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Uvod

Pertuse (¢erny kasel, davivy kasel) je onemocnéni zpU-
sobené bakterii Bordetella pertussis a je povazovana
za hlavniho plvodce onemocnéni. Typicka forma pertu-
se ma stadia:

Inkubaéni - trva 6-20 dni.

Kataralni - (1 - 2 tydny), kdy pocatecni projevy (ryma,
subfebrilie, mirny suchy drazdivy kasel) odpovidaji pfi-
znaklm béZného nachlazeni. Béhem kataralniho stadia
se suchy drazdivy kasel zhorSuje a prechazi v zachvato-
vity kasel.

Paroxysmalni - (2 - 6 tydnQ) projevujici se typickym
pfiznakem nemoci v podobé drazdivého, zachvatovité-
ho kasle. Pocet a zavaznost zachvat( v pribéhu tohoto
stadia stoupd, zachvaty kasle byvaji provazeny davenim
i zvracenim.

Rekonvalescentni - (1 - 3 tydny) je charakterizovano
snizenim poctu zachvatl a zmirnénim kasle.

Vyskyt pertuse v poslednich letech vyznamné nardst3,
meni se jeji epidemiologicky charakter s posunem do
vys$sich vékovych skupin déti, adolescentl a dospélych,
kde se obvykle vyskytuje v leh¢i formé (suchy drazdivy
kasel trvajici 2 a vice tydn(, ale bez typickych zachva-
t0). Takto nemocné osoby se stavaji zdrojem nakazy
pro malé déti, u nichz nebyla provedena ¢i dokoncena
vakcinace a u nichz mize mit komplikovany az fataini
pribéh.

Vakcinace proti pertusi je v CR zahrnuta do pravidel-
ného ockovéani podle platného ockovaciho kalendare
a je zakladnim predpokladem prevence onemocnéni.
Postvakcinaéni imunita postupné klesa, z tohoto dtvo-
du se nové doporucuje i preockovani rodicl a blizkych
kontaktl novorozenct, véetné zdravotniky.

Po prodelané infekci vznikne imunita, ktera neni celozi-
votni. V séru lze prokéazat protilatky proti pertusovému
toxinu, vlaknitému hemaglutininu a fimbriim. Protilatky
proti toxinu pretrvavaji do dospélosti, protilatky proti
hemaglutininu postupné mizi.

Onemocnéni vyvolané Bordetella parapertussis probi-
ha obvykle s mirngjsimi klinickymi pfiznaky, bez zavaz-
nych komplikaci. Mirnéjsi forma onemocnéni je disled-
kem absence pertusového toxinu.

Postvakcinacni a postinfekéni imunita ziskana po one-
mocnéni zplsobeném B. pertussis nechrani pred one-
mocnénim zplsobeném B. parapertussis.

Diagnostika onemocnéni

Klinicky obraz onemocnéni a epidemiologickou anam-
nézu doplnuji laboratorni testy (pfiméa detekce plvod-
ce onemocnéni kultivaci ¢i PCR a prikaz specifickych
protilatek).

Sérologické vysetireni spociva v prikazu specifickych
protilatek IgA, 1gG a IgM. IgM protilatky jsou deteko-
vatelné nejdrive, maji kratky poloCas a pretrvavaji po
dobu 2-3 mésicl. IgA protilatky mohou byt stanoveny
uz po 1-2 tydnech a mohou persistovat 6-24 mésicl
v zavislosti na veku. IgG protilatky se vyskytuji nejdrive
za 2-3 tydny po za¢atku nemoci a dosahuji svého ma-
xima po 6-8 tydnech, jsou detekovatelné do dospélosti
a mohou persistovat po nékolik let.

U déti probiha tvorba IgA protilatek pomaleji, u kojenct
se v detekovatelné hladiné objevuji az cca 6-7 tydnd po
infekci. U mladSich déti jsou vhodné pro casnou diagné-
zu akutni infekce specifické IgM, u starsich déti vykazuji
lepsi diagnostické vlastnosti specifické IgA protilatky.
Pro spravnou interpretaci sérologickych vysledkl je
nutné zohlednit klinicky obraz onemocnéni, epidemio-
logicka data, Udaje o vakcinaci a eventualné dalSi labo-
ratorni nalezy, jez jsou k dispozici. Vzorky s nejasnymi
vysledky by mély byt znovu testovany po 2-3 tydnech,
v zavislosti na klinickém stavu pacienta.



Protilatkova odpovéd'

inkubacni kataralni paroxysmalni rekonvalescentni

tydny mésice

Interpretace vysledki testu B. pertussis / B. parapertussis

1gG IgA IgM  Interpretace

+ + +
Pritomnost IgA, I1gG, pfip. i IgM protilatek - nedavna nebo probihajici prirozena infekce

+ + -

N N Pritomnost protilatek IgM a 1gG v nepfitomnosti IgA - mze indikovat stav po nedavné
vakcinaci (B. pertussis), pfip. Casnou fazi infekce bez tvorby IgA protilatek

- " * Pritomnost IgA protilatek, pfipadné soucasna pfitomnost IgM protilatek - infekce
v Casné fazi

— + —

- - + Pritomnost pouze IgM protilatek - ¢asna faze infekce

N Pritomnost pouze IgG protilatek - predchozi infekce anebo stav po drivéjsi vakcinaci

(B. pertussis)

Nejsou pfitomny protilatky - pfi podezieni na infekci doporuceno otestovat novy
vzorek za 2 - 3 tydny
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ELISA

Princip testu

Soupravy jsou zaloZzeny na sendvic¢ovém typu ELISA

metody
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Pracovni postup

:
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Anti-Hu IgA

)_

Krok Kroky testu

i Redéni vzorkd
- séra/plazmy 1:101 (10 pl +1 ml)

Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
100 pl

- blank = prazdna jamka

" 2

3. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

4. Odsatia promyti jamek 5 krat

Davkovani Konjugatu 100 pl

- blank = prazdna jamka

6. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 5 krat

8. 100l

- véetné blanku
9. Inkubace 30 min. p¥i 37 °C
Davkovani Zastavovaciho roztoku

10. 100 pl

- v¢etné blanku

@ © o 06 © o o0 ¢

Déavkovani substratu (TMB-Complete)

P
-

1. Fotometrické méreni pii 450 nm

Antigeny

EIA Bordetella pertussis
Vysoce purifikovany toxin Bordetella pertussis

EIA Bordetella parapertussis
Smés antigenl specifickych pro Bordetella
parapertussis

Pouziti souprav
- Vyhledavaci testy k prikazu pertuse a parapertuse
u Clovéka

- Prlkaz postinfekénich a postvakcina¢nich protilatek
(B. pertussis)

- Diagnostika faze onemocnéni pomoci signifikantniho
vzestupu nebo poklesu protilatek

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni

- Barevné odlisené reagencie, zaménitelnost

- Barevné znacené stripy s odlamovacimi jamkami
- Kalibratory a kontroly

- Kvantitativni hodnoceni vysledkd (IU/ml)
- B. pertussis

- Semikvantitativni hodnoceni vysledkd (IP)
- B. parapertussis

- Standardizace podle WHO International Standard
Pertussis Antiserum 06/140 a 06/142

- Vysoka diagnosticka Uc¢innost a dobra
reprodukovatelnost

- Vysoka dynamika testd, identicky pracovni postup

- Celkova doba vySetfeni 1,5 hodiny



Charakteristiky souprav

Parametr Diagnosticka citlivost Diagnosticka specifita
EIA Bordetella pertussis Toxin IgA 95,8 % 99,9 %
EIA Bordetella pertussis Toxin IgG 971 % 99,9 %
EIA Bordetella pertussis Toxin IgM 90,5 % 92,0 %
EIA Bordetella parapertussis IgA 93,3% 99,9 %
EIA Bordetella parapertussis IgG 96,7 % 99,9 %
EIA Bordetella parapertussis IgM 68,8 % 99,9 %
EIA SmartEIA
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IMUNOBLOT

Princip testu

Rekombinantniantigeny B. pertussis a B. parapertussis
jsou preneseny na nitroceluldzovou membranu.

P Po pridani substratu vznika
reakci s enzymem

E nerozpustny barevny produkt

Enzymem konjugovana sekundarni protilatka
se vaze na primarni protilatku

Specificka primarni
protilatka se vaze na protein

Specificky protein antigenu

Blokator
Membrana
Antigeny
BLOT-LINE B. pertussis
Bordetella PT - pertusovy toxin (45 kDa),

zakladni faktor virulence, specificky
pouze pro B. pertussis, nejvyznam-
néjsi antigen infekce ¢erného kasle
FHA - filamentdzni (vlaknity) hema-
glutinin B. pertussis, adhezni pro-

%CZ\WO' line tein, ddlezity imunogen, vybrana
1gG X 4 e
oM ¢ast sekvence s vysokou specifitou

Start ACT - adenylatcyklazovy toxin

E;A (CyaA), vyznamny faktor virulence
B. pertussis s antifagocytarnim
ﬁg Ucinkem
TCF - tracheélni kolonizacni faktor,
Pertactin protein produkovany pouze
i B. pertussis; adhezin, zajistujici
EntA vazbu bakterie na povrch bunék

fasinkového respiracniho epitelu
a fagocytujicich bunék

B. parapertussis

Pertactin - (75 kDa), protein vnéjsi
membrany virulentnich kmend

B. parapertussis

FimN Fimbriae N - adhezin,
neprodukovany B. pertussis

EntA Entericidin A - membranovy
lipoprotein

Pracovni postup

Krok Kroky testu
6 1. Davkovani Univerzalniho roztoku 2,5 ml
° 2 Smaceni stript 10 min. pfi lab. teploté
’ - trepacka
® 3. Odsati
i a Redéni vzorkd
' - séra/plazmy 1:51 (30 pl +1,5 ml)
6 5 Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
T 15ml
° 6 Inkubace 30 min. pfi laboratorni teploté
’ - trepacka
Odsati a promyti v Univerzalnim
S 7. roztoku 3 krat1,5 ml po 5 min.
- trepacka
8. Davkovani Konjugatu 1,5 ml
° 9 Inkubace 30 min. p¥i laboratorni teploté
: - trepacka
Odsati a promyti v Univerzalnim
® 10.  oztoku 3 krat 1,5 ml po 5 min.
- trepacka
1.  Davkovani substratu (BCIP/NBT) 1,5 ml
Q 1 Inkubace 15 min. pfi laboratorni teploté
: - trepacka
Odsati a promyti v destilované vodé
© 13.  2krat2mipo 5 min.
- trepacka
14. Nalepenia vyhodnoceni stripd



Pouziti souprav

Prikaz stadia infekce

Rozliseni postinfekéni a postvakcinacni imunity

Diferencialni diagnostika pertuse a parapertuse

- Konfirmac¢ni metoda k ELISA a/nebo aglutinacni
reakci

Podrobné stanoveni pfitomnosti protilatek proti
specifickym antigenlm

Charakteristiky souprav
Parametr
BLOT-LINE Bordetella pertussis IgA
BLOT-LINE Bordetella pertussis IgG
BLOT-LINE Bordetella parapertussis IgA

BLOT-LINE Bordetella parapertussis 1gG

IMUNOBLOT

Uzivatelsky komfort

- Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost
vysledkl

- Vysoka diagnosticka citlivost a specificita

- Vhodné pro automatickeé systémy

- Komplexni zédkaznicky servis

- Standardizace podle WHO International Standard
Pertussis Antiserum 06/140

Diagnosticka citlivost Diagnosticka specifita

95,5 % 95,6 %
99,0 % 95,6 %
99,0 % 87,0 %
88,9 % 96,4 %
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MICROBLOT-ARRAY

RozloZeni antigent a kontrolnich Pracovni postup
spotu

Krok Kroky testu
. . Davkovani Univerzalniho roztoku

| 00000000000 & 150 pl
| l0l0/0/00/00/00/0]0]e,
‘QOOQOQQOQQQQ‘ 2. Smaceni10 min ptilaboratorni teploté
| 10l0/00000000ee] )
@OOO00000O000e  oue
Q@OOOOOOOOOO00 @ '
| SICIOICIOICICI@OCIC®, -
QO®OE@OEE@OE)@E @ () 4. Redénivzorky
‘OQOOQ. - séra/plazmy 1:51 (10 pl + 500 pl)
@O 00000000000 ® o o .
.OOOQOQOOOOQO. 5, Davkovani kontrol a fedénych vzorkU
®OO0CO0O0O0OO0O0O00 @ 100 pl

Inkubace 30 min pfi laboratorni
Popis antigeni

teploté
A1 -PT . Rychlé promyti Univerzalnim
A2 -FHA " roztokem*
A3 - ACT
A4 -TCF 8 Odsati a promyti v Univerzalnim
A5 - Pertactin " roztoku 3 krat 150 ul po 5 min
A6 -FimN
A7 - EntA 9. Davkovani Konjugatu 100 pl

Inkubace 30 min pf¥i laboratorni

© & 6 6 © & = 06 ¢

Popis kontrolnich spoti 10.

teploté

R - Ref
@ ererence Rychlé promyti Univerzalnim

@ TC - Testcontrol L
© CA - Conjugate control IgA
@ CG - Conjugate control IgG Odséti a promyti v Univerzalnim
@ CM - Conjugate control IgM 12- roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
C1 - Calibration1
: C2 - Calibration 2 B Davkovani Substratového roztoku

@ C3 - Calibration 3 (BCIP/NBT) 100 pl

@ C4 - Calibration 4
14. Inkubace 15 min pfi laboratorni teplotée

15. Rychlé promyti destilovanou vodou*

Odsati a promyti v destilované vodé
2 krat 200 pl po 5 min

O 06 6 & 0 o

16.

17. VysuSenia vyhodnoceni

* v pripadé pouziti promyvacky naplfite jamky po okraj
a po naplnéni posledni jamky ihned odsajte



Uzivatelsky komfort Microblot-Array

- Nizka spotfeba vzorku
- Antigeny spotovany v tripletu - minimalizace chyby
provedeni
- Kvantitativni vyhodnoceni (U/ml) )
- Paralelni vySetfeni vice markerd soucasné
- Vysoka citlivost a specifita

- Standardizace podle WHO International Standard
Pertussis Antiserum 06/140

Charakteristiky souprav

Parametr Diagnosticka citlivost  Diagnosticka specifita
Microblot-Array Bordetella pertussis IgA 95,4 % 100,0 %
Microblot-Array Bordetella parapertussis IgA 96,9 % 100,0 %
Microblot-Array Bordetella pertusis 1gG 97,6 % 100,0 %
Microblot-Array Bordetella parapertussis IgG 971 % 100,0 %
Microblot-Array Bordetella pertussis IgM 95,4 % 100,0 %

Microblot-Array Bordetella parapertussis IgM 95,8 % 100,0 %
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Zk¥izena reaktivita soupravy na panelu potencialné zk¥izené reagujicich vzork
(Bordetella perrtusis test)

Kategorie n Pozitivni vysledek Negativni vysledek ZkFrizena reaktivita
EBV 8 0 8 0,00 %
CMV 15 0 15 0,00 %
Chlamydia pneumoniae 37 1 36 2,70 %
Mycoplasma pneumoniae 35 1 34 2,86 %

Zk¥izena reaktivita soupravy na panelu potencialné zk¥izené reagujicich vzorka
(Bordetella parapertussis test)

Kategorie n Pozitivni vysledek Negativni vysledek Zkrizena reaktivita
EBV 8 0 8 0,00 %
CMV 15 0 15 0,00 %
Chlamydia pneumoniae 37 1 36 2,70 %
Mycoplasma pneumoniae 35 1 34 2,86 %

Potencialni zkFizena reaktivita s jinymi pfibuznymi patogeny a faktory je nevyznamna (méné nez 5 %).



Objednaci udaje

ELISA

Kéd

BpAT96
BpGT96
BpMT96
BppA96
BppG96
BppM9o6
SK-BpAT96
SK-BpGT96
SK-BpMT96
SK-BppA96
SK-BppG96

SK-BppM96

Soupravy SmartEIA jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji Agility.

IMUNOBLOT
Kéd
BpAL20
BpGL20
BD-BpAL24
BD-BpGL24

Swim03

Soupravy BlueBLOT-LINE jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji BlueDiver.

Nazev soupravy

EIA Bordetella pertussis Toxin IgA

EIA Bordetella pertussis Toxin 1gG

EIA Bordetella pertussis Toxin IgM

EIA Bordetella parapertussis IgA

EIA Bordetella parapertussis 1gG

EIA Bordetella parapertussis IgM
SmartEIA Bordetella pertussis Toxin IgA
SmartEIA Bordetella pertussis Toxin IgG
SmartEIA Bordetella pertussis Toxin IgM
SmartEIA Bordetella parapertussis IgA
SmartEIA Bordetella parapertussis IgG

SmartEIA Bordetella parapertussis IgM

Néazev soupravy

BLOT-LINE Bordetella IgA
BLOT-LINE Bordetella IgG
BlueBLOT-LINE Bordetella IgA
BlueBLOT-LINE Bordetella IgG

Immunoblot Software

Pocet testu

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

96

Poéet testt

20

20

24

24

1ks
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BpAMA48
BpGMA48

BpMMA4S
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Objednaci udaje

MICROBLOT-ARRAY

Nazev souprav

Microblot-Array Bordetella IgA
Microblot-Array Bordetella IgG

Microblot-Array Bordetella IgM

&l TestLine®

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

Krizikova 188/68, 612 00 Brno, Ceska republika
trade@testlinecd.com

www.testlinecd.cz

Pocet testu
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