Navod k soupravé: BORDETELLACHECK **™A® |gG & IgA

Ce€

BORDETELLACHECK °PT™A® 19G
BORDETELLACHECK °PTMA® |gA

Imunoanalyticky test, in-vitro, pro detekci IgA a IgG protilatek proti Bordetella pertussis v lidském krevnim séru
nebo plazmé, vyuZivajici specifickych antigen(.

1. POUZITI TESTU

BORDETELLACHECK®"™"® je kvalitativni in vitro test pro detekci 1gG nebo IgA protilatek proti Bordetella
pertussis v lidském séru nebo plazmé. Je uzivany jako prikazny nebo konfirmaéni test pozitivnich vzorka.

| 2. BORDETELLA PERTUSSIS — CERNY KASEL

Cemny kaSel je onemocnéni dychaci traktu, charakterizované obvykle hroznym kaSlem, ktery se vyskytuje
v zachvatech a trva po nékolik tydnd. Hlavnim puvodcem je Bordetella pertusis, GRAM-negativni ty€inka. Infekce
zpUsobené Bordetella parapertussis vede pak k hykavému kasli - stejnému onemocnéni. AvSak je obvykle
charakterizované mirnéjSimi projevy a kratSi dobou onemocnéni. Zatimco lidé jsou jedinym rezervoarem pro
Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis byva nalézana u lidi a ovci. Se zvySenym vyskytem na podzim a v
zimé, se Cerny kaSel se vyskytuje po cely rok. Je pfenaseny kapénkovou infekci pfi intenzivnim kontaktu. Doba
inkubace onemocnéni se pohybuje mezi 7 az 20 dny. Cerny kaSel jako onemocnéni obvykle trva od né&kolika
tydnU po nékolik mésic(.

Typicka primo infekce je rozdélena do tfi stadii:

- kataralni stadium (1 - 2 tydny): projevuje se chfipce podobnymi symptomy, jako jsou ryma, slaby kaSel, celkova
slabost a slaba horecka

- paroxysmalni stadium (4 - 6 tydnU): zachvaty kaSle, staccatovy kaSel, nasledovany lapanim po dechu.
Zachvaty kasle se vyskytuji zejména v noci. Typické hykani je pozorovano asi u poloviny détskych pfipadd.
Hore¢ka chybi nebo je jen mirné zvySena teplota. Pokud je hore¢ka pfitomna, obvykle to signalizuje
sekundarni bakterialni infekci.

- rekonvalescentni stadium (6 - 10 tydn(): pokles poétu zachvat( kasle

U dospivajicich a dosp élych, ¢erny kaSel mlze ¢asto probihat necharakteristickym prabéhem, jako prodlouzeny
kaSel bez typickych zachvatu. Patogen neprodukuje dozivotni imunitu. 20 a vice let po infekci nebo ockovani proti
¢ernému kasli, jsou lidé znovu pIné vnimavi na infekci s Bordetella pertussis.

U déti se ¢asto nevyskytuje Gplné charakteristicky obraz onemocnéni a pfeviada ¢asto apnoe (zastaveni dechu).
Komplikace se mohou vyskytovat zvlasté v prvnim roce Zivota. NejbéznéjSimi komplikacemi jsou zapal plic (15 -
20 % hospitalizovanych pacientl) a stfedousni zanét zplsobené druhotnymi infekcemi jinymi mikroby. Jako velmi
vzacné byly popsany neurologické komplikace jako mozkové zachvaty a hypoxické encephalopathie. Z dosud
neuplné vysvétlenych davodu, neexistuje zadna ¢&i jen nepatrna pasivni imunita pro ¢erny kasel. Nasledkem toho
jsou novorozenci a batolata obzvlasté rizikovou skupinou. Obé tyto skupiny nesou také nejvyssi riziko vaznych
komplikaci, s nékdy az fatalni apnoe.

Terapie antibiotiky ¢asto nema zadny vyznamny G¢inek na délku a intenzitu zachvatd kasSle (3), zejména pokud
IéCba neni zatata na pocatku onemocnéni, tak aby se dosahlo zfejmého klinického zlepSeni. AvSak lIé¢ba muze
prerusit fetéz Sifeni infekce a chranit tak kontaktni osoby od nakaZeni.

Vakcinace je moznost pro profylaxi. STIKO (Vaccination Standing Committee), zrusil pfedchozi vékovou hranici
(0 - 5 let) pro vakcinaci proti ¢ernému kasli k 1. lednu 2000. Nyni se doporu€uje vakcinace vSech déti a
dospivajicich do véku 18 let. Od roku 2007 je doporucovana také revakcinaci kazdych 10 rokU pro dospélé
(Saxon vaccination committee).

| 3. DIAGNOZA

V pfipadé klasickych hykavych symptom( kaSle je diagnéza €asto stanovena pouze z klinického nalezu.
Dlouhodoby kaSel bez typickych zachvatll kaSlani u neockovanych déti, dospivajicich a dospélych a také u
oc¢kovanych osob je vzdy indikace pro dalSi vySetfeni.

Laboratorni diagnostika  zavisi na stupni onemocnéni:

- bun é¢éné kultury: je mozna brzo jiz na po¢atku onemocnéni, pro detekci Bordetella pertussis a

Bordetella parapertussis. Nasofaryngealni vytéry, sekrety ¢i material ziskany odsanim, jsou uzivany jako vzorek.
Zatimco tato diagnostika je 100 % specificka, jeji citlivost kolisa od 5 % (dospivajicich lidi a dospéli) az k 70 %
(6asnych onemocnéni neockovanych déti). VySetfeni metodou bunééné kultury Bordetella pertussis a Bordetella
parapertussis trva nékolik dnu.

- PCR: detekuje Bordetella pertussis DNA a nékdy také Bordetella parapertussis DNA. Citlivost této metody je
mnohem vySSi ve srovnani s metodou bunééné kultury. Jako vzorek je pouzivan stejny material jako u bunéénych
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kultur, nasofaryngealni vytér, odsaty sekret. AvSak standardizace protokolu je ¢asto jen Castecné UspésSné.
Vyskytuji se izolované pripady faleSné negativnich i faleSné pozitivnich vysledku.

- sérologie: hodi se pro diagnézu i v dalSim prabéhu onemocnéni. Specifické protilatky jsou zjistitelné v séru po
prechodu k paroxysmalnimu stadiu. ELISA s ¢iSténymi antigeny (PT, FHA) umoziuje odhaleni 1gG a IgA
protilatek. Podezfela diagndza by méla byt vzdy potvrzena zvySenim titru mezi akutnim a rekonvalescentnim
sérem (v intervalu z 2 — 4 tydnud). Standardizace u ELISA test( jeSté nebylo dosaZeno tak, aby bylo mozné
jednoznaéné srovnavat mezi testovacimi systémy.

BORDETELLACHECK °"™A® " napizi moznost objasfiujici pochybnych ELISA vysledkii nebo potvrzovat
pozitivnich ELISA vysledky. Proteiny pouzité v tomto testu jsou imunodominantni antigeny, jejichZz reakce s
protilatkami umozni zavér o stadiu nakazy.

Ruzné imunodominantni antigeny byly pouZité pro BORDETELLACHECK °°™A®  Kromé& filamentosniho

haemagglutininu (FHA) byl pfidan na strip blotu také celkovy toxin (PT) Bordetella pertussis (tab. 1).

Tab. 1: Antigeny pouzité v BORDETELLACHECK °"™A®|9G and IgA souprav &

Antigen zkratka molekulova hmotnost (kDa)
Filamentosni Hemaglutinin FHA 35
Pertussis toxin PT (5 podjednotek) 28/23/22/11,7/9,3

Antigeny pouzité v tomto testu umoznuji jasnou detekci a identifikaci na IgG a IgA protilatek specifickych pro

antigenum.
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BORDETELLACHECK” ™"® |G / IgA Strip

4. PRINCIP TESTU

Na nitrocelul6zovou membranu jsou aplikovany rekombinantni, vysoce purifikované proteiny. Membrana je po té
rozstfihana na jednotlivé prouzky. Pfi diagnostice specifickych protilatek jsou prouzky nejprve inkubovany se
zfedénym vzorkem séra. Béhem inkubace se protilatky vazi k danym antigenim. Nenavazané slozky séra jsou
odstranény promytim a prouzky nasledné inkubovany s anti-lidskymi IgG nebo IgA protilatkami konjugovanymi s
kfenovou peroxidazou (HRP). Specificky navazané protilatky jsou detekovany pomoci HRP katalyzované barevné
reakce. Doslo-li k reakci antigen-protilatka, objevi se na odpovidajicim misté prouzku tmavy pruh (band).

Na hornim konci testovaciho prouzku jsou pod sebou postupné sefazeny nasledujici 4 kontrolni bandy:

1. kontrola reakce - umisténa tésné pod Cislem prouzku, tento band se musi objevit pfi kazdé reakci s jakymkoli
testovanym sérem

2. kontrolni bandy reakce konjugatu - IgG/IgA — slouzi jako kontrola reakce odpovidajici tfidy protilatek. Pokud je
prouzek pouzit napf. k detekci IgG protilatek, objevi se u kontroly IgG konjugatu zfetelny band. TotézZ plati pro
IgA protilatky.

3. ,cut-off* 1+ kontrola — kontrolni band intenzity zbarveni, jeho intenzita zbarveni slouzi zaroven jako zakladni
kriterium pro stanoveni reaktivity séra jako Bordetella pozitivni nebo negativni.
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5. OBSAH SOUPRAVY

Kazdéa souprava obsahuje uvedené reagencie v mnozstvi potfebném pro 20 vySetfeni:

promyvaci pufr A

promyvaci pufr A (10x koncentrovany): obsahuje

(10x koncentrovany) 100 ml fosfatovy pufr, NaCl, KCI, detergent, MIT (0.1%) a
Oxypyrion (0.2%) jako konzervaéni latky

substrat TMB 40 ml substrat TMB (tetramethylbenzidin, pfimo k pouZziti)

mlécny praSek 2x25¢g suSeny mléény prasek

navod k pouziti 1ks navod k pouziti

vyhodnocovaci formular 1ks vyhodnocovaci formular

plastova pinzeta 1ks 1 plastova pinzeta

inkubaéni miska 2 ks 2 inkubaéni misky, kazda s 10 Zlabky

5.1. BORDETELLACHECK ™% 19G

Mimo reagencie uvedené v bodu 5 sou

rava obsahuje:

Testovaci stripy

zkumavka s ¢islovanymi testovacimi prouzky (10 ks)

2 ks . L - P :
potaZzenymi rekombinantnimi Bordetella antigeny
Anti 1I9G konjugat krdli¢i anti-lidské protilatky konjugované s HRP,
(100x koncentovany) 500 Ul obsahuje NaN3 (< 0.1%), MIT (< 0.1%) a

Chloracetamide (<0.1%)

5.2. BORDETELLACHECKCHECK %""™A® |gA

Mimo reagencie uvedené v bodu 5 sou

rava obsahuje:

Testovaci stripy

zkumavka s €islovanymi testovacimi prouzky (10 ks)

2 ks . . P .
potazenymi rekombinantnimi Bordetella antigeny
Anti IgA konjugat krali¢i anti-lidské protilatky konjugované s HRP,
(100x koncentovany) 500 [l obsahuje NaN3 (< 0.1%), MIT (< 0.1%) a

Chloracetamide (<0.1%)

| 6. DALSI POTREBNE REAGENCIE A VYBAVENI, KTERE NENi SOUCASTI DODAVKY

Deionizovana voda, odsavaci zafizeni s dezinfekéni nadobou, mikropipety, tfepacka, odmérné valce se stupnici,

vahy, kontroly (pozitivni a negativni).

7. INFORMACE O TESTU A REAGENCIICH

7.1. Preventivni opat Feni
. Pracujte v ochrannych rukavicich.

. Konjugat obsahuje azid sodny, MIT (Methylisothiazolone) a Chloracetamid. Vyvarujte se proto kontaktu

s klizi a sliznicemi.

. VSechny reagencie a materialy, které pfiSly do styku s potencialné infekénimi vzorky, musi byt dezinfikovany
nebo nejméné 1 hodinu autoklavovany pfi 121<C.

. Inkubaéni misky nepouzivejte opakované.

. S testovacimi prouzky zachazejte opatrné pomoci plastové pinzety.

7.2. Limitace testu

. V zajmu spolehlivosti vysledk(, respektujte opatfeni a postupujte pfesné podle navodu testu.
. Pfi interpretaci vysledk( postupujte podle instrukci v navodu k pouziti.
. Jako u vSech diagnostickych testl je potfeba vzdy konfrontovat dosazené vysledky s klinickymi nalezy.

7.3. Skladovani

. Dodrzujte prosim dobu exspirace soupravy

. Shodujici se reagencie (dle tiSténych symbold) mohou byt pouzity u riznych imunoblotl odpovidajici Sarze.
Dodrzujte prosim dobu exspirace jednotlivych komponent soupravy.

. Reagencie skladujte pfi teploté 2-8°C, nezmrazujte . Pfed provedenim testu temperujte viechny
komponenty soupravy minimainé 30 minut pfi 18-25°C (laboratorni teplota). Samotny test i inkubagni
procedury probihaji pfi laboratorni teploté

. VS8echna kontrolni séra musi byt pouZita pouze u &isla Sarze uvedeného na obalu soupravy, nelze je
zaménovat mezi soupravami z riznych vyrobnich Sarzi.

. Zkumavku obsahujici testovaci prouzky otevirejte az tésné pred pouzitim, aby nedochazelo ke kondenzaci
vihkosti uvnité zkumavky. Nepouzité prouzky musi byt skladovany ve zkumavce pfi 2-8°C. Zkumavku pevné
uzaviete, prouzky nesmi pfed provedenim testu navihnout!

. Po uplynuti doby exspirace uvedené na obalu soupravy nelze zarugit kvalitu vysledkd.

. Chrarite vSechny komponenty soupravy pfed pfimym sluneénim svétlem.
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7.4. Skladovani vzork G

. Jako vzorek Ize pouzit krevni sérum nebo plazmu, které byly co nejdfive po odebrani separovany od
koagula. Za vSech okolnosti pfedchazejte mikrobialni kontaminaci vzork.

. Nerozpustné &astice je nutné ze vzorku odstranit jeSté pred jejich inkubaci.

. Lipemicka, hemolytickd nebo zakalena séra zpusobuji ztmavnuti pozadi testu. Mohou rovnéz poskytovat
faleSné vysledky, proto nesmi byt pouzivany.

Upozorn énil

NemuiZete-li test provést okamzit&, mohou byt vzorky skladovany pfi teploté 2-8°C az 2 tydny. Dlouhodobéji je Ize
skladovat pfi minimalni teploté -20°C. Opakované zmrazovani a rozmrazovani vzork(i neni doporuéovano, nebot
se tim ovliviuje kvalita vysledku.

7.5. Kontrola kvality

Kazda Sarze testd ma svou vnitfni kontrolu jakosti. Je nezbytné prekontrolovat a dodrzet pozadovany objem
vzorku i kontroly aby byl cely postup uznan validnim.

Je doporuceno pouzitim pozitivni a negativni kontroly  ovéfit vysledky testu, pro kazdou novou Sarzi nebo
novou dodavku. V pfipadé pouziti lyofilizovanych kontrol je doporuéeno rekonstituovat kontrolu den pred jejim
pouzitim v testu.

8. PROVEDENI TESTU

8.1. Obecné

. Temperujte soupravu na laboratorni teplotu nejméné 30 minut pfed jejim pouzitim

. setfepte roztoky v ampulkach dold tak, aby nezustala kapalina na sténach ampulek

. dobrfe promichejte konjugaty a vzorky pfed pouzitim

. dodrZujte pocet promyvacich krok(i popsanych v bodech 9.3 a 9.5. Reprodukovatelnost vysledk( zavisi do
znacné miry na shodném promyvani stript

. Test musi byt proveden pouze zaskolenymi a kvalifikovanymi pracovniky.

. Test je vhodny i pro zpracovani na automatu. BlizSi informace Zadejte u svého dodavatele.
8.2. Priprava reagencii

8.2.1. PFiprava pracovniho Fedéni promyvaciho pufru A

Je pouzivan pfi fedéni séra a konjugatu a pfi promyvani.

Pfed jeho zfedénim je nutné urcit objem potfebny pro dany pocet provadénych testd. Nejprve rozpustte mléény
praSek v koncentratu promyvaciho pufru A. Tuto smés poté doplite deionizovanou vodou na konecny objem
(Fedéni 1+9). Potfebné objemy jednotlivych reagencii udava tabulka 2. Testujete-li jiny pocet prouzkl, nez je
uvedeno v tabulce, je nutné potfebny objem promyvaciho pufru dopoéitat.

Pracovni fedéni promyvaciho pufru A miZze byt pfi 2-8€C skladovano 4 tydny. Pracovni fedéni promyvaciho pufru
A je mirné zakalené a bez zapachu.

Tab. 2: Promyvaci pufr A potfebny pro dany pocet testovacich prouzku

Pouzité Mlécny Koncentrovany Deionizovana Pracovni redéni
prouzky prasek promyvaci pufr A voda promyvaciho pufru A

1 0.1g 2 mi 18 ml 20 ml

2 0.2g 4 ml 36 ml 40 ml

3 0.3g 6 mi 54 ml 60 ml

5 05¢g 10 ml 90 ml 100 ml

10 1g 20 ml 180 ml 200 ml

15 15¢ 30 ml 270 mi 300 ml

20 29 40 ml 360 mi 400 ml

25 25¢g 50 ml 450 ml 500 ml

50 5¢g 100 ml 900 ml 1000 mi

8.2.2. PFiprava roztoku konjugatu

Roztok konjugatu musi byt pfipraven tésné pred pouZitim. Pracovni fedéni roztoku konjugatu neni mozné dale
skladovat.

1 dil koncentrovaného IgG, IgA konjugatu se fedi se 100 dily pracovniho fedéni promyvaciho pufru A (1+100).
Potfebna mnozstvi jednotlivych roztok( udava tabulka 3. Testujete-li jiny poCet prouzkd, nez je uvedeno
v tabulce, je nutné potfebné objemy danych roztokd dopocitat.
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Tab. 3: Objemy pro fedéni anti-lidského IgG, IgM, resp. IgA konjugatu

Pouzité prouzky * Koncentrovany IgG/ IgA konjugat Pracovni fedéni promyvaciho pufru A
1 20 ul 2ml
2 40 pl 4 ml
3 60 pl 6 ml
5 100 pl 10 ml
10 200 pl 20 ml
15 300 pl 30 ml
20 400 pl 40 ml

* Objemy jsou pocitany bez ,mrtvého objemu*. Pfipravujte proto roztok konjugatu pro 1-3 prouzky navic
v zavislosti na zplsobu zpracovavani testu (ru¢né nebo na automatu).

8.2.3. Roztok TMB substréatu

Roztok substratu je pfipraven k pfimému pouziti. Pfed pouzitim jej vytemperuijte na laboratorni teplotu (18-25<).
Je nutné vyvarovat se kontaminaci roztoku substratu, napf. pouzitim kontaminované Spi¢ky, nebot by se tak
ovlivnila citlivost testu.

8.3. Inkubace vzorku

e Ponofeni strip G

1 inkubaéni Zlabek je uréen pro 1 testované sérum. Do kazdého Zlabku napipetujte 2 ml pracovniho fedéni
promyvaciho pufru A. Plastovou pinzetou opatrné ponofte testovaci prouzek do pFislusného zlabku naplnéného
promyvacim pufrem. Cislo prouzku musi sméfovat vzh(iru.

Upozorn éni!
Strip musi byt cely mokry a pono  feny do promyvaciho pufru A

« PFidani vzork G

Do pfislusnych zlabk( napipetujte 20 ul nefedéného vzorku - lidské sérum nebo plazma (vysledné fedéni 1 +
100). Dbejte na to, abyste vzorek pfidavali u konce prouzku ponofeného v promyvacim pufru A a co mozna
nejdfive opatrné promichali. Do vyhodnocovaci tabulky zaznamenejte ¢islo vzorku a tfidu imunoglobulini (IgG,
IgM nebo IgA). Inkubaéni misku pfikryjte vickem a za jemného tfepani pfi laboratorni teploté 1 hodinu inkubuite.

Upozorn éni!
Dbejte na to, aby se roztoky nedostaly do jinych ZI  Abkd. Vicko otevirejte a zavirejte opatrn &, aby
jednotlivé roztoky nevyst Fikly ven ze Zlabk & (riziko k Fizové kontaminace).

8.4. Prvni promyti

Po uplynuti inkubaéni doby opatrné odstrante plastové vicko. Zfedéné sérum ze Zlabk( opatrné odsajte.
Nasledné do kazdého Zlabku pfidejte 2 ml pracovniho fedéni promyvaciho pufru A a za jemného tfepani 5 minut
inkubujte. Poté pufr odsajte. Promyti opakujte jesté t¥ikrat.

Upozorn éni!
Odsavejte roztoky ze zlabk d vzdy €istou Spi ¢kou nebo Spi €éky vZzdy fFadné promyjte deionizovanou vodou.
Pouzivate-li promyva ¢éku, fidte se pokyny vyrobce.

8.5 Inkubace s konjugatem

Po promyti prouzkd do kazdého Zlabku pfidejte 2 ml pfipraveného roztoku konjugatu (viz tabulka 3). Za
jemného tfepani pfi laboratorni teploté 45 minut inkubujte. Béhem inkubace musi byt Zlabky zakryty plastovym
vickem.

8.6. Druhé promyti

Po uplynuti inkubaéni doby opatrné odstrante plastové vicko. Zfedéné sérum ze Zzlabk( opatrné odsaijte.
Nasledné do kazdého zlabku pridejte 2 ml pracovniho fedéni promyvaciho pufru A a za jemného tfepani 5 minut
inkubujte. Poté pufr odsajte. Promyti opakujte jesté trikrat.

Upozorn éni!
Odsavejte roztoky ze zlabk a vzdy cistou Spi ¢kou nebo 3Spi ¢ky vZdy Fadné promyjte deionizovanou vodou.
Pouzivate-li promyva ¢ku, fidte se pokyny vyrobce.

8.7. Reakce se substratem
Do kazdého zlabku pridejte 1.5 ml roztoku substratu  a za jemného tfepani inkubujte pfi laboratorni teploté 5-10
minut . Cut-off kontrolni band musi vykazovat slabé, ale jasné zfetelné zbarveni.

8.8. Zastaveni reakce

Po odséati roztoku substratu prouzky tfikrat promyjte deionizovanou vodou. Plastovou pinzetou prouzky opatrné
vyjméte, umistéte je mezi dvé vrstvy absorpéniho papiru a nechte 2 hodiny susSit. Suché prouzky viepte do
vyhodnocovaci tabulky a odec¢tené vysledky zapiSte do protokolu.

Upozornéni: Prouzky by mély byt uchovavany na temném misté.
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9. SOUHRN PRACOVNIHO POSTUPU

Vytemperujte vSechny reagencie na laboratorni teplotu

Vlozte prouzky do 2 ml pracovniho fedéni promyvaciho pufru A a zkontrolujte, zda jsou v pufru zcela
ponofeny.

PFidejte 20 pl vzorku

Za jemného tfepani pfi laboratorni teploté 1 hodinu inkubujte

Na tfepacce tfikrat po péti minutach promyvejte 2 ml pracovniho fedéni promyvaciho pufru A

PFidejte 2 ml odpovidajiciho roztoku konjugatu.

Za jemného tfepani pfi laboratorni teploté 45 minut inkubujte

Na tfepacce tfikrat po péti minutach promyvejte 2 ml pracovniho fedéni promyvaciho pufru A

Pridejte 1.5 ml roztoku substratu a za jemného tfepani pfi laboratorni teploté inkubujte 5—10 minut

Prouzky promyijte nejméné tfikrat deionizovanou vodou

P
BlE|o|e|Nloa|s|w] v |-

Prouzky nechte mezi 2 vrstvami absorpéniho papiru 2 hodiny susit a poté odectéte vysledky

VYHODNOCENI

l_\
©

10.1.  Vyhodnoceni intenzity band

. Do pfilozené vyhodnocovaci tabulky zapiSte datum, Sarzi, ¢islo zkumavky a detekovanou podtfidu protilatek.

. Dale zapiste identifikacni Cisla vzorka a pfilepte jednotlivé prouzky na odpovidajici pole vyhodnocovaci
tabulky tak, aby band kontroly reakce byl na vyznacené linii. Prouzek poté transparentni lepici paskou
nalevo od této linie zafixujte. Pokud byste prouzek pfilepili lepidlem nebo lepici paskou po celé délce,
zbarveni jednotlivych bandl by vymizelo.

. Podle kontrolniho prouzku vytiSténého na vyhodnocovacim protokolu pro kazdou tfidu imunoglobulind zviast
uréete u jednotlivych bandu intenzitu reakce (tabulka 4). Vysledek zapiSte do protokolu.

Tab. 4: Intenzita bandl v porovnani s intenzitou zbarveni cut-off bandu

Prouzky Intenzita
Z&dna reaktivita

intenzita slabSi neZ u cut-off bandu +

stejna intenzita jako u cut-off bandu +
siln& intenzita (silnéjSi neZ u cut-off bandu) ++
velmi intenzivni zbarveni +++

10.2. Kontrola vysledk

Vysledky testu Ize hodnotit, pouze pokud jsou spinéna nasledujici kriteria:

. band kontroly reakce (nejblizSi band pod &islem prouzku) musi byt zfetelné zbarveny

. kontrolni band tfidy protilatek 1gG prouzek (druhy band) IgA (tfeti band) musi byt viditelny jasné zbarveny
prouzek odpovidajici tfidé protilatek (intenzita silnéjSi nez cut-off bandu); druhy kontrolni band protilatek
muze vykazovat slabé, nespecifické zbarveni

. cut-off 1+ kontrola (tvrty band) — slabé, ale zfetelné viditelné zbarveni

Upozorn éni!

Pfi detekci Bordetella IgG / IgA protilatek mohou vzorové bandy vykazovat rGznou intenzitu zbarveni. Intenzita
jednotlivych bandud zavisi na koncentraci Bordetella specifickych protilatek pfitomnych ve vzorku, je tedy mozné,
7e v testu BORDETELLACHECK ™" |gG (v porovnani s IgA testem) budou mit bandy tmavsi, intenzivngjsi
zbarveni.

10.3.  Vysledky a interpretace testu
Pomoci vysledku stanoveni IgG a IgA specifickych protilatek mohu byt pouzity ke zhodnoceni imunitniho stavu
vuci Bordetella pertussis. Vyznam antigent pro vyklad testuje uveden v tabulce 5.

Tab. 5: Signifikance jednotlivych antigenu

Antigen Vyznam

Filamentosni haemagglutinin (FHA) je dalezity pro uchyceni Bordetella pertussis na
epitelidlnich burikach hostitele.

1gG protilatky proti FHA jsou vyprodukované v 80-90% infikovanych osob a IgA
protilatkyv 50-60%.

FHA FHA se vyskytujici se u Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis,vykazuje
kFizovou reaktivitu s Hemophilus, chfipka a jinych bakterii.

Protilatky proti FHA jsou vyprodukované bud po vakcinaci ¢i po infekci s jednim z
Bordetella druht.
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Pertussis toxin (PT) je toxin uvoliiovany do prostredi a sestava se z dvou soucasti:
- protomer A (podjednotka S1) je enzymaticky aktivni ¢ast toxinu

- oligomer B (podjednotky S2 - S5) jsou vazebné ¢asti toxinu

IgG protilatky proti PT jsou produkovyny 90% infikovanych, zatimco IgA protilatky
jsou produkovany pouze u 40-50 %.

PT Na rozdil od FHA, ktery se vyskytuje i u Bordetella parapertussis, PT je specificky

pouze pro Bordetella pertusis a je proto povazovany za kli€¢ovy antigen pro infekci

¢erného kasle.

Protilatky proti PT jsou vyprodukované bud po vakcinaci ¢i po infekci s Bordetella

pertussis.

Pertussis toxin 100 (PT-100) byl pfizpusoben podle WHO-standardu (100 IU/ml) a
podle smérnice German Robert-Koch-Institute a Némeckého Bordetella pertusis
PT-100 referenéniho centra.

Pozitivni PT-100 reakce je diikaz pro aktivni Bordetella infekci (pokud byly i typicka
klinické symptomy) ¢i pro dostate¢ny imunoprotekci po nedavné vakcinaci.

Pro oba FHA a PT antigeny plati stejné kritéria pro 1gG i IgA tfidy protilatek( tab.6.)

Tab. 6: Interpretace reaktivity antigen-protilatka

Antigen Intenzita zabarveni bandu Vysledek 1gG, IgA
FHA/PT/PT-100 Niz8i nez Cut-off 1+ band negativni
FHA/PT/PT-100 Stejna nebu vySsi nez Cut-off 1+ band pozitivni

Tab. 7: Interpretace serologie ¢erného kasle

19G 19G .
PT-100 BT IgA Vysledek Interpretace testu
... | pfitomny IgA a IgG protilatky proti Bordetella pertussis
* * * pozitivni Akutni infekce Bordetella pertussis infekce
pfitomny IgA a IgG protilatky proti Bordetella pertussis
.. . | Pravd @podobnd primoinfekce Bordetella pertussis
- + + pozitivni

IgA protilatky se vyskytuji velmi zfidka po vakcinaci
dop: testujte druhy vzorek za 3 tydny

pfitomny IgG protilatky proti Bordetella pertussis
+ + - pozitivni | Pravd épodobnost akutni infekce  éerného kasle &i titru po
nedavné vakcinaci

pfitomny IgG protilatky proti Bordetella pertussis
- + - pozitivni | Pravd épodobnost d Five prod élané infekce ¢éerného kasSle

¢i titru po d FivéjSi vakcinaci

pfitomny IgA protilatky proti Bordetella pertussis
Pravd épodobna infekce €erného kasle

IgA protilatky se vyskytuji velmi zfidka po vakcinaci
dop.: testujte novy vzorek za tfi tydny

- - + pozitivni

nejsou pritomny IgA a IgG protilatky proti Bordetella pertussis
- - - negativni | dop.: jestlize mate podezieni na infekci, testujte novy vzorek
za 3 tydny

Kdyz je pozitivni pouze FHA nemuze byt vylou€¢eno poc¢atec¢ni stadium infekce. Jestli klinické podezreni pretrvava
opakujte test s novym vzorkem za 2-3 tydny. FHA se vyskytuje u Bordetella druhu, nejen u Bordetella pertussis a
je krizovs reaktivni. Pfi interpretaci sérologickych vysledka, je vZdy nutno zahrnout do celkového zavéru
pacientovu historii, klinické symptomy a dalSi laboratorni vysledky.

Software pro interpretaci vysledka.
recom Scan software je uréen pro automatické vyhodnocovani a interpretaci vysledkl imunoblot vySetfeni. Dalsi
informace muzete ziskat u dodavatele souprav.

10.4. Poznamky k interpretaci vysledk @ testu

Vysledky 1gG a IgA stanoveni mohou byt povazovany za ohodnoceni imunitniho stavu pacienta vUgi
infekci Bordetella pertussis. Vzorky s pochybnymi vysledky by mél byt znovu testovany po 2-3
tydnech, v zavislosti na klinické situaci pacienta. Do vSech interpretaci testl je potfeba vzdy, ale
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zejména v pfipadé pochybnych a pozitivnich vysledkd, nezbytné zahrnout klinické informace. Blizka
spoluprace mezi laboratofi a oSetfujicim Iékafem je tedy doporucena.

Diagnosticky vyznam stanoveni protilatek proti Bord etella pertussis.

Po prvotni ndkaze Bordetella pertussis se IgG protilatky vyskytuji nejdfive za 2-3 tydny po zacatku
nemoci a dosahuji vrcholu pfiblizné v 8 tydnu. IgA protilatky mohou byt stanoveny uz po 1-2 tydnech.
Na infekci ¢erného kasSle v ¢asném stupni, tak mlze ukazovat pozitivni nalez pouze samostatnych
IgA. Zatimco IgA protilatky nejsou €asto zjistitelné po vice nez 6 mésicich po infekci, 1IgG protilatky
mohou pretrvavat i nékolik let.

Samostatny nalez pouze specifickych IgG protilatek odpovida pfedchozi infekci ¢erného kaSle anebo
specifickych IgA protilatek je povazované za dikaz nedavné infekce. AvSak meélo by byt
poznamenano, Ze IgA jsou zfidka nebo pouze v nizké koncentraci, detekovatelné u déti v prvnich 6
mésicich Zivota.

Protilatky proti Bordetella pertussis jsou ¢asto nachazeny u nevakcinovanych dospivajicich nebo
dospélych. V tomto pfipadé se jedna o opakované subklinické infekce. Diagnosticka zavaznost IgM
protilatek je kontroverzni. Zaporny vysledek nevylou¢i moznost bordetella infekce. FaleSné negativni
vysledky se mohou vyskytovat kdyz vzorek byl odebrany na zaatku imunitni systémové reakce.

Tmav é zbarvené testovaci prouzky.

Séra nékterych pacientd (napf. s alergii na mlééné proteiny) mohou vytvaret tmavé zbarveni celého
testovaciho stripu. Tento efekt je vyvoldan mnoha rlznymi faktory v séru kazdého pacienta.
Vyhodnoceni prouzkd je pak obvykle mozné pouze s uréitou restrikci. Napf. ,inverzni bandy” (bilé
bandy na tmavém pozadi) jsou hodnoceny jako negativni. Dané sérum vSak musi byt v kazdém
pfipadé testovano znovu jinymi sérologickymi metodami.

11.  KLINICKE VYSLEDKY

Bunécéné kultury, které jsou v diagnostice stéle povazovany za zlaty standard, jsou charakterizované
vysokou specifitou, ale velmi nizkou citlivosti, je uvadéno 12-60%, v zavislosti na studii. PFiméa
immunofluorescence ma také nizkou citlivost, popisovana je mezi 11 - 68%. Zatim nejsou zadné
standardizované PCR metody na odhaleni Bordetella pertussis. Sérologicka diagnostika infekce
¢erného kaSle €i stanoveni stavu imunizace po vakcinaci mudze byt ziskano pomoci ELISA nebo
immunoblotu.

11.1. Vzorky z déarc U krve

100 vzork( plazmy od zdravych, netfidénych darcd krve bylo testovano pomoci souprav
BORDETELLACHECK®"™"® |gG a BORDETELLACHECK®"™"® |gA. Vysledky byly porovnany s
komer&né dostupnou analytickou metodou. (tab. 9).

Tab. 9: Vzorky od darc u krve

BORDETELLACHECK opTivMA® PT-100 pozitivni PT pozitivni FHA po zitivni
IgG 3% 18 % 48 %
IgA / 0% 23 %

11.2. Srovnani stanoveni ze vzork U séra a plazmy
Paroveé vzorky krevniho séra a plazmy (EDTA-plazma) od 10 pacientl byly testované. Nebyly
nalezeny zadné rozdily mezi vysledky analyzy vzorkud séra a plazmy.
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