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BORDETELLA PERTUSSIS: MOZNOSTI DIAGNOSTIKY A VYSKYT
BORDETELLA PERTUSSIS: POSSIBILITIES OF DIAGNOSTICS AND OCCURRENCE
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ABSTRAKT

V poslednych rokoch sme svedkami stupajuceho vyskytu Cier-
neho kasla, a to najmé vo vekovej skupine adolescentov, mla-
dych dospelych a deti do 1 roka. Tento narast sa pripisuje pre-
dovsetkym poklesu post-vakcina¢nej imunity. Pertussis (divy,
davivy, ¢ierny kasel’) je vysoko infekéné akutne ochorenie spo-
sobené malymi gram-negativnymi kokobacilmi Bordetella per-
tussis. Clovek je jedinym zdrojom infekcie, ktora sa prenasa
kvapockovou cestou. Disponuje viacerymi faktormi virulencie
(adheziny, toxiny, lipopolysacharid), ktoré sa uplatiuju v pato-
genéze choroby. Vcasnd laboratorna diagnostika Bordetella
pertussis pomocou sérologickych vySetreni a naslednej poly-
merazovej retazovej reakcie (PCR) ma velky vyznam pre po-
tvrdenie infekcie, vzhl'adom k atypickosti a zavaznosti ochore-
nia u najmladsej vekovej kategorie deti a k subklinickému prie-
behu u adolescentov a dospelych.
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ABSTRACT

Nowadays, occurrence of whooping cough is rising especially
in age groups of adolescents, young adults and infants younger
than 1 year. Waning of post-vaccination imunity is one of the
most important reasons for increasing pertussis occurrence.
Pertussis (wild, brithing, black cough) is a highly infections di-
sease caused by small gram-negative cocobacili Bordetella per-
tussis. Man is the only source of infection that is transmitted by
droplet path. It has several virulence factors (adhenins, toxins,
lipopolysacharide) that are involved in the pathogenesis of the
disease. Early laboratory diagnostics of Bordetella pertussis by
serological examination and subsequent polymerase chain re-
action (PCR) is of great importance for confirmination of in-
fection due to the atypicality and severity of the disease in the
yuonger age group of children and to the subclinical course in
adolescents and adults.
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UVOD

Pertussis (divy, davivy, Cierny kasel’) je vysoko
infekéné akutne ochorenie sposobené malymi gram-
negativnymi kokobacilmi Bordetella pertussis. In-
kubaény Cas ochorenia je 9-10 dni, ale mbze sa po-
hybovat’ v rozsahu 6- 20 dni [1].V klinickom obraze
typického davivého kasla mozno rozlisit’ tri Stadia.
Na zaciatku ochorenia (kataralne Stadium) su pri-
tomné neSpecifické priznaky poukazujuce na beznt
respira¢nu infekciu. V tomto obdobi podanie antibi-
otik zabrani progresii ochorenia alebo aspon znizi
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zavaznost' zachvatov. Suchy drazdivy kaSel’ d’alej
progreduje a ochorenie prechadza do Stadia paro-
xyzmalneho, ked uz podanie antibiotik klinicky
priebeh ochorenia nezmeni. Klinické priznaky paro-
xyzmalneho stadia st désledkom produkcie pertu-
sického toxinu. KaSel' je typicky zachvatovity,
vel'mi vyCerpavajuci, sprevadzany piskotom a hviz-
davym nadychom. Podanie antibiotickej terapie ma
vSak v tomto §tadiu opodstatnenie z hl'adiska epide-
miologického, nakolko zniZuje pravdepodobnost’
prenosu na iné osoby v okoli. V poslednom §tadiu —
rekonvalescencii, postupne slabnil zachvaty kasl’a,
pacient vSak ostava slaby. Rekonvalescencia je po-
merne dlhé a trva radovo tyzdne. U dospelych a pa-
cientov v adolescencii je priebeh pertussis vel'mi
Casto atypicky a v klinickom obraze nie je zjavné
striedanie vysSie opisanych Stadii. Menej zavazny
kasel’ bez typickych zachvatov méze pretrvavat’ aj
dlhu dobu, ked’ je chory zdrojom infekcie, ktora ne-
vedomKky §iri vo svojom okoli [1-4].

Patogenéza

Baktérie sa viazu prostrednictvom réznych adhe-
zinov na bunky riasinkovitého epitelu bez toho aby
prenikli do epitelu ¢i krvného rieCiska. Mimo
puzdra chraniaceho patogén pred inaktivaciou kom-
plementom existuju funkéné dve skupiny virulent-
nych faktorov: adheziny a toxiny. Dva najdolezitej-
Sie faktory adherencie su filamentéznyhemaglutinin
(FHA) a pertussicky toxin (PT), ktoré mézu fungo-
vat’ ako exotoxin alebo adhezin. Na rozdiel od Bor-
detella pertussis nevytvara Bordetella parapertus-
sis pertussicky toxin. Bordetella pertussis a Borde-
tella parapertussis si na vonkaj$ej membrane vyba-
vené membranovym toxinom pertaktinom, ktory
hra ulohu pri uchyteni sa na hostitel'skii bunku.
Dal§imi virulentnymi faktormi s toxin ade-
nylatcyklaza, ktory postihuje imunitnti odozvu hos-
titel'a a trachealny cytotoxin vytvoreny peptidogly-
kanom bunkovej steny, ktory spdsobuje fazu po-
hybu rias [5-8].

Epidemiologia

V aktudlnej sprave Eurdpskeho centra pre pre-
venciu a kontrolu choréb (ECDC) sa uvadza 40 727
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pripadov pertussis za rok 2014 v 29 $tatoch EU /
EHP, z toho v SR bolo hlésenych 20,7 pripadov na
100 000 obyvatel'ov. Specifické tidaje o veku boli
najvyssie u pacientov vo veku < 1 roka (51,6 pripa-
dov na 100 000 obyvatel'ov), po nich nasledovali
10-14 ro¢ny (24,4 na 100 000 obyvatel'ov) al5-19
ro¢ny (19,7 na 100 000 obyvatel'ov). VacSina Clen-
skych Statov uviedla udaje z komplexnych, pasiv-
nych systémov dohl'adu s celostatnym pokrytim [9].

LABORATORNA DIAGNOSTIKA

Za $tandard diagnostiky bola povazovana kulti-
vacia. Je Specifickd, avSak malo citlivd, najma
u starSich deti, mladistvych a dospelych, ktori st lie-
¢eni antibiotikami alebo u ktorych kasel trva tri
a viac tyzdnov. Citlivost’ priamej diagnostiky vy-
razne zvysila metdda polymerazovej retazovej re-
akcie (PCR). Sérologické vySetrenie pomocou
ELISA metod je vhodné k potvrdeniu diagndzy
najmi u pacientov v neskorSej fdze ochorenia [10].

Kultivacia

Kultivacny ddkaz Bordetella pertussis je Stan-
dardnym testom pre diagndzu pertussis. Je vSak vy-
razne menej citlivy ako PCR, a ¢asovo naro¢nejsi.
Senzitivita kultivacie je 20-40 %. Odber sa robi pred
zaCatim antibiotickej terapie, nala¢no. Na vyter sa
pouziva S$pecialny dakronovy tampén (bavineny
tampon je toxicky pre bordetely). Vyter je nutné
urobit’ zo zadnej steny nosohltanu idedlne cez no-
sové prieduchy, pripadne cez Gstnu dutinu ohnutym
tamponom. Material je transportovany do laborato-
ria v transportnom médiu. Doba transportu by ne-
mala byt dlhsia ako 24 hodin. Kultivacia sa vyko-
nava na $pecialnych kultivaénych pddach Bordet-
Gengou agar pripadne Charcoal agar. Platne sa kul-
tivuju pri teplote 35-37 °C po dobu 7 dni a denne sa
hodnotia. Po izolacii Cistej kultary je vhodné kolo-
nie overit’ sklickovou aglutindciou s prislusnymi an-
tisérami, pripadne PCR metdédou. Izolované kmene
sa zasielaju do NRC pre pertussis a parapertussis za
ucelom typizacie pomocou pulznej elektroforézy
(PFGE) [11].

Polymerazova ret'azova reakcia (PCR)

Na priamu diagnostiku Bordetella pertussis sa
v sucasnosti zacala pouzivat’ metoda PCR. Real-
time PCR je jednou s najéastejSie vyuzivanych ty-
pov PCR, nakol'ko pomocou fluorescencne zna-Ce-
nych sond umoziiuje nielen sledovat’ priebeh reak-
cie v realnom case, ale aj detekciu a rozliSenie Bor-
detella pertussis a Bordetella parapertussis tej istej
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vzorke. NajcastejSie PCR metody ako cielovia sek-
venciu vyuzivaju inzer¢nu sekvenciu IS 481 promo-
torovu oblast’ génu kodujuceho S1 podjednotkuper-
tussis toxinu (ptxS1), génovu oblast’ koddujicu ade-
nylatcyklazu (cyad), oblast’ pertaktinového gé-nu
a oblast’ vonkajSieho membranového porinu. Dokaz
viacerych ciel'ovych sekvencii Bordetella pertussis
zvySuje pravdepodobnost’ zachytenia Bordetella
pertussis vo vySetrovanej vzorke. Najvhodnej$im
materialom na PCR vySetrenie je vyter z nosohltanu
pripadne nazofaryngealny aspirat. Vyhodou PCR
oproti kultivacii je moznost odberu materialu
v priebehu antibiotickej terapie a vzhladom
k vysokej citlivosti metddy i v neskor§om obdobi
ochorenia. NajvysSia zachytnost’ vSak ostava, tak
ako aj pri kultivacii, v zac¢iato¢nom $tadiu ochore-
nia. Dalou vyhodou st podmienky transportu ma-
teridlu uréeného na vysetrenie metodou PCR, ktoré
su menej naro¢né ako pri kultivacii [11, 12].

Sérologicka diagnostika

Sérologické metody su vhodné na diagnostiku
pertussis u pacientov s klinickymi priznakmi ocho-
renia ako su pretrvavajuci zachvatovity kasel’, duse-
nie, zvracanie po zachvate kasl'a. Sérologicka diag-
nostika je zamerand predovsetkym na zistenie hla-
diny protilatok v danych vzorkach. Potrebné je vy-
Setrenie parovych vzoriek séra za rovnakych labora-
tornych podmienok. Prvy odber by sa mal vykonat’
ihned’ po podozreni na ochorenie, druha vzorka sa
obvykle odobera priblizne o tri tyZzdne. Na potvrde-
nie ochorenia by sa mala vyuzivat kombinacia sé-
rologickych metdd dokazu protilatok triedy IgG,
IgA proti pertussickému toxinu a PCR, bez ohl'adu
na dizku trvania klinickych priznakov ochorenia.
Sérologickymi metddami je mozné potvrdit’ ocho-
renie, pripadne slizia na stanovenie pretrvavania
protilatok po ockovani celobunkovou vakcinou. Na
dosiahnutie najlepSej senzitivity a zaroven Specifi-
city sa na sérologicku diagnostiku odporuca vyuzit’
kvantitativne ELISA metody dokazu na stanovenie
pritomnosti protilatok IgG a IgA proti pertussic-
kému toxinu [11].

CIELE PRACE

V nasej praci sme sa zamerali na dve skupiny
(muzi, Zeny) a podskupiny (deti a dospeli) a ciel'om
prace bolo Statistické rozdelenie a vyhodnotenie
podl’a pohlavia, vekového rozmedzia a sezonnosti.

METODIKA A MATERIAL
V obdobi pocas troch rokov sme na Oddeleni kli-
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nickej mikrobioldgie vydiferencovali pacientov
a pomocou podmienkového exportu dat subor roz-
delili na dve skupiny (muzi, Zeny) a podskupiny
(dospeli, deti). Vzorky pacientov pochadzali pre-
vazne z ambulancii v§eobecnych lekarov pre dospe-
lIych a vSeobecnych lekarov pre deti a dorast. Cie-
Pom prace bolo rozdelit' skupiny podla pohlavia,
vekového rozmedzia a sezénnosti a Statisticky vy-
hodnotit. Na stanovenie sme pouzili kvantitativnu
metédu ELISA stanovenia protilatok triedy IgG,
IgA proti pertussickému toxinu Bordetella pertus-
sis. Testovacia stiprava ELISA je zalozend na kvan-
titativnom in vitro stanoveni l'udskych protilatok
imunoglobulinovej triedy IgG, IgA proti toxinu
Bordetella pertussis v sére alebo v plazme pre diag-
nostiku infekcii spdsobenych Bordetella pertussis,
¢ierneho kasla. Suprava je kalibrovana pomocou
medzinarodného séra podl'a WHO $tandardu a spiiia
najnovsie naroky na sérologicku diagnostiku infek-
cii Bordetella pertussis.

VYSLEDKY

Aj napriek tomu, ze pohlavie nie je povazované
za faktor, ktory ovplyviiuje pritomnost’ ochorenia
v populacii pocas troch rokov sledovania ochorenia
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Graf 1 Rozdelenie pacientov: deti a dospeli za obdobie
troch rokov
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Graf 2 Vekové rozmedzie — deti

prevladalo v skupine ,,deti* viac u muzského pohla-
via a v skupine ,,dospelych” u zenského pohlavia
(Graf 1). Podla epidemiologickej spravy zroku
2014 boli vo vacsine vekovych skupin dospelych
CastejSie postihované zeny ako muzi, priCom pomer
muzov a zien bol 0,8:1 u skupine ,,deti* sa pohlavie
neudavalo [9].

Vyskyt infekcie Bordetella pertussis v zavislosti
od veku pacientov je zobrazeny v grafoch 2 a 3. Ve-
kové rozmedzie u deti sa pohybovalo od 4 do 9 ro-
kov kedy boli zachytené najviac pripadov ochorenia
Bordetella pertussis (Graf 2) a u dospelych prevla-
dalo u zien aj muzov rovnaké vekové rozmedzie 60
a viac rokov (Graf 3).

Typické aktivita ¢ierneho kasl'a nema zretelny
sezonny charakter, ale pocet pripadov sa moze zvy-
§it' v lete aj na jeseti [9]. Statistickym vyhodnotenim
sme zistili, ze najvyssi pocet pripadov bol zazname-
nany v januari a februari, potom postupne intenzita
klesala a vystupila v juli (Graf 4). Klinicka prezen-
tacia pertussis u dospievajucich a dospelych moze
byt mierna a Casto sa neuznéava a prave to moze byt
riziko prenosu pre dojcata, deti, kontaktom s infiko-
vanou osobou a rodinou.
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DISKUSIA

Cierny kadel’ aj napriek dobrému preockovaniu
ostava hrozbou pre verejné zdravie. Najviac postih-
nutou vekovou skupinou vo vicsine krajin st deti
mladsie ako jeden rok, 83 % tychto pripadov je
mladsich ako 6 mesiacov, ¢o je vekova skupina pri-
li§ mlada, aby ukoncila sériu primarnych ockovani
[13]. V niektorych ¢lenskych Statoch vsak boli naj-
viac postihnuté vekové skupiny dospievajucich, pri-
¢om vacsina pripadov bola vo veku 15 a viac rokov.
Pertussis nie je len detskou chorobou ale rastica in-
cidencia u adolescentov a dospelych je dovodom na
obavy, pretoze tieto vekové skupiny st zdrojom pre-
nosu u dojciat [14, 15], najméd preto, Ze mierne
a asymptomatické pripady u adolescentov a dospe-
lych su Casto neuznané ako pertussis [16]. Ohniska
v oblastiach s vysokym stupiiom ockovania pouka-
Zuju na to, zZe stratégie o¢kovania budi musiet’ byt
opitovne preskimané a ze by sa mali zvazit’ posil-
novacée dospievajucich a dospelych, ako aj ockova-
nie zdravotnickych pracovnikov a tehotné Zeny.
Niektoré ¢lenské Staty uz zahrnuli niektoré z tychto
politik do svojho vnutrostatneho planu ockovania.
Napriek narastajucemu poctu hlasenych pripadov je
pravdepodobné, ze zat'azenie v Europe je stale pod-
cenované [16]. Aby bolo mozné presne vyhodnotit’
zmeny v epidemiolégii v priebehu ¢asu a optimali-
zovat’ kontrolu chor6b, je dolezité, aby sme nad’alej
zlepSovali dohl'ad nad pertussis, od klinického
uznania az po laboratornu diagnostiku [17].

ZAVER

Ochorenie ¢ierny kasel’ nielen u detskej popula-
cie stale stipa a predstavuje aktualny problém v pe-
diatrii. V poslednej dobe sa dostava viac do pove-
domia lekéarov ale problematika diagnostiky a inter-
pretacia laboratornych vySetreni stale ostdva. Bor-
detella pertussisCasto ostdva nediagnostikovana
a unikd pozornosti lekarov. ZlepSeny dohlad je
d’al$im doélezitym faktorom, ako je zvysené povedo-
mie o ochoreni medzi klinikmi, zlepSenie pripadov
a laboratornych technik, napriklad pouzitie sérolo-
gickych a PCR vySetreni Co prispeje k zlepSeniu
diagnoézy ochorenia u dospelych a mladistvych.
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