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Pertuse je vysoce nakaZzlivé onemocnéni zavazné svym pribéhem zejména pro novorozence a kojence do jednoho
roku Zivota. Z epidemiologického hlediska je proto nezbytnym poZadavkem rychlé a spravné stanoveni diagnézy.
Clanek shrnuje aktualizovana doporuceni pro laboratorni diagnostiku onemocnéni pertuse a parapertuse.

Pertussis is a highly contagious disease that can have a severe course particularly in newborns and infants under
one year of age. From the epidemiological perspective, rapid and accurate diagnosis is crucial. The article sum-
marizes the updated recommendations for laboratory diagnosis of pertussis and parapertussis.
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Uvod

V roce 2014 vyznamné narostl pocet hlaSenych ptipadt
pertuse v Ceské republice. Piipady onemocnéni jsou hla-
Seny ze vSech vékovych skupin. V populaci, ktera je ocko-
vand proti pertusi, se mize klinicky ,,u¢ebnicovy* obraz
pertuse ménit. Jedinym symptomem onemocnéni ¢asto byva
pouze protrahovany kasel déti, adolescentti nebo dospé-
Iych. Vzhledem k vysoké nakaZlivosti onemocnéni je
z epidemiologického hlediska velmi dalezité co nejrychle-
ji stanovit diagndézu, aby byli nemocni a pripadné jejich
kontakty cilené a vcas léceni antibiotiky a predeslo se tak
Sifeni onemocnéni na dalsi vnimavé osoby.

Laboratorni diagnostika

Laboratorni diagnostika pertuse/parapertuse se opira o pii-
my prikaz patogennich agens Bordetella pertussis a B. pa-
rapertussis, tedy kultivaci a izolaci agens a DNA PCR de-
tekci — polymerazova fetézova reakce, a o prikaz nepfimy
— stanoveni specifickych protildtek. Podrobné informace
k diagnostice onemocnéni lze nalézt na webovych stran-
kach Narodni referen¢ni laboratofe pro pertusi a difterii
(NRL/DiPe), odkaz Doporucené postupy (http://www.szu.
cz/metody-nrl-pro-pertusi-a-difterii).

1. Kultivace (,,zlaty standard‘)

Odbér - vytér/nebo aspirdt z nosohltanu: Na pocatku one-
mocnéni, nejlépe do 2 tydnu trvani priznaka (kasel), pred
zahdjenim ATB 1écby, rano nala¢no, nekoufit, necistit si
zuby, nezvykat Zvykacku!

Odbérovd souprava: Tampon ze syntetické baviny na drat-
ku s transportnim médiem — Amies s aktivnim uhlim. Pro
poskytnuti odbérové soupravy kontaktujte spolupracujici
mikrobiologickou laboratof nebo NRL/DiPe.

Technika odbéru: Pred odbérem je vhodné se pacienta
dotazat na pocit ucpaného nosu, odebirat z nosniho pradu-
chu, ktery pacient vnima jako 1épe prichodny. Tampon jem-
né zasunout pres nosni priaduch tésné podél nosni prepaz-
ky a po spodni sténé nosni dutiny az k zadni sténé nosohl-
tanu (pro predstavu — délka zasunuté ¢asti dratku priblizné
odpovida vzdalenosti nosni kiidlo — tragus). Nékolikrat jem-
né pootoCit a tampon opatrné vytdhnout. U déti je nutna
fixace, odbér je velmi nepiijemny.

Uchovdvdni a transport materidlu: Pri pokojové teploté,
material zpracovat v laboratofi v den odbéru, optimum do
4 hodin.

Kultivaéni pudy: Kultivace bordetel se provadi na special-
nich padach. Jako kultivaéni médium je mozné pouZzivat
pouze uvedené typy agarQ, bud Charcoal agar nebo Bor-
det-Gengou agar:

e Charcoal agar

e Charcoal agar se suplementem (cefalexin, 40 mg/l)

e Bordet-Gengou agar

* Bordet-Gengou agar se suplementem (cefalexin, 40 mg/1)

Pida musi byt v misce dostate¢né vysoko vylitd, aby bé-
hem dlouhé doby inkubace nevysychala (vyska 7-10 mm).
Dulezité je také pH pudy, které ma byt upraveno na 7,4+0,2

Kultivovat je tfeba vzdy jak na médiu s cefalexinem, tak
1 na médiu bez cefalexinu, z divodu mozné inhibice riastu
nékterych kmenti na médiu s cefalexinem.

Podminky kultivace: V normélni atmosféfe pii teploté
35-36 °C po dobu 7 dnii, denni odecet ploten.
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Riist a vzhled kolonii:

Bordet-Gengou agar:

* Bordetella pertussis vyrasta za 48 hodin, Cast&ji vSak
za 72 hodin v drobnych (do 0.5 mm) hladkych, stiibfi-
tych koloniich, které se nepohybuji pfi doteku klickou,
ale rozetfou se. Po delsi inkubaci se kolonie zvétSuji
aZ na 2 mm a je viditelnd zéna hemolyzy. Intenzita
hemolyzy zavisi na mnozstvi krve v pudé.

Bordetella parapertussis vyrusta za 48 hodin, kolonie
jsou vétsi (1-2 mm), Sedostiibrné s vyraznou zénou
hemolyzy a tmavym ¢ernohnédym pigmentem v okoli
kolonie. Po delsi inkubaci kolonie nartstaji az do veli-
kosti 3 mm a vypadaji jako vpadlé do ptidy. Nepohy-
buji se po plotné pfi doteku klickou.

Charcoal agar:

* Bordetella pertussis vyrista za 48 hodin, Cast&ji vSak
za 72 hodin v drobnych, hladkych, Sedych a velmi lesk-
lych koloniich, které vypadaji jako , kapky rosy*.

* Bordetella parapertussis vyrusta za 48 hodin, kolonie
jsou podobné druhu Bordetella pertussis, ale jsou vét-
$i a Sedivéjsi. Po delsi inkubaci vypadaji kolonie jako
vpadlé do ptdy.

Druhovd identifikace: Sklickovou aglutinaci s diagnos-
tickymi séry Bordetella pertussis a Bordetella parapertus-
sis (vyrobce Remel Ltd., dodava OXOID CZ s.r.0.).

Sérotypizace izoldtit B. pertussis pro urceni typu fimbrii:
Provadi se v NRL pro pertusi a difterii, sklickovou agluti-
naci s pouzitim monoklondlnich protilatek Monoclonal An-
tibody for Serotyping Bordetella pertussis Fimbrial Anti-
gen 2, 1 st WHO IS (NIBSC, UK) a Monoclonal Antibody
for Serotyping Bordetella pertussis Fimbrial Antigen 3, 1
st WHO IS (NIBSC, UK) [1].

Ve vyhlasce MZ CR ¢&. 473/2008 Sb. je stanoveno: ,,Vy-
Setrujici laborator* zasle kazdy izolovany kmen B. per-
tussis a B. parapertussis k ovétreni do Narodni referen-
¢ni laboratore pro pertusi a difterii. Prosime tedy
vSechny kolegy o spolupraci.

2. PCR diagnostika pertuse/parapertuse

Odbér - vytér/nebo aspirdt z nosohltanu: Na pocatku one-
mocnéni, nejlépe do 3 tydni trvani pfiznaka (kasel), 1ze
i po zahajeni ATB 1é¢by, rano nalacno, nekoufit, necistit si
zuby, nezvykat Zvykacku! K odbéru na PCR vySetieni po-
uZzivat pouze rukavice bez talku!

Odbérovd souprava: Nylonovy tampon na flexibilni plas-
tové tyc¢ince (bez transportniho média) nebo odbérova sou-
prava pro priikaz respiracnich vird (s médiem) nebo odbé-
rova souprava s tekutym médiem Eswab. Pro poskytnuti
odbérové soupravy kontaktujte spolupracujici mikro-
biologickou laboratof nebo NRL/DiPe.

Technika odbéru: Pred odbérem je vhodné se pacienta do-
tazat na pocit ucpaného nosu, odebirat z nosniho prudu-
chu, ktery pacient vnima jako 1épe prichodny. Tampon jem-
né zasunout pres nosni pruduch tésné podél nosni prepaz-
ky a po spodni stén¢ nosni dutiny az k zadni sténé nosohl-
tanu (pro predstavu — délka zasunuté casti dratku priblizné

odpovida vzdalenosti nosni kiidlo — tragus). Nékolikrat jem-

né pootoCit a tampon opatrné vytdhnout. U déti je nutna

fixace, odbér je velmi nepfijemny.

Uchovdvdni a transport materidlu: Nylonovy tampon bez

transportniho média se uchovava a prepravuje pii pokojo-

vé teploté, pokud je dopraven do laboratorfe v den odbéru
nebo pii -20 °C pokud je nutné jej pred transportem skla-
dovat. Zpracovat v den dodani do laboratofe nebo zmrazit

(-20 °C). Odbérova souprava pro prukaz respiracnich vird

s transportnim médiem se uchovéava a piepravuje pii teplo-

té 2-8 °C, pokud je dopraven do laboratofe v den odbéru

nebo pii -20 °C, pokud je nutné jej pred transportem skla-
dovat. Zpracovat v den dodani do laboratofe nebo zmrazit

(-20 °C).

Detekované sekvence pro druhy Bordetella pertussis

a Bordetella parapertussis:

V klinickych vzorcich, pro které je pozadovana PCR dia-

gnostika pertuse, vZdy detekujeme nejprve 1S481, v pri-

padé pozitivity doplnime PtxA-pr.

* 1S481 — je inzertni sekvence pfitomnd v genomu borde-
tel v mnoha kopiich, je tedy detekovana s vyssi senziti-
vitou nez PtxA-pr. Vyskytuje se pravidelné v genomu
druhti Bordetella pertussis a Bordetella holmesii, varia-
bilné pak i v genomu Bordetella bronchiseptica a Borde-
tella parapertussis v rtazném poctu kopii, neni tedy spe-
cificka pro druh Bordetella pertussis.

e PtxA-pr—promotor genu kédujicitho A podjednotku per-
tusového toxinu, sekvence je specificka pro druh Bor-
detella pertussis, vyskytuje se v 1 kopii, proto je dete-
kovana s nizsi senzitivitou nez IS481. V pripadé negativity
1S481 ptikro¢ime k detekci PtxA-pr vzdy, jde-li o paci-
enty v kojeneckém véku, selektivné pak i u starSich pa-
cientd dle klinickych a epidemiologickych okolnosti.

e IS1001 detekujeme ve vzorcich, pro které je poZzadova-
na PCR diagnostika parapertuse.

Interpretace vysledkii: Rodova a druhovi identifikace in-

fekénich agens na zakladé vysledkt testovani:

o IS481 negativni — Ve vySetfovaném materidlu neproka-
zana DNA Bordetella pertussis. (V zavaznych piipadech:
kojenci, nebo kontakt s neockovanymi détmi vZdy nutno
testovat i PtxA-pr!)

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

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

e IS481 negativni, PtxA-pr pozitivni — Nejednoznacny
vysledek. Pokud bude totozny pii opakovaném testova-
ni, interpretujeme jako ,,Mozna pfitomnost DNA kmene
Bordetella pertussis s netypickymi genotypovymi vlast-
nostmi*.

o 1S481 pozitivni, PtxA-pr pozitivni — Ve vySetfovaném
materidlu prokazdna DNA Bordetella pertussis.

* IS1001 pozitivni — Infekce pravdépodobné zptisobena
B. parapertussis, pokud odpovidaji klinicka kritéria.

3. Sérologicka diagnostika pertuse/parapertuse

Sérologickd diagnostika pertuse/parapertuse je zaloZena na
vySetieni parovych sér. Pro spravnou interpretaci séro-
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logického vySetieni je tfeba znat data odbéru obou vzor-
kii, datum narozeni pacienta, vakcina¢ni anamnézu pa-
cienta.

Odbér materidlu: K diagnostice onemocnéni pertuse/para-
pertuse se odebiraji dva vzorky srazlivé krve. Prvni vzorek
se odebere co nejdiive po vysloveni podezieni na onemoc-
néni pertusi/parapertusi, druhy vzorek nejdiive 21 dni po
odbéru prvniho vzorku. U malych déti se druhy vzorek ode-
bird za 5 az 6 tydni.

Péarova séra se vzdy vySetiuji soucasné v téZe laboratofi.
Prvni odebrany vzorek se skladuje pti -20 °C az do obdr-
Zeni druhého vzorku séra.

Uchovdvdni a transport materidlu: Srazliva krev pro zis-
kani séra — do 24h je mozné skladovat pfi pokojové teplo-
té, pak je nutno separovat sérum. Vzorky sér jsou uchova-
vany pii teploté 2—8 °C max. 5 dntl, po delsi dobu je nutno
je skladovat v mrazicim boxu (-20 °C).

Stanoveni IgG protildtek proti pertusovému toxinu: Pou-
Zivdme metodu ELISA s vystupem v mezinarodnich jed-
notkach — TU/ml.

Hodnota protektivni koncentrace IgG protilatek proti PT
neni stanovena. VySetfenim jednoho vzorku séra lze zjistit
pouze skutecnost, zda pacient pfiSel do kontaktu s antige-
nem (PT) Bordetella pertussis. Nelze odliSit imunitni od-
povéd organismu na oCkovani od imunitni odpovédi na
probihajici infekci. Interpretace hladin protilatek proti PT
u nedavno ockovanych osob je obtizni. Pokud byl tedy
pacient ockovan acelularni (aP) vakcinou proti pertusi, je
spravnd a validni interpretace sérologickych test mozna
az za rok po tomto oc¢kovani.

Stanoveni IgA protilatek anti PT je doporuceno pouzivat
pouze tehdy, pokud je stanoveni IgG anti PT nejasné nebo
pokud neni moZné ziskat druhy vzorek séra [2].
Stanoveni IgM anti PT neni vhodna metoda k priikazu per-
tuse (neni dostatec¢né specificka).

Interpretace vysledkii — stanoveni IgG anti PT: Pro potvr-
zeni diagndzy je signifikantni vzestup koncentrace protila-
tek v séru o 100 % pocate¢ni hodnoty (hodnota namérena
v prvinim z parovych sér) nebo pokles koncentrace protila-
tek 0 50 % pocatecni hodnoty.

Stanoveni antiparapertusovych protildtek: Pouzivime
aglutinacni metodu, vysledek je udavan jako titr protilatek.

Interpretace vysledkii — stanoveni antiparapertusovych
protildtek: Pro potvrzeni diagndzy je signifikantni ctyinasob-
ny vzestup nebo pokles titru protilatek v parovych vzorcich.

4. Odbéry v SZU

Moznosti odbéru na kultivacni/PCR vySetfeni pfimo v areé-
lu SZU pfi podezieni na onemocnéni pertusi/parapertusi.
Odbéry se provadi kazdé pondéli od 7,30-8,30 (kromé let-
nich prazdnin a statnich svatki) v odbérové mistnosti v bu-
dové & 3 v arealu SZU, zvonek NRL AIDS, 1. patro,
¢. dveri 115. Jiny ¢as je mozny po piedchozi dohodé. K od-
béru je nutna Zadanka o vySetieni.
http://www.szu.cz/odbery-na-kultivacni-a-pcr-
vysetreni-pertuse-parapertuse-v-1

Kontakt:

NRL pro pertusi a difterii
SZU-CEM

Srobdrova 48, Praha 10
budova ¢. 2, 1. patro

tel.: 267 08 2242

e-mail: jzavadilova @szu.cz

Zavér

Vétsina piipadi pertuse v CR hlasend do EPIDATu je stile
diagnostikovana sérologicky. Pocet hlasenych kultivacnich
a PCR vysSetieni a pozitivnich zachyti je minimalni.
Sérologicka diagnostika pertuse provedend podle ,, EU case
definic* znamena: ,,prukaz specifické protilatkové odpo-
védi* IgG anti PT dosahuji svého vrcholu asi za 4,5 tydne
po onemocnéni. Pokud pacient kasle delsi dobu, prvni vzo-
rek se odebird az v pozdéjsi fazi onemocnéni a druhy v re-
konvalescenci, je mozné brat za diagnosticky prikaz signi-
fikantni pokles koncentrace specifickych protilatek. Defi-
nitivni diagnéza stanovend pomoci specifickych protildtek
je znacné opoZzdéna a zastihne pacienta obvykle az ve fazi
rekonvalescence.

Vzhledem k velkému poctu vnimavych jedinct v populaci
a k snadnému Sifeni pertuse musi laboratorni diagnostika
pii podezieni na onemocnéni smétovat k rychlému urceni
plivodce onemocnéni; tedy na prvnim misté k PCR dia-
gnostice a ke kultivaci. Sérologické vySetteni u pertuse by
mélo byt pouZivano pfedevsim jako metoda konfirmacni.
Je velmi dulezité zménit piistup odborné a laické vefej-
nosti k onemocnéni pertuse. Lékafi by méli u pacienta
s kaslem provést spravné odbéry na urceni ptivodu one-
mocnéni co nejdiive. Vefejnost je tfeba soustavné infor-
movat o symptomech onemocnéni a zdvaznosti situace pii
kontaktu s malymi détmi. Pokud je kaslajici osoba v bliz-
kém kontaktu s dosud neockovanymi nebo netplné ocko-
vanymi détmi navstéva lékare by neméla byt odkladana.
Spolu s ockovanim adolescentd a dospélych proti pertusi
tak lze snizit cirkulaci pivodce onemocnéni Bordetella
pertussis v populaci na minimum.
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