
106 epidemiologie, mikrobiologie, imunologie      2013, 62, č. 3

Diagnostika černého kašle 
sérologickými technikami 
a metodou real-time PCR

Mikešová Romana, Stiborová Ivana, Richter Josef, Rajnohová Dobiášová Lucie, Král Vlastimil

Souhrn

Cílem předkládané práce je shrnutí výsledků průkazu  
Bordetella pertussis (BP) a Bordetella parapertussis 
(BPP) metodou real-time PCR a sérologickými testy. 
V letech 2008–2010 bylo vyšetřeno na možnou pří-
tomnost onemocnění pertusí 73 pacientů Oddělení 
klinické imunologie a alergologie Centra imunologie 
a mikrobiologie ZÚ Ústí nad Labem, vybraných podle 
kritérií WHO a ECDC, tj. s perzistencí kašle déle než 
2 týdny. 
Přímý průkaz DNA BP a BPP byl proveden soupravou 
pro real-time PCR z výplachu nosohltanu. Sérologická 
odpověď byla sledována metodou přímé aglutinace 
celkových protilátek a  stanovením protilátek proti 
pertusovému toxinu ve třídách IgG, IgA a IgM metodou 
ELISA. Do souboru pacientů s prokázanou infekcí BP 

SUMMARY

Mikešová Romana, Stiborová Ivana, Richter Josef, 
Rajnohová Dobiášová Lucie, Král Vlastimil: Diagnosis 
of Whooping Cough by Serology and Real-Time PCR
The goal of this study is to summarize the results 
of the detection of Bordetella pertussis (BP) and 
Bordetella parapertussis (BPP) by a  real-time po-
lymerase chain reaction (RT-PCR) assay and sero-
logical methods. In 2008–2010, 73 patients of the 
Department of Clinical Immunology and Allergology 
of the Centre for Immunology and Microbiology, Public 
Health Institute in Ústí nad Labem were screened for 
pertussis. They were selected according to the WHO 
and ECDC criteria, i. e. they presented with a persistent 
cough lasting more than two weeks. 
Direct detection of BP and BPP DNA from nasopha-
ryngeal wash specimens was performed using a RT 
PCR assay. The serological responses were evaluated 

Centrum imunologie a mikrobiologie, Zdravotní ústav se sídlem v Ústí nad Labem

a/nebo BPP bylo zařazeno 42 jedinců rozdělených do 
dvou skupin: průkaz onemocnění metodou PCR (sku-
pina A, n = 19), průkaz onemocnění pouze sérologický-
mi metodami (skupina B, n = 23), přičemž pacienti ze 
skupiny A v 10 případech (52,6 %) vykazovali rovněž 
pozitivitu protilátkové odpovědi. Z našich výsledků je 
zřejmé, že pertuse by neměla být opomíjenou infekcí. 
Věříme, že zvýšená informovanost zdravotnické ve-
řejnosti spolu se zkvalitněním laboratorních postupů 
pomohou v budoucnu odhalit vyšší procento případů 
nakažených touto, pro řadu lékařů stále ještě vníma-
nou jako „dětskou“, infekcí. 
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by a  direct agglutination test for the detection of 
total antibodies and by enzyme-linked immunoso-
bent assay (ELISA) for the detection of IgG, IgA, and 
IgM antibodies against pertussis toxin. Forty-two 
patients were positive for BP and/or BPP, 19 of them 
by RT-PCR (group A) and 23 by serology (group B). 
Ten group A patients (52.6%) were also positive by 
serology. 
Our results show that pertussis needs to be a conside-
ration in persistent cough. We believe that increased 
awareness of the medical community, along with 
improved laboratory tests will result in increased 
detection of pertussis that is still considered by many 
physicians as a childhood infection. 
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Úvod
Navzdory plošnému účinnému očkování proti čer-
nému kašli dochází v posledních letech ke stále 
častějšímu výskytu tohoto onemocnění i  v  naší 
republice, a  to zejména v populaci adolescentů 
a dospělých jedinců [17, 22, 26]. Ti se stávají zdro-
jem infekce pro jedince nedostatečně proočkované, 
především děti ve věku do jednoho roku života 
a pro populaci s poklesem postvakcinační imunit-
ní odpovědi. Řada studií prokázala, že velká část 
dospívajících a dospělých jedinců s perzistujícím 
kašlem je infikována některým z kmenů Bordetella 
[2, 8, 12, 13, 24, 25, 26]. Postvakcinační imunita po 
aplikaci acelulárních vakcín je poměrně krátká, 
nepřesahuje více než 5–8 let [3, 9, 17, 22, 26].
Světová zdravotnická organizace a  rovněž tak 
Evropské centrum pro prevenci a kontrolu nemocí 
definuje onemocnění černým kašlem s  použi-
tím kritérií klinických příznaků perzistujícího 
dráždivého kašle s délkou trvání minimálně dva 
týdny spolu s  potvrzením diagnózy laborator-
ními metodami [2, 8, 11, 22, 29]. Průběh one-
mocnění u  vakcinovaných jedinců je odlišný, 
mírnější, často netypický [5, 13, 21, 26,]. Studie 
v USA prokázaly, že prevalence infekce může být 
v dospělé populaci s perzistujícím kašlem až 20% 
[13]. Nemocní pacienti s diagnózou perzistujícího 
kašle přicházejí v poslední době stále častěji i do 
ambulance klinického imunologa a  alergologa 
[22]. Diferenciální diagnostika je obtížná, často 
je udáváno jako základní onemocnění postiže-
ní dýchacích cest, především astma, inhalační 
alergie a chronické plicní onemocnění [2, 9, 17, 
24]. Ke správné diagnóze onemocnění přispívá 
znalost epidemiologické situace, sledování vý-

skytu sezonních onemocnění a dobrá anamnéza. 
K potvrzení diagnózy je doporučeno laboratorní 
vyšetření pacienta [17].
Ačkoliv je kultivační průkaz černého kašle vysoce 
specifický, jeho senzitivita je nízká, a  to i  přes 
neustálé zlepšování kvality kultivačních médií. 
Citlivost záchytu se snižuje nejenom s  délkou 
onemocnění, způsobem odběru materiálu a jeho 
transportem, ale i kvalitou zpracování biologické-
ho materiálu [2, 17, 24].
Sérologické metody vyžadují optimálně odběr dvou 
vzorků krve, vyšetření párových vzorků zkvalitňuje 
specifitu i  senzitivitu průkazu [2, 14, 16, 17, 24, 
27]. K dispozici je široké spektrum diagnostických 
souprav, jsou snahy o diagnostiku onemocnění 
z  jednoho vzorku materiálu, např. i ze slin [18]. 
Jsou zkoumány možnosti odlišení postvakcinační 
protilátkové odpovědi od nálezů indukovaných 
onemocněním [3, 15]. 
Snahou překonat výše uvedené problémy v dia-
gnostice pertuse je vývoj PCR souprav, které se 
stávají pro svoji senzitivitu i specificitu akcepto-
vatelné a mohou být při zajištění vysoké úrovně 
standardizace optimálním řešením [1, 2, 10].
Před pěti lety jsme se rozhodli pro zkvalitnění 
diagnostiky pertuse a na našem pracovišti zavedli 
metodu PCR průkazu Bordetella pertussis a současně 
jsme rozšířili i diagnostiku sérologickou.

SOUBOR A METODIKA
V letech 2008–2010 jsme na našem pracovišti vy-
šetřili na možnou přítomnost pertuse 73 pacientů, 
vybraných podle kritéria WHO, tj. s  perzistencí 
kašle déle než 2 týdny (graf 1), a to jak sérologic-

Graf 1.      Podíl záchytů v jednotlivých skupinách (n = 73) 
Fig. 1.       Proportion of positive results by group (n = 73)
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kými technikami, tak rovněž metodou real-time 
PCR. Do souboru prokázaných onemocnění per-
tusí jsme zařadili celkem 42 vyšetřených jedinců 
(19  mužů a  23 žen) ve věkovém rozmezí 4–75 let 
(tab.  1). Pacienti s  pozitivitou PCR průkazu byli 
zařazeni do skupiny A, u dalších pacientů tvořících 
skupina B, pak byla pertuse diagnostikována me-
todami sérologickými. Skupinu A tvoří 19 jedinců 
a skupinu B 23 vyšetřených. Z celkového počtu 42 
námi vyšetřených pacientů s pozitivním nálezem 
byla u 12 zjištěna epidemiologická souvislost (ro-
dinný výskyt). 
Sérologický průkaz byl proveden soupravou Toxin 
černého kašle ELISA testovací kit firmy Virotech 
a byla sledována kvantitativní protilátková odpo-
věď v IgG, IgA a IgM pomocí jednotek Virotech pod-
le návodu výrobce. Průkaz aglutinačních protilátek 
byl stanoven soupravou firmy Test-Line Bordetella 
pertussis-AR-Ag a Bordetella parapertussis-AR-Ag. 
Za signifikantní byl považován minimálně čtyřná-
sobný vzestup/pokles titru protilátek.
Průkaz DNA BP a BPP byl proveden metodou PCR 
s použitím soupravy pro real-time PCR na zařízení 
SmartCycler II (Cepheid) B.pertussis/B. paraper-
tussis Primer and Probe Set, Cepheid, doplněné 
SmartMix HM bead, Cepheid. Výchozím materiá
lem byl výplach z nosohltanu získaný kloktáním 
10 ml sterilního fyziologického roztoku po dobu cca 
10 s. Materiál byl odebrán do sterilní zkumavky, 
centrifugován při 5 000 ot/min po dobu 15 minut. 
Následně byl odstraněn supernatant a ponecháno 
cca 0,5 ml sedimentu pro izolaci nukleové kyseliny 
soupravou firmy Qigen QIAamp MinElute Virus 
Spin Kit. Kit je primárně určen pro izolaci virové 
DNA či RNA z bezbuněčných tělních tekutin, lze 
ho však jako alternativu použít i pro izolaci bak-
teriální DNA. 
U všech vyšetřených jedinců bylo provedeno celko-
vé imunologické vyšetření v rozsahu odpovídajícím 
požadavkům žadatelem uvedené diagnózy a námi 
zjištěné anamnézy. U jedinců s perzistujícím kaš-
lem jsme se ve vyšetření orientovali na spektrum 
ukazatelů uváděných v dostupné literatuře s ohle-

dem na diferenciální diagnózu možných dalších 
příčin perzistujícího kašle [2, 22, 24].

VÝSLEDKY
Z  celkového počtu 42 prokázaných onemocnění 
jsme potvrdili diagnózu pertuse metodou PCR 
u 19 jedinců (45,2 %) a pozitivitu průkazu protilát-
kové odpovědi u dalších 23 sledovaných (54,8 %). 
Ve skupině A PCR pozitivních, jsme nalezli po-
zitivitu BP u 17 jedinců (89,5 %), u 2 sledovaných 
(10,5 %) pak pozitivní nález jak BP tak BPP. V této 
skupině byly zjištěny aglutinační protilátky u 5 sle-
dovaných (26,3 %) a protilátky proti pertusovému 
toxinu u 10 pacientů (52,6 %). Skupina A vykázala 
pozitivitu protilátkové odpovědi u 10 osob (52,6 %) 
– graf 2.
Ve skupině B byly zjištěny prokazatelné nálezy 
aglutininů u  17 sledovaných (73,9 %), pozitivní 
nález protilátek proti pertusovému toxinu u 14 sle-
dovaných (60,9 %). Pozitivní nález pouze proti 
pertusovému toxinu byl zjištěn v  této skupině 
u 6 vyšetřených (26,1 %) – viz graf 2.

Graf 2.      Vzájemné vztahy diagnostiky infekce metodou PCR 
a sérologickými testy (absolutní počty)
Fig. 2.       Correlation between PCR and serological diagnosis 
of disease (abs. numbers)
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Tabulka 1.	Rozdělení souboru podle věku
Table 1.	 Distribution of the study cohort according to age

Věk
(roky)

PCR+ (skupina A) Sérol+ (skupina B) Negativní

Absolutní počet % Absolutní počet % Absolutní počet %

Do 12 2 10,5 3 13,0 3 9,7

12–18 2 10,5 6 26,1 5 16,1

18–60 13 68,5 10 43,5 20 64,5

Nad 60 2 10,5 4 17,4 3 9,7

Soubor celkem 19 100,0 23 100,0 31 100
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Z celkového počtu 42 vyšetřených pacientů s pozi­
tivním nálezem byla u 12 osob zjištěna epidemio­
logická souvislost. Výsledky jednotlivých vyšetření 
a rodinné vztahy dokumentuje tabulka 2.
Kliniky uváděná doplňující laboratorní kritéria 
nevykazují významný přínos pro diagnostiku 
onemocnění – ve skupině A i B byla leukocytóza 
u 21,1 %, respektive 17,4 % sledovaných a lymfocy­
tóza pouze u 31,6 %, resp. 34,8 %, sledovaných. 
Zánětlivá iritace dýchacích cest byla prokázána 
v obou skupinách vysokými hodnotami salivárního 
albuminu (85,7 %, respektive 60 %) a  salivárního 
IgM (ve 100 %, respektive 90 % sledovaných).
Perzistující kašel v délce více jak 14 dnů byl krité­
riem pro volbu laboratorního průkazu pertuse a byl 
přítomen u  100 % sledovaných. V  diferenciální 
diagnostice alergie byly nálezy specifických IgE 
proti inhalačním alergenům ve 31,6 %, respektive 
34,8 % sledovaných, což odpovídá prevalenci výsky­
tu alergických onemocnění. Chronický kašel, jako 
jeden z možných projevů alergického onemocnění, 
je proto třeba v našem regionu brát rovněž v dife­
renciální diagnostice v úvahu. 

DISKUSE 
Klinická diagnostika onemocnění černým kaš­
lem je u  vakcinované populace často obtížná. 
Dominujícím klinickým projevem zůstávají pří­
znaky perzistujícího kašle s charakterem nespeci­
fických zánětů horních cest dýchacích, či bronchi­

tidy bez klasických projevů záchvatů kašle s apnoe, 
cyanózou, hypoxií a dalších projevů pro onemocně­
ní dříve charakteristických [5, 8, 9, 14, 24]. Z výše 
zmiňovaných důvodů je pro diagnostiku onemoc­
nění pertuse doporučováno kritérium přítomnosti 
perzistujícího kašle v délce trvání minimálně 14 
dnů, jako jednoho z rozhodujících diagnostických 
měřítek, které by mělo vést k  iniciaci cíleného 
laboratorního vyšetření [2, 5, 8, 11, 18, 21, 24, 29]. 
Přitom je nezbytné kalkulovat samozřejmě s  řa­
dou dalších onemocnění s obdobnými klinickými 
projevy, a tudíž vždy vycházet i z dobré informo­
vanosti o aktuální epidemiologické situaci výskytu 
onemocnění, která přicházejí v úvahu [5, 8, 14, 
17, 24, 25]. V ambulanci klinického imunologa je 
nezbytné odlišit rovněž onemocnění v této praxi se 
běžně vyskytující – alergická onemocnění, astma, 
CHOPN [8, 22, 25]. V  naší ambulanci tvoří tyto 
diagnózy podstatnou část vyšetřovaných onemoc­
nění, a jak ukazují naše nálezy, mohou i pacienti 
s výše uvedenými diagnózami tvořit významnou 
část jedinců infikovaných agens rodu Bordetella. 
V obou našich skupinách tvoří tito jedinci 1/3 všech 
pozitivních nálezů, což odpovídá prevalenci aler­
gických onemocnění v naší republice.
V této studii jsme neměli zajištěny možnosti kulti­
vačního průkazu onemocnění, což považujeme za 
nedostatek především proto, že dochází ke snížení 
záchytu onemocnění vyvolaných jinými druhy 
bordetel (např. B. holmesii, B. bronchiseptica, B. avium, B. 
hinzii aj.), u kterých se můžeme setkat se stejným 

Tabulka 2.	Výsledky jednotlivých testů (rodinný výskyt)
Table 2.	 Results of the individual methods (families) 

Iniciály pacienta
Věk  

(roky)
Pohlaví

Doba trvání 
příznaků

Vzestup 
titru

Výsledky ELISA PCR Rodinné vztahy

AP 9 M 3 týdny 8x (P) N* P
bratři (dvojčata)

MP 9 M 3 týdny 4x (P) N P

BJ 29 Ž 3 týdny 2x (N) IgM i IgG N

dcera, matka, otecJJ 52 Ž 4 týdny 4x (P) N P

TJ 56 M 4 týdny 2x (N) IgG P

DP 32 Ž 5 týdnů 2x (N) IgM P
matka a syn

TP 13 M 10 týdnů** 0x (N) IgG N

JŽ 22 M 3 týdny 2x (N) N P
bratři

VŽ 20 M 3 týdny 4x (P) N P

AP 8 Ž 5 týdnů 8x (P) N N
sestřenice 

a bratranec
AP 18 Ž 5 týdnů 32x (P) IgG N

ML 10 M 5 týdnů 4x (P) N N

* při dalším vyšetření s odstupem cca 1 roku AP IgG+ (protilátky přetrvávají i při dalších odběrech min. cca 3 roky), bratr dvojče IgG neg.
** vyšetřeno retrospektivně pro kašel i matky
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klinickým průběhem [9, 27]. Význam kultivace 
potvrzují i nálezy záchytu různých kmenů BP ja-
ko etiologického agens onemocnění [7]. I když je 
dostupnost výsledků kultivace časově náročná, 
považujeme je za nezbytné. Podle našeho názoru 
je vhodné iniciovat nejenom kvalitní provedení od-
běru pro kultivační vyšetření, ale i další nezbytné 
předpoklady pro úspěšný záchyt všech mikrobiál-
ních agens podílejících se na klinických projevech 
onemocnění pertusí [5, 6, 17]. 
Význam PCR diagnostiky onemocnění pertusí ne-
ustále roste, především pro rychlost a dostupnost 
výsledku, pro její značnou specificitu i senzitivitu 
[1, 4, 10, 27, 28]. Z tohoto důvodu považuje WHO 
i ECDC hodnocení pozitivní PCR nálezů jako měřít-
ko definice onemocnění [2]. Real-time PCR je mno-
hem citlivější diagnostický postup pro BP, respek-
tive BPP než kultivační nález, ale nezachytí další 
možná mikrobiální agens, která by se na klinických 
projevech typických pro onemocnění pertusí mohla 
podílet. Identifikace BP technikou PCR je udávána 
4krát citlivější než průkaz kultivací [2]. V našem 
souboru jsme se pokusili využít zmiňované vysoké 
citlivosti molekulárně biologické metody a pro nižší 
nároky na zkušenosti odebírajícího a pro pacienty 
nesporně komfortnější formy odběru (v porovnání 
s výtěrem z nosohltanu) zavedli výplach nosohltanu 
popsanou technikou. V našich nálezech jsme zjisti-
li u 2 pacientů koinfekci BP i BPP. Jsou popisovány 
i koinfekce různými kmeny BP [7]. Rovněž přichází 
v úvahu i koinfekce s dalšími druhy bordetel, a to 
opět zdůrazňuje význam kultivačního vyšetření. 
Real-time PCR metoda prokazuje perzistenci agens 
v průběhu onemocnění i po ATB léčbě [4]. Rovněž 
u našich pacientů jsme tyto nálezy mohli potvrdit 
[22]. V našem souboru jsme nalezli perzistenci pozi-
tivních nálezu průkazu BP, respektive BPP metodu 
PCR po dobu delší než 6 týdnů od prvních potíží 
perzistujícího kašle. V  literatuře jsme nenalezli 
obdobné výsledky. Nelze rovněž vyloučit opako-
vanou infekci v rámci rodu Bordetella. Je známo, že 
stanovení inzerční sekvence IS481 metodou PCR 
není přísně specifické pro druh Bordetella pertussis. 
Zmiňovaná sekvence se nachází i u druhu B. hol-
mesii a může být přítomna i u některých kmenů 
B. bronchiseptica [10]. Podle našeho názoru nejsou tyto 
nálezy překážkou pro diagnózu klinické jednotky 
bordetelózy, jejíž projevy jsou v rámci různých dru-
hů bordetel s velkou pravděpodobností podobné. 
V kvalitně vakcinované populaci dochází k lehčím 
a netypickým projevům onemocnění a to se výrazně 
neliší od průběhu onemocnění dalšími bordetelami 
[2, 5, 8, 9, 18, 24]. 
Sérologické metody mají i přes níže uvedené vý-
hrady stále svá opodstatnění. Jednou z nejčastěji 
diskutovaných je časová náročnost diagnostiky vy-
plývající z nezbytnosti hodnocení dvou vzorků séra 

vyšetřovaného pacienta v odstupu minimálně 2 týd-
nů. Dále je v literatuře zmiňována poměrně nízká 
specificita a senzitivita těchto metod a v neposlední 
řadě je stále konstatována možnost zkreslení ná-
lezu, především u vakcinovaných jedinců [2, 3, 8, 
9, 15, 19, 20, 27]. Úvahy o využití jednoho vzorku 
pro diagnózu tohoto onemocnění (protilátky proti 
pertusovému toxinu) jsou stále otázkou diskusí, 
a ani v našem souboru jsme nenalezli pro hodno-
cení jednoznačnou odpověď [20]. Za perspektivní 
považujeme spíše stanovení avidity protilátek proti 
pertusovému toxinu [23]. Rovněž průkaz protilá-
tek v jiných tělních tekutinách, např. ve slinách, 
nevykazuje dostatečnou specificitu i  senzitivitu 
[18]. Považujeme však ve shodě s Bambergerem za 
významný diagnostický přínos sérologický průkaz 
v pozdní fázi onemocnění, kdy již mohou být me-
tody přímého průkazu negativní (včetně PCR). Tyto 
nálezy jsme zjistili i u našich pacientů [2]. 
Sérologické metody mají stejně jako přímý průkaz 
agens (PCR, kultivace) svá omezení. Protilátková 
odpověď u vakcinovaných a nevakcinovaných je-
dinců je odlišná. V poslední době je snahou někte-
rých týmů odlišit postvakcinační protilátkovou 
odpověď od postinfekční [15]. To by znamenalo 
významné zlepšení specificity i senzitivity průka-
zu onemocnění sérologickými metodami. Vývoj 
a zlepšování kvality a rozšiřování spektra použitých 
antigenů ukazuje neustálý vzestup záchytu one-
mocnění u klinicky definované populace [9]. 
V našem souboru prezentujeme nálezy jak průkazu 
aglutinačních protilátek, tak průkazu specifických 
protilátek proti pertusovému toxinu. Obě metody 
mají svůj význam a  zvyšují možnost specifické 
diagnostiky onemocnění. 

ZÁVĚR
Další rozvoj metod průkazu pertuse přispěje k po-
znání skutečné incidence onemocnění v populaci 
a  k  dalším efektivním preventivním zásahům. 
Pertuse nemůže být opomíjenou infekcí a její časná 
a správná diagnostika může přispět k účelným epi-
demiologickým opatřením. Za vhodné považujeme 
posílení informovanosti odborné zdravotnické 
veřejnosti o  problému tak, aby byla dodržována 
kritéria Evropské unie pro definování potvrzeného 
případu onemocnění zprostředkovaná cestou NRL 
SZÚ Praha.
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