aglutinaci s diagnostickymil Sery.

http://www.oxoid.com/CZ/blue/search/results.asp




Rychla metoda
\/ysoce citliva

Riziko kontaminace nizsi nez u klasickeho PCR

Pozitivnil vysledky i pril ATB: terapii Amplification Curves

(kultivace negativni)

Jen v casneé fazil enemoecneni

Fluorescence (G40/530)

2 4 6 B 1012141615 2022 24 75 28 3032 34 36 38 40 4244 4645 50
Cycles

Riffielmannr et als, 2005 J Clint Microbiolr 455 4925-9




RT PCR detekcni format

¢ Sekvencné specificka detekce:
- hybridizacni proby (FRET)
- TagMan proby.
- Melecular beacomns

¢ Sekvencneé nespecifickar detekee:
= SYBRIGREER




RT PCR sekvence B.pertussis

& 15481 - v nekolika kopiich u B.pertussis, ale
neni specificka

Tato sekvence se vyskytuje i u dalsich Bordetel:
B oelmesil,

5. bronchiseptica
Rejschifet al., 2001 JF Clin" Microbiol 395 19636

¢ P promoter (pixP): SeEKVERCE Specificka pro
B. pertussis, ale mal nizsi senzitivitu




RT PCR sekvence B.parapertussis

¢ 1S1001 - specificka pro B. parapertussis




RT PCR interpretace vysledku
doporuceni Pertussis Work Area 4 EUVAC.NET

¢ [S481 pozitivni a ptxP pozitivni
- infekce zpusobena B.pertussis

¢ 1S481 pozitivni

- mozha infekce zpusobend B.pertussis, Uzaviit
jako infekee zpusebend Bordetellou) sp.

¢ 1S1001 pozitivni
- infekcel zpusobenadl B. parapertissis




Sérologie

ELISA, aglutinace
Poskytuje pozdni, retrospektivni diagnozu
Nelze odlisit protilatky postinfekCni od postvakcinacnich

Vyzaduje 2 vzorky sera (akutni a rekonvalescentni) s
odstupem 2 az 4 tydnu

Séra se vysetruji soucasné v jedné laboratori!

Prukaz signifikantniho vzestupu nebo poklesu protilatek
nebo serokonverze z negativity do pozitivity




Sérologie

¢ Aglutinace - vysetreni aglutinacnich protilatek
patri mezil tradicnii, osvedcena a levna vysetreni v
diagnostice infekce

o ELISA - stanowveni IgA, IgM, IgG protilatek
nejcaste]i proti pertusovemu toxinu (P a
filamentoznimu hemaglutininul (EHA)




Sérologie doporuceni EU Pertstrain group

Pouze protilatky proti PT jsou specifické pro B.pertussis !

Protilatky proti daléim antigentum: FHA, PRN, FIM, ACT jsou
mene specificke, zkrizena reaktivita s antigeny B.
parapertussis, Haemophilus sp., M. preumonie, Ch.
PREeUmoniée

Nenil doporuceno pouzivat komercnil kity: se smesnymi
antigeny.

Diagnostickal sérologie nemiize byt spravne interpretovana
po dobul 1 rokl od ockovani aceltlarni  pertiisovou Vakeinou
(af)

Riffielimannt et al:, 201 0RFClintMicropIoiN iS4 455
Guisoer et all., 2010 Eur J Clinf Microbiel Infect Dist 3i0: 307-12

2A0)




Sérologie

¢ Pro spravne hodnoceni
- vzdy dva vzorky sera + datum odberu
- Udaje o ockovani
- datum narozeni

¢ Jakakolil hladinal protilatek v jedinem: vzorku nen
prukazem akutnel probitiajicihoronemocnent




Vyrobce

Genzyme Virotech

Serion Immundiagnostica
Euroimmun

Genzyme Virotech

Serion Immundiagnostica
NovaTec

Novagnost
R-Biopharm AG

Immunolab
Savyon Diagnostics

MAST DIAGNOSTICA

Dodavatel

Biomedica CS
Biovendor
Dynex
Biomedica CS
Biovendor
Laboserv

Biovendor

MEDISCO
Praha

MEDISCO
Praha

GALI s.r.o.
GALI s.r.o.

Prehled ELISA kitu

Nazev kitu

Bordetella pertussis toxin IgG; IgA;
IgM

Bordetella pertussis toxin IgG
Bordetella pertussis toxin IgG;IgA
Bordetella pertussis IgG/IgA
Bordetella pertussis IgA;IgG
Bordetella pertussis IgA;IgG

Bordetella pertussis IgA;IgG;IgM
Bordetella IgA;1G;IgM

Bordetella pertussis IgA;IgG;IgM
Sero pertussis 1gG; IgA/IgM
Mastazyme Bordetella IgG;IgA;IgM




Problemy z praxe - kultivace

Faktory, které se mohou podilet na neuspéchu kultivace:
¢ Spatné provedeny odbér (ne vytér z krku, po |écbé nebo béhem lécby ATB)

nedodrzeni transportnich podminek
(neprepravovat vzorek v chladicim boxu, nejkratsi transport)

$patna volba kultivaéni pady

pouziti kultivacniho média jen s cefalosporinem
(pouzit medium jak s cefalosporinem, tak bez)

pH pudy (optimalni 7,4+0,2)
stara krev

nedostatecné vylita plotna - vysychani pfri kultivaci




Transport izolatu do NRL

¢ V soucCasné dobé zaznamenavame zvysujici se
vyskyt pertuse

¢ U izolatu B. pertussis je zadouci_provadét
genotypizaci (MLSTA,MLVA) - prinos pro
zkvalitneni surveillance a vakcinacni strategie

¢ Zadame mikropiology o zvysene usili pri ~  _
kultivacnim prukazu pertuse a o posilani izolatu
B. pertussis a B. parapertussis do NRL

s Transport izolatu do NRL
Na kultivacni plotne
Tlampon s transportnim mediem
(AMIES, AMIESS s aktivaim uhilim)




EHK-673/ 2010

Zarazena Bordetella parapertussis

Vzorky rozeslany 120 laboratorim

111 laboratori kmen urcilo spravnée
Nespravné kmen identifikovalo 7 laboratori

Pouze 2 laboratore kmen nedourcily a oznacily
vzorek jako Bordetella sp.

¢ Kmen B. parapertussis byl zaslan v ramci EHK
podruhe (EHK-78/ 1997)

¢ Je poteésuijici, ze vétsina laboratori (92,5%)
vzorek urcila spravnée




Laboratorni vySetreni v roce 2010

¢ 662 hlasenych pfipadu onemocnéni
pertusi

¢ Bylo provedeno pouze 48 kultivacnich
vysSetreni, z toho bylo 28 pozitivnich

¢ Do NRL bylo zaslano

¢ Metodou PCR bylo diagnostikovano 12
pripadu

¢ Vétdina pripadu onemocnéni byla

potvrzena sérologickym vysetrenim
Zdroj: Fabidnovd et al., 2011 Zpravy EM (SzU, Praha) 20(1): 27-32




Zaver

Pro v€asnou DG Pertuse pouzivat PCR a kultivaéni prukaz

Odber ihned po vysloveni podezreni na onemocneni
(kultivace, sérologie, PCR)

Spravna technika odbéru (kultivace, PCR)

Co nejkratsi doba mezi odbérem a zpracovanim materialu
(odbérova mista blizko mikrobiologickych laboratori)

U akutnich prlpadu provadet prukaz agens kultivacne,
metogllgu PCR, sérologii pouzivat k dourceni neJasnych
pripadu




Podékovani

¢ Za spolupraci vsem laboratorim,
které nam zasilaji izolaty B.pertussis
a B.parapertussis.
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