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Moznosti laboratorniho vysetreni

pertuse

» kultivaéni prukaz a izolace agens - vytér z nazofaryngu

(rebetaryngd), aspirdt

®» PCR detekce (polymerdzovd retézova reakce) - vytér z
nazofaryngu, aspirat

» sérologie - Zilni krev, pdrové sérum idediné

Jak spravné zvolit druh vysetreni?

» pod
» pod
» pod

e doby trvani kasle
e oCkovaciho statutu

e véku pacienta




Pertuse - laboratorni diagnostika

Nastup symptomu

= U novorozencl a malych déti a kontaktt —— kultivace a PCR co nejdfive

» u oCkovanych déti a dospélych
- pokud kasel trva méne nez dva tydny —> kultivace a PCR
- pokud kasSel trva déle nez dva tydny ——— PCR a sérologie

V ohnisku pertuse - stanoveni PCR a IgG anti PT bez ohledu ng dobu
trvdni priznaki (.;
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Odbér na kultivaci a PCR ze zadni stény nosohltanu

Tampon jemné zasunout

pres hosni praduch tésné
podél nosni prepdzky a po
spodni sténé nosni dutiny az k
zadni sténé nosohltanu.
Neékolikrdt jemné pootolime a
tampon vytdhneme.

U déti je nutnd fixace!

http:/imwww.szu.cz/informace-o-odberu-na-kultivacni-vysetreni-prukaz-bordetella



Zlaty standard - kultivace

Citlivost metody je zavisla na:

» stddiu nemoci, kdy je vzorek odebirdn

. vv/ v V4 (¥4 v 4 v V4
v je vyssi v Casnych stadiich, u déti a neoc kovanych
» Lind-Brandberg L, et al. J Clin Microbiol 1998
> vander Zee A, et al. J Infect Dis 1995
> Nakamura Y, et al. Clin Mikrobiol Infect 2011

v’klesd u oékovanych déti, adolescentt a dospélych,
zejména po 3-4 tydnech od prvnich priznakd

» Nakamura Y, et al. Clin Mikrobiol Infect 2011

» ockovacim statutu pacienta
» bakteridlni nadlozi

> Vestrheim DF, et al. J Clin Microbiol 2012
e kultivacni metodé (
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Kultivacni vysetreni

Material:
Stér z nazofaryngu, NE bézny vytér z krku, NE mandle nebo
nasdlni konchy!!l

Podminky odbéru:

+ odbér pred nasazenim antibiotik (jiz jedna ddvka antibiotik
omezi rust Bordetell)
nejlépe rano nalacno, pripadné minimalné 3 hodiny po jidle,
pred odbérem nepit, nejist, nekourit, nezvykat zvykacku,
hecistit si zuby!

- NE vatovy tampon, inhibuje rist bordetel

Uchovavani a transport vzorku

» pri pokojové teploté, material by mél byt dorucen do
aboratore v den odbéru.

Stanoveni vysledku: do 5 - 6 dni

Nejvyssi zachytnost Bordetell je v katardlnim stadiu a
v prvhich dvou tydnech paroxysmalniho stadia. 6

Cena v bodech: max. 200-250 bodu 5206 *




RT-PCR

Vice citlivéjsi nez kultivace

Kultivané pozitivni vzorky byly vzdy také PCR pozitivni
Srovndni PCR a kultivace:

- citlivost PCR 100 %

- citlivost kultivace 26-85 %

89 % pacientl bylo PCR pozitivni 14 dni po vzniku
paroxysmadlniho kasle
Vyjimka: pozitivni PCR aZ 38 dni po infekci

» Grogan JA, et al. J Med Microbiol 2011
> Fry NK, et al. Clin Microbiol Infect 2004




Metoda PCR (prikaz nukleové kyseliny)

Materidl
Stér z nasofaryngu
Podminky

* specidlni souprava s ohebnym fampénem s dakronovym vlaknem
a odbérovym médiem, Ize pouzit i medium pro prukaz
respiracnich viru

Stanoveni vysledku: do 24 hodin

Vyhody a nevyhody
Rychlé orientacni stanoveni diagndzy.

Metoda davd ﬁozi’ri\(nivv?sledky i pri terapii antibiotiky (max.
do 5 dnu, jinak falesné negativni)

U vzorkl odebranych na medium lze délat kultivacill

MoZnost falesné pozitivnich vysledkt - kontaminace

Citlivost PCR se snizuje s délkou trvdni symptomt onemocnéni.

Cena v bodech: 1120 bodti (
szU




Sérologickd diagnostika pertuse I.

Stanoveni specifickych protildtek proti B. pertussis

v’ nejvyssi sensitivita a specificita - test na pertusovy
toxin (PT)

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays - komercni,
in-house) nebo multiplex immunoassays

Parové sérum (idedlne), jeden vzorek (vetsinou)

Vysledky v mezindrodnich jednotkdch na ml (ZU/ml)

Guiso N., et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 2011 #
ECDC, Guidance and protocol for the serological diagnosis of human infection with BP, 20 "
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Sérologicka diagnostika pertuse II.

» Vliv predchozi vakcinace nebo predchozi infekce nebo
materskych protildtek (novorozenci a kojenci) -
falesna pozitivita

v' Ig6 mohou byt zvyseny vice neZ rok po infekci nebo vakcinaci
(Ig6 indukované oc¢kovanim)

®» Zkrizena reakce s ostatnimi Bordetella spp., pripadné
jinymi bakteriemi

% Promeénliva odpovéd’ na bordetelové antigeny

WHO: Vaccine-Preventable Diseases Surveillance standards, Pertussis :,v"SZl]f




Sérologicka diagnostika pertuse IIT.

» Nedoporucuje se:

v’ Sérologické vy$etreni novorozenct a kojencl
v Sérologické vysetreni ostatnich pertusovych antigent
v' Vysetreni IgM - nedostatecna sensitivita a specificita

v Metoda DFA (direct fluorescent antibody) - falesné
pozitivni a falesné negativni vysledky

v KFA

WHO: Vaccine-Preventable Diseases Surveillance standards, Pertussis ,v”SZlyL



Interpretace sérologickych vysledku I.

®» PT je obsaZen ve vsech aP vakcindch v Evropé
> OCkovadni mize ovlivnit interpretaci sérologickych
vysledkd

» Neodlisi se imunitni odpovéd’ postvakcinani od
postinfekéni
®» Kontinudlni cirkulace B. pertussis v populaci - Ig6 jsou
detekovatelné u vétsiny adolescenti a dospélych

®» Stanoveni Ig6 anti PT nema diagnostickou hodnotu u
hovorozencu a kojencd

Guiso N., et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 2011
ECDC, Guidance and protocol for the serological diagnosis of human infection with BP, 2012

6;2&2



Interpretace sérologickych vysledki IT.

®» Pokud neni interpretace moznd, je nutny druhy vzorek (za

3 - 6 tydnu), ndsledné soucasna analyza obou vzorku
(ideadlné)

» Jestlize neni druhy vzorek, mohou byt dodatecné
stanoveny IgA anti PT

®» Hodnoceni vzdy s ohledem na klinické priznaky!

Guiso N., et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 2011
ECDC, Guidance and protocol for the serological diagnosis of human infection with BP, 2012

6;263




Interpretace sérologickych vysledkd IIT.

®» Dva vzorky: jako pozitivni vysledek se bere:
> 50-100% zvyseni nebo snizeni titrl specifickych protilatek
nebo

je-li prokazatelna dynamika soucasné s klinickymi priznaky (pokud neni
50-100% zvyseni hebo snizent)

% Jeden vzorek
IgG + doplnit IgA
Ig6G
v optimdlni cut-off: 60 - 75 TU/ml, ALE Gausovo rozloZeni pripadd, to
neznamend, ze vse pod 60 IU/ml je negativnillll a nad 75 IU/ml je pozitivni
v 62 - 125 TU/ml: pravdépodobné neddvnd infekce u lidi, kteri nebyli
oCkovani béhem poslednich 12 mésici

v' IgA - neni stanovena standardizovand hodnota, vysoka specificita a
nizka citlivost, kvantifikace pro nizké hladiny 10 - 20 IU@

e

Guiso N., et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 2011 SZI]]4



Detekce Ig6 anti PT a IgA anti PT

rozliSeni mezi nedavnou infekci a pozdnim stadiem
onemocnéni (nikoliv po ockovani, neni to stanoveni
titru ochrannych protilatek!ll)

IgG anti PT IgA anti PT Interpretace
negativni negativni zadnd infekce
negativni pozitivni akutni infekce
hraniéni . akutni infekce

pozitivni
pozitivni pozitivni neddavna/akutni
infekce
pozitivni negativni neddvnd infekce
hranicni negativni zadna infekce
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Sérologie pertuse - zavér

% Doporucuje se stanoveni koncentrace Ig6 (IgA) protilatek
proti pertusovému toxinu metodou ELISA v mezindrodnich
jednotkach (TU/ml)

®» Sérologické testy jsou urceny pouze k diagnostice onemocnéni
pertusi

» Neni mozné vysetrit ochrannou koncentraci protilatek
(hodnota koreldtu protektivity neni zndma) - plosne
vySetrovani pro‘hlm‘ek u ohrozenych skupin NEMA SMYSL

» Nelze odliSit protildtky postinfekéni od postvakcinacnich

(;sz

Riffelmann et al., 2010; Guiso et al., 2010; Watanabe et al., 2006



Dékuji za pozornost
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