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imunoblotovacimi metodami
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SOUHRN

Cil prace: Primarnim cilem této prdce bylo ovérit tvrzeni,
ze imunoblotovaci metody nejsou vhodnymi sérologickymi
metodami pro diagnostiku pertuse, ponévadz jejich vysledky
nelze kvantifikovat, jak vyplyva z dosud platného doporuceni
skupiny evropskych referen¢nich laboratori EU Perstrain
Group [17]. Ovéreni pfinosu téchto metod pro diagnostiku
bordetelovych infekci bylo dalsim cilem této prace.

Materidl a metody: V této prdci byly pouzity zbytky sér
z rutinnich vySetreni, ur¢ené k likvidaci, a vysledky z rutinnich
vySetfeni na bordetelové infekce provedenych v letech 2015
a 2016 v Spadia Lab. Vzorky pouzité k testovani byly ano-

ABSTRACT

Lochman I., Pokorna L., Mertova H.: Serological diagnosis
of whooping cough using immunoblot methods

The aim of study: The aim of this study was to challenge the
conclusion presented in the current recommendations of the
EU Perstrain Group (European group of reference laborato-
ries) [17] that immunoblotting methods are not appropriate
serological methods for the diagnosis of pertussis because
their results cannot be quantified. To consider benefits of
these methods for the diagnosis of Bordetella infections was
another aim of this work.

Material and methods: The residual sera from routine test-
ing intended for disposal and results of routine tests for

uvob

Laboratorni diagnostika davivého kasle (pertuse) se dnes
zaklada prevazné na nepiimé diagnostice zalozené na
stanovovani sérovych protilatek proti bordetelovym an-
tigentm. Pfimy prukaz infek¢niho agens kultivaci ne-
bo pomoci PCR je vyuzivan jen zfidka. Kultivace i PCR
vyzaduji spravny odbér materidlu v ¢asnych stadiich
infekce, coz, bohuzel, ve vétsiné rutinnich klinickych
ambulantnich zafizeni, ktera o tuto diagnostiku zada-
ji, neni mozné zajistit. Material pro kultivaci musi byt
odebran bezpodminecné pred zahajenim antibioterapie,
coz vyzaduje, aby laboratof méla k dispozici vzdy Cerstvé
specidlni kultiva¢ni plidy a vysledek u negativnich vzor-
kit nebo vzorkl s malou Cetnosti mikrobd je znam az za
nékolik dni. PCR diagnostika, i kdyZ poskytuje relativné
rychlé vysledky (teoreticky do nékolika hodin po odbéru

nymizovany. K analyzam byly pouzity standardni komeréni
soupravy ELISA a imunoblot.

Vysledky a zavéry: Pomoci diagnostik firmy TestLine
Clinical Diagnostics jsme prokdzali, ze na rozdil od tvrzeni
EU Perstrain Group je kvantifikace vysledkd imunobloto-
vacich metod mozna a ze tyto metody mohou zkvalithovat
a v kone¢ném dusledku i zefektiviovat diagnostiku borde-
telovych infekci.

KLICOVA SLOVA:
davivy kasel - sérologicka diagnostika - imunoblotovaci
metody

Bordetella infections performed in Spadia Lab in 2015 and 2016
were used in this study. The test samples were anonymized.
Standard commercial ELISA and immunoblot kits were used
for analyses.

Results and conclusions: Using the TestlLine Clinical
Diagnostics Company kits, we have shown that, contrary to
the conclusion of the EU Perstrain Group, quantification of
the immunoblot results is possible and that these methods
can improve the diagnosis of Bordetella infections, ultimately
making it more effective.
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whooping cough - serological diagnosis - immunoblot
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vzorku), je financné zatim stale jesté dost narocna.
Nevyhodou sérologickych metod je, Ze tvorba protilatek
ma urcitou dynamiku a setrvacnost, takZe interpretace
vysledki sérologickych vySetfeni u jedinci ¢asné po
infekci, nékolik mésicti po vakcinaci nebo pohybujicich
se v prostfedi s vyssi prevalenci bordetel, je z jednoho
vzorku obtizna az nemozna. Jednotlivé antigeny bordetel
maji také riznou imunogenitu, mohou se projevovat
v rliznych fazich infekce, jsou asociovany s riznym pri-
béhem a zavaznosti infekce [6, 18, 40], a tak nemusi byt
jejich specifi¢nost pro diagnostiku konkrétni pertusové
infekce vzdy vyhodou. Znalost vysledku protilatkové
imunitni odpovédi na nékolik, byt i méné specifickych
antigenti danych mikrobdi, dava proto ¢asto komplex-
néjsi a lepsi informaci o reakci postiZzeného jedince na
ptipadné probéhlou nebo probihajici infekci. Je proto
také vyhodné pouzivat pro diagnostiku protilatek multi-
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Tabulka 1. Charakteristika specifickych antigen( bordetel pouZitych v imunoblotovacich soupravach firmy Test Line
Table 1. Characteristics of specific Bordetella pertussis antigens used in the Test Line immunoblot kits

Antigen Popis

PT pertusovy toxin (45 kDa) - zakladnf faktor virulence, specificky pouze pro B. pertussis, nejvyznamnéjsi
antigen infekce ¢erného kasle
FHA filamentdzni (vldknity) hemaglutinin B. pertussis - adhezni protein, ddlezity imunogen, vybrana ¢ast
Bordetella pertussis sekvence s vysokou specifitou
ACT adenylatcyklazovy toxin (CyaA) - vyznamny faktor virulence B. pertussis s antifagocytarnim tGcinkem
TCF trachealni kolonizacni faktor - protein produkovany pouze B. pertussis; adhezin, zajistujici vazbu bakterie

na povrch bunék rasinkového respiracniho epitelu a fagocytujicich bunék

Pertactin | 75 kDa, protein vnéjsi membrany virulentnich kmen( B. parapertussis

Bordetella parapertussis | FimN

Fimbriae N - adhezin, neprodukovany B. pertussis

EntA Entericidin A - membranovy lipoprotein

plexové metody, z nichZ nejcastéji pouzivané a dostupné
v sérologické diagnostice bordetelovych infekci jsou dnes
metody imunoblotovaci. Jako cilové struktury navazané
na vhodné nosice ve formé linii (linebloty) nebo tecek
(dotbloty) jsou dnes v imunoblotech pouZivany vétsi-
nou vysoce purifikované nebo rekombinantni antigeny.
Imunoblotovaci metody miZeme dnes jiz fadit, v rozporu
se zavéry skupiny evropskych referenc¢nich laboratofi EU
Perstrain Group [17], mezi kvantitativni metody. Vizualni
hodnoceni, které bylo v minulosti u téchto metod jedinou
moznosti hodnoceni, bylo vdnes$ni dobé téméf na vech
pracovistich nahrazeno hodnocenim pomoci skener
ovladanych softwarem umoznujicim kvantifikaci testu.
ELISA stanoveni protildtek proti pertusovému toxinu
(PT) je dnes v diagnostice pertuse povazovano za zakladni
sérologické vySetfeni pfi podezieni na pertusovou infek-
ci. Primarnim cilem nas$i prace bylo zjistit, jak koreluji
vysledky imunoblotovaci a klasické ELISA techniky pro
stanoveni téchto protilatek.

Ovéreni prinosu imunoblotovych metod pro diagnosti-
ku bordetelovych infekci bylo dal$im cilem této prace.
Vyuzili jsme k tomu analyzu vysledkd ziskanych z ru-
tinnich vysSetfeni provedenych v laboratofich Spadia
v letech 2015 a 2016 a diagnostiky firmy TestLine Clinical
Diagnostics (dale jen TestLine). Firma TestLine pro dia-
gnostiku bordetelovych infekci nabizi lineblotové sou-
pravy obsahujici ¢tyfi antigeny charakterizujici infekci
B. pertussis a tfi antigeny pro diagnostiku infekce zptisobe-
né B. parapertussis (tab. 1). Protilatky proti témto cilovym
antigentim lze stanovovat ve tfidé IgG, IgA i IgM.

MATERIAL A METODY

V experimentalni ¢asti této prace byly pouzity zbytky vzork
sér dodanych k rutinnim vysetfenim do laboratofi Spadia
urcené k likvidaci. Zbytky vzorkd vybranych a pouzitych
k testovani v této studii byly anonymizovany a skladovany
Pri-20°C, pokud byly pouZzity do 30 dnti po odbéru krve, del-
§i skladovani pak probihalo pfi-70 °C. Data pro tabulky 5-8
byla ziskana z databaze vysledki rutinnich vysSetfeni prove-
denych v laboratorich Spadia. Sérologicka diagnostika byla
provadéna pomoci souprav firmy TestLine EIA Bordetella
pertussis Toxin IgG (BpGT96), EIA Bordetella pertussis Toxin
IgA (BpAT96), EIA Bordetella pertussis Toxin IgM (BpMT96),
BLOT-LINE Bordetella IgG (BpGL20), BLOT-LINE Bordetella

EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE 2017, 66, ¢. 3

IgA (BpAL20), BLOT-LINE Bordetella IgM (BpML20). Déle
byly pro srovnani a konfirmaci pouZity ELISA soupravy fir-
my Euroimmun AG (d4le jen Euroimmun) Anti-Bordetella
pertussis toxin E120509601 A, E1 20509601 G a imunobloty
Bordetella pertusis DN 2050-1601 A a DN 2050-1601 G. Pro
kalibraci stanoveni pertusového toxinu v IU/ml soupravami
BLOT-LINE byl pouZit mezinarodni standard WHO 06/142.

VYSLEDKY

Koncentrace protilatek proti PT jsou v imunoblotovacich
metodéch vyjadfovany obvykle v indexech pozitivity (IP)
nebo pracovnich jednotkach (AU). Na obrazku 1 dokumen-
tujeme, Ze i imunoblotovaci metodu pro stanoveni PT 1ze
kalibrovat na WHO standard a vysledky vyjadfovat kvanti-
tativné v IU/ml. Pouzity WHO standard (kalibrator) 06/142
maudany vIU/mlikoncentrace protilatek proti filamen-
téznimu hemaglutininu (FHA) a adenylat cyklazovému
toxinu (ACT), takZe je mozné provést kalibrace i na tyto
analyty v IU/ml. Jejich koncentrace ve standardu 06/142
jsou vak pfili§ nizké, aby byly tyto kalibrace prakticky
pouzitelné. Obrazek 2 zobrazuje pomérné dobrou korelaci
mezi vysledky testl ELISA a imunoblotu pro pertusovy
toxin (PT), pfestoZe byla pouzita diagnostika raznych
vyrobci. Nicméné, v piipadé pouziti diagnostik riznych
vyrobci, ale i riiznych technik s diagnostiky téhoZ vyrob-
ce, miiZe dojit u nékterych vzorkd k dosazeni neshodnych
vysledkd (obr. 3), ponévadZ imunoanalytické techniky
zaloZené na reakci antigenti s protilatkami, mezi néz sé-

Tabulka 2. Korelace vysledku stanoveni protilatek proti PT, FHA
a ACT imunobloty TestLine a Euroimmun

Table 2. Correlation of results of the determination of antibodies
against PT, FHA, and ACT by the TestLine and Euroimmun
immunoblot kits

PT 0,6966 0,0056 0.8191 0,0003
FHA 0,7806 0,0010 0,9227 <0,0001
ACT 0,8705 0,0001 0,9701 <0,0001

n - pocet srovnavanych vzorku, kk - koeficient korelace, p - vyznam-
nost korelace

n - number of samples compared, kk - correlation coefficient, p - cor-
relation significance
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Obr. 1. Kalibracni kfivky pro stanoveni anti-PT protilatek pomoci soupravy BLOT LINE

Kalibrace byly provedeny dvakrat, vynaseny jsou namérené hodnoty v jednotlivych dnech a primeérné hodnoty obou méfeni. Pro sestrojeni
kalibrac¢nich krivek byly pouzity soupravy firmy TestLine Clinical Diagnostics.

IP = index pozitivity

Figure 1. Calibration curves for the determination of anti-PT antibodies using the BLOT LINE kit

Calibrations were performed twice, plotted are the values measured on each day and means of both measurements. To construct the calibration
curves, the TestLine Clinical Diagnostics kits were used. IP = positivity index
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Obr. 2. Korelace stanoveni anti-PT protilatek imunoblotem a ELISA

Prerusovanymi ¢arami jsou vymezeny hranice pozitivity a oblasti ,$edé” zény. Pro stanoveni protildtek proti PT byly pouzity ELISA soupravy firmy
Euroimmun a imunoblotovaci soupravy firmy TestLine Clinical Diagnostics.

Figure 2. Correlation of the detection of anti-PT antibodies by immunoblot and ELISA

Dashed lines outline the border of positivity and the grey zone areas. Anti-PT antibodies were detected using the Euroimmun ELISA kits and TestLine
Clinical Diagnostics immunoblot kits.

Korelace IB pro stanoveni anti-PT ve tiidé€ IgG Korelace IB pro stanoveni anti-PT ve tfid€ IgA
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Obr. 3. Korelace stanoveni protilatek proti pertusovym antigeniim imunoblotovymi soupravami TestLine a Euroimmun
Prerusovanymi ¢arami jsou vymezeny hranice pozitivity a oblasti ,Sedé” zény.

Figure 3. Correlation of the detection of pertussis antigens by the TestLine immunoblot and Euroimmun ELISA kits
Dashed lines outline the border of positivity and the grey zone areas.
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Tabulka 3. Celkové hodnoceni testl Blot-Line Bordetella firmy
TestLine

Table 3. General assessment of the TestLine BLOT-LINE Bordetella
tests

Hodnoceni

Linie specifickych antigenti

B. pertussis

linie PT pozitivni pozitivni

linie PT hranicni hranicni

alespon 1 pozitivni linie ze skupiny ACT, FHA,
TCF a soucasné alespor jedna linie z této skupiny
hrani¢ni

vsechny linie ze skupiny ACT, FHA, TCF pozitivni

vSechny linie negativni negativni

pouze jedna linie ze skupiny ACT, FHA, TCF
pozitivni

véechny linie ze skupiny ACT, FHA, TCF hranic¢ni

B. parapertussis

alespon 1linie ze skupiny pertactin, FmN, EnA pozitivni
pozitivni

alespon 1linie ze skupiny pertactin, FmN, EnA hrani¢ni
hrani¢ni

vsechny linie negativni negativni

Tabulka 4. Interpretace vysledk testti Blot-Line Bordetella firmy
TestLine

Table 4. Interpretation of the TestLine BLOT-LINE Bordetella tests

IgG  IgA IgM Interpretace vysledki

+ + +
nedavna nebo probihajici prirozena infekce

I 1 -
mUze indikovat stav po nedavné vakcinaci

+ - + (B. pertussis), pripadné ¢asnou fazi infekce bez
tvorby IgA protildtek

- + +

¢asna faze infekce

vakcinaci (B. pertussis)

pfi podezreni na infekci, doporuceno otestovat
novy vzorek za 2-3 tydny

Aby byl vzorek hodnocen pro dany antigen jako negativni, musi
mit hodnotu indexu pozitivity (IP) < 0,6, pro hrani¢ni 0,6-1,4 a pro
pozitivni > 1,4.

|P = OD vzorku/OD cut-off. OD = optickd denzita linie na blotu

A positivity index (IP) of < 0.6 indicates that the sample is considered
as negative for a given antigen, IP in a range of 0.6-1.4 indicates

a borderline result, and IP of >1.4 indicates a positive result.

|P = sample OD / cut-off OD. OD = blot optical density

Tabulka 5. Prehled vysledki imunoblotové analyzy protilatek proti bordeteldm
Table 5. Overview of results of the immunoblot assay for anti-Bordetella antibodies

n=1711, shoda 77% 1B BPE IgA n=1632, shoda 65% 1B BPP IgA n=1650, shoda 65% IB BPP IgG
U 3 i) negat hran pozit UL (= (1) negat hran pozit GUELE ARG ) negat hran pozit
negat 702 67 12 negat 566 79 48 negat 428 239 97
:EGBPE hran 404 109 14 IB BPP IgG hran 342 90 53 :EGBPE hran 212 150 146
pozit 216 12 75 pozit 288 104 62 pozit 59 103 216
n=1152, shoda 70% I1B BPE IgM n=1066, shoda 70% IB BPP IgM n=1638, shoda 65% 1B BPP IgA
vylouc. 547 (47%) eoat Bianl oozt vyloug. 339 (32%) negat hran pozit vyloué. 474 (88%) negat hran pozit
negat 384 116 40 negat 510 18 3 negat 999 179 101
oe - [hren 244|105 |30 BBPPIgG [ fran | 302 | m | o | |27 [hran 63 | 71 | 38
pozit 141 52 40 pozit 209 8 1 pozit 40 23 24
n=1132, shoda 84% IB BPE IgM n=1052, shoda 65% 1B BPP IgM n=1068, shoda 65% 1B BPP IgM
UL RO (B negat hran  pozit e ) negat hran pozit w25 () negat hran pozit
negat 581 205 67 negat 792 21 3 negat 698 18 4
:geBPE hran 137 36 28 IB BPP IgA hran 128 n 1 :EGBPE hran 239 9 0
pozit 44 20 14 pozit 92 4 0 pozit 90 10 0

IB BPE - BLOT-LINE B.pertussis, IB BPP - BLOT-LINE B.parapertussis, negat - negativni, pozit - pozitivni, hran - hrani¢ni. Hrani¢ni hodnoty,

které byly z analyzy shody vylouceny, jsou podbarveny zluté

IB BPE - BLOT LINE B. pertussis, IB BPP - BLOT LINE B. parapertussis, negat - negative, pozit - positive, hran - borderline. Borderline values,
which were excluded from the correlation analysis, are highlighted in yellow

rologické metody patfi, nelze dnes jesté standardizovat.
Pfesto pii srovnani vysledki dosaZenych imunobloty
TestLine a Euroimmun bylo dosaZeno pro srovnavané
antigeny pritomné v obou soupravach statisticky prekva-
pivé dobré shody jak ve tfidé IgG, tak ve tfidé IgA (tab. 2).

2017,66,¢.3

V tabulce 3 a v tabulce 4 je uvedeno doporuceni firmy
TestLine, pro vyhodnoceni souprav (IB) BLOT LINE
Bordetella. Témito soupravami bylo v nami vyhodnoco-
vaném souboru rutinnich vysetfeni vysSetfeno 1 800 vzor-
ki, z toho byly poZzadavky klinikli na vySetfeni protilatek
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Tabulka 6. Piehled vysledk( imunoblotové analyzy B. pertussis u vzorkt, u nichZ byla analyza provedena ve viech tfidach (19G, IgA i IgM)
Table 6. Overview of results of the immunoblot assay for B. pertussis in samples tested for all (IgG, IgA, and IgM) classes of antibodies

IB BPE IgA
n= 1121 :
vyloué. 595 (53%) negat hran pozit
shoda ve vSech IB BPE IgM IB BPE IgM 1B BPE IgM
Ig tfidach: 65%
hran pozit negat hran pozit negat hran pozit
negat 333 98 30 36 9 7 8 0 2
IB BPE IgG hran 176 84 19 58 13 9 7 5 1
pozit 66 87 16 4] 14 12 28 15 n

Popis tabulky a v ni pouzitych zkratek viz tabulka 5.

For the legend and abbreviations used, see Table 5.

Tabulka 7. Pfehled vysledk{ imunoblotové analyzy B. pertussis u parové vysetfenych vzork(

Table 7. Overview of results of the immunoblot assay for B. pertussis in paired samples

IB BPE (hodnoceni)

1. odbér 2. odbér

negat negat 37 24,3 30 106 69,3 29 44 42,7 27
negat hran 19 12,5 31 n 72 27 5 49 4
negat pozit 3 2,0 47 1 0,7 280 1 1,0 69
hran negat 23 15,1 28 10 6,5 31 17 16,5 30
hran hran 22 14,5 24 13 85 22 13 12,6 26
hran pozit 6 39 23 1 0,7 21 4 39 27
pozit negat 6 39 32 0 0,0 2 19 14
pozit hran 7 4,6 33 3 2,0 27 8 7.8 24
pozit pozit 29 19,1 25 8 52 47 9 8,7 29

Tabulka 8. Pertactin v diagnézach bordetelovych infekci
Table 8. Pertactin in Bordetella infection diagnosis

n=1452, shoda: 80% BPE B IgG n=1439, shoda: 88% GBI E i?ﬁ,‘t’eﬂ:&‘:’?ﬁf% A
vylouéeno: 52% neg hp poz vylouceno: 28% neg hp
neg 359 | 180 55 neg | 870 | 137 32 neg 331 94 10
BPP IB IgG hp 203 [ 135 | 99 BPP IB IgA hp 165 66 17 BPP PerlgG | hp 6 189 17
poz 86 131 | 204 poz 94 36 22 poz 1 il 325
n=976, shoda: 92% BPEIBIgA n=985, shoda: 80% BPEIB I9G n=1007, shoda: 62%
vylouceno: 21% neg hp vylouceno: 41% neg hp vylouéeno: 26%
neg 672 | 131 64 neg | 300 | 91 45 neg 415 189 261
BPP IB IgA hp 10 55 n BPP Per IgG hp 87 69 56 BPP PerIgA | hp n 20 45
poz 0 1 32 poz 72 101 164 poz 5 2 26

BPE - B. pertussis, BPP - B. parapertussis, 1B - Line Blot, Per - pertactin, n - pocet srovnavanych vzorkd, hrani¢ni hodnoty - vylouceny
z analyzy, vysledky hodnocené shodné v obou srovndvanych analyzach, vysledky hodnocené rozdilné ve srovnavanych analyzach

BPE - B. pertussis, BPP - B. parapertussis, 1B - Immunoblot (Blot Line),

Per - pertactin, n - number of samples compared, borderline values -

excluded from the analysis, results interpreted concordantly in both tests, results interpreted differently in each of the tests compared

proti pertusi ve tfidé IgG u 1759 vzorka, ve tfidé IgA u1744
vzorkil a ve tfidé IgM u 1170 vzorkdl. Vysetfit protilatky
proti pertusi (BPE) ve vSech tfech imunoglobulinovych
tfidach bylo pozadovano u 1121 vzorki. Pfehled ziskanych
vysledkd u téchto vzorkl je uveden v tabulkach 5-8.
Potvrdilo se ndm, coZ ukazuji i tyto tabulky, Ze jen z uda-
ji uvedenych na Zadankach o vysetfeni je interpretace

vysledki sérologickych vySetfeni na bordetelové infekce,
pokud nejsou vzorky negativni, obtizna az nemozna. Aby
bylo mozné nalez u vzorku hodnotit vdané imunoglobu-
linové tfidé jako BPE-pozitivni, musi byt podle kritérii
uvedenych v tabulce 3 anti-PT pozitivni. VSechny vzorky
hodnocené jako IB BPE-pozitivni zatazené do studie byly
proto také podle ocekavani v prislusnych imunoglobuli-

2017,66,¢.3  EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE
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novych tfidach anti-PT pozitivni. Zajimavé tedy bylo zjis-
tit, kolik vzorka bylo podle kritérii uvedenych v tabulce 3
klasifikovano jako hrani¢ni na zakladé pozitivity proti
FHA, ACT a/nebo TCF pti negativité anti-PT. Ve tfidé IgG
to byla jen 4 % vzorki, ve tfidé IgA 27 % vzorkd a ve tfidé
IgM jen 0,6 % vzorkil. Z toho je zfejmé, Ze pii infekci
se vytvareji postupné i protilatky méné specifické pro
B. pertussis, které vSak hraji zfejmé vyznamnou tilohu pii
obrané proti jinym infekénim agens, popt. i pfireinfekci
B. pertussis, a to rozdilné v jednotlivych imunoglobulino-
vych tfidach. Ze vzorki, vykazujicich pozitivitu v imu-
noblotu pro jednotlivé imunoglobulinové tfidy bylo ve
tfidé IgG 62 % vzorkl pouze anti-PT pozitivnich, ve tfidé
IgA to bylo 15 % vzorkd a ve tfidé IgM pak 70 % vzorkul. Ze
vzorki zpracovanych ve sledovaném obdobi bylo vysette-
no 2krat 153 pacientd, 3krat 18 pacientdi a 4krat 3 pacienti.
Nejkratsi interval mezi prvnim a druhym vzorkem byl
2 dny, nejdelsi 371 dni.

Pozitivita imunoblotu na anti-B. parapertussis (IB BPP) ve
tridé IgG byla nejcastéji dana pozitivitou protilatek proti
pertactinu (Per). Ze 191 vzorkl v IB BPP pozitivnich ve
tfidé IgC bylo 87 % anti-Per pozitivnich. Z nich bylo 51 %
pouze anti-Per pozitivnich. VSechny anti-Per pozitivni
vzorky byly pozitivni také v IB BPE. To vSak neplati pro
tfidy IgA a IgM (viz tab. 8).

DISKUSE

Abychom mohli dale spravné interpretovat nalezené
vysledky, méli bychom si pfipomenout nékterd fakta.
Musime si uvédomit, Ze organismus ¢lovéka neni tvofen
jen jeho vlastnimi burikami, ale je osidlen i burikami ji-
nych organism a také viry. Bakteridlni buriky osidlujici
jednotlivé organy clovéka tvoii jeho mikrobiom. Bunék
mikrobiomu je pfitom cca 10krat vice nez vlastnich bu-
nék ¢lovéka a dokazeme z nich blize charakterizovat jen
nepatrny zlomek. Mikrobiom [10], ktery se béhem Zivota
Clovéka neustdle individualné vyviji, se spolu s imunit-
nim systémem vyrazné podili na udrzovani homeostazy.
Imunitni systém pfi plnéni své homeostatické funkce
musi rozpoznavat vSechny struktury, se kterymi se setka-
va, véetné bakterii. Vykon jeho funkce, stejné jako jeho
nastrojl, mezi které patfi i protilatky, neni zaloZen na
prisné specifi¢nosti [39] a fidi se pravdépodobnostni logi-
kou [20]. Neptekvapuje proto, Ze v sérologické diagnostice
infek¢nich onemocnéni se Casto nachazeji tzv. zkfizené
reaktivity, tzn., Ze s antigeny izolovanymi z jednoho dru-
hu mikroba budou reagovat i protilatky namifené proti
podobnym antigennim strukturam jinych mikrobt.
U respiracnich infekci je to napt. zndma zkiizend séro-
logicka pozitivita bordetel s kmeny Haemophilus spp., které
patii stejné jako Bordetelly mezi proteobakterie, Mycoplasma
pneumoniae a Chlamydia pneumoniae [12, 19, 23, 36]. Bakterie
mikrobiomu, které zatim nedokazZeme bliZe charakterizo-
vat, budou mit bezpochyby podobné vlastnosti a prezen-
tovat velmi podobné antigenni struktury s bakteriemi,
které dnes jiZ popsat dokdZeme, které zptisobuji urc¢ita
onemocnéni a k jejichZ diagnostice pomoci protilatek
pouzivame v sérologii z nich izolované antigeny.

Bordetella pertussis [1, 24] je aerobni nepohyblivy, gramne-
gativni kokobacil, ktery atakuje a mnozi se na epitelu re-
spira¢nich cest po¢inaje nosohltanem a konce primarné
v priduskach a pridusinkich. Pfenos je mozny jen z ¢lo-
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véka na Clovéka prostfednictvim aerosolovych kapicek.
Onemocnéni je velmi nakazlivé a rozvine se u priblizné
80-90 % vnimavych jedinc vystavenych expozici mikro-
ba. VétSina onemocnéni vypuka koncem léta a pocatkem
podzimu. V respiracnim traktu se tvofi krvavy, hnisavy
vypotek. Tento vypotek ohrozuje malé dychaci cesty -
pridusinky a pradusky pfedevsim u malych déti a pre-
disponuje postiZzené jedince k atelektaze, kasli, cyanéze
(promodrani) a pneumonii. Plicni parenchym a krevni
feCiSté nejsou bordetelami narusSeny, takze kultivace
bordetel z krve jsou negativni. Frekvence, mortalita,
morbidita a vékovy vyskyt davivého kasle zptisobeného
B. pertussis zalezi na oblasti, ve které je onemocnéni sle-
dovano (proockovanost, stav diagnostiky, Zivotni styl,
promotenost). Castéji byvaji postiZzeny divky neZ chlapci.
Samo onemocnéni nevytvati celoZivotni imunitu. Tfi in-
jekce celularni nebo acelularni vakciny chrani maximal-
neé po dobu nékolika let. O tom svéd¢i i fada populacnich
studii vyskytu onemocnéni [5, 13, 32, 33, 35].

Jak jiZ bylo feceno, onemocnéni je pfenosné jen z clovéka
na Clovéka, tzn., Ze fada z nas musi byt prenaseci borde-
tel bez jakychkoliv nebo bez vaznéjsich znamek onemoc-
néni. K onemocnéni u pfenasecli dochazi tenkrat, je-li
porusena celkova homeostaza zahrnujici i homeostazu
mikrobiomu. U davivého kasle je to pfedevsim mikro-
biom dychacich cest, u C. difficile a C. trachomatis to je zase
mikrobiom zaZivaciho traktu [15, 16, 20, 27, 29, 38]. Je
nasnadé, Ze s ohledem na tuto skutecnost predevsim
dlouhotrvajici antibioterapie, i pfes nesporné pozitivni
ucinek spocivajici v chténé eliminaci mikroba zptisobuji-
cihovdaném case dané onemocnéni, narusuje nechténé
mikrobiom a ¢ini superorganismus ¢lovéka nachylnéjsi
nejen k jinym, ale i k aktualné zlikvidovanému kmeni
bakterii. Tak lze vysvétlit ptiznivé ucinky podavani pro-
biotik kombinované se stimulaci imunitniho systému
vakcinaci, a skutecnost, Ze méné specifické celobunécné
vakciny maji lepsi protektivni t¢inky nez specifictéjsi
acelularni vakciny sloZené jen z urcitych definovanych
purifikovanych antigen@ konkrétniho infekéniho agens
[7,11, 14, 31, 32]. Primarni, viceméné nespecificka obran-
na reakce imunitniho systému spolu s ochrannym pt-
sobenim mikrobiomu hraje zfejmé i v rezistenci vici
bordetelam Kkli¢ovou tlohu.

Vstupuje-li infekéni agens do organismu ¢lovéka pres
sliznice, nebo je-li na nich aktivovano, je prevazna vétsi-
na produkovanych protilatek i v ¢asnych fazich infekce ve
tfidé IgA. Tak je tomu i bordetelovych infekci. Je to zptiso-
beno tim, Ze intraepitelialni lymfocyty transformujici se
na plazmatické bunky pfepinaji rychle tvorbu IgM na IgA
protilatky, a proto je IgA také hlavnim imunoglobulinem
produkovanym na sliznicich. IgA protilatky se na slizni-
cich dimerizuji pomoci sekrec¢ni komponenty a vytvareji
sekrecni IgA (sIgA), které je stabilnéjsi neZ monomerické
IgA a realizuje svou informacni ¢innost prostfednictvim
jinych receptort (polyIgR) neZ monomerni IgA. IgA od-
povéd je také podobné jako IgM odpovéd méné specificka
nez pozdéji nastupujici odpovéd ve tridé IgG. Ukazalo se,
Ze IgA protilatky hraji také vyznamnou tlohu pti udrzo-
vani homeostdzy mezi vnitfnim prostfedim organismu
a jeho slizni¢nim mikrobiomem [25]. Stanovovat IgM
protilatky proti bordetelovym antigenim tak mutze byt
pfinosné pfti sledovani imunitni odpovédi na vakciny,
které jsou podavany parenterdlné nebo u jedinct s IgA
deficiencemi.



Tabulka 9. Biologicky aktivni slozky Bordetella pertussis
Table 9. Biologically active components of Bordetella pertussis

Adheziny Toxiny

Fimbriae Pertusovy toxin (PT)

B podjednotka PT Adenylat cyklazovy toxin (ACT)

Filamentézni hemaglutinin (FHA) Dermonekroticky toxin

Autotransportéry: pertactin (PRN), TrachedIni toxin
Vag8, BrkA, BapC, SphB1, TcFA

Sekrecni systém typu IlI

Polysacharidové kapsule Lipopolysacharidy

Autotransportéry - viz adheziny

Polysacharidové kapsule

Kasel zpUsobujici toxin?

Interpretaci sérologickych vysledka ziskanych v ramci
diagnostiky davivého kasle komplikuje fakt, Ze dodnes
neni znam presny mechanismus a vztah mezi osidle-
nim bordetelami a klinickymi projevy onemocnéni.
Vakcinace sniZuje pocty vykazovanych pripadi pertuse,
ale nema vliv na kolonizaci B. pertussis. Je prokdzano, Ze
celobunécéné vakciny jsou icinnéjsi a poskytuji delsi
ochranu nez vakciny acelularni [14, 35]. Biologicky ak-
tivni antigenni slozky B. pertussis maji rozdilné tulohy
pti osidlovani dychacich cest a vyvolavani klinickych
priznakd onemocnéni (viz tab. 1a 9).

B. pertussis podobné jako fada dalsich mikrobt se dokaze
adaptovat na prostfedi, v némz se vyskytuje, a ménit
své vlastnosti [37]. Napfiklad se ukazalo, Ze v USA jiz
téméf zadny z kment, izolovanych v soucasné dobé,
neprodukuje pertactin [2, 26, 34]. Imunodominantni
a imunoprotektivni epitopy pertactinu (PRN) zahrnuji
dvé opakujici se oblasti I a II. Srovnani téchto dvou ob-
lasti ukazalo, Ze pertactin B. parapertussis je invariantni,
zatimco pertactin B. pertussis ma fadu variant v oblasti
I [3]. Pertactin, protein vnéjsi membrany, je vysoce
imunogenni virulentni faktor bordetel véetné B. pertussis,
ktery podporuje jejich adhezi na trachedlni epitelidlni
burniky. Je proto také soucasti vétsiny acelularnich vakcin.
Pro linebloty firmy TestLine byl pouzit jako antigen per-
tactin ptipraveny z kment B. parapertussis. Vétsina vzorkil
v nasi studii hodnocenych jako pozitivni v lineblotu
na B. parapertussis vykazovala reaktivitu vét§inou pouze
proti pertactinu. Cast vzorki pozitivnich v lineblotu na
B. pertussis reagovala pozitivné i na pertactin pouzity jako
diagnosticky antigen pro B. parapertussis (viz tab. 8). To
1ze vysvétlit bud jako zkfiZzenou reaktivitu pertactinti
B. pertussis a B. parapertussis, nebo jako dualni infekci zpt-
sobenou obéma typy bordetel. Toto zjiSténi je zajimavé
spise z epidemiologického nez terapeutického hlediska.
Pertusovy toxin (PT) je bezesporu vyznamny virulentni
faktor B. pertussis, ktery je pro tohoto mikroba speci-
ficky. Zptisobuje leukocytézu s lymfocytézou charak-
teristickou pro toto onemocnéni, ale neni pivodcem
paroxysmalniho suchého kasle. Ten muze vyvolavat
i B. parapertussis, kterd PT neprodukuje. Tento kaSel je
vyvolavan zatim nezndmym toxinem, ktery je zfejmé
imalo imunogenni. Protilatky proti PT zabraniuji vzniku
leukocytézy s lymfocytézou tim, Ze zamezuji inhibici
G-proteinti [6]. Vysoké procento anti-PT hrani¢né pozi-
tivnich vzorkd mezi IB BPE hranicné pozitivnimi vzorky
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v nasSem souboru (viz Vysledky) ukazuje na dileZitost
pouziti tohoto antigenu jako diagnostického markeru
v sérologické diagnostice pertuse. Naproti tomu se uka-
zuje, Ze protilatky proti FHA, vyznamnému adhesinu
B. pertussis, nemaji zfejmé vyznam v ochrané proti in-
fekci timto mikrobem [6, 30]. Jinak je tomu u adeny-
latcyklazového toxinu (ACT). ACT umoziiuje B. pertussis,
aby vstupovala jak do fagocytujicich, tak do nefagocy-
tujicich bunék, chovala se jako intracelularni parazit
a unikala dozoru imunitniho systému [4, 8, 9, 18, 22,
28]. To vSe podporuje nasi domnénku, Ze pouzivani
multiplexovych metod, mezi néz patfiiimunoblotovaci
techniky, je pro sérologickou diagnostiku infekénich
onemocnéni véetné davivého kasle nejen ekonomicky
a pracovné vyhodnéjsi nez pouzivani jednotlivych jedno-
analytovych metod, jako je klasickd ELISA, ale dava pro
diagnostiku mozné probihajici nebo probéhlé infekce
i §irsi a spolehlivéjsi podklady.

ZAVERY

Bylo prokazano, Ze pomoci imunoblotovaci techniky Ize
protilatky proti pertusovému toxinu i protilatky proti
dal$im antigentim pouzivanym v nepiimé diagnostice
bordetelovych infekci kvantitativné stanovovat, nikoliv
pouze detekovat jejich pfitomnost. Stanoveni téchto
protilatek 1ze kalibrovat na dostupné standardy pouzi-
vané pro kalibraci ELISA technik, coZ umoznuje udavat
koncentrace protilatek proti pertusovému toxinu v IU/ml
i pti pouziti imunoblotovych technik. Oproti klasickym
ELISA poskytuji imunoblotovaci techniky komplexnéjsi
a efektivnéji porizeny obraz protilatkové odpovédi vyset-
fovaného jedince v diagnostice nejen davivého kasle, ale
idalsich infekénich onemocnéni. Analyza dat ziskanych
zrutinnich vySetfeni provedenych v nasich laboratorich
ukdazala a potvrdila, Ze validni interpretace sérologickych
vySetfeni na B. pertussis a B. parapertussis je u pozitivnich
vzorkd jen z idajii, které laboratof obdrzi na Zzddankach
pro tato vySetfeni vét§inou nemozna.
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