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Diagnostika cerneho kasle
sérologickymi technikami
a metodou real-time PCR

MikeSova Romana, Stiborova Ivana, Richter Josef, Rajnohova Dobiasova Lucie, Kral Vlastimil

SOUHRN

Cilem predkladané prace je shrnuti vysledkd prikazu
Bordetella pertussis (BP) a Bordetella parapertussis
(BPP) metodou real-time PCR a sérologickymi testy.
V letech 2008-2010 bylo vysSetfeno na moznou pri-
tomnost onemocnéni pertusi 73 pacientd Oddélenf
klinické imunologie a alergologie Centra imunologie
a mikrobiologie ZU Usti nad Labem, vybranych podle
kritérit WHO a ECDC, tj. s perzistenci kasle déle nez
2 tydny.

Primy prikaz DNA BP a BPP byl proveden soupravou
pro real-time PCR z vyplachu nosohltanu. Sérologicka
odpoveéd byla sledovdana metodou pfimé aglutinace
celkovych protilatek a stanovenim protilatek proti
pertusovému toxinu ve tridach IgG, IgA a IgM metodou
ELISA. Do souboru pacientd s prokazanou infekci BP

SUMMARY

MikeSova Romana, Stiborova Ivana, Richter Josef,
Rajnohova Dobidsova Lucie, Kral 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 Usti nad Labem were screened for
pertussis. They were selected according to the WHO
and ECDC criteria, i. . 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
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Centrum imunologie a mikrobiologie, Zdravotni Ustav se sidlem v Usti nad Labem

a/nebo BPP bylo zafazeno 42 jedinct rozdélenych do
dvou skupin: priikaz onemocnéni metodou PCR (sku-
pina A, n =19), prlikaz onemocnéni pouze sérologicky-
mi metodami (skupina B, n = 23), pricemz pacienti ze
skupiny A v 10 pripadech (52,6 %) vykazovali rovnéz
pozitivitu protilatkové odpovédi. Z nasich vysledk je
zrejmé, ze pertuse by neméla byt opomijenou infekci.
Vérime, ze zvysend informovanost zdravotnické ve-
fejnosti spolu se zkvalitnénim laboratornich postupt
pomohou v budoucnu odhalit vys$si procento pfipadd
nakazenych touto, pro radu lékarl stale jesté vnima-
nou jako ,détskou”, infekci.

KLICOVA SLOVA
pertuse - perzistujici kasel - Cerny kasel

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
[gM 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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uvob

Navzdory plosnému a¢innému ockovani proti cer-
nému Kkasli dochazi v poslednich letech ke stile
CastéjSimu vyskytu tohoto onemocnéni i v nasi
republice, a to zejména v populaci adolescenti
a dospélych jedinci [17, 22, 26]. Ti se stavaji zdro-
jem infekce pro jedince nedostatecné proockované,
pfedevsim déti ve véku do jednoho roku Zivota
a pro populaci s poklesem postvakcinacni imunit-
ni odpovédi. Rada studii prokazala, Ze velka ¢ast
dospivajicich a dospélych jedinci s perzistujicim
kaslem je infikovana nékterym z kment Bordetella
[2, 8,12, 13, 24, 25, 26]. Postvakcinac¢ni imunita po
aplikaci aceluldrnich vakcin je pomérné kratka,
nepresahuje vice nez 5-8 let [3, 9, 17, 22, 26].
Svétova zdravotnicka organizace a rovnéz tak
Evropské centrum pro prevenci a kontrolu nemoci
definuje onemocnéni ¢ernym kaslem s pouzi-
tim kritérii klinickych pfiznaka perzistujiciho
drazdivého kasle s délkou trvani minimalné dva
tydny spolu s potvrzenim diagnézy laborator-
nimi metodami [2, 8, 11, 22, 29]. Prubéh one-
mocnéni u vakcinovanych jedinct je odlisny,
mirnéjsi, casto netypicky [5, 13, 21, 26,]. Studie
v USA prokazaly, Ze prevalence infekce mtZe byt
v dospélé populaci s perzistujicim kaslem az 20%
[13]. Nemocni pacienti s diagnézou perzistujiciho
kasle prichazeji v posledni dobé stale castéjiido
ambulance klinického imunologa a alergologa
[22]. Diferencialni diagnostika je obtizna, casto
je udavano jako zakladni onemocnéni postize-
ni dychacich cest, pfedev§im astma, inhalac¢ni
alergie a chronické plicni onemocnéni [2, 9, 17,
24], Ke spravné diagnoéze onemocnéni pfispiva
znalost epidemiologické situace, sledovani vy-

Negativni
42%

Graf 1.  Podil zachytl v jednotlivych skupinach (n = 73)
Fig. 1. Proportion of positive results by group (n = 73)

skytu sezonnich onemocnéni a dobra anamnéza.
K potvrzeni diagndzy je doporuceno laboratorni
vySetfeni pacienta [17].

Ackoliv je kultivac¢ni prikaz cerného kasle vysoce
specificky, jeho senzitivita je nizka, a to i pfes
neustalé zlepsSovani kvality kultiva¢nich médii.
Citlivost zachytu se sniZuje nejenom s délkou
onemocnéni, zpisobem odbéru materialu a jeho
transportem, ale i kvalitou zpracovani biologické-
ho materialu (2, 17, 24].

Sérologické metody vyzaduji optimalné odbér dvou
vzorkll krve, vySetfeni parovych vzorkt zkvalitiiuje
specifitu i senzitivitu prakazu [2, 14, 16, 17, 24,
27]. K dispozici je Siroké spektrum diagnostickych
souprav, jsou snahy o diagnostiku onemocnéni
z jednoho vzorku materidlu, napft. i ze slin [18].
Jsou zkoumany moznosti odliSeni postvakcinaéni
protildtkové odpovédi od nalezti indukovanych
onemocnénim [3, 15].

Snahou prekonat vySe uvedené problémy v dia-
gnostice pertuse je vyvoj PCR souprav, které se
stavaji pro svoji senzitivitu i specificitu akcepto-
vatelné a mohou byt pfi zajiSténi vysoké tirovné
standardizace optimalnim fesenim [1, 2, 10].
Pfed péti lety jsme se rozhodli pro zkvalitnéni
diagnostiky pertuse a na nasem pracovisti zavedli
metodu PCR prtikazu Bordetella pertussis a soucasné
jsme roz§itili i diagnostiku sérologickou.

SOUBOR A METODIKA

V letech 2008-2010 jsme na nasSem pracovisti vy-
Setfili na moZnou pfitomnost pertuse 73 pacientd,
vybranych podle kritéria WHO, tj. s perzistenci
kaSle déle nezZ 2 tydny (graf 1), a to jak sérologic-

Pozitivni
58% PCR+

(skupina A)
26%

Sérologie+
(skupina B)
32%
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Tabulka 1. Rozdéleni souboru podle véku
Table1. Distribution of the study cohort according to age

PCR+ (skupina A) Sérol+ (skupina B) Negativni
Absolutni pocet % Absolutni pocet % Absolutni pocet
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 10 435 20 64,5
Nad 60 2 10,5 4 17,4 3 9,7
Soubor celkem 19 100,0 23 100,0 31 100

kymi technikami, tak rovnéz metodou real-time
PCR. Do souboru prokdzanych onemocnéni per-
tusi jsme zatadili celkem 42 vySetfenych jedinct
(19 muzt a 23 Zen) ve vékovém rozmezi 4-75 let
(tab. 1). Pacienti s pozitivitou PCR priikazu byli
zatazeni do skupiny A, u dalSich pacientd tvoticich
skupina B, pak byla pertuse diagnostikovana me-
todami sérologickymi. Skupinu A tvoti 19 jedinci
a skupinu B 23 vySetfenych. Z celkového poctu 42
nami vySetfenych pacientd s pozitivnim nalezem
byla u 12 zjisténa epidemiologicka souvislost (ro-
dinny vyskyt).

Sérologicky priikaz byl proveden soupravou Toxin
cerného kasle ELISA testovaci kit firmy Virotech
a byla sledovana kvantitativni protilatkova odpo-
véd vIgG, IgA a IgM pomoci jednotek Virotech pod-
le navodu vyrobce. Priikaz aglutinac¢nich protilatek
byl stanoven soupravou firmy Test-Line Bordetella
pertussis-AR-Ag a Bordetella parapertussis-AR-Ag.
Za signifikantni byl povazovan minimalné ¢tyina-
sobny vzestup/pokles titru protilatek.

Priikaz DNA BP a BPP byl proveden metodou PCR
s pouzitim soupravy pro real-time PCR na zarizeni
SmartCycler II (Cepheid) B.pertussis/B. paraper-
tussis Primer and Probe Set, Cepheid, doplnéné
SmartMix HM bead, Cepheid. Vychozim materia-
lem byl vyplach z nosohltanu ziskany kloktanim
10 ml sterilniho fyziologického roztoku po dobu cca
10 s. Material byl odebran do sterilni zkumavky,
centrifugovan pii 5 000 ot/min po dobu 15 minut.
Nasledné byl odstranén supernatant a ponechano
cca 0,5ml sedimentu pro izolaci nukleové kyseliny
soupravou firmy Qigen QIAamp MinElute Virus
Spin Kit. Kit je primarné urcen pro izolaci virové
DNA ¢i RNA z bezbunécnych télnich tekutin, lze
ho vs$ak jako alternativu pouZzit i pro izolaci bak-
teridlni DNA.

U vSech vySetfenych jedincti bylo provedeno celko-
vé imunologické vySetfeni v rozsahu odpovidajicim
pozadavkim Zadatelem uvedené diagnézy a nami
zjisténé anamnézy. U jedincit s perzistujicim kas-
lem jsme se ve vySetfeni orientovali na spektrum
ukazateld uvadénych v dostupné literatufe s ohle-
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PCR+

Sérologie + (ELISA)

Graf 2.  Vzajemné vztahy diagnostiky infekce metodou PCR
a sérologickymi testy (absolutni pocty)

Fig. 2. Correlation between PCR and serological diagnosis
of disease (abs. numbers)

dem na diferencialni diagnézu moznych dalSich
pricin perzistujiciho kasle [2, 22, 24].

VYSLEDKY

Z celkového poctu 42 prokdzanych onemocnéni
jsme potvrdili diagnézu pertuse metodou PCR
119 jedinct (45,2 %) a pozitivitu prikazu protilat-
kové odpovédi u dalSich 23 sledovanych (54,8 %).
Ve skupiné A PCR pozitivnich, jsme nalezli po-
zitivitu BP u 17 jedinct (89,5 %), u 2 sledovanych
(10,5%) pak pozitivni nalez jak BP tak BPP. V této
skupiné byly zjistény aglutinac¢ni protilatky u 5 sle-
dovanych (26,3%) a protilatky proti pertusovému
toxinu u 10 pacientt (52,6 %). Skupina A vykazala
pozitivitu protilatkové odpovédi u 10 osob (52,6 %)
-graf 2.

Ve skupiné B byly zjistény prokazatelné nalezy
aglutinin®i u 17 sledovanych (73,9 %), pozitivni
nalez protilatek proti pertusovému toxinu u 14 sle-
dovanych (60,9 %). Pozitivni nalez pouze proti
pertusovému toxinu byl zjiStén v této skupiné
u 6 vySetfenych (26,1%) - viz graf 2.



Tabulka 2. Vysledky jednotlivych testl (rodinny vyskyt)
Table 2. Results of the individual methods (families)

. . . Vék . Doba trvani Vzestup ) .
Inicidly pacienta @l Pohlavi e titru Vysledky ELISA Rodinné vztahy
AP 9 M 3 tydny 8x (P) N* P
bratfi (dvojcata)
MP 9 M 3 tydny 4x (P) N P
BJ 29 VA 3 tydny 2% (N) IgMi1gG N
JJ 52 Z 4 tydny 4x (P) N P dcera, matka, otec
TJ 56 M 4 tydny 2x (N) 19G p
DP 32 YA 5 tydn( 2% (N) IgM P
matka a syn
TP 13 M 10 tydn(** Ox (N) [e]€ N
JZ 22 M 3 tydny 2x (N) P
. bratfi
VZ 20 M 3 tydny 4x (P) P
AP 8 VA 5 tydn( 8x (P) N N
N . sestfenice
AP 18 7 5 tydnd 32x (P) [e]€ N 3 bratranec
ML 10 M 5 tydn( 4x (P) N N

* pri dalsim vysSetreni s odstupem cca 1roku AP IgG+ (protildtky pretrvdvaji i pfi dalsich odbérech min. cca 3 roky), bratr dvojce 19G neg.

** vySetfeno retrospektivné pro kasel i matky

Z celkového poctu 42 vySetfenych pacientl s pozi-
tivnim ndalezem byla u 12 osob zjisténa epidemio-
logicka souvislost. Vysledky jednotlivych vySetfeni
arodinné vztahy dokumentuje tabulka 2.
Kliniky uvadénd dopliujici laboratorni kritéria
nevykazuji vyznamny piinos pro diagnostiku
onemocnéni - ve skupiné A i B byla leukocytéza
u 21,1%, respektive 17,4 % sledovanych a lymfocy-
toéza pouze u 31,6 %, resp. 34,8%, sledovanych.
Zanétliva iritace dychacich cest byla prokdzana
v obou skupinach vysokymi hodnotami salivirniho
albuminu (85,7%, respektive 60%) a salivarniho
IgM (ve 100 %, respektive 90 % sledovanych).
Perzistujici kasel v délce vice jak 14 dnii byl krité-
riem pro volbu laboratorniho priikazu pertuse a byl
pfitomen u 100 % sledovanych. V diferencidlni
diagnostice alergie byly nalezy specifickych IgE
proti inhala¢nim alergentim ve 31,6 %, respektive
34,8 % sledovanych, coz odpovida prevalenci vysky-
tu alergickych onemocnéni. Chronicky kaSel, jako
jeden z moznych projevi alergického onemocnénti,
je proto tfeba v nasem regionu brat rovnéz v dife-
rencidlni diagnostice v ivahu.

DISKUSE

Klinicka diagnostika onemocnéni ¢ernym kas-
lem je u vakcinované populace casto obtizna.
Dominujicim klinickym projevem ztistavaji pfi-
znaky perzistujiciho kasle s charakterem nespeci-
fickych zanéth hornich cest dychacich, ¢i bronchi-

tidy bez klasickych projevii zichvati kasle s apnoe,
cyanézou, hypoxii a dalsich projevi pro onemocné-
ni drive charakteristickych [5, 8, 9, 14, 24]. Z vyse
zminovanych diivodi je pro diagnostiku onemoc-
néni pertuse doporucovano kritérium pfitomnosti
perzistujiciho kasle v délce trvani minimalné 14
dnt, jako jednoho z rozhodujicich diagnostickych
méritek, které by mélo vést k iniciaci cileného
laboratorniho vysetfeni [2, 5, 8, 11, 18, 21, 24, 29].
Pfitom je nezbytné kalkulovat samozfejmeé s fa-
dou dalSich onemocnéni s obdobnymi klinickymi
projevy, a tudiz vzdy vychazet i z dobré informo-
vanosti o aktudlni epidemiologické situaci vyskytu
onemocnéni, kterd prichazeji v ivahu [5, 8, 14,
17, 24, 25]. V ambulanci klinického imunologa je
nezbytné odlisit rovnéz onemocnéni v této praxi se
bézné vyskytujici - alergickd onemocnéni, astma,
CHOPN (8, 22, 25]. V nasi ambulanci tvoii tyto
diagnézy podstatnou ¢ast vySetfovanych onemoc-
néni, a jak ukazuji nase nalezy, mohou i pacienti
s vySe uvedenymi diagnézami tvofit vyznamnou
¢ast jedinct infikovanych agens rodu Bordetella.
V obou nasich skupinach tvofi tito jedinci 1/3 vSech
pozitivnich nalezii, coz odpovida prevalenci aler-
gickych onemocnéni v nasi republice.

V této studii jsme neméli zajistény moznosti kulti-
vacniho priikazu onemocnéni, coZ povazujeme za
nedostatek predevsim proto, Ze dochazi ke snizeni
zachytu onemocnéni vyvolanych jinymi druhy
bordetel (napf. B. holmesii, B. bronchiseptica, B. avium, B.
hinzii aj.), u kterych se mtiZeme setkat se stejnym
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Klinickym prabéhem [9, 27]. Vyznam kultivace
potvrzuji i ndlezy zachytu riznych kment BP ja-
ko etiologického agens onemocnéni [7]. I kdyz je
dostupnost vysledkil kultivace casové narocna,
povazujeme je za nezbytné. Podle naSeho nazoru
je vhodné iniciovat nejenom kvalitni provedeni od-
béru pro kultivacni vySetfeni, ale i dal§i nezbytné
predpoklady pro tspésny zachyt vSech mikrobial-
nich agens podilejicich se na klinickych projevech
onemocneéni pertusi [5, 6, 17].

Vyznam PCR diagnostiky onemocnéni pertusi ne-
ustale roste, predevsim pro rychlost a dostupnost
vysledku, pro jeji znacnou specificitu i senzitivitu
(1, 4, 10, 27, 28]. Z tohoto diivodu povazuje WHO
i ECDC hodnoceni pozitivni PCR ndlez{i jako méftit-
ko definice onemocnéni [2]. Real-time PCR je mno-
tive BPP nezZ kultivac¢ni nalez, ale nezachyti dalsi
mozna mikrobidlni agens, kterd by se na klinickych
projevech typickych pro onemocnéni pertusi mohla
podilet. Identifikace BP technikou PCR je udavana
4krat citlivéjsi nez priikaz kultivaci [2]. V nasem
souboru jsme se pokusili vyuzit zmiriované vysoké
citlivosti molekularné biologické metody a pro nizsi
naroky na zkusenosti odebirajiciho a pro pacienty
nesporné komfortnéjsi formy odbéru (v porovnani
s vytérem z nosohltanu) zavedli vyplach nosohltanu
popsanou technikou. V nasich nalezech jsme zjisti-
li u 2 pacientil koinfekci BP i BPP. Jsou popisovany
ikoinfekce riznymi kmeny BP [7]. RovnézZ pfichazi
v ivahu i koinfekce s dal§imi druhy bordetel, a to
opét zdlraznuje vyznam kultiva¢niho vySetfeni.
Real-time PCR metoda prokazuje perzistenci agens
v priubéhu onemocnéni i po ATB 1é¢bé [4]. Rovnéz
unasich pacientl jsme tyto nalezy mohli potvrdit
[22]. V naSem souboru jsme nalezli perzistenci pozi-
tivnich nalezu priikazu BP, respektive BPP metodu
PCR po dobu del$i nez 6 tydnd od prvnich potizi
perzistujiciho kasle. V literatufe jsme nenalezli
obdobné vysledky. Nelze rovnéz vyloucit opako-
vanou infekci v ramci rodu Bordetella. Je znamo, ze
stanoveni inzercéni sekvence 1S481 metodou PCR
neni prisné specifické pro druh Bordetella pertussis.
Zminovana sekvence se nachazi i u druhu B. hol-
mesii a mize byt pfitomna i u nékterych kment
B. bronchiseptica [10]. Podle naseho nazoru nejsou tyto
nalezy prekazkou pro diagnézu klinické jednotky
bordeteldzy, jejiZ projevy jsou v ramci riznych dru-
ht1 bordetel s velkou pravdépodobnosti podobné.
V kvalitné vakcinované populaci dochazi k leh¢im
anetypickym projevim onemocnéni a to se vyrazné
nelisi od pribéhu onemocnéni dal§imi bordetelami
[2,5,8,9,18, 24].

Sérologické metody maji i pfes nize uvedené vy-
hrady stale sva opodstatnéni. Jednou z nejcastéji
diskutovanych je ¢asova naroc¢nost diagnostiky vy-
plyvajici z nezbytnosti hodnoceni dvou vzorki séra
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vySetfovaného pacienta v odstupu minimalné 2 tyd-
nu. Dale je v literatufe zminovana pomeérné nizka
specificita a senzitivita téchto metod a v neposledni
fadeé je stale konstatovana moznost zkresleni na-
lezu, predevsim u vakcinovanych jedinct [2, 3, 8,
9, 15, 19, 20, 27]. Uvahy o vyuZiti jednoho vzorku
pro diagnoézu tohoto onemocnéni (protilatky proti
pertusovému toxinu) jsou stale otazkou diskusi,
a ani v nasem souboru jsme nenalezli pro hodno-
ceni jednoznacnou odpovéd [20]. Za perspektivni
povazujeme spiSe stanoveni avidity protilatek proti
pertusovému toxinu [23]. Rovnéz priikaz protila-
tek v jinych télnich tekutinach, napf. ve slinach,
nevykazuje dostatecnou specificitu i senzitivitu
[18]. Povazujeme vsak ve shodé s Bambergerem za
vyznamny diagnosticky pfinos sérologicky prtikaz
v pozdni fizi onemocnéni, kdy jiZ mohou byt me-
tody pfimého priikazu negativni (véetné PCR). Tyto
nalezy jsme zjistili i u nasich pacientt [2].
Sérologické metody maji stejné jako pfimy prikaz
agens (PCR, kultivace) sva omezeni. Protilatkova
odpovéd u vakcinovanych a nevakcinovanych je-
dinctije odlisna. V posledni dobé je snahou nékte-
rych tym1 odliSit postvakcinacni protilatkovou
odpovéd od postinfekéni [15]. To by znamenalo
vyznamné zlepsSeni specificity i senzitivity priika-
zu onemocnéni sérologickymi metodami. Vyvoj
a zlepSovani kvality a rozsitovani spektra pouzitych
antigenti ukazuje neustaly vzestup zachytu one-
mocnéni u klinicky definované populace [9].

V nasem souboru prezentujeme nalezy jak prikazu
aglutinac¢nich protilatek, tak priikazu specifickych
protilatek proti pertusovému toxinu. Obé metody
maji svilj vyznam a zvysuji mozZnost specifické
diagnostiky onemocnéni.

ZAVER

Dalsi rozvoj metod prikazu pertuse prispéje k po-
znani skutecné incidence onemocnéni v populaci
a k dalsim efektivnim preventivnim zasahtim.
Pertuse nemize byt opomijenou infekci a jeji casna
a spravna diagnostika miiZe pfispét k icelnym epi-
demiologickym opatfenim. Za vhodné povazujeme
posileni informovanosti odborné zdravotnické
vefejnosti o problému tak, aby byla dodrzovana
kritéria Evropské unie pro definovani potvrzeného
ptipadu onemocnéni zprostfedkovana cestou NRL
SZU Praha.
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