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1 ÚVOD 

Bordetella pertussis je respirační patogen, který způsobuje pertusi, běžně známou jako černý kašel, lokalizovanou infekci 
řasinkového epitelu bronchiálního stromu. Pertuse je charakterizována prodlouženým paroxysmálním kašlem často 
doprovázeným inspirativním výkřikem. 

Onemocnění postihuje především děti, ale stále častěji je hlášeno i postižení dospělých. Patogen produkuje toxiny, které 
způsobují lokální poškození řasinek epiteliálních buněk, což vede k prodlouženému onemocnění a černému kašli. Projev 
onemocnění se liší podle věku a anamnézy předchozí expozice nebo očkování. Závažné onemocnění není u zdravých 
očkovaných osob časté. Kojenci, zejména ti, kteří nebyli primárně očkováni proti černému kašli, jsou vystaveni riziku 
komplikací a úmrtnosti. 

Kromě B. pertussis mohou u lidí způsobit onemocnění tři další druhy Bordetella: B. parapertussis, B. holmesii a B. 
bronchiseptica. B. parapertusis způsobuje onemocnění podobné černému kašli, které je obecně mírnější než černý 
kašel, protože bakterie neprodukují toxin černého kašle. Souběžná infekce B. pertussis a B. parapertussis není 
neobvyklá. 

B. pertussis je celosvětově rozšířená. Na celém světě se každoročně vyskytne 20 až 40 milionů případů černého kašle, z 
nichž 90 % se děje v rozvojových zemích, a každý rok dojde až ke 400 000 úmrtím, většinou u malých kojenců. 

K přenosu B. pertussis dochází především úzkým přímým kontaktem s infikovanou osobou nebo vdechováním kapének 
přenášených vzduchem. Příznaky se objevují po vdechnutí patogenu přenášeného vzduchem. Organismus je vysoce 
nakažlivý, až u 90 % kontaktů v domácnosti se onemocnění rozvine. Infikované osoby jsou nejvíce nakažlivé v 
katarálním a paroxysmálním stadiu. 

Inkubační doba je obvykle sedm až 10 dní, s rozsahem 4 - 21 dní. 

Typické příznaky černého kašle se vyskytují ve třech různých fázích: katarální, paroxysmální a rekonvalescentní. 

Katarální fáze trvá asi 1 - 2 týdny a je charakterizována nespecifickými příznaky, jako je rýma, kýchání, nízká horečka a 
kašel. Druhým stadiem je paroxysmální stádium, které trvá asi 4 - 6 týdnů a je charakterizováno různými patognomickými 
příznaky černého kašle, jako jsou epizody paroxysmálního kašle s charakteristickým dávivým zvukem. Poslední fází je 
fáze rekonvalescence. Během této fáze se respirační příznaky postupně snižují, i když kašel může pokračovat měsíce. 

Mnoho faktorů může změnit obvyklý průběh černého kašle, což způsobuje atypický projev. Dříve očkovaní dospívající a 
dospělí mohou mít méně závažné paroxysmální příznaky. 

Druh Nemoc Příznaky (např.) Přenosová trasa 

Bordetella 
pertussis 

Pertusis černý 

kašel 

1.  Stadiónový katarhal: příznaky nachlazení s 
mírnou horečkou (1-2 týdny) 

2.  Stadium convulsivum: silný, křečovitý kašel; po 
hlubokém nádechu následuje staccato kašle (2-6 
týdnů) 

3.  Stadium decrementi: Snadnost 
onemocnění s příznaky bronchitidy (až 6 
týdnů) 

Vysoce nakažlivá 
kapénková 
infekce 

Přítomnost patogenu nebo infekce může být identifikována 

− Mikroskopie 

− Jednotka PCR 

− Sérologie: např. metodou ELISA 

 
2 POUŽITÍ 

IgA ELISA Bordetella pertussis Toxin (PT) je určen ke kvantitativnímu stanovení protilátek třídy IgA proti antigenům B. 
pertussis toxinu (PT) v lidském séru nebo plazmě (citrát, heparin). 

 
3 PRINCIP TESTU 

Kvantitativní imunoenzymatické stanovení specifických protilátek je založeno na technice ELISA (Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay). 

Mikrodestičky jsou potaženy specifickými antigeny, které vážou odpovídající protilátky vzorku. Po promytí jamek, aby se 
odstranil veškerý nenavázaný materiál vzorku, se přidá konjugát značený křenovou peroxidázou (HRP). Tento konjugát 
se váže na zachycené protilátky. Ve druhém pracím kroku se odstraní nesvázaný konjugát. Imunitní komplex tvořený 
navázaným konjugátem je vizualizován přidáním substrátu tetramethylbenzidinu (TMB), který poskytuje modrý reakční 
produkt. 

Intenzita tohoto produktu je úměrná množství specifických protilátek ve vzorku. K zastavení reakce se přidává kyselina 
sírová. Tím se vytvoří žlutá barva koncového bodu. Absorbance při 450/620 nm se odečítá pomocí čtečky mikrotitračních 
destiček ELISA. 
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4 MATERIÁLY 

4.1 Dodávaná činidla 

• Mikrodestička potažená B. pertussisovým toxinem (PT) (IgA): 
12 rozbijte 8-jamkové odlamovací proužky potažené antigeny toxinu (PT) B. pertussis; v uzavíratelné hliníkové fólii. 

• Ředidlo vzorku IgA: 
1 lahvička obsahující 100 ml fosfátového pufru (10 mM) pro ředění vzorku; pH 7,2 ± 0,2; zbarvená žlutě; připraven k 
použití; bílá čepice. 

• Stop roztok: 
1 lahvička obsahující 15 ml kyseliny sírové, 0,2 mol/l; připraven k použití; červená čepice. 

• Prací prostředek (20x konc.): 
1 láhev obsahující 50 ml 20násobného koncentrovaného fosfátového pufru (0,2 M), pH 7,2 ± 0,2, pro promývání 
jamek; bílá čepice. 

• Konjugát anti-IgA toxinu B. pertussis (PT): 
1 lahvička obsahující 20 ml peroxidázou značené protilátky proti lidskému IgA ve fosfátovém pufru (10 mM); zbarvená 
fialová; připraven k použití; černé víčko. 

• Roztok substrátu TMB: 
1 lahvička obsahující 15 ml 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu (TMB) < 0,1 %; připraven k použití; žlutá čepice; < 5 % NMP. 

• B. pertussis toxin (PT) IgA standardy: 
4 injekční lahvičky, z nichž každá obsahuje 2 ml standardu (lidské sérum nebo plazma); zbarvená žlutě; 

připraven k použití; žluté víčko. Standardní A: 0 IU/ml 

Standardní B: 10 IU/ml 

Standardní C: 25 IU/ml 

Standardní D: 50 IU/ml 

Standardy jsou kalibrovány v souladu s "1st WHO International Standard Pertussis antiserum (human)", kód 06/140, 
Národního institutu pro biologické standardy a kontrolu (NIBSC), Potters Bar, Velká Británie. 

• B. pertussis toxin (PT) Kontrola IgA nízká: 
1 injekční lahvička obsahující 2 ml kontrolní látky (lidské sérum nebo plazma); zbarvená žlutě; připraven k 
použití; modrá čepice. Koncentrace v IU/ml je uvedena na štítku. 

• B. pertussis toxin (PT) Kontrola IgA vysoká: 
1 injekční lahvička obsahující 2 ml kontrolní látky (lidské sérum nebo plazma); zbarvená žlutě; připraven k 
použití; červená čepice. Koncentrace v IU/ml je uvedena na štítku. 

Ohledně potenciálně nebezpečných látek se podívejte do bezpečnostního listu. 

 
4.2 Dodávané materiály 

− 1 krycí fólie 

− 1 Návod k použití (IFU) 

− 1 Rozložení desky 

 
4.3 Potřebný materiál a vybavení 

− Čtečka mikrotitračních destiček ELISA, vybavená pro měření absorbance při vlnové délce 450/620 nm 

− Inkubátor 37 °C 

− Ruční nebo automatické zařízení pro oplachové studny 

− Pipety pro dodávky objemů od 10 μl do 1000 μl 

− Vírový trubkový mixér 

− Destilovaná voda 

− Jednorázové tuby 

 
5 STABILITA A SKLADOVÁNÍ 

Soupravu skladujte při teplotě 2 °C - 8 °C. 

Otevřená činidla jsou stabilní až do data exspirace uvedeného na etiketě při skladování při teplotě 2 °C - 8 °C. 
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6 PŘÍPRAVA ČINIDLA 

Před zahájením zkušebního provozu je velmi důležité uvést všechny reagencie a vzorky na pokojovou teplotu (20 °C - 25 
°C) a smíchat je! 

 
6.1 Potažená mikrodestička 

Trhací proužky jsou potaženy antigenem toxinu (PT) B. pertussis. 

Ihned po vyjmutí pásů by měly být zbývající proužky znovu uzavřeny v hliníkové fólii spolu s dodaným vysoušedlem a 
skladovány při teplotě 2 °C - 8 °C. 

 
6.2 Mycí pufr (20x konc.) 

zředěný prací pufr 1 + 19; např. 10 ml promývacího pufru + 190 ml destilované vody. 

Zředěný pufr je stabilní po dobu 5 dnů při pokojové teplotě (20 °C - 25 °C). V případě, že se v koncentrátu objeví krystaly, 
zahřejte roztok na 37 °C např. ve vodní lázni. Před naředěním dobře promíchejte. 

 
6.3 Substrátový roztok TMB 

Činidlo je připraveno k použití a musí být skladováno při teplotě 2 °C - 8 °C, mimo dosah světla. 

Roztok by měl být bezbarvý nebo by mohl mít mírný modrý nádech. Pokud se substrát zbarví do modra, mohl být 
kontaminován a měl by být vyhozen. 

 
7 ODBĚR A PŘÍPRAVA VZORKŮ 

S tímto testem použijte vzorky lidského séra nebo plazmy (citrát, heparin). 

(Pro mozkomíšní mok použijte návod k použití "IFU_CSF DIAGNOSTIKA"; k dispozici na vyžádání, pouze pro výzkumné 
účely). 

 
Pokud je test proveden do 5 dnů po odběru vzorku, měly by být vzorky uchovávány při teplotě 2 °C - 8 °C; v opačném 
případě by měly být alikvotovány a skladovány hluboce zmrazené (–70 °C až –20 °C). Pokud jsou vzorky skladovány 
zmrazené, rozmražené vzorky před testováním dobře promíchejte. Vyhněte se opakovanému zmrazování a 
rozmrazování. 

Tepelná inaktivace vzorků se nedoporučuje. 

 
7.1 Ředění vzorku 

Před zkoušením by měly být všechny vzorky zředěny v poměru 1+100 ředidlem vzorků IgA. 

Dávkujte 10 μl vzorku a 1 ml ředidla vzorku IgA do zkumavek, abyste získali ředění 1+100, a důkladně promíchejte s 
vírovým roztokem. 
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8 POSTUP TESTU 

8.1 Příprava na test 

Před  provedením testu si prosím pečlivě přečtěte návod k použití. Spolehlivost výsledku závisí na přísném dodržování 
popsaného návodu k použití. Následující zkušební postup je validován pouze pro manuální postup. Pokud provádíte test 
na automatických systémech ELISA, doporučujeme zvýšit počet promývacích kroků ze tří na pět a objem promývacího 
pufru z 300 μl na 350 μl, aby se předešlo mycím účinkům. Věnujte pozornost kapitole 12. Před zahájením zkoušky by měl 
být pečlivě stanoven plán distribuce a identifikace všech vzorků a standardů/kontrol (doporučují se duplikáty) na 
uspořádání destiček dodaném v soupravě. Vyberte požadovaný počet mikrotitračních proužků nebo jamek a vložte je do 
držáku. 

Proveďte všechny kroky testu v uvedeném pořadí a bez jakéhokoli zpoždění. 

Pro dávkování každého standardu/kontroly a vzorku by měla být použita čistá, jednorázová 

špička. Nastavte inkubátor na 37 °C ± 1 °C. 

 
1. Dávkujte 100 μl standardy/kontroly a zředěné vzorky do příslušných jamek. Nechte 

dobře A1 pro prázdný substrát. 

2. Jamky zakryjte fólií dodanou v sadě. 

3. Inkubace po dobu 1 hodiny ± 5 minut při teplotě 37 °C ± 1 °C. 

4. Po dokončení inkubace se odstraní fólie, obsah jamek se odsaje a každá jamka se třikrát promyje 300 μl 
promývacího pufru. Zabraňte přetečení z reakčních jamek. Interval mezi praním a aspirací by měl být > 5 sekund. Na 
konci opatrně odstraňte zbývající tekutinu poklepáváním proužků na hedvábný papír před dalším krokem! 
Poznámka: Praní je důležité! Nedostatečné praní má za následek špatnou přesnost a falešné výsledky. 

5. Dávkujte 100 μl konjugátu do všech jamek s výjimkou jamky A1 pro slepý substrát. 

6. Inkubace po dobu 30 minut při pokojové teplotě (20 °C - 25 °C). Nevystavujte přímému slunečnímu záření. 

7. Opakujte krok 4. 

8. Dávkujte 100 μl substrátového roztoku TMB do všech jamek. 

9. Inkubuje se přesně 15 minut při pokojové teplotě (20 °C - 25 °C) ve tmě. Modrá barva vzniká v důsledku 
enzymatické reakce. 

10. Dávkujte 100 μl Stop roztok do všech jamek ve stejném pořadí a ve stejné dávce jako pro TMB substrátový 
roztok, čímž dojde ke změně barvy z modré na žlutou. 

11. Změřte absorbanci při 450/620 nm do 30 minut po přidání stop roztoku. 

 
8.2 Měření 

Nastavte čtečku mikrotitračních destiček ELISA na nulu  pomocí polotovaru substrátu.  

Pokud - z technických důvodů - nelze čtečku mikrotitračních destiček ELISA nastavit na nulu pomocí polotovaru 
substrátu, odečtěte její hodnotu absorbance od všech ostatních naměřených hodnot absorbance, abyste získali 
spolehlivé výsledky! 

Změřte absorbanci všech jamek při 450 nm a zaznamenejte hodnoty absorbance pro každý standard/kontrolu a vzorek 
v uspořádání destičky. 

Doporučuje se bichromatické měření s použitím referenční vlnové délky 620 nm. Tam, kde 

je to možné, vypočítejte střední hodnoty absorbance všech duplikátů. 
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9 VÝSLEDKY 

9.1 Spustit kritéria ověření 

Aby mohla být zkouška považována za platnou, musí být splněna následující kritéria: 

• Substrát prázdný: Hodnota vstřebatelnosti < 0,100 

• Standard A: Hodnota vstřebatelnosti < 0,200 

• Standard B Hodnota vstřebatelnosti > standard A 

• Standard C Hodnota vstřebatelnosti > standard B 

• Standard D: Hodnota vstřebatelnosti > 1.000 

• Kontrola nízká: Výsledek v IU/ml v rozmezí uvedeném na štítku 

• Kontrola vysoká: Výsledek v IU/ml v rozmezí uvedeném na štítku 

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D 

Pokud tato kritéria nejsou splněna, test není platný a musí se opakovat. 

 
9.2 Výpočet výsledků 

Aby bylo možné získat kvantitativní výsledky v IU/ml, vysajte (průměrné) hodnoty absorbance 4 standardů A - 
D na (lineárním/lineárním) milimetrovém papíře v souřadnicovém systému proti jejich odpovídajícím koncentracím 
(0, 10, 25 a 50 IU/ml) a nakreslete standardní křivku (hodnoty absorbance na ose y, koncentrace na ose x). 

Přečtěte si výsledky z této kalibrační křivky s využitím (středních) hodnot absorbance každého vzorku pacienta a 

kontroly. Pro výpočet standardní křivky by měla být použita matematická funkce Point to Point. 

9.3 Typická standardní křivka 
 

 
9.4 Interpretace výsledků 

Na základě recentní literatury a doporučení referenčních laboratoří se doporučuje následující interpretace výsledků: 

IgG IgA 

< 40 IU/ml nesvědčí o nedávném kontaktu  

 
≥ 40 - < 100 IU/ml 

testování druhého vzorku po 7-
10 dnech nebo 

doporučuje se další analýza 
protilátkové odpovědi IgA 

< 12 IU/ml nesvědčí o nedávném kontaktu 

≥ 12 IU/ml svědčí o nedávném kontaktu 

≥ 100 IU/ml svědčí o nedávném kontaktu  

Diagnóza infekčního onemocnění by neměla být stanovena na základě jediného výsledku testu. Přesná 
diagnóza by měla brát v úvahu klinickou anamnézu, symptomatologii a sérologické údaje. 

U imunokompromitovaných pacientů a novorozenců mají sérologické údaje pouze omezenou hodnotu. 
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9.4.1 Izotypy protilátek a stav infekce 

 

Sérologie Význam 

 
IgG 

Charakteristika sekundární protilátkové odpovědi 

Může přetrvávat několik let 

Vysoký titr IgG s nízkým titrem IgM: → může znamenat prodělanou infekci 

IgA 
Vytváří se ve slizničních výstelkách po celém těle (⇒ ochranné bariéře) 

Obvykle se vytváří v rané fázi infekce 

 
10 SPECIFICKÉ VÝKONNOSTNÍ CHARAKTERISTIKY 

Výsledky se vztahují ke skupinám zkoumaných vzorků; Toto nejsou zaručené specifikace. Pro 

další informace o konkrétních výkonnostních charakteristikách kontaktujte DRG. 

10.1 Přesnost 

Intra assay n Střední hodnota (E) CV (%) 
 

#1 23 0.547 8.01 

#2 24 1.954 2.03 

#3 24 1.048 2.66 

 
Inter assay n Průměr (IU/ml) CV (%) 

 

#1 12 5.19 7.28 

#2 12 16.29 4.37 

#3 12 6.23 8.17 

 
10.2 Diagnostická specificita 

Diagnostická specificita je definována jako pravděpodobnost negativního skóre testu v nepřítomnosti specifického 
analytu. 

Je to 90,91 % (95% interval spolehlivosti: 75,67 % - 98,08 %). 

 
10.3 Diagnostická citlivost 

Diagnostická citlivost je definována jako pravděpodobnost pozitivního hodnocení testu v přítomnosti specifického 
analytu. 

Je to 100,0 % (95% interval spolehlivosti: 69,15 % - 100,0 %). 

 
10.4 Analytická citlivost 

Analytická citlivost (podle CLSI EP17-A) je definována jako zdánlivá koncentrace analytu, kterou lze odlišit od nulového 
kalibrátoru. Je to 1,56 IU/ml. 

 
10.5 Interference 

Interference s hemolytickými, lipemickými nebo ikterickými vzorky nejsou pozorovány až do koncentrace 10 mg/ml 
hemoglobinu, 5 mg/ml triglyceridů a 0,5 mg/ml bilirubinu. 

 
10.6 Křížová reaktivita 

Zkoumání panelu vzorků s aktivitami protilátek proti potenciálně zkříženě reagujícím parametrům (včetně protilátek proti 
několika respiračním patogenům) neodhalilo důkazy o falešně pozitivních výsledcích v důsledku zkřížených reakcí. 

 
10.7 Rozsah měření 

Rozsah měření je 1,56 IU/ml - 50 IU/ml. 

 
11 OMEZENÍ POSTUPU 

Bakteriální kontaminace nebo opakované cykly zmrazování a rozmrazování vzorku mohou ovlivnit hodnoty absorbance. 
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12 BEZPEČNOSTNÍ OPATŘENÍ A VAROVÁNÍ 

− V souladu s článkem 1 odst. 2b evropské směrnice 98/79/ES je použití diagnostických zdravotnických prostředků in 
vitro určeno výrobcem k zajištění vhodnosti, výkonu a bezpečnosti produktu. Proto je třeba přísně dodržovat 
zkušební postup, informace, bezpečnostní opatření a varování v návodu k použití. Je třeba přísně dodržovat 
zkušební postup, informace, bezpečnostní opatření a varování v návodu k použití. Použití testovacích souprav s 
analyzátory a podobným vybavením musí být validováno. Jakákoli změna designu, složení a zkušebního postupu, 
jakož i pro jakékoli použití v kombinaci s jinými produkty, které nejsou schváleny výrobcem, není povolena; Za tyto 
změny je odpovědný sám uživatel. Výrobce neručí za falešné výsledky a incidenty z těchto důvodů. Výrobce neručí 
za žádné výsledky provedené vizuální analýzou vzorků pacientů. 

− Pouze pro diagnostické použití in vitro. 

− Všechny materiály lidského nebo zvířecího původu by měly být považovány za potenciálně infekční a mělo by s nimi být 
nakládáno. 

− Všechny složky lidského původu použité k výrobě těchto činidel byly testovány na anti-HIV protilátky, anti-HCV 
protilátky a HBsAg a bylo zjištěno, že jsou nereaktivní. 

− Nezaměňujte činidla nebo proužky různých výrobních šarží. 

− Spolu s činidly této testovací soupravy by se neměly používat žádné reagencie jiných výrobců. 

− Nepoužívejte činidla po uplynutí doby použitelnosti uvedené na štítku. 

− Používejte pouze čisté pipetovací špičky, dávkovače a laboratorní potřeby. 

− Nezaměňujte šroubovací uzávěry lahviček s činidly, aby nedošlo ke křížové kontaminaci. 

− Lahvičky s činidly ihned po použití pevně uzavřete, aby nedošlo k odpaření a mikrobiální kontaminaci. 

− Po prvním otevření a následném skladování zkontrolujte konjugát a standardní/kontrolní lahvičky na mikrobiální 
kontaminaci před dalším použitím. 

− Aby se zabránilo křížové kontaminaci a falešně zvýšeným výsledkům, pipetujte vzorky pacientů a dávkujte 
činidla bez přesného stříkání  do jamek. 

− ELISA je určen pouze pro kvalifikované pracovníky, kteří jsou obeznámeni se správnou laboratorní praxí. 

 
12.1 Úvahy o likvidaci 

Zbytky chemikálií a přípravků jsou obecně považovány za nebezpečný odpad. Likvidace tohoto druhu odpadu je 
regulována národními a regionálními zákony a předpisy. Obraťte se na místní úřady nebo společnosti zabývající se 
nakládáním s odpady, které vám poradí, jak nakládat s nebezpečným odpadem.
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Zkratky  

N-methyl-2-pyrrolidon NMP 
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14 SCHÉMA TESTU 

 

 
Příprava na test 

 

 
Postup stanovení 

 

 Prázdný 

podklad 

(A1) 

Normy A - 
D 

Ovládá
ní 
nízké 

Ovládá
ní 
vysok
é 

Vzorek 

(zředěný 

1+100) 

Normy A - D - 100 μl - - - 

Ovládání nízké - - 100 μl - - 

Ovládání vysoké - - - 100 μl - 

Vzorek 

(zředěný 

1+100) 

- - - - 100 μl 

Jamky zakryjte fólií dodávanou ve stavebnici 

Inkubace po dobu 1 hodiny při 37 °C 

Každá jamka se třikrát promyje 300 μl promývacího pufru 

Konjugovat - 100 μl 100 μl 100 μl 100 μl 

Inkubace po dobu 30 minut při pokojové teplotě (20 °C - 25 °C) 

Nevystavujte přímému slunečnímu záření 

Každá jamka se třikrát promyje 300 μl promývacího pufru 

TMB 
Substrátový 
roztok 

100 μl 100 μl 100 μl 100 μl 100 μl 

Inkubace přesně 15 minut při pokojové teplotě (20 °C - 25 °C) ve tmě 

Řešení Stop 100 μl 100 μl 100 μl 100 μl 100 μl 

Fotometrické měření při vlnové délce 450 nm 
(referenční vlnová délka: 620 nm) 

Připravte činidla a vzorky podle popisu. 

Stanovte plán distribuce a identifikace pro všechny vzorky a normy/kontroly na rozvržení destiček 
dodávaném v sadě. 

Vyberte požadovaný počet mikrotitračních proužků nebo jamek a vložte je do držáku. 
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15 SYMBOLY 

 

Symbol Význam 

 

 
Shoda s Evropskými předpisy 

 

 

Prostudujte si návod k použití  

 

 

Diagnostický zdravotnický prostředek in 

vitro  

 

 

Katalogové číslo  

 

 

Číslo šarže  

 

 

Obsahuje dostatečné množství pro 
<n> testů  

 

 

Teplotní limit  

 

 

Expirace  

 

 

Výrobce  

 

 

Upozornění 

RUO Pouze pro výzkumné účely 

 


