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Soucasna problematika Bordetelly pertussis a Bordetelly parapertussis
Abstrakt

Bordetella parapertussis a Bordetella pertussis jsou pivodci infekci postihujici
dychaci cesty. Pavodci jsou aerobni gramnegativni kokobacily z rodu Bordetella a z
¢eledi Brucellaceae. U napadenych jedinci bakterii Bordetella pertussis se rozvine
vysoce infekéni onemocnéni zvané Cerny kaSel. U nakazenych Bordetelou
parapertussis jsou klinické projevy mirnéjSi nez u nakazeni Bordetella pertussis. Z
tohoto divodu se ve svété dostdva vétSiho zgmu pravé Bodretella pertussis.
Onemocnéni je vysoce infekéni, postihuje dychaci cesty a patii mezi nejzavaznéjsi
infekéni onemocnéni détského veéku. PredevSim behem prvniho roku Zivota, pred
objevenim ockovaci latky, patiila mezi infekéni nemoci s vysokou umrtnosti. Nej¢astéji
jsou ohroZeni pravé kojenci. Onemocnéni se zatina objevovat i nad 10 rokem Zivota a
mizZe postihnout i dospélé, kteri byvaji zdrojem infekce a nakazi své déti.

Pri podezieni na onemocnéni vyvolané kmeny Bordetella pertussis nebo Bordetella
parapertussis je dalezité, aby byl zasldn optimalni biologicky materidl, kterym je vytér
z nazofaryngu.

Cil préce: Cilem bakaldiské prace je osvojeni si praktickych znalosti spravné
laboratorni praxe, jak u bakteridlniho kultivacniho vySetieni vytéra z nazofaryngu pri
podezieni na vyskyt bakterie Bordetella parapertussis a Bordetella pertussis, tak u
uréovani citlivosti na antibiotika u izolovanych kmeni Bordetella parapertussis a
Bordetella pertussis a zjistit do jaké miry se od sebe ob¢ bakterie lisi.

Dalsim stanovenym cilem jsem zjist'ovala a vyhodnocovala data z jindtichohradecka a
ze vzorka zpracovanych mikrobiologickou laboratoti Laboma s.r.o. o ¢ethosti vyskytu
bakterie Bordetella parapertussis a Bordetella pertussis v jednotlivém roce v prabéhu
poslednich 3 let. Ziskané vysledky vyskytu bakterie jsem zpracovala statisticky.

Ddle jsem se zgjimala o postupech lékait pii podezieni na infekci dychacich cest
zpusobenou bakterii Bordetella perstussis. Informace jsem ziskavala pomoci dotaznikd.

Hypotézy : Hypotéza 1: Kultivacni diagnostika Bordetella parapertussis bude nejen
¢asové mene ndro¢na nez diagnostika Bordetella pertussis.



Hypotéza 2: Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis je vySSi
v podzimnich aZ zimnich a jarnich obdobich.

Hypotéza 3: Vyskyt Bordetella pertusis a parapertussis je nej¢astéjsi ve veékové
skupiné déti 10 - 14 let.

Shér dat: Data pro vytvoieni své bakaléiské prace jsem sbirala v mikrobiologické
laboratori Laboma sr.0. v Ceskych Budgjovicich. Kultivaéné vySetiovany material
pochazel z terénnich ordinaci od praktickych lékait i odbornych specialista z jiznich
Cech. Sbér dat jsem uskutetnila v obdobi od 1.ledna 2010 do 30.prosince 2010.
Zaradila jsem do své prace statisticky zpracované informace za posledni 3 roky, které
mi byly poskytnuty z databéze laboratoie Laboma s.r.0. Prace také obsahuje shrnuti
vyskytu Bordettela parapertussis a Bordetella pertussis z jindiichohradecka za uplynulé
3 roky. Potiebnd data byla ziskavéna a zpracovavana z dat Hygienického Ustavu
v Jindfichové Hradci. V podedni ¢ésti jsem se zamétila na informace od praktickych
|ékait pro déti a dorogt a od praktickych Iékait pro dospélé. Dotazniky byly vyplnény
Iékati z Jindfichova Hradce a okoli.

Zavér: Z vysledka bakalarské préce Ize usoudit, Ze kultivace Bordetella pertussis a
parapertussis jsou rastové naro¢né bakterie. Bordetella parapertussis se od Bordetella
pertussis liSi nejen prabéhem bakteridlni kultivace, ale také vzhledem, biochemickymi
vlastnostmi a citlivosti na antibiotika. Hypotéza 1, 2 a 3 byly potvrzeny z vysledki
provedeného vyzkumu.



Current IssuesLinked to Bordetella pertussis and Bordetella parapertussis

Abstract

Bordetella pertussis and Bordetella parapertussis are causative agents of infections
affecting airways. These agents are Gram-negative, aerobic coccobacillus of the genus
Bordetella and the family Brucellaceae. Subjects infected with bacteria Bordetella
pertussis develops into a highly contagious infection called whooping cough. Those
infected with Bordetella parapertussis show milder clinical symptoms than those
infected with Bordetella pertussis. The highly contagious infection affects the airways
and is considered to be one of the most serious infections found in children. Before
proper vaccine was discovered, this infection caused high mortality especially among
one-year-old babies and younger. The most vulnerable group of subjects comprises of
infants. Infection is even observed in subjects of 10+ years of age and may infect even
the adults that are identified as the source of infection who subsequently infect their
children.

In case a subject is suspected of being infected with the genus Bordetella pertussis
or Bordetella parapertussis, it is important to test a proper biological sample, i.e.
epipharynx swab.

Objective of the thesis: The objective of the thesis is to acquire practical skillsin
laboratory work. This concerns bacterial culture tests of epipharynx swabs taken from
subjects suspected of being infected with bacteria Bordetella parapertusss and
Bordetella pertussis on one hand, and assessment of sensitivity to antibiotics in case of
isolated genera Bordetella parapertussis and Bordetella pertussis on the other. Also, it is
meant to identify to what extent the two bacteria differ from each other.

Another objective was to find out and assess the data collected in the region of
Jindiichtv Hradec and gathered from samples tested by Laboma s.r.0. microbiological
laboratory that concerned the occurrence of the bacteria Bordetella parapertussis and



Bordetella pertussis in each of the past 3 years. The data gathered in relation to the
occurrence of the bacterium were processed stetistically.

Subsequently, medical procedures carried out in case of suspicion of airways
infection caused by the bacteria Bordetella pertussis were scrutinized. The information
was collected by questionnaires.

Hypotheses. Hypothesis 1. Culture diagnosis of Bordetella parapertussis will be
less time demanding than diagnosis of Bordetella pertussis.

Hypothesis 2: The occurrence of Bordetella pertussis and Bordetella parapertussis
is higher in autumn and spring periods.

Hypothesis 3. The occurrence of Bordetella pertussis and Bordetella parapertussis
is most frequent among the children of 10-14 years of age.

Data collection: Data necessary for the thesis at hand was gathered from Laboma s.r.o.
microbiological laboratory in Ceské Budgjovice. Material used in culture diagnosis was
collected from field offices run by general practitioners and specialists in Southern
Bohemia. Data collection was carried out between January 1, 2010 and December 30,
2010. The thesis includes statistically processed information retrieved in the past 3
years, which was provided by Laboma s.r.0. The thesis also contains a summary of the
occurrence of Bordetella parapertussis and Bordetella pertussis in the past 3 years. All
data processed for the purposes of the thesis were retrieved from the Sanitary Institute
in Jindfichav Hradec. The final part focuses on information collected from general
practitioners for children and adolescents and general practitioners for adults. The
guestionnaires were handed out to and completed by doctors living in Jindfichav
Hradec and around.

Conclusion: The outcomes of this bachelor’s thesis show that cultures of Bordetella
pertussis and Bordetella parapertussis are demanding bacteria in terms of growth.
Bordetella parapertussis differs from Bordetella pertussis not only in terms of the
course of bacterias cultures, but also in terms of appearance, biochemical properties,



and sensitivity to antibiotics. Hypotheses 1, 2, and 3 were confirmed following the
outcomes of the performed research.
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Uvod

Téma Soucasna problematika Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis jsem si
vybrala kvili jejimu stalému akutné se vyskytujicimu onemocnéni s rostouci incidenci.
Laickd i odborna vereinost je mnohdy presvédcena, Ze pravé pertuse byla diky
prooc¢kovani nasi populace vymycena. Proto se stava, Ze v diferencialni diagnostice se
na ni nemysli a stala se opomijenou infekci.

Aerobni gram-negativni tycka Bordetella pertussis je ptivodcem syndromu pertuse
nebo-li  ¢erného kaSle, nékdy znamého i pod pojmem davivy kaSel. Projevuje se
zéchvaty kaSle nebo zvracenim. Onemocnéni je vysoce infekeni, pogtihuje dychaci
cesty a patii mezi nejzavaznéjsi infekéni onemocnéni détského veku. PredevSim béhem
prvniho roku Zivota, pied objevenim ockovaci létky, patiila mezi infekéni nemoci
svysokou umrtnosti. Nejéastéji jsou ohroZeni pravé kojenci. Onemocnéni se zatina
objevovat také po 10. roce Zivota a miaZe postihnout i dospélé, kteri byvaji zdrojem
infekce a nakazi své déti.

Dalsi aerobni gram-negativni tycka, kterou ve své préci zminim je Bordetella
parapertussis. Uvadim ho z divodu onemocnéni, které vyvolava. Jde o onemocnéni
podobné davivému kadli, je ovSem kratsi, mnohdy leh¢i, ale nemusi tomu tak vZdy byt.

Lékem volby je erythromycin, piipadné dalSi makrolidy. Pokud jsou kmeny
rezistentni k erytromycinu dalS$i moZnosti miZe byt cotrimoxazol.

Pri podezieni na onemocnéni vyvolané kmeny Bordetella pertussis nebo Bordetella
parapertussis je dualezité, aby byl zasldn optimalni biologicky materidl, kterym je vytér
z nosofaryngu nebo laryngu.

V této préci se budu hlavné zabyvat kultivaci neboli piimym prikazem téchto dvou
bordetell, které jsou svymi kultivaénimi naroky od sebe rozdilné, ale ob¢ dvé jsou
rastové néro¢né. Mikrob je extrémné citlivy na vyschnuti a kultivace vyZaduje speciéni
média. Také se zminim o dalSim diagnostickém postupu, a to 0 nepiimém prikazu —
sérologické diagnostice. Cilem préce je dokézat, do jaké miry se |iSi Bordetella
pertussis a B. parapertussis v laboratorni kultivacni diagnostice ve vzhledu a v chovani.
Zajima me také, jaka je jejich reakce na antibiotika a na jaké druhy antibiotik reaguiji.
Chtéla bych také shrnout, na co si dat v laboratorni diagnostice pravé téchto dvou
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bordetell pozor. Dale m¢ zajimalo, jaky byl vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella
parapertussis za uplynulé 3 roky v laboratori Laboma s.r.o. a na Jindiichohradecku.
Dale mé zgjimalo, jakou maji Iékari s pertusi zkuSenost, jaké vySetieni poZaduji a jakou
[&bu nasazuji. V préaci proto uvadim informace z dotaznikd, které vyplnili |ékari

z Jindtichohradecka a jeho okoli.
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1. Soucasny stav

Bordetella parapertussis a Bordetella pertussis jsou pivodci infekci postihujici
dychaci cesty. Pivodci jsou aerobni gram-negativni tycky z rodu Bordetella a z ¢eledi
Brucellaceae.

U jedinci napadenych bakterii Bordetella pertussis se rozvine vysoce infekeni
onemocreni zvané cerny kaSel. U nakaZenych parapertusi jsou klinické projevy
pievazné mirngjsi nez u nakazeni pertusi. Z tohoto divodu se ve svété dostava vétsiho
zgmu pravé Bodretella pertussis. Prenos infekce se uskuteciuje hlavné kapénkovou
cestou. K prenosu dochézi nejéastéji v uzavienych mistnostech a velkych kolektivech.
Respiracni onemocnéni skaSlem, ale i syndrom ¢erného kaSle miZou zptisobit i jina
ages, bakterialni i virova.

NejvetsSi nebezpedi predstavuje nakaZeni Bordetella pertussis v prvnim roce Zivota
Po zavedeni povinného ockovani v CR vroce 1958 se pocet onemocnéni snizil na
minimum. V podednich letech je negjen od nés, ale i z mnoha dalSich zemi hl&Sen
zvySeny vyskyt infekce ve dvou skupinach. Do prvni skupiny spadaji novorozenci a
kojenci, dalSi skupinou jsou dospéli. V dnesni dobé je vlivem ockovani prabéh pertuse
méng zavaznéjSi nez v minulosti.

Obranyschopnost proti infekci se snizuje po 3 a2 5 letech po ockovani ¢i prodélaném
onemocnéni a po 12 letech vymizi. Vymizeni obranyschopnosti je dikazem, Ze dospéli a
adolescenti jsou nebezpecnym faktorem nakazy pro dosud neo¢kované novorozence a
kojence. U této skupiny mé infekce aZ fatalni prabeh. Nejb&éznejsim zdrojem nékazy pro
kojence jsou préavé infikovani dospsli.

Onemocnéni mohou provézet komplikace, které jsou neprimo ovlivnéné vékem
pacienta. Pacienta pogtihuji lehéi komplikace. K zévaZznéjSim patti komplikace
zpusobujici az poruchu CNS nebo respiracniho systému. DuleZité je veéas nasadit 1é¢bu
a zmirnit tak prabéh onemocnéni. K [&b¢ se voli makrolidickd antibiotika, vaci kterym
nejsou bakterie odolné. Pokud se jednd o infekci B. pertussis, je nutna terapie jak kvili

postizenému, tak kvili jeho okoli. ¢©
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1.1. Bordetella parapertussis

»Parapertussis’, latinsky ,jako tézky kaSel“. Zpusobuje onemocnéni podobné
davivému kasli. Priabéh onemocnéni je kratSi a mirngjsi, ambulantniho pribehu, jak se
diive predpoklédalo. Dnes vime, Ze tomu tak nemusi vzdy byt. Patii stejné jako
Bordetella pertussis do rodu Bordetella a do ¢eledi Brucellaceae.

1.1.1. Morfologické a fyzologické viastnosti

Bordetella parapertussis je také jako Bordetella pertussis aerobni gram-negativni
ty¢ka. Vzhledem se podoba koktim az tyckam. Bakterie se nepohybuje, nesporuje a je
opouzdiena. Kolonie Bordetella parapertussis jsou vétsi, Sedostiibrné s vyrazngjsi beta
hemolyzou, obklopené tmavé hnédym pigmentem. Beta hemolyza se projevuje jako
Zlut¢ zabarvené okoli kolonie. Pri delSi inkubaci dorastgji kolonie az velikosti 3 mm a

(1,4,6)

ponekud vycnivaji z pady.

1.1.2. Rastové a biochemické viastnosti

Tato bakterie oproti Bordetella pertussis roste snadngji a rychleji. Je méné narocna.
Roste i na béZnych médiich, a to na krevnim agaru, ¢okolddovém agaru, a n¢kdy
dokonce i na MacConkeyho pidé. Na Bordet—Gengouvové ptdé vyrasta po 24hodinové
kultivaci a za 48 hodin je uz dobie viditeln4 B. parapertussis ma uredzovou reakci
pozitivni, ale oxidazovou reakci negativni a dobre roste za piftomnosti kysliku. ¢

1.2. Bordetella pertussis

,Pertussis’, latinsky “tézky kaSel“. Je piavodcem syndromu pertuse, coz je
onemocreni ¢erny kaSel nebo-li davivy kaSel. Patii mezi rod Bordetella a do ¢eledi
Brucellaceae.

Poprvé byla bakterie pozorovéana v roce 1900 mikrobiologem Julesem Bordetem ve
sputu vlastniho syna. Pozdéji se Bordeterovi a jeho spolupracovnikovi podaiilo tuto
bakterii vykultivovat. Koky zachytil na padé s glycerol-bramborovym extraktem a 25-
30% berani krvi. Bakterie se na plotnu s Zzivym médiem dostavala tak, Ze byla nastavena

pred (ista nemocného ditste. 4219
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1.2.1. Morfologické a fyzologické viastnosti

Bordetella pertussis je aerobni gram-negativni tycka. Mikrob je velmi maly a jemny.
Po doteku klickou se nepohybuje, ale rozetie se. Bakterie nesporuje, ale je opouzdiena.
Povrch ma pokryty fibrilami, diky kterym se zachyti na fasinkach epitelidlnich bunek
horniho dychaciho traktu. Kolonie jsou polokulovité a maji prahledny vzhled, perletoveé
se lesknou a také mohou mit izkou zénu hemolyzy. Po delSi inkubaci, coZ jsou 34 dny,
byvaji kolonie v¢tsi, lesklé a Sedobilé. Pripomingji tvarem kapky rosy. Dorustaji
velikosti az 2 mm. ©

1.2.2. Ruastové a biochemické viastnosti

Rist bakterie je pomaly a nesnadny, protoZze byva zakryt jinymi bakteriemi
z lidského nosohltanu (gram-pozitivnimy zérodky). Na béznych padéch jsou nekteré
¢ésti agaru pro ni toxické. Velmi dobie se pro rist bakterie osvédcila puda Bordetel
Gengouovo s bramborovym extraktem, glycerolem a defibrinovanou 25% berani krvi.
Na této pudé vyrasta behem 48-72hodinové kultivace. B. pertussis ma pozitivni
oxidasovou reakci, ale ureasovou reakci ma negativni. Nezkvasuje cukry, oxiduje vSak
aminokyseliny. Jeliko? je to bakterie aerobni, tak dobie roste za pristupu kysliku. ¢

1.2.3. Citlivost na zevni podminky

Bordetella pertussis je velmi citlivd na slunecni zareni, teplo a vyschnuti. V
nosohltanovém sekretu vydrZi naZivu zaschla pouze nekolik hodin. Optimalné rosté pri
teploté 35-37 °C. VySSi teplota napi. 55 °C ji zni¢i uz za pal hodiny. Pokud se dostane
mimo lidsky organismus, rychle hyne. ©

1.3. Hlavni biologicky aktivni l1atky Bordetella pertusse

B. pertussis produkuje fadu latek — adhezinu, fibridlnich faktora a toxind. Nékteré
jsou spojené sadhezi a kolonizaci (filamentdzni hemaglutinin, pertaktin, pertusovy
toxin), nekteré hraji roli vrozvoji Klinického onemocnéni (pertusovy toxin,
adenylatcyklazovy toxin, dermonekroticky toxin, trachedlni cytotoxin). (617
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1.3.1. Pertusovy toxin

Je to toxin, faktor adheze a kolonizace. Je hlavnim nositelem patogennich vlastnosti
pertuse. Diky nému dochézi k lepsi vazbé mikroba na fasinky epitelu dychacich cest,
podporuje produkci hlenu, zlepSuje lymfocytézu. Pertusovy toxin netvoii Bordetella
parapertussis, a proto je pavodcem klinicky méné zavazného onemocnéni. Sklada se ze
dvou subjednotek. A to ztzv. toxické subjednotky S1 a z 5 vazebnych subjednotek S2,
S3, $4 (v molekule toxinu jsou vzdy pritomny dvé tyto subjednotky, je tedy dvojitd) a
S5. Subjednotka S1 se oznacuje také jako ADP-robosyltransferasa. Tento polypeptid
prenasi ADP-rybosylovou ¢ést NAD na membréanu. Na membréané je vazany regulacni
protein, ktery za normalnich okolnosti utlumuje adenylétcyklasu. Kvili vyslednému
potlaceni aktivity regulacniho proteinu dochézi k podniceni syntézy adenylacyklazy.
Tim dochézi k intenzivnéjSimu vylu¢ovani sekretu respiratnim epitelem a k tvorbeé
hlenu. Popsana reakce je charakteristicka pro paroxysmalni (konvulzivni) fazi ¢erného
kagle. @

Prvni z vazebné subjednotky je subjednotka S2, kterd se vaze na povrchu
fasinkovych bunék. Na povrchu bunék je glykolipid — laktosylceramid. Subjednotka
S3 se prichycuje na fagocytujici bunky, kterymi jsou polymorfonukleédrni leukocyty.
Dochézi na jejich povrchu k mnoZeni glykoproteinového receptoru CR3. Vytvori vetsi
pocet vazebnych mist pro vlaknity hemaglutinin.

1.3.2. Adenylat-cyklazovy toxin

B. pertussis také tvori a uvoliuje vlastni adenylcykldzu tzv. adenylat-cyklazovy
toxin, ktery potlatuje chemotaxi leukocytt, sniZzuje fagocytarni aktivitu makrofaga a
tim vlastn& podporuje pogétesniho stupné rozvoje infekce.

1.3.3. Dermonekroticky toxin (letélni toxin)
Zpasobuje vazokonstrikci, zanst a lokalni nekrézu v mists pasobeni B. pertussis.®®
Znamy je také pod pojmem termolabilni toxin, z bunék se uvoliuje po lyze. Protilatky

proti nému nehraji v prevenci onemocnéni Zadnou podstatnou roli. Je odpoveédny za
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lokalizovanou destrukci tkani. Pri nizké koncentraci zpasobuje stazeni cév, a to je
doprovazeno mistni ischémii. Je tedy zodpovédny za lokalni zanét a nekrdzu. Pokud
tento toxin aplikujeme ve vySSich davkach mysim, objevi se u nich reakce neslucitelna

se ivotem, 17

1.3.4. Trachedlni toxin
Jsou to peptidoglykanové fragmenty bunécné stény bordetell. Priléhaji k buinkam
fasového epitelu dychaciho Ustroji.
Zpasobuje utlumeni pohybu fasinek epitelidnich bunek. Pri vySSi koncentraci
dochézi az k vypuzeni fasinkovych bunék. Brzdi syntézu DNA, znesnadiiuje nebo
znemoznuje obnovu poskozenych bunék. Zpasobuje ztrdu mechanizmu slouziciho

k odstraneni hlenu, 16

1.3.5. Endotoxin
Endotoxin je slozkou bunééné stény. Ma podobné aktivity jako lipopolysacharid

gram-negativnich bakterif. ¢

1.3.6. VI&knity hemaglutinin, glykolipidy, glykoproteinovy receptor

Za adhezi bordetell k epitelu trachey a bronchti odpovida pertusovy toxin a také
vligknity hemaglutinin. VéZe se na epitelidlni membrany a rovnéZ na povrch
polymorfonuklearnich leukocytia. Fagocytované bordetelly jsou schopné intracelularng
perzistovat, chrani je to pred protilatkami. ©

1.3.7. Aglutinogeny
Povrchové antigeny zodpovédné za aglutinaci bakteridlnich bunék v piitomnosti

odpovidajicich 1atek. "

1.3.8. Pili a pertactin
Dva nov&ji objevené adheziny, u kterych neni jeité jejich role objasnéna. ©
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1.4. Patogeneze

Patogeneze onemocnéni probiha ve dvou fazi, v kolonizaci a toxemii. Patogeneze
zacina vstupem bakterii do vnimavého hostitelského organismu, piilne k fasinkovému
epitelu, pomnoZi se a kolonizuje. Napadeni organismus projevi, po uplynuti inkubacni
doby, jako onemocnéni hornich cest dychacich. DalSim projevem je teplota, nevolnost a
kasel, ktery se zvy3uje asi 10. den od za¢atku onemocnéni. V tomto obdobi se pertuse
vyskytuje hojné v nazofaryngu a laryngu. Bakterie B.pertussis se vyskytuji na povrchu
epitelidnich bunék, neproniknou do bunek ani nevstoupi do krevniho obéhu. Nasedaji
na tfasinkovy epitel respiracniho traktu. Zpusobuji zde katardni zanét aZz nekrozu
pogtizené sliznice. Typicky kaSel vznika drézdénim receptori pro kaSel a zéroven
ztréou mechanismu, ktery za normélnich okolnosti z povrchu sliznic odstranuje hlen.
Pokud vtomto obdobi nasadime antibiotickou |écbu, omezime zavaznost a trvani
onemocngni. ©

V druhé fazi se postupné prodluzuji zéchvaty kaSle, které konci charakteristickym
nédechem. Do krevniho ob¢hu se dostavaji toxiny produkované B.pertussis a zpusobu;ji
tak systémoveé Gcinky. ©
1.4.1. Prehled Viastnosti a tloh biologicky aktivnich latek v patogenez

VI&knity hemaglutinin (FHA) napoméhé k aglutinaci erytrocyti, zpasobuje vazbu na
ciliarni epitel i na jiné bunky, napoméhé k vstupu bakterii do epitelidlnich bunek a
indukuje apoptozu. @

Pertusovy toxin (PT) zpiasobuje indukci lymfocytézy, inhibici agocytdzy, zvysenou
citlivost k histaminu a zvySenou sekreci inzulinu. ©

Adenyldtcykldzovy toxin  (ATC) katalyzuje tvorbu cAMP  (Cyklicky
adenosinmonofosfat) , dale narusuje funkci leukocyta a zpisobuje hemolyzu erytrocyta.

Trachedlni cytotoxin (TCT) navozuje ciliostdzu, poskozuje trachedlni epitel a
inhibuje syntézu DNA. ©

Dermonekroticky toxin (DNT) zpusobuje vazokonstrikci, fokéni nekrozu

bungk a alteraci imunitni odpovedi. ©
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Lipopolysacharid (LPS) zpasobuje indukci tvorby IL-1 a TNF-alfa, horecku a
hypotenzy. Petraktin (PRN) zpusobuje vazbu na dychaci epitel. Trachealni kolonizacni
faktor (TCF) mé adhezivni Glohu. Faktor rezistence (BrkA) inhibuje komplement. ©

1.5. Klinicky obraz onemocnéni vyvolané Bordetellou pertussis a Bordetellou
parapertussis

Bordetella pertussis vyvoléavé lidské onemocnéni nazvané cerny kasel nebo drazdivy
kasel, anglicky Whooping cough. Prvni zminky o pertusi pochézeji ze stredovéku,
ato z oblasti v Moultonové v roce 1540. O 78 let pozdgji se objevuje prvni znamy popis
epidemie pertuse, ktery podal Guillaume de Baillou z Pafize. Guillaumovy poznatky
byly vydany a7 po jeho smrti v roce 1640. Onemocnéni bylo pojmenovano v roce 1697
Sydenhamem, dostalo nazev pertussis. Whooping cough poprvé zaznél v roce 1701
v londynské Bills of mortality.

Onemocnéni je charakteristické drézdivym, v zachvatech se opakujicim kaslem
¢asto s ,kokrhavym“ nadechem. U postizeného se objevi zarudnuti a promodrani
v obli¢eji. Nekteré zachvaty kaSle jsou zakonéeny apnoickou pauzou nebo, jak uz sdm
nézev (davivy kaSel) napovida, zvracenim. Z pocéku vSak prichdzi onemocnéni
spriznaky bézné rymy, s vyraznéjSim slzenim, zarudlymi spojivkami a zvySenou
teplotou. Jsou to tedy piiznaky, které jsou spojovany s béznou virdzou. Klinicky obraz
zévisi na wveku, stavu imunity, expozici a dalSich faktorech. Klasicky prabeh

onemocn&ni je pozorovan u déti do 10 let a miaZzeme ho rozdglit do tif stadii. @359

Onemocnéni probihd obvykle témito stadii:
* katardni stadium
* paroxysmalni stadium

* rekonvalescentni stadium
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V prvnim, katardnim stadiu jsou priznaky, jako je ryma, kychani, mirny kasel nebo
pokaSlavani, slzeni, konjunktivitida a subfebrilie. K celkovym priznakam patii
nechutenstvi, Unavnost a horecky, které mohou byt nevyznamné. Prvni obdobi trva
vétSinou 10-15 dni. V této fazi Ize podavanim antibiotik ovlivnit rozvoj choroby a
Zkrétit tak jeji trvani. 3510

V druhém, paroxysmanim stadiu je kaSel vyraznéjSi a také frekvence se stupriuje.
Vyznacuje se cetnymi a pravé typickymi zéchvaty drézdivého kaSle. Muze se
vyskytovat 5-20 kratkych epizod kaSle, které se opakuji v rychlém sledu za sebou.
K z&chvatim dochézi ¢astéji vnoci a jsou vycerpavgjici. Mohou byt vyvolany
jakymkoliv zevnim podnétem, napf. zménou teploty. Pacient se mezi témito sledy
nestaci vibec nadechnout. Po ukonceni zéchvatu dochazi k hlubokému nadechnuti,
které je spojovano snaslednym hlasitym sipavym nadechem jako ,zakokrhanim®.
“Kokrhani“ je zpusobeno tla¢enim vzduchu zdZenymi hlasivkami. Diky tomu muaze
dojit az k hypoxii a cyandze. Na konci zéchvatu dochézi k tomu, Ze nemocny vykaSle
hlenovou zétku. Zachvat kasle miZze byt doprovéazen také zvracenim, k ¢emuz dochézi
zejména u déti. Pocet zéchvati kaSle za den muze dosahnout az 40. Proxysmalni
stadium trva zhruba mésic a pacient je po zéchvatech znatné vycerpan. Vycerpanim
muiZe pasobit unavenym dojmem a oteklym obli¢ejem. Mezi zachvaty mohou byt také
pacienti zcela bez obtizi, tim je pertuse odlidna od jinych respiracnich infekci. V tomto
stadiu je z laboratornich ndlezii charakteristick& lymfocytéza. ¢3519

Poslednim stadiem je rekonvalescentni stadium, u kterého jsou zéachvaty kaSle
mirngjsi, méné ¢asté a kokrhéni ustéava Pacient se za¢ina pomalu zotavovat. KaSel maze
pietrvavat mésice, ale obvykle vymizi do tfi tydna. Pokud dojde k tomu, Ze pietrvava
meésice, tak se jedna o tzv. reflexni kaSel, ktery ovdem nema uzZ charakter pertussovych
zéchvati, ¢3519

MuZe se také objevit toxicka forma pertuse, ktera je ovsem vzacna a konci fatalng.
Projevuje se vysokou horeckou, kietemi, bezvédomim, krvacenim do kiaze, spojivek i
mozku., ¢3°19)

NejzavaznéjSi prabeéh onemocnéni je u neimunnich kojenct. U adolescenta a

dospélych m& nemoc mirny prabéh. Ma charakter nespecifickych zanéti hornich cest
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dychacich nebo bronchitidy. Stav se mize podcenovat ¢i mylné diagnostikovat a mize

tak dochézet k &ireni bakterie do okoli nemocného ¢loveka. 23519

Bordetella parapertussis vyvolava respiraéni onemocnéni s kaSlem, které miaze byt
leh¢iho rézu, ale nemusi to vzdy platit. Onemocnéni ma, na rozdil od onemocnéni
vyvolané B. pertussis, kratSi dobu trvani. Typické je kratSi katardni a paroxysmalni

stadium. Onemocnéni neni smrtelné ani nelésené. 4327

1.5.1. Komplikace

Vyskyt komplikaci je primosmérné véku pacienta. Cim je vék nemocného pii
onemocnéni vyssi, tim se sniZuje pravdépodobnost vyskytu komplikaci. U nemocného
s niz&m vekem, napk. u kojenci, je pravdspodobnost vyskytu komplikaci vysoka ¢

Mezi méné zavazné komplikace radime napt. traumatické defekty na jazyku, které
jsou zpisobeny zachvatem kasle. MuzZe se jednat napr. 0 poranéni uzdicky jazyka. Déle
k méné zavaznym komplikacim patii epistaxe (krvéaceni z nosu), hernie (kyla),
vyhieznuti rekta, subkonjunktivalni hemoragie, edém obli¢eje (otok). U pacienta mize
dochézet k dehydrataci a Ubytku potravy, vlivem zvraceni a omezeného piijmu tekutin a
potravy. U déti je dasty akutni zanst stiedous. ¢

Mezi hlavni zavaZznéjSi komplikace patii poruchy postihujici dychaci cesty a nervovy
systém. Nemocny je ohroZen sekundarni pneumonii, kterou vyvoléavaji pneumokoky
(haemophillus influenzae, Saphylococcus aureus). Tyto komplikace mnohdy koncily az
smrtelné. Komplikace s postiZzeni CNS jsou vzacné, projevuji se kie¢emi, bezvédomim,
obrnami nebo serézni meningitidou. ¢

Mezi vyznamné zmeény zpusobené hlavné Ucinkem pertusového toxinu patii
leukocytdza, lymfocytdza, zvySend vaskuldrni permeabilita 4©

Neékdy mohou po tézkém prabéhu zastat trvalé zmény, jako je napr. slepota,
hluchota, mentalni retardace, vzniklé nejspiSe disledkem mozkové anoxie

(neptitomnost kysliku v organismu) anebo u lokénich krvaceni. 419
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1.6. Epidemiologie

Pertuse se vyskytuje na celém svété bez ohledu na podnebi, misto nebo rasu. Kazdy
rok onemocni pertusi vice nez 50 miliont osob a 300 000 na nemoc zemie. V CR vétsi
pokles pertuse byl zaznamenan po zavedeni povinného ockovéni. Vakcinace byla
zavedena v roce 1959. Po roce 2000 pocet pripadi vzrostl. Roéné je hlaSeno nékolik set
onemocnéni. Pocet hldSenych pripadi parapertuse je o polovinu nizsi. V dobé pred
zavedenim oc¢kovani onemocnélo pertusi 20 % kojencti a 60 % batolat ve véku od 1 do
4 let. V zemich, kde viibec neni zavedeno oc¢kovani proti pertusi, zaujimaji kojenci 50 %
zemielych nacerny kasel. Smrtici kombinaci byva zpravidla pneumonie. Ve statech, kde
bylo o¢kovani zavedeno, vyrazné poklesl poc¢et onemocnéni u malych déti, ale pocet
onemocréni U mladistvych i dospélych stoupd Je to zpasobeno vymizenim
obranyschopnosti ziskané vakcinaci. Prabéh onemocnéni u skupiny pacientt byva
mirngjsi. V nekterych pripadech nemusi byt rozpoznana a v tomto pripadé nemocny Siii
nédkazu dél. K epidemiim pertuse dochézi ve dvou az pétiletych intervalech.
Onemocnéni se prendSi osobnim kontaktem vzdusnou cestou, a to bud’ kapénkami
nejcasteji pri kaslani nebo kychani. Je tedy daleZity blizky kontakt snemocnym a
vnimavym jedincem. Zdrojem nékazy je tedy nemocny cloveék. Infekce je vysoce
nakaZliva. Rychle se Siti v uzavienych kolektivech, jako jsou napt. jesle, Skolky, Skoly,
domovy mlédeze, vysoko3kolské kolgje. Vzécné je také moZny pienos predméty
pottisnénymi sekrety hornich cest dychacich. Onemocnéni mé sezénni vyskyt, a to
hlavné v zimnich meésicich roku. Vice jak z90 % onemocnéni dochézi z domacich
kontakti. Z 50-80 % dochézi k prenosu mezi spoluzdky ve Skole. NejohroZengjsi
populaci jsou déti a kojenci do 3 meésici. Obdobi nakaZlivosti byva koncem inkubagni
doby nebo po celém paroxysmanim stadiu casto i v rekonvalescenci. Laboratorné
potvrzené pripady pertuse se hlési do systému EPIDAT, déle se hlési i pripady, u kterych
byla diagn6za stanovena na z&kladé klinického obrazu a epidemiologické souvislosti.
I munita po vakcinaci klesa po 5 letech. Také postinfekéni imunita neni trvalg, po letech
dochazi k poklesu ochrannych protilatek. Imunita, kterd je zkiiZzend s parapertusi,

neexistuje. 182
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1.6.1. Nemocnost pertusi v CR

Diiv, nez byla zahgjena pravidelna vakcinace proti pertusi, se pohybovala nemocnost
osob na uzemi CR roéné v nékolika desitkach tisic osob. Od zahdjeni pravidelného
ockovéni roku 1958, nemocnost pertusi postupné klesala. Nejmensi hodnoty byly
zaznamenany mezi roky 1978 a 1989. Od zacdku devadesétych let nemocnost pertusi
v CR stoupa ve tif aZ stytletych intervalech. ?©

Od roku 1996 az do roku 2005 bylo v CR evidovano 2124 pripadii onemocnéni
pertusi. V roce 1996 onemocnélo pertusi 121 pripadd, v roce 2005 se nakazilo 412 osob.
Od roku 2002 po¢et nemocnych pertusi stoupd V roce 2006 byla hlaSena nemocnost
pertusi v CR 2,3 na 1000 000 obyvatel, v roce 2007 byl stav 1,8 na 100 000 obyvatel, v
roce 2008 se dostala hodnota az k hladiné nemocnosti 7,4 na 100 000 obyvatel a v roce
2009 stav zaznamenal opét narast na 9,1 na 100 000 obyvatel. (27,28)

V letech 19962005 bylo v CR 1005 piipadii onemocnéni parapertusi; 121 pripadi
v roce 2005, 67 pripadt v roce 1996. Od roku 1985 do roku 1990 byl zaznamenan velky
pokles nemocnosti. Od roku 1991 nemocnost parapertusi postupné narasta. Stav
parapertuse od roku 2005 do roku 2009 je mirné klesgjici. V roce 2006 byl stav
onemocnéni 1,0 na 100 000 obyvatel, v roce 2007 je stav onemocnéni 0,4 na 100 000
obyvatel, v roce 2008 je stav onemocnéni 1,2 na 100 000 obyvatel a v roce 2009 je stav
onemocnéni 0,8 na 100 000 obyvatel. ?%2)

Opakovatelnost vyskytu obou nemoci v populaci vykazuje shodnou periodu (coz je
soucasny vzestup a pokles vyskytu onemocnéni). V posednich letech vyrazné stoupa

nemocnost pertusi. ?°

1.6.2. Nemocnost podle véku a skupin

NejvySSi narist nemocnych je u déti 10-14 let. Postupné stoupa hldSeni pripada
v letech 5-9, 15-19 ataké ve skupin¢ déti mladSich nez 1 rok Zivota. Prévé ve skupiné
Oletych déti byla zaznamenana 3 Umrti, a to v roce 2005, 2007 a 2009. Ve v&ech trech
piipadech Slo o dosud neoc¢kovaného jedince do 1. roku Zivota. Jako zdroj onemocnéni
byl prokézan starSi sourozenec, rodi¢. Onemocnéni ve skupiné dospélych mé rovnéz

narast. V letech 2001-2008 bylo hldSeno nejvice piipadi nakaZenych déti pertusi ve
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véku mezi 10 a 13.lety. V tomto obdobi se kvalita o¢kovaci I&tky sniZzovala ¢i Uplné
vymizela, proto se v pozdgjSich letech predlo na preockovani této vekové kategorie. @V

1.7. O&kovani proti pertus

Pred zahdjenim ockovani zpisobovala pertuse nejcastéjsi umrti v détském veéku.
Prvni vakciny obsahovaly usmrcené celé bakterie B. pertussis a liSily se obsahem, ale
také zpusobem pripravy. Brzo u ockovanych jedinca byl rozpoznan piimy vztah mezi
produkci protildtek a poctem bakterii obsazenych ve vakcingé. Pravé spocétem
mikroorganismu piimo souviselai toxicita, ktera se projevuje riznymi komplikacemi po

ockovani, 43162229

1.7.1. Celobunééna a acelularni vakcina

Zatatky pokusi o imunizaci se objevuji uz v dobéch 1. svétové valky, kdy byla ve
Spojenych stétech piipravena prvni celobunééna inaktivovana protipertussova vakcina.
Celobunéené vakciny jsou vyrabény v mnoha zemich a jejich zakladni priprava je
podobn& bakterie jsou nejprve usmrceny a ¢astecné detoxikovany teplem, chemicky
nebo kombinaci téchto metod. Cisté suspenze inaktivovanych kment jsou vyrabéné bud’
ze sbirkovych kmeni, a nebo z kmenu izolovanych v populaci stéatu, kde vakcina
vznika. Ockovaci latka by méla obsahovat hlavni povrchové antigeny, které se vyskytuji
v kmenech B. pertussis. K plodnému ockovani dodo aZ o vice nez 30 let pozdgji. Od
roku 1949 se tato inaktivovana perkusova vakcina zacala kombinovat s difterickym a
tetanickym toxidem. Vznikla trivakcina oznatovana jako DPT. Uginnost této vakciny
byla vysoka a dlouhodob&. |munita pretrvavala az do 12. roku, i kdyZ po 5. roku Zivota
doSo postupné k poklesu ochranného efektu. Pomérné casto zpusobovala DPT
trivakcina postvakcinacni reakce, a to horecku, zarudnuti, bolesti v misté vpichu.
Reakce byly nekolikrét ¢astéjSi u aplikace trivakciny DPT nez u aplikace bivakciny DT
(z&3krt atetanus). Po trivaxing se také objevovaly febrilni kie¢e (10 minut trvajici kiece
pii prudce stoupgjici télesné teploté nad 39°C). Ojedinéle se mohla objevit také
encefalopatie (onemocnéni mozku). NeZédouci reakce byly zpasobovany pertussovou
slozkou vakciny, kterou trivakcina, na rozdil od bivakciny, obsahuje. Kvuli vyskytu
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nezédoucich piihod se prestalo v nékterych zemich proti pertusi ockovat. Jednalo se
napt. o Velkou Briténii, Japonsko, Svédsko. To v3k mgélo za nasledek, Ze v téchto
zemich se opét vyskytly pripady onemocnéni se stovkami umrti. Ockovani bylo opét
obnoveno. V Ceské Republice bylo otkovani proti pertusi zafazeno do ockovaciho
kalendéie v roce 1958. Jednalo se préveé o trivakcinu DPT. (1622:23:24)

V roce 1981 byla pripravena prvni acelularni pertussova vakcina pro déti od dvou let
zndméa pod nédzvem Takeda vakcina. Vznikla v Japonsku odhalenim a vybérem
jednotlivych antigend B. petussis, které vyvoldvaji u hostitele imunni odpoveéd’
potiebnou k prevenci onemocnéni. Acelilarni pertussova vakcina obsahuje rizna
mnoZstvi  inaktivovaného  pertussového  toxinu,  pertaktinu, filament6zniho
hemaglutininu a dva typy fimbrii. Acelularni pertussova vakcina je bud’ samostatna a
nebo v kombinaci s dalSimi ockovacimi 1&tkami. Vakcina je bezpednéjSi s mene ¢astymi
nezédoucimi prihodami. Poprvé byla vyzkousena v letech 1986 u Sestimési¢nich déti ve
Svédsku. Ukazala se byt neskodna a efektivni v 70 % pripadi, proto zanedlouho byly
takové vakciny pripraveny i vijinych zemich a zavedeny do praktického
pOUZiti.(l3‘16‘22'23)

1.7.2. Soucasné o¢kovani v Ceské Republice

V CR se od roku 2007 plodné ockuje proti pertusi acelularni vakcinou, ktera je
sloZena ze tii komponent. Vakcina je souc¢ésti kombinované hexavakciny Infantrix
Hexa. K preo¢kovani v5 letech se pouzivd vakcina Infantrix a uvaZuje se o
preockovavani i v adolescenci a dospslosti, ato napt. vakcinou Boostrix. %2

Vakcina Infanrix Hexa a Infanrix obsahuji v pertusové vakcing t¥i komponenty:
pertusovy anatoxin, filamentozni hemaglutinin a pertaktin, které jsou prichyceny na
hydratovany hydroxid hlinity. Vakcina Infanrix Hexa se aplikuje po ukonéeni 13. tydne
véku a mezi davkami je interval neiméné 1 mesic. Vakcinou Infanrix se preockovéava
v 5. roce Zivota. Vakcina Boostrix je verze vhodna pro adolescenty a dospélé uZivatele,
obsahuje redukované mnozstvi antigenu: pertussového anatoxinu, filament6zniho
hemaglitininu, proteinu zevni membrény, které jsou prichyceny na hydratovanym

hydroxidu hlinitém a fosfore¢nanu hlinitém. Standardné se aplikuje v 1.—12. roce Zivota
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a poté v kazdych desetiletych intervalech. Muze se ovéem také podavat osobam po
dosazeni 4. roku Zivota. Mésic po ukonéeni zékladniho o¢kovani byla imunitni odpovéd’
na jednotlivé pertussové antigeny mezi 97,2-99,3 % (pertusovy toxin), 95,2-100 %
(filamentovy hemaglutinin) a 95,9-99,3 % (pertaktin). 2

Infanrix Hexa a Infanrix se nemohou aplikovat u déti, u kterych se do sedmi dnii po
piedchozim ockovani vyskytla encefalopatie. O¢kovani se prerusi a dale se ockuje jen
kombinovanymi vakcinami bez pertussové slozky. Ddle musi byt odloZena u osob
trpicich vaznym akutnim horesnatym onemocnénim. 2

Pokud je vhodny jedinec naockovan, mize se u ného objevit nékolik nezédoucich
acinka. V prabéhu prvnich 48 hodin po ockovani se mize objevit slabé zarudnuti, otok,
zatvrdnuti ¢i mirna bolest v misté vpichu, reakce mohou pretrvavat po dobu jednoho ¢i
dvou dni. Dale se miZe objevit horecka od 38-40°C, spavost podréazdénost, neobvykly
pl&, otok dolnich koncetin nebo oblasti deltového svalu. Tyto projevy mohou
pietrvavat po dobu 24-48 hodin a vyjimec¢né jsou doprovazeny kiecemi. Jen vzacné
byly pozorovany alergické reakce na slozky vakciny. 2

Oc¢kovaci latky musi byt uchovavany pri teplot¢ 2-8°C. Pred podavanim nebo
fedénim musi byt vakcina radné zkontrolovana. Nesmi po vizualni kontrole obsahovat
makroskopicky patrné cizorodé ¢astice a nesmi mit zméneny vzhled. Doba pouzitelnosti
je vyznatena na &itku a na vnej&im obalu. Je to doba 36 mesicii ode dne vyroby. %2

Oc¢kovani proti ¢ernému kasli je povinné u kojencti, batolat i u predskoléki. V roce
2009 bylo zavedeno dalSi povinné preockovani mezi 10. aZ 11. rokem Zivota. Podnétem
k zavedeni nového preockovani byl vzristajici vyskytu éerného kadle v Ceské republice
u 9-15letych déti. Problém piedstavuji rocniky narozeni 1998 a starsi, kteri se novému
pieockovéani ,vyhnuli“ a jejich ochrana pred onemocnénim je miziva Muze dojit
k zAvaZné situaci, kdy nakaZent jedinci infikuji malé dsti do jednoho roku. °

1.8. L &ba nakazy Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis
Terapeuticky vhodné antibiotika jsou takov, ktera jsou G¢inna ve sliznici dychacich
cest apronikaji také do hlenu. Vhodnou volbou jsou makrolidova antibiotika. Patti mezi

né erytromycin, clarithromycin, azithromycin. Beta-laktamova antibiotika nejsou hodna,
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nedosahuji totiZ ucinnych koncentraci na sliznici dychacich cest, ajsou proto pro pertus
netiginng 419

Makrolidy maji schopnost se navazat na ribozomani RNA a inhibovat
proteosyntézu. Vytvoii peptidickou vazbu a brani uvolnéni tRNA. Makrolidy délime do
dvou skupin, a to do skupin prvni starSi generace antibiotik a nebo do druhé mladsi
generace. Mezi zastupce starSi skupiny patii erytromycin, spiramycin. Do mladSi
skupiny patif roxithomycin, azithromycin, clarithromycin. ©

Makrolid prvni generace, erytromycin, je svym spektrem podobny penicilinu.
Erythromycin je dobrou volbou Iécby streptokokovych infekci pravé u pacientt, kteri
jsou precitlivéli na 1éEbu penicilinem. Také dobre U¢inkuje nafadu dalSich bakterii,
napt. hemofily, buricely, legionely, mykoplasmata, chlamydie. U streptokokua a
hemofila musime pocitat skmeny, které jsou mnohdy na erythromycin rezistentni
(odolng). ©
Erytromycin se vylucuje prevézné Zluci. Po jeho podani se miZe ¢asto dostavit nausea
a zvraceni. Pokud se kombinuji s beta-laktamy nebo linkosamidy ptasobi protikladné.
Pri 163b¢ se nesmi kombinovat. ©
Preménou molekuly erytromycinu se ziskavaji nové antimikrobiani latky nazyvané
ketolidy. Jednim z nich je telithromycin, ktery pasobi na gram-pozitivni koky a
zachovavasi Gginnost naty mikroby, kteff jsou rezistentni na erythromycin. ©

DalSim ze starSich makrolidi je spiramycin, ktery ma ze vSech antibiotik nejmensi
toxicky Gginek. Viyuziva se k 1é&bg toxoplasmdzy a kryptosporidézy. ©

Mezi makrolidy druhé generace se fadi roxithromycin i presto, Ze ma U¢innost
srovnatelnou s erytromycinem. Pisobi proti pri 1ésbg atopickych pneumonii. ©
DalSimi z mladSich makrolida jsou azithromycin a clarithromycin. Azithromycin staci
podavat jednou denn¢, protoze ma dlouhy biologicky poloc¢as. Pisobi dobre na gram-
negativni bakterie a na protozou. Clarithromycin se podava dvakrat denng. Uginkuje
I[épe na gram-pozitivni bakterie, chlamydie, ureaplasmata, borrelie, mykobakterie,
legionely, gardnerely, z anaerobi piisobi na prevotely, propionibacteria. ©

Makrolidova antibiotika se podavaji v pIné denni davce po dobu 14 dni, v této dobeé
by meélo dojit k definitivni likvidaci bacili a nehrozi jejich navrat. Dojde-li k léceni
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v katardlnim nebo na zatdku zé&chvatovitého <adia, ovliviuji antibiotika pocet
zéchvati, dochazi ke zkraceni nemoci a sniZzeni komplikaci. V pozdéjSich stadiich
antibiotika klinicky prabéh vyrazné neovliviuji, ale také dochézi k likvidaci bakterie a
tim ke zkraceni nakaZlivosti nemocného. Vylu¢ovani B. pertusse ustava uz do 7. dne po
nasazeni chemoterapie. U reflexniho kasle se osvédéilo podavat guagjacuran. Jedna se o
kaSel, ktery trva dlouhou dobu a vycerpava postizené dité i jeho okoli. Doporucuje se
také prel&it rodinné piislusniky bez ohledu na vk, imunizaci nebo pifznaky. 516
Pacient by mél byt izolovan nekolik tydni nebo aZz do doby, nez je jeho kultivacni
nélez negativni. Lé&¢ime ho bud’ doma, nebo na infekénim oddéleni, kam jsou odeslany
tézké a komplikované pripady. Pokud je dité¢ oSetiovano doma, dbame o dostatek
gerstvého vzduchu a podavame mu vyzivnou, ovdem nedrézdivou potravu, 4616

Lé&ba onemocnéni vyvolané B. parapertussis je stejnd jako u lésby pertuse. ©
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2. Cil préce a hypotézy
2.1. Cil préce

Cilem bakalarské prace je osvojeni praktickych znalosti spravné laboratorni praxe
jak u bakteridlniho kultivacniho vySetieni vytéra z nazofaryngu pii podezieni na vyskyt
bakterie Bordetella parapertussis a Bordetella pertussis, tak u uréovani citlivosti na
antibiotika u izolovanych kment Bordetella parapertussis a Bordetella pertussis.

Dalsim sledovanym cilem bylo zjisténi ¢etnosti vyskytu Bordetella parapertussis a B.
pertussis z Jindfichohradecka a ze vzorka zpracovanych mikrobiologickou laboratoii
Laboma s.r.o. v populaci déti, mladistvych, dospélych i seniort. Ziskané vysledky
vyskytu bakterie jsem zpracovala statisticky.

Ddle jsem se zgjimala o postupy |ékart pri podezieni na infekci dychacich cest
zpusobenou bakterii Bordettela perstussis. Informace jsem ziskavala pomoci dotaznikd.
Vytyceni cilt do nékolika bodu:
1. shrnuti obecnych znalosti a jejich vyuZiti pii kultivaéni diagnostice a identifikaci
bakterie B. parapertussis a B. pertussis
2. provedeni kultivacnich a identifikacnich metod v ramci laboratorni praxe
3. urgeni citlivosti izolovanych kmeni na antibiotika
4.zji&eni a vyhodnoceni dat =z Jindrichohradecka, ze vzorka zpracovanych
mikrobiologickou laboratoii Laboma s.r.0. 0 ¢etnogti vyskytu bakterie B. parapertussis
aB. pertussisv jednotlivych letech v pribéhu podednich 3 let
5. vyhodnocovéani a statistické zpracovani ziskanych vysledki
6. vyhodnoceni a shrnuti lékarskych postupi pii podezieni na infekci bakterii B.

pertussis
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2.2. Hypotézy

Hypotéza 1:
Kultivacni diagnostika Bordetella parapertussis bude nejen ¢asové méné naro¢na nez
diagnostika Bordetella pertussis.

Hypotéza 2:
Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis je vySSi v podzimnich az
zimnich a jarnich obdobich.

Hypotéza 3:
Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis je nej¢astéjsi ve vékové skuping
déti 10-14 let.
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3. Metodika

3.1. Charakteristika zkoumaného souboru

Data pro vytvoreni své bakalarské préace jsem shirala v mikrobiologické laboratori
Laboma sr.0. v Ceskych Budgjovicich. Kultivainé vySettovany materidl pochézel z
terénnich ordinaci od praktickych |&kai i odbornych specialisti z jiznich Cech.

Sheér dat jsem uskutecnila v obdobi od 1. ledna 2010 do 30. prosince 2010. Vysledky
ziskané kultivaci se tykaly kazdého materidlu, ktery byl podeziely na obsah bakterie
Bordettela parapertussis a Bordettela pertussis v uvedeném ¢asovém rozmezi. Metody,
kterymi byly vysledky ziskavany, jsou popsény nize. Metody poukazuji na schopnosti
rastu, nacitlivost bakterii na jejich vlastnosti a jejich vzgemné odlieni.

DalSi hodnoceni vysledkt se tykalo situace vyskytu a problematiky Bordetella
parapertussis a B. pertussis v mikrobiologické laboratofi Laboma s.r.o. béhem roku
2010 a béhem rokt 2008-2009 a odliSnosti béhem sledovanych let. Zaradila jsem do
své préce statisticky zpracované informace za posledni 3 roky, které mi byly poskytnuty
Z databézi laboratoie Labomas.r.o.

Prace také obsahuje shrnuti vyskytu Bordetella parapertussis a B. pertussis
z Jindichohradecka za uplynulé 3 roky. Potiebna data byla ziskavana a zpracovavana
z dat Hygienického Ustavu v Jindiichové Hradci.

V podedni ¢asti jsem se zamétila na informace od praktickych |ékaia pro déti a
doros a od praktickych lékart pro dospélé. Dotazniky byly vyplnény Iékari
z Jindtichova Hradce a okoli a vztahovali se na problematiku pertuse. Informace jsem
vyhodnocovala z tadné vyplnénych dotazniki. Rozdala jsem 18 dotaznika pro
praktické Iékaie pro dospélé a dalSich 18 dotaznika od praktickych lékait pro déti a
dorogt. Dotazniky obsahuji 10 otazek ajsou uvedeny v ¢asti Prilohy. Z celkového poétu
36 dotaznika se vrétilo 30 fa&dné vyplnénych dotaznikt. Nékteri respondenti odmitli
dotaznik vyplnit. Konecny sledovany soubor tvoiil 15 respondenti z ordinace
praktickych lékaru pro déti a dorogt a 15 respondentt z ordinace praktického |ékare pro
dospelé.
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3.2. Odbér, uchovavani atransport materialia do mikrobiologické labor atoie
3.2.1. Odber

Materidl odebirame sterilng a zasilame v ¢istych a sterilnich nadobkéch. Odbér se
provadi na za¢atku onemocnéni na la¢no, nebo 3 hodiny po jidle a piti a pied zahgenim
&by ATB. Nejlépe je provadét jej v rannich hodinach. Pred odbérem se nesmi kouit
ani by neméla byt provadéna Ustni hygiena. Ke kultivaénimu vySetieni se odebira vytér
z nazofaryngu alaryngu. ¥

Vytér znazofaryngu se provédi suchym sterilnim vatovym tamponem na drétu.
Nepouzivaji se bavinéné tampony, které obsahuji mastné kyseliny a ty jsou pro B.
pertussis toxické. Mohou se pouZzivat napi. tampony kalcium algiant. Odbér mazeme
provést dvéma zpisoby, a to bud’ pres dutinu nosni nebo Ustni. Idedlni je vytér pres
dutinu nosni, u kterého pouZivame dva tampony — na kazdy nosni praduch jeden.
Tampon jemn¢ zasuneme nosni dutinou aZ k zadni sténé nosohltanu. Na sliznici bychom
tampon méli nékolik sekund ponechat a ot&get jim, aby se dostatecné nasdkl slizni¢nim
sekretem, a poté ho opatrné vyndat. Tampon pro druhy zpisob vytéru, a to pies dutinu
Ustni se musi pied vytérem ohnout o okrgj zkumavky do Uhlu. Jazyk se zafixuje
dievénou Spatli. Tampon se zavede bez dotknuti sliznic dutiny Ustni a mékkého patra do
klenby nazofaryngu, kde se otie o zadni a horni sténu. Délka zahnuté ¢asti se pohybuje
v rozmezi 2-4 cm podle stéii vySetiovaného jedince. Po vytéru tampon nenarovnavame,
ale zanotime do transportniho média. %

Vytér zlaryngu se provédi, stgjné jako vytér z nazofaryngu, v rannich hodinéch,
nalatno a bez ustni hygieny. Vytér provadime 3 cm od konce ohnutym tamponem na
dréé. Koren jazyka zafixujeme a tampon zavedeme za epiglottis. Viyvolanim kadlajiciho
reflexu docilime ulpivani kapének na tamponu. Po skonéeni odbéru drét narovname o
vnitini sténu  zkumavky a zasuneme do transportni pady. Vytér zlaryngu se
v soudasnosti uz nedoporucuje. @

Dalsi podminkou je jednozna¢nd identifikace vzorku, na kterém musi byt uvedeno
jméno a piijmeni pacienta, rodné ¢islo a druh materidlu. Materidl musi byt provazen

Z&dankou, na které se krome jiZz zmitiovanych Udajt vyskytuje jedt¢ diagndza, zdravotni
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pojistovna, ICZ, adresa Zadatele, datum a ¢as odbéru a pripadna jiz aplikovana
antibioticka terapie.

3.2.2. Uchovavani a transport

Na transportni tampon se pred vyoc¢kovanim piidava cephalospotin prvni generace
napi. cefalexin nebo cefalosporin. Cefalexin nebo cefalosporin by mél potlagit rast
gram-pozitivnich mikrobu fyziologické flory. Média neobsahuji Z&dné vyuZitelné zdroje
dusiku. Bordetellam nevyhovuji béZna transportni média, jako jsou Stuartovy pudy.
Nove¢jsi typy ptd obsahuji aktivni uhli a krob ajsou obohaceny niacinem. K potlaceni
rastu se miZe pouzit i cefalosporin. Po vytéru tampon zanorime do transportniho média-
AMIES, které obsahuje aktivni uhli. Po celou dobu transportu uchovavame material
pokud moZno pri pokojové teploté. Doba od transportu do vyockovani by neméla
piesdhnout 24 hodin. Pokud byl pouZzit k odbéru tampon bez transportni pady, je nutné
provéest vyockovani na kultivaéni pady nejmeéné do hodiny. Mohlo by dojit k vyschnuti
bordetelly. Pokud neni moZné materidl rychle zpracovat, miZzeme ho zmrazit v ledu az
po dobu dvou dni. ©

Material do laboratore ,,Laboma* je dovéZzen v prubéhu dopolednich hodin. Objevi-li
se v zaslaném materidlu vytérovy tampon bez transportniho média, laborator kontaktuje
lékare. Lékari je zaslan vytérovy tampon s transportnim médiem pro dalSi zaslané
odbery.

3.3. Kultivaéni diagnostika

Kultivaéni vySetieni je diagnostickym standardem v prilkazu onemocnéni. Radi se
mezi piimé prikazy bakterie. Kultivace se provadi na specidnich kultivagnich padéch.
Nutnogti je predem poZédat laborator, aby vhodné pudy pripravila. Patti k nim puady:
Bordetova-Gengouova Agar, Bacto Charcoal Agar, Regan Lowe Charcoal Agar
s cefalosporinem. ©

Pida na kultivacni plotné by méla byt dostateéné vysoko vylita, aby nedochézelo
k zhorSovéani kultiva¢nich podminek béhem rastu bakterii. Plotny by se mély inkubovat
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pti 35-37°C po 7 dni a denné odecitat. Kultivacni vySetieni se ma provadét vzdy pri

podezieni na onemocneni! ©

3.3.1. Kultivaéni pidy
3.3.1.1. Priida Bordetova-Gengouova

Pida Bordetova-Gengouova je obohacena puda k izolaci Bordetella pertussis a B.
parapertussis. Agarovy zaklad pady tvori bramborova infuze, ktera se rozvari v1 %
roztoku glycerolu. Déle obsahuje 15 aZ 20 % cerstvé defibrilované nejlépe kralici, ae i
beranf krve. ”

ModernéjSi padou kizolaci pavodct davivého kaSle je agar saktivnim uhlim
dopln&ny inhibitory normalni fléry (napt. cefalosporinem). )

Bordet Gengou Agar Base (Difco) je ptida pavodniho doZeni k izolaci B. pertusse a
B. parapertusse. Sklada se z bramborové infuze (125,0 g/l), chloridu sodného (NaCl 5,5
g/l), agaru (20,0 g/l). Jeji pH je priblizné 6,7. Pripravuje se rozmichanim 30 g zakladu
v 1 litru v destilované nebo deionizované vody obsahujici 10 g glycerolu, rozvaii se a
sterilizuje 15 minut pii 121°C. Po ochlazeni na 45°C aZz 50°C se prida sterilni krev do
koncentrace 15 % i vice. Po rozmichani se vléva do misek.

3.3.1.2. Pirda Bacto Charcoal Agar (Difco 0048-15-8)

Pida Bacto Charcoa Agar se pouziva pro kultivaci a uchovavani nérocnych
mikrobi, zvl&sté Bordetella pertusis a B. parapertussis. K izolaci bordetell z klinického
materidlu se zéklad doplni 10 % defibrilované krve a selektivnim suplementem
obsahujicim cefalexin (do konetné koncentrace 40 mg/l). Pada je sloZena z infuze
z hovéziho srdce (500,0 g/l), peptonu (10,0), NaCl (chlorid sodny;5,0 g/l), Skrobu
rozpustného (10,0 g/l), kvasni¢ného extraktu (3,5 g/l), aktivniho uhli (4,0 g/l), agaru
(18,0 g/l). Jgji pH je priblizne 7,3. Pida se pripravuje rozmichanim 62,5 g navézky v 1
litru studené destilované nebo neionizované vody a za ¢astého protiepani se rozvati.
Sterilizuje se v autoklavu 15 minut pii 121°C. Autoklav provédi sterilizaci vihkym
teplym vzduchem a zvySenim tlaku. Po ochlazeni na 455-0°C se médium zamicha, aby
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se docililo homogenni suspenze aktivniho uhli, a rozléva se do sterilnich zkumavek
k zatuhnuti v &ikmé poloze nebo do misek. ("

3.3.1.3. Pizda Regan-L owe agar
Pida Regan-Lowe se pouziva pro uchovavani B. pertussis a B. parapertussis.

Je sloZena z aktivniho uhli (4,0 g) a je doplnéna defibrilovanou konskou krvi. Aktivni
uhli spolu se Skrobem neutralizuje mastné kyseliny a peroxidy, které jsou pro bordetelly
toxické. Dale obsahuje cephalexin, ktery inhibuje rast normalni nosni fléry. Amfotericin
potlatuje rist kvasinek a plisni. Pro udrZeni osmotické rovnovahy se piidava NaCl
(chlorid sodny) a niacin (kyselina nikotinova). To je pridavano za i¢elem podpory rastu.
Uchovéava se pii 4-8°C. Piady Regan-Lowe jsou dva typy, a to obohacena o cefalexin,

ktera ma oznaceni RLA +, anebo bez cefalorexinu, je? je oznasena jako RLA-. Y

3.3.1.4. Krevni agar

Pida krevni agar je nejpouzivanéjsi padou v kultivaéni diagnostice. Je to Zivny agar,
ke kterému je pridana nejcastéji 5-10% sterilni defibrilovana berani krev. Vysledna
hmota se vléva do Petriho misek a neché se ztuhnout. ©

Na krevnim agaru se sleduje, zda bakterie tvori hemolyzu pod nebo kolem kolonii.
Kolem kolonii B. parapertussis je pravé hemolyza na KA patrnd Na KA roste vétSina
patogennich gram pozitivnich i gram negativnich bakterii. Slouzi napi. ke kultivaci
streptokoku a safylokoki. Bordetella parapertussis na ni vyrasta z toho divodu, Ze je
méné citlivA nez Bordetella pertussis, a proto ke svému rastu nepotiebuje speciélni
vyZivné prostiedi, ve kterém je jedts potlasen rast jinych bakterif. ©

3.3.2. Postup rozo¢kovani bakterie na pizdu Bordet-Gengou

Diagnostika bakterie se provadi rozockovanim tamponu sodebranym hlenem na
pudu tak, Ze se inokulum roztird v kapce penicilinu ziedéného do mnozstvi 1000
j./ml.19
Inokulum by mélo byt masivni a zabirat Y4 pady v Petriho misce. Petriho miska

slouzi k tomu, aby na ni vyrostly jednotlivé izolované kolonie. Pro vytvoreni inokula
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pouzijeme sterilni klicku a rozoc¢kujeme bakterie nékolika carami (asi 4 c&ry) smérem
z inokula do volné ¢asti plotny. Kli¢ku poté vyzihdme. VyZzihanim myslime proces, kdy
vloZime klicku do plamene, ve kterém se bakterie a jakykoliv dal§i materid znici. Déle
misku pootocime asi 0 60 . a totéZ opakujeme novou ¢istou klickou jesté trikrét.
Naockovanou Petriho misku uklddame ke kultivaci do termostatu vzdy vickem dold,
aby se na ném neusazovala kondenzni voda. %

Plotny inkubujeme pii 35-37°C po 7 dni. Denn¢ odecitame plotny. Ockovani je
nutné provadét v cistém prostiedi bez proudiciho vzduchu, nejlépe v laminarnim boxul.
V mistnosti je nutné zabranit prudSimu pohybu dalSich osob a pravanu. Vlastni
ockovani je nutné provadét piisné asepticky, aby nedoslo ke kontaminaci. Petriho misky
je potieba f&dné¢ popsat na sklo vhodnou tuzkou nebo centrofixem, aby nedoSlo
k zaméné. MuzZeme také pouzit samolepici &itky. Petriho misky popisujeme na dno, aby
nedoglo k zameng vicek atimi materidu.

Po izolaci cisté kultury (nesmi byt starSi nez 48 hodin) se pro ovéieni pouzZiva
sklickova aglutinace sdiagnostickymi séry anti B. pertussis a B. parapertussis.
|zolované kmeny B. pertussis a B. parapertussis maji byt posilany do NRL pro pertus a
difterii. ¥

3.3.3. Faktory pro uspésnou kultivaci a faktory snizujici zachyt B. pertussis pri
kultivacnim vySetiFeni

Kultivaéni vySetieni se stava Uspésné pokud véas ziskame materidl, ktery je odebran
je&té pied zahdjenim l&cby ATB. Vytér by mél byt laryngalni nebo nasofaryngealni,
provedeny na lacno. Aby byla kultivace Uspésng, musi byt dodany materidly na dvou
tamponech. Tampony by méli obsahovat napt. kalcium argindt. Tampony by meély byt
zanoieny do transportniho média a doba od odbéru do transportu by neméla prekrogit 24
hodin. Nutnosti je fadne vyplnéna zadanka na vysetieni pertuse. ¢

K faktoram sniZujici zéchyt B. pertussis pri kultivatnim vySetieni patii neohebné
vatoveé tampony, kontaminace vzorku, Spatné provedeny vytér, transport na nevhodném
médiu. Nemglo by dojit k prodlouzeni doby od odbéru do transportu, hrozilo by
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vysugeni vzorku. DalSim sniZujicim faktorem pro zachyt jsou nevhodné kultivacni pady

a nedavné provedené ockovani. @67

3.3.4. Identifikace bakterii na pevnych pizdach

Na pevnych kultivacnich padéach rostou bakterie v charakteristickych dtvarech
nazyvané kolonie. Jde o ¢istou kulturu sloZenou z n¢kolika desitek az stovek miliona
bunek stejného kmene urcitého druhu bakterie. Podle vzhledu kolonii maZeme urcit rod
bakterii nebo alesponn odhadnout skupinu rodi, diky ¢emuz maZeme z(Zit moznosti
dalsich vySetrovacich postupi. ©

U kolonii si vdimame velikosti a tvaru. Velikost a tvar je vétSinou podobny a
sprodiuzovanim kultivace se kolonie zvét&uji. Tvar kolonie je pravidelny, kulaty. V
mikroskopu tvori bakterie B. prertussis a B. parapertussis kokobacily, které vypadaji
jako krétké tycky aZ pripadné koky. Také si vSimame povrchu kolonie a barvy kolonie.
B. prertussis tvori prihledné perletové se lesknouci kolonie a B. parapertussis tvori
lesklé Sedostiibrné kolonie. Kolonie mizeme také hodnotit zépachem, ktery se téZko
popisuje a u B. prertussis a B. parapertussis neni nezaménitelny. Zapach je pouze
nezaménitelny u mladych kultur pseudomonéd, které maji zapach po fialkach nebo po
jasminu. Déle kolonie posuzujeme podle pigmentace. U B. parapertussis je patrna
tmava pigmentace. Na krevnim agaru hodnotime hemolyzu, coZ je zména krevniho
barviva kolem kolonii. Hemolyzu rozdélujeme na afa-hemolyzu, beta-hemolyzu a
gama-hemolyzu. Alfa-hemolyza je nelplnd hemolyza, hemoglobin se zabarvi zeleng.
Beta-hemolyza je Uplnd hemolyza, okoli kolonie je naZloutlé aZ prahledné projasnéni.
Beta-hemolyzu tvori B. parapertussis. ¢

Pro odecteni bakterii je potieba dobré osvétleni. Viditelnost drobnych kolonii zlepsi
Sikmé svétlo. Pozorovéni plotny proti svétlu umoziuje lepsi viditelnost hemolyzy. V

pripade nejistoty v urdeni bakterie pieockujeme téhoZ mikroba na nekolik dalsich pad.©
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3.3.5. Oxidazova a uredzova reakce

Pro bakterii Bordetella pertussis je charakteristicka pozitivni oxidédzova reakce.
Oxidazovy test dlouzi kprakazu piitomnosti  cytochromoxidézové —aktivity
mikroorganismi. *® Pro bakterii Bordetella parapertussis je charakteristicky pozitivni

test na uredzu. Testy jsou uréeny pro detekci enzymu ureézy. ©

3.3.6. Ovéreni skli¢kovou aglutinaci

Sklickovou aglutinaci se urcuje antigenni struktura kmeni. K ovéieni mikroba a
uréeni jeho antigenni struktury jsou potieba antiséra proti antigenam mikroba.
Sklickova aglutinace se vyuziva k priikazu bordetell a dalSich bakterii, jako je napf.
citobakter, pseudomonada, meningokok atd. “? Pokud dojde v kapce anitiséra a
pienesené bakterie k aglutinaci, je bakterie potvrzena. Aglutinace znamenda shlukovani
bunék, které je, nebo neni okem patrné. MenSi aglutinaci miZeme pozorovat pod
mikroskopem. V mikrobiologické laboratoti Laboma s.r.o0 se pouziva pro ovéreni, zda se
jedna o Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis, sklickova aglutinace séry anti
B. pertussis (Aglutinacni sérum Bordetella pertussis REMEL Kat.¢.R30165501) a anti
B. parapertusss (Aglutinatni sérum  Bordetella parapertusss REMEL
Kat.¢.R30165601).

3.3.7. Barveni podle Grama

Pokud chceme zjistit, jak jsou mikroby velké, jaky maji tvar, jsou-li to koky nebo
ty¢inky, zda jsou rovné ¢i zahnuté nebo jak jsou navzajem usporadany (do dvojic,
fetizka, shluka atd.), vyuZijeme barveni podle Grama. To ndm umoziuje také zjistit, zda
jsou bakterie gram-pozitivni koky, gram-pozitivni ty¢inky a gram-negativni tycinky.
Potom zhotovime barveny nétér podle Grama, ktery ndm tohle v&e spolu sdalSimi
moznostmi  nabizi. Diky barveni podle Grama dok&eme rozdélit mikroby na
modrofialové obarvené gram-pozitivni a na ¢ervené zbarvené gram-negativni mikroby:.
Rozdil v barvitelnosti zpasobuji rozdily ve stavbé bakteridni stény. V priabehu barveni
se v bunce vytvari komplex krystalové violeti sjodem. Z gram-negativnich mikroba se

pomoci alkoholu nebo acetonu tento komplex snadno vyplavi. U gram-pozitivnich
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mikrobi komplex v buice zastava. Schopnost mikrobi odlisné se barvit poprvé objevil
dansky lékar Hans Christian Joachim Gram. Podstata Gramova barveni neni dodnes
piesné znama. Jedni tvrdi, Ze sténa gram-negativnich bakterii obsahuje vice lipida nez
sténa gram-pozitivnich bakterii. Alkohol ¢i aceton v ni vytvari pory, kterymi se barevny
komplex lépe vyplavuje. Jini zase tvrdi, Ze gram-pozitivni bakterie maji ve stén¢ silngjsi
vrstvu peptidoglykenu. Tato vrstva se po kontaktu sakoholem smréti a zpomali tak
anik komplexu krystalove violeti s jodem z bun¢k. Pri barveni podle Grama se fixovany
prepard obarvi nejprve krystalovou violeti, ktera bakteridni bunky barvi na
tmavomodrou nebo modrofialovou barvu. Poté se prida Lugoluv roztok, kvali kterému
vznika v buinkach komplex barviva s jodem. Nésleduje pasobeni acetonu nebo alkoholu,
které zpusobuji odbarveni bunék. Tyto buiky patii mezi gram-negativni. V nétérech se
jevi jako cervené obarvené, coz je zpisobeno kontrastnim barvivem, napt. safraninem
nebo zredénym fuchsinem. PouZzité kontrastni barviva v barveni dle Grama tmavomodré

zabarveni gram-pozitivnich bakterii ovliviiuji nepatrng. %

3.3.8. Stanoveni citlivosti na antibiotika

Stanoveni citlivosti na antibiotika je vySetreni, podle kterého pozname citlivost
mikroba na ATB a lékati zvoli spravnou lécbu. Metody stanoveni citlivosti na ATB se
déli do dvou skupin. V prvnim piipadé se jedna o metodu kvalitativniho prukazu, do
které patti nejbéznéji pouzivany diskovy difusni test. V druhém pripadé ke stanoveni
citlivosti slouzi kvantitativni metody, do kterych patti dilucni metody. Pri sprvném
provedeni testi na citlivost miZzeme pocitat svysokou Uspésnosti na antimikrobidlni
lésbu,

3.3.8.1. Kvalitativni prizkaz citlivosti na ATB

Do kvalitativniho prikazu citlivosti na ATB patii diskovy difuzni test. Principem
diskového difuzniho testu je rast bakterii kolem disku. Citlivost mikroba se hodnoti
podle zony inhibice ristu mikroba. Jedn& se o z6nu kolem disku, kde mikrob neroste.
Tato zOna se musi metit a mé u kazdého mikroba jiny pramér. Vysledky méieni zény se

udavaji v mm a kazda ma urcity minimalni priamér. K testovani citlivosti na ATB se

39



pievdZzné pouzivA agar Muellerav—Hinton. U Bordetella pertussis a Bordetella
parapertussis se pouziva k stanoveni citlivosti na ATB pada Bordet—Gengau. Ke
stanoveni potiebujeme masivni pokryti pudy, které se docili politim agaru a odsanim
piebytku nebo rozettenim pomoci vatového tamponku. Hustota inokula by méla
odpovidat stupni 0,5 az 1 McFarlandovy zakalové stupnice. Pokud je ptida naockovana,
kladou se na ni antibiotické disky. Antibiotické disky jsou disky napudténé antibiotiky
spiesné stanovenou koncentraci, ktera musi byt v disku dodrZzena. Disky se nesmi
pouZzivat exspirované. Jejich kvalitu bychom méli ovérovat pomoci referenénich kment.
K zji&eéni citlivosti na ATB u Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis se
pouzivaji antibiotické disky obsahujici ATB ampicilin, amoxicilin s inhibitorem,
tetracyklin, azitromycin, cefuroxim, cotrimoxazol. Prehled antibiotickych diska je
uvedeno v Tabulce ¢. 1. Na misku se vejde nanegjvys 6 diski o praméru 9 cm. Disky se
pokladaji vétSinou ,raznici“ neboli ,kolotocem*, ktery obsahuje maximané 6
pripravenych diski. Pripravené naockované plotny se daji inkubovat dnem vzhiru
standardné po dobu 18 hodin pti 35-37°C. U Bordetella pertussis a Bordetella
parapertussis trva stanoveni citlivosti déle, protoze jsou ristové naro¢néjsi. Po uplynuti
dogtatecné dlouhé inkubacni doby se plotny odectou. Pokud se narostlé kolonie zagingji
dotykat svymi okraji, ale nesplyvaji, je to zndmka spréavné vytvoreného inokula. Pfi
odeciténi diskového difusniho testu métime praméry inhibi¢nich zon, které se dée
srovnavaji s hrani¢nim prameérem inhibi¢nich zén referenéniho kmene stejného druhu.
Pokud je kmen na ATB citlivy vytvori kolem disku stejnou nebo veétsi inhibi¢ni zénu.
Pokud je kmen na ATB rezistentni vytvoii kolem disku menf inhibicni zénu. ® Druhy
antibiotickych diskia a jejich pramérné inhibi¢ni zény jsou uvedeny v Tabulce ¢.1.
Pokud je mikrob vici ATB rezistentni, bréni bud’ v praniku ATB do bunky nebo ho
rychle vylouci. DalSim zpusobem, pro¢ dochazi k rezistenci mikroba na ATB, je

inaktivace (zneskodneni) ATB vlivem bakteridlnich enzyma. *
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Tabulka ¢.1: Interpertace praméra inhibiénich zén

Kod antibiotikum Bakterie citlivy | resistentni Kod
BioRad
AMC | Amoxicilin/Clavul.ac. 318 £13 AMC
20ug/10ug
AMP | Ampicilin 10ng G-tycky 317 £16
hemofily 322 £18 AM
b 326 £18
AMS | Ampicilin/Sulbactam 315 £11 SAM
10ny/10ny
BAC | Bacitracin BAC
CZL | Cefazolin 30ng 318 £14 Cz
CTX | Cefotaxim 30ng 328 £25 CTX
CRX | Cefuroxim 30ng 320 £16 CXM
CMP | Chloramfenikol 30ng 318 £12 C
Strepto 321 £17
hemofily 321 £17
CIP | Ciprofloxacin 5ng 321 £15 CIP
CLI | Clindamycin 2g 321 £14 Cul
COL | Colistin 10ng 310 £9 CS
ERY | Erytromycin 15ng Stafylokoky 323 £13 E
Streptokoky 321 £15
FUR | Nitrofurantoin 300ng 317 £14 FT
GEN | Gentamicin 10ng 315 £12 GM
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MTR | Metronidazol 4ng MTR
NAL | Nalidixin 30ng NA
OXA | Oxacilin 1ng Stafylokoky 313 £10 OX
Pneumokoky 320 £19
OXO | Oxolinova kys. 10ng 319 £13 OA
PEN | Penicilin 6ng bstreptokoky 328 £19 P
gonokoky 330 £26
TET | Tetracyklin 30ng 319 £14 TE
hemofily 329 £25
Streptokoky 323 £18
Gonokoky 330 £30
COT | Trimetroprim/sulf 316 £9 SXT
1.23my/23,75my Pneumokoky 319 £10
Cotrimoxazol
VAN | Vankomycin Stafylokoky 312 £9 VA
Enterokoky 317 £14
NOR | Norfloxacin 5ug >17 <12
FUR Nitrofurantoin 300ug >17 <14

Zdroj: MUDr. R.Kramét (2007): Interpretace prameért inhibi¢nich zén, Instrukce 10 —
B1, mikrobiologicka laborator Labomaa.s., 1s.

3.3.8.2. Sanoveni citlivosti na ATB kvantitativnim zoizsobem

Ke stanoveni citlivosti na ATB kvantitativnim zptasobem patii dilucni metody,
kterymi se da zjistit minimdni inhibi¢ni koncentrace (MIC). MIC je neniZsi
koncentrace ATB, kterou se da potlit rast mikroba. Udava se v mg/l. Pro takto
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vySettovanou citlivost kmene na ATB je duleZité mit kmen izolovan zkrve. Ke
stanoveni MIC se pouZivaji sérologické mikrodesticky naplnéné médiem obsahujicim
vzestupnou koncentraci vhodnych ATB. Do dulki  mikrodesticek se jehlovym
inokulatorem naockuje naredéna suspenze bujonové kultury. Standardné nésledujici den
se odecita, zda bujon v dilcich zastal ¢iry nebo zda dodo k jeho zabarveni. Pokud se
dulek zabarvil, dochézi v ném k rastu mikroba a prislusna koncentrace ATB je pro
[&eni nepripustnd. Stejnym zptisobem se da také stanovit MBC, coz je minimalni
baktericidni koncentrace. Tato hodnota vyjadiuje nejnizsi koncentraci ATB, ktera je
je&té schopna mikroba usmrtit. Stanoveni hodnoty MIC se da je&t¢ jednoduchym, ale
nékladnéjSim testem. Jde o Svédsky E-test. Jedna se o prouZzek napudteny
antimikrobidlni I&kou v zestupné koncentraci. Prouzek se poloZi na plotnu, ktera je
naockovana stejnym zpasobem jako na diskovy difusni test. Prouzek je opatieny
vyznatenyma hodnotami. Tam, kde protina okraj inhibi¢ni zény okraj prouzku, se
odecte hodnotaMIC.

3.3.9. Cey Kkultivaéni proces diagnostiky Bordetelly pertussis a Bordetelly
parapertussis provadény v mikrobiol ogické laboratoii Laboma s.r.o.

Diagnostiku  Bordetella pertussis a B. parapertussis jsem provadéla
v ¢eskobudéjovické mikrobiologicke laboratori Laboma s.r.o, fidila jsme se tedy jejich
zavedenymi pravidly. Néktera z nich mohou byt v jiné laboratofi do jisté miry odlisna

Material, nejcasteji v plastovych uzaviratelnych pouzdrech, prichazi do laboratore
v dopolednich hodinach. Zaslany materidl na odbérovém tamponu zanoreném
v transportnim mediu musi byt opatien &itkem, kde je pacientovo celé jméno a pripadné
rodné ¢islo. Spolu se vzorkem by méla byt dorucena také Zadanka, na které jsou
uvedeny Udaje o pacientovi (jméno, prijmeni, rodné ¢islo, pojistovna atd.) a Iékarem
poZadovaneé vy3etieni.

Zkontrolovala jsem Udaje na materidlu a na prilozené Zadance. Informace se
shodovaly, proto jsem mohla prifadit materidlu a Z&dance poZadované ¢islo. Materid a
Z&danka musi mit stejné ¢islo. Pokud se Udge neshoduji, kontaktuje laborantka
piisluSného lékare, od kterého byl materidl poslan. Pokud je materidl poSkozen, napi. je
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zaslan jen vytérovy tampon nebo transportni médium, musi laborantka kontaktovat
Iékaie, od kterého vzorek priSel, a poZadovat nové zaslani materidlu. Pokud je vse
v poradku, zaregistruje laborantka pacienta a zapiSe potiebné Udaje do pocitace.

Samotna manipulace se vzorkem musi byt provadéna za aseptickych podminek a
laborant by se mél chranit ochrannymi pomuackami. V laboratori jsme si pripravila pudy,
na které budu material ockovat. Jde o padu KA, ktery je vhodny pro odliSeni od
haemofila (gram — negativni kokobacil az &ihlé tycky az &ihlatycka). Po naockovani
krevniho agaru je nutné na ném udélat stafylokokovou ¢éru, kterd zachyti rast
haemofila. Na KA nevyrista B. pertussis, protoZe je ristové naroénaavelmi citliva Na
KA zachytime B. parapertussis, ktera nematak naro¢né ristové pozadavky a diky
stafylokokoveé ¢are zachytime také rast haemophilla, ktery kolem ni vyrista. Dale
pouzijeme pudu pro kultivaci B. pertussis atou je charcoal agar (Regan-Lowe agar
DULAB Kat ¢.237) s cefalexinem, oznacenou RLE+, nebo bez cefalexinu, oznacenou
RLE-. ©

Na jednotlivé pady jsem napsala ¢islo vzorku. Cislo vzdy piSeme na spodni &ast
Petriho misky. Mato velmi dilezity vyznam. Neopatrnosti miaZe dojit k zaméné hornich
vicek, a tak by kazdy vzorek dogal jiné identifikacni ¢islo. Pokud je Petriho miska
popsana zespoda, tak nemiize dojit k zaméne materidlu. Cislo jsem psala gitelng tmavou
fixou, pokud se jedna o KA, ktery ma ¢ervenou barvu, a bilou tuzkou, pokud se jedna
pudu Regan-Lowe, kterd ma hnédou a ¢ernou barvu. ldentifikaéni ¢isla na piadach
pékné vyniknou. Pokud piislo vice materiali Bordetella pertussis a Bordetella
parapertussis, mazeme pudy zespod misky, fixou nebo tuzkou, rozdélit na dva, tii ¢i
Ctyti dily a provést ockovéni do kazdého dilu jinym vzorkem. Kazdy dil musime opattit
identifika¢nim ¢islem. Oc¢kovanim az 4 materidla do jedné pady se sniZuji naklady
laboratore. Pokud dojde v ur¢itém dilu k narastu bakterie, mizeme kolonie rozockovat
na samostatnou plotnu.

Po f&dném oznaceni plotny jsem, preSla k samotné kultivaci. Vytérovy tampon jsme
oteviela a vyjmula z ni odbérovy tampon. Odbérovy tampon s transportnim meédiem
jsem vloZila do stojanku. Pripravila jsem jednu z pud a vytérovym tamponkem vytvotila

inokulum, cozZ je masivné naockovana asi % puady. Po vytvoreni inokula jsem vioZila

44



vytérovy tampon zpét do transportniho média a sterilni bakterialni klickou vytvorila 4
¢éry zinokula do volné ¢asti plotny. Klicku jsem poté vyzihala v plameni kahanu.
VyZzihdnim v plameni dojde ke zniceni zanechaného materidlu na klicce. Pokud
pracujeme s plastovou klickou na jedno pouZiti, pak dalSi postup provadime s novou.
Misku jsem pootocila asi 0 60° a totéz opakovala s novou nebo ¢istou bakteridlni
klickou jedte tiikrat. Konecné 4 ¢ary se délat nemuseji a miaZe se misto nich pouZzit
»hadové" rozockovani, které jsem pouzivala v tomto pripadé. VySe popsany postup
kultivace jsem provedla na v3ech zvolenych piadach. Na pady pokladdme antibioticky
cefalosporinovy disk, ktery potlacuje rast ostatnich bakterii. Bordetelly rostou az
k cefalosporinovému  disku. Na krevni agar (KA) jsem naockovala navic
stafylokokovou ¢aru, kterd slouzi k zachytu haemophilla influenzae a parainfluenze. V
tomto piipadé vyuzivame tzv. satelitového fenoménu, coz je schopnost haemophillt rast
v okoli kolonie Saphylococca aurea. Pokud mame vice materidli a plotny jsme si
rozdélili na ¢ésti, vytvéime na jednotlivych dilech pouze inokulum a poloZime do nich
cefalosporinové disky. Pro lepsi predstavu principu vedeni ¢ar na piadach viz Obrazova
piiloha¢.1 nize.

Obrazova piiloha €.1. : Princip vedeni ¢ar p¥i o¢kovani pad

Obrazova piiloha: Vlastni
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Na prvnim obrézku v Obrazové priloze ¢. 1 je vytvoirené inokulum, na druhém
obrézku je patrné prvni ¢arové rozockovéani vedené z inokula, na tietim obrazku jsou
znézornény dalSi dva kroky rozockovani bakterie. Obrézek 4 znézornuje, jak mé
vypadat naockovana puda a obrazek 5 znazoriuje dalSi moznost zakonceni naockované
pudy tzv.: ,hadkem®. Obrazek 6 znézoriuje naockovanou pudu pied naristem bakterie
anaobrazku 7 je patrny narust kolonii na padé.

Naockované pudy jsem ke kultivaci vkladala do termostatu vzdy vicky dolu, aby se
na plotné neusazovala kondenzni voda. Umistila jsem je do plastové krabicky, do které
jsem spolu s nimi vloZila sputovku, ktera obsahovala vatu namoc¢enou ve vodé. Timto
postupem se vytvorilo vih¢i prostiedi, které se pro kultivaci bordetel osvédgilo. Pady na
bordetelly inkubujeme 7 dni pii 37-35°C a denné odecitame. Bordetella parapertussis
mohou byt patrné uz za 2—4 dny od kultivace na rozdil od Bordetella pertussis, ktera se
projevuje nejdiive za 5 dni od kultivace. Pokud inkubujeme plotny, na které jsme
kultivovali vice pacientd, a je vurcitém dilku patrny narast, je nutné kolonie
pieockovat. Preockovani provadime na celou plotnu klasickym zpisobem, a to pomoci
¢ar vedenych z inokula. Ziskame tim ¢istSi kolonie a miaZzeme pozorovat |épe hemolyzu
kolem jednotlivych kolonii.

U narostlych pid Regan-Lowe jsou patrné, v piipadé Bordetella parapertussis,
kolonie Sedostiibrné, lesklé, kulovité. Pokud se jedna o Bordetella pertussis kolonie se
jevi jako prihledné s perletovym leskem a kulovité.

Narist na krevnim agaru pozorujeme jako Sedostiibrné kolonie, které tvoii tmavou
hnédou az ¢ernou pigmentaci. Kolem jednotlivych kolonii je také patrné nazloutlé az
prahledné projasnéni, jedn& se o beta-hemolyzu. Na KA mazZou také vyrust bakterie,
které se nachazeji v norméni flére respiracniho ustroji. Na krevnim agaru
pravdépodobné maze vyrast haemophillus influenzae. Vyuziva se jeho schopnosti rast
na krevnim agaru v okoli Saphyl ococus aureus.

DalSim ukazatelem, zda jde o Bordetella pertussis a parapertussis, je test na ureazu a
oxidazu. V laboratori ,,Laboma“ se k provedeni oxidazového testu pouzivaji prouzky od
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firmy TESTline (CY TOCHROMOXIDAZA OX| STRIP TESTline Kat.¢.0x0100). V
baleni je 100 kusi prouzku, které pii spravném skladovani (v suchu pii +2 az +8°C)
maji expiratni dobu 24 mésict od data vyroby. Test douZi k prikazu piitomnosti
cytochromoxidézove aktivity mikroorganismi. Plastové prouzky osahuji papirovou
zonu prosycenou roztokem N,N-dimethyl-1,4-fenylendiaminu s o-naftolem.(32)
Papirovou zénou jsem otiskla kolonii z ¢isté kultivace a po 1 minuté odecitala vysledek.
Pokud naneseme kolonii bakterialni klickou, pouZivame plastovou na jedno pouZiti.
Zmeéni-li se v misté nanesené kolonie barva papirku na tmavémodrou aZz cernou,
uvadime vysledek jako pozitivni.

K provedeni uredzového testu se pouZzivaji v laboratori ,Laboma* diagnostické disky
od firmy ITEST plus (UREA ITEST Kat.¢.DD511). Disky se prodavaji po 50 kusech a
skladuji se vtemnu a suchu pri +2 aZ +8°C. Disky jsou uréeny pro detekci enzymu
uredzy. (33) Test na uredzu je svym provedenim slozitéjsi neZ predchozi test. Ngjprve
jsem s musela vytvorit suspenzi ztestovaného kmene. Pro vytvoieni pozadované
suspenze jsem postupovala nasledovné: do zkumavky jsem naméiila 0,4 ml destilované
vody, klickou odebrala kolonie a vytiepala je do destilované vody. Do pripravené hustsi
suspenze (3 stupen McFarlandovy zakalové stupnice) jsem vloZila jeden diagnosticky
disk a inkubovala pti 37°C tii hodiny. Poté jsem odecitala. V pozitivnim pripadé zmeni
suspenze barvu na razovou, v pripadé negativni reakce se zméni barva suspenze na
Zlutou.

Pro ovéieni, zda se jedna skutecné o bordetelly, pouzijeme sklickovou aglutinaci séry
anti B. pertussis (Aglutinacni serum Bordetella pertussis REMEL Kat.¢.R30165501) a
anti B. parapertussis (Aglutinani sérum Bordetelly parapertussis REMEL
Kat.¢c.R30165601).

Na ¢isté a odmasténé sklicko jsem nakapala sérum anti B. pertussis, klickou nabrala
jednu kolonii z ¢isté kultury a rozetiela v kapce séra. Cista kultura je kultura jednoho
druhu bakterii. V kapce séra jsem pozorovala, zda dodo k aglutinaci. Aglutinace se
vytvorila a vzorek se mize pokladat za pozitivni na B. pertussis. Stejny postup jsem
provadéla s Bordetella pertusssis i v antiséru B. parapertussis. V tomto piipadé se
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aglutinace nevytvorila. Cely postup jsem provedla také sBordetella parpaertussis.
Aglutinace byla patrna u antiséra Bordetella parapertussis.

Dale jsem chtéla zjistit, jak jsou bakterie velké a jaky maji tvar. Udélala jsem proto
néér a barvila ho podle Grama. V mikrobiologické laboratori ,Laboma* jsem pfi
piipravé barevnych natéra podle Grama postupovala néasledovng:

1. Na gisté sklicko jsem napsala tmavou fixou &islo vzorku. Cislo jsem napsala na zadni
stranu sklicka, protoze by se pti barveni mohlo na predni strané smyt.

2. Na popsané sklicko jsem zhotovila natér. Pomoci bakteriologické klicky jsem
prenesla z plotny na sklicko kolonie mikroba, které jsem klickou rozetielav kapce vody.
3. Zaschly prepardt jsem fixovala plamenem. Sklicko jsem 3x protéhla plamenem.
DrZela jsem ho nétérem nahoru a v Sikmé poloze, aby plamen prirozené odtékal po
spodni strané sklicka smérem od prsta ruky nahoru. Po spravné fixaci bychom méli bez
popaleni kiZe udrzet sklicko na hitbetu ruky.

4. Sklicko jsem poloZzila do vodorovné polohy a pokryla roztokem krystalové violeti a
nechala 1 minutu ptsobit.

5. Po 1 minuté jsem do krystaloveé violeti prilila Lugolav roztok a nechala opét 1 minutu
pusobit.

6. Po 1 minuté jsem barvivo oplachovala acetonem aZ po dobu odtékani modré barvy.

7. Po oplachu jsem preparat dobarvilatedénym karbolfuchsinem a omyla vodou.

8. Preparét jsem osusila a prohliZela pii imerznim zvéteni 2000x.

V mikroskopu jsem pozorovala cervené gram-negativni kokobacily.

Pozitivni ndlezy Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis je nutné telefonicky
hlasit na Epidemiologické oddéleni KHS a také oSetiujicimu lékari. Pozitivni kmeny na
Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis miiZzeme hlasit Statnimu zdravotnickému
Ustavu na NRL pro pertusi a parapertusi, kde vystavuji kmeny dalSim testim a hodnoti,
zda nedochazi k jejich vyvoji ake zménam.

Pokud chceme védét, na kterd ATB jsou Bordetella pertussis a Bordetella
parapertussis citliva nebo rezistentni, provedeme jednoduchou metodu o priakazu

citlivosti mikroba na ATB. Jedna se o kvalitativni diskovou metodu. Ke stanoveni
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citlivosti jsem si pripravila pady Regan-Lowe pro rast Bordetella pertussis a KA, na
kterém vyrista Bordetella parapertussis. Dale jsem si pripravila suspenzi (0,5 stuprit
McFarlandova zékalového dandardu) zcisté kolonie. Suspenzi jsem vytvorila
nasledujicim postupem: sterilni nebo vyzihanou klickou jsem nabrala kolonii z plotny,
vytiepala do 0,2 ml fyziologického roztoku a na tiepacce a na Densilametru, ktery uréi
stupen McFarlanda. Pripravenou suspenzi jsem pielila pies pudu a prebytek suspenze
jsem odséla pasteurovou pipetou. Misku jsem naklopila a piebytek odsala. Po zaschnuti
plotny jsem poloZila disky ve sméru hodinovych ruci¢ek pomoci jehly. Zvolila jsem
antibiotické disky: ampicilin, amoxicilin s inhibitorem, azitromycin, cefuroxim,
cotrimoxazol. Naockované pudy jsem dala kultivovat do termostatu ve vihké komurce
dnem vzhuru. Kultivace probihala pii 37°C. Po naristu pud jsem odecitala citlivosti.
Hodnotila jsem praméry vytvoienych inhibi¢nich zén kolem ATB diski a odecitala
pomoci posuvného metitka. Po stanoveni citlivosti byla Bordetella pertussis citliva na
ampicilin, amoxicilin s inhibitorem, azitromycin, cefuroxim a rezisentni na
cotrimoxazol. Bordetella parapertussis je citliva na ampicilin, amoxicilin s inhibitorem,

azitromycin a rezistentni na cefuroxim a na cotrimoxazol.

3.4. Sérologicka diagnostika

Sérologicka diagnostika patii mezi neprimy prukaz bakterie. U sérologického
prikazu Bordetella pertussis vysetfujeme protilatky proti pertus v séru aglutinatni
metodou. Tuto metodu miZe pouzit v piipadé prikazu akutniho onemocnéni nebo
k prikazu pretrvavajicich protildtek po ockovani celobunéénou vakcinou proti
pertusi.™

Pro provedeni diagnostiky je nutné mit dva vzorky sér. Prvni vzorek je odebrén co
nejdiive pti prvnim podezieni na onemocnéni pretusi. Druhy vzorek je odebran za 2—4
tydny. V tomto intervalu je nejlépe patrny ¢tyrnésobny vzestup nebo pokles protiléatek.
Séra jsou vySetrovana nejlépe soucasné ve stejné laboratoti. V dnesni dobé jsou na trhu
dostupné aglutinogeny na B. pertussis od firmy GALI sr.0., aglutinogeny na
B. parapertussis nejsou k dispozici. VySetieni aglutinaéni metodou neni vhodné pro

stanoveni postvakcinaéni imunity u déti, které jsou primérné o¢kované a preockované
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acelulérni ockovaci 1atkou proti pertusi. Za téchto podminek se provadi vySetieni na
1gG protilatek proti pertusovému toxinu. Jednd se o metodu ELISA. VySetieni maZzeme
pouZivat k rozlieni infekce a postvakcinacni reakce. Po ockovani setotiz netvori
protilédtky IgA. Tvori se pouze v prvotni fazi infekce a netvori se u kojenci do 3 mésica.
Stanoveni protilatek IgM je vhodné u déti mladSich 6 let. Po vakcinaci se prokazatelné
tvori protilatky IgM a lgG. Pro provedeni metody je daleZité mit dva vzorky séra. Pokud
pouZijeme kreakci kombinované sety, coZ jsou sety spertusovym toxinem a
filament6znim hemaglutinem, muZe nastat riziko zkiizené reakce B. pertussis a B.
parapertussis. Ke zkiizené reakci dochazi, protoZze B. parapertussis obsahuje
filamentdzni hemaglutin jako B. pertussis. Dale maZze byt zkiizena reakce
s H. influenzae, Mycoplasma pneumonie a Chlamidia pneumonie. Pri podezieni na tuto
reakci je nutné vy3etiit protilatky 1gG proti pertusovému toxinu. ¥

Dalsi rychlou metodou je metoda PCR. Pozitivni vysledky zobrazuje i pii lécbé
antibiotiky, ale vysSla pozitivita by méla byt vzdy potvrzena dalSim vySetrenim.

Sougasné se rutinné nepouziva. ¥

3.4.1. Sruény popis wsetieni 1gG  protilatek toxinu Bordetella pertussis
v mikrobiologické laboratoii Laboma s.r.o.

1. Pripravime si plastovy ramecek, do kterého umistime poZadovany pocet jamek, a
pipetovaci protokol.

2. Do prislusnych jamek mikrotitracniho pasku piddme 100 mikrolitra naredéného
vzorku a kontrolni séra pripravena k pouZziti. Jednu jamku nechame volnou pro holy
substrat (blank).

Napt.: Al blank
B1 negativni kontrolni sérum
C1 standardni sérum
D1 standardni sérum
E1 pacient 1 atd.
3. Nechame vzorek inkubovat 60 minut pii 37°C ve zvih¢ovaci komore.

4. Po inkubaci promyjeme 4x jamku destilovanou vodou.
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5. Pridame 100 mikrolitra konjugétu Ig pripraveného k pouziti do prislusné jamky (s
vyjimkou jamky pro holy substrét).

6 . Inkubujeme 30 minut pii 37°C ve zvlh¢ovaci komore.

7. Po inkubaci promyjeme 4x jamku destilovanou vodou.

8. Priddme 100 mikrolitrt pripraveného roztoku substratu do kazdé jamky (vcetné
jamky pro holy substrét).

9. Inkubujeme 30 minut pri 37°C ve zvlih¢ovaci komore.

10. Pridame 100 mikrolitra zastavovaciho roztoku do kazdé jamky a jemné protiepeme.
11. Odecteme.

3.4.2. Porovnani sérologie a kultivace

Kultivaéni metody je dobré provadét v kataralni fazi. S pokracujicim onemocnénim
klesa takeé kultivacni pravdépodobnost zachytu bakterie. V prvnim fézi onemocnéni se
vyuziva toho, Ze organismus obsahuje hodn¢ bakterii a méne protildtek. Protilatky
v prabéhu onemocnéni stoupaji. Protilatky IgM maji rychly vzestup, postupné klesaji a
tvoii se protildtky 1gG, které setvoii po ockovani nebo po prodélaném onemocnéni.

U jedinca, ktefi podstoupili v minulosti o¢kovani, je hodnoceni sérologie obtizné.

Metodu ELISA je nezbytné provadét ze dvou vzorki séra, ato sodstupem tii tydna.
Oba dva vzorky je dobré vySettit v jedné laboratoii. Prvni vzorek by meél byt odebran co
nejdiive od zacdtku obtizi. Problémem sérologie je, Ze protildtky proti pertusovému
toxinu jednoznacéné od sebe neodlisi stav po o¢kovani a po prodélané infekci. Kultivacni
vySetieni mize byt negativni u osob, které byly o¢kované nebo u nich byla zahgjena
antibiotick& létba a zachvaty kasSle po vice jak trech tydnech trvaji. Pokud je kultivace
negativni, neznamend to vylouceni onemocnéni. @2

V mikrobiologické laboratoii Laboma s.r.o. se viechny zaslané vzorky vySetiovaly,

na Bordetella pertussis a parapertussis kultiva¢nimi metodami.
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3.5. Dotaznik
Dotaznik je uréeny praktickym lékarum pro déti a dorost a praktickym Iékairam pro
dospélé. S dotaznikem se setkalo 28 respondentu. Z toho bylo zhodnoceno 20 radné
vyplnénych dotazniki. V dotazniku byly poloZeny nasledujici otézky:
1. Setkali jste se v podednich 3 letech sklinicky nemocnym pertusi?
2. Onemocnéni se nej¢astéji vyskytovalo v téchto veékovych kategoriich:
3.V jakém nebo v jakych ro¢nich obdobich se onemocnéni vyskytlo?
4. Nakazl se pacient prokazatelné od rodinnych prFislusniki?
5. Z jaké spadove oblasti pacient pochazel?
6. Kolik vaSich pacientiz muselo byt hospitalizovano?
7. Dodo mez vaSmi pacienty k amrti na pertusi?
8. Diagndzu stanowuji pitevazné:
9. Jakéa antibiotika k |é¢bé pirednostné volite?
10. Mydlite, Ze je vhodné zavést plodné pi‘eockovani pacientiz uréitych veékowych
skupin?
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4. Vydedky
4.1. Rozlieni B. pertussis a B. parapertussis

Tabulka ¢. 1: RozliSeni B. pertussisa B. parapertussis

KA - ) . Aglutinace

Nazev . Regan- Vzhled Pigmen- . Aglutinace 9 . s
. krevni N - Hemolyza . par a- Uredza Oxidaza

bakterie Lowe agar kolonii tace pertusis .

agar pertusis
Bordetglla ) + P'ru'hl ednéj' i ot ) ) N
pertussis bilé, lesklé

Porcelanov

Bordetella . + 8 bilg, + + ) . +
parapertussis leklé

Zdroj: Vlastni vyzkum

Podle Tabulky ¢.1 je dobie patrné rozliSeni B. pertussis od B. parapertusss.
Informace jsem zjistila podle kultiva¢nich vysledku, aglutinaénich vysledka a podle
dvou testti na uredzovou a na oxidazovou reakci.

Pri kultivaci jsem se piresvédcila, Ze B. pertussis opravdu neroste na KA narozdil od
mén¢ citlivé B. parapertussis, kterd zde vyrasta uz po 2. dni kultivace. Na ptidé Regan-
Lowe vyrustaji obé bakterie, ae jgjich rast se lisi ¢asové. B. pertussis je narocnéjsi,
proto vyrusta za 3 a vice dni. Hemolyzu tvori B. parapertussis, u které je také patrna
tmava pigmentace kolem kolonii. Kolonie se mi zdaly témei porcelanove bilé s lesklym
povrchem a u B.pertussis jsou bilé s perletovym leskem. U nékterych kolonii byl vzhled
bakterie 1épe od sebe odlisitelny nez u kolonii jiného vzorku, kde byl narist mensi.

U sklickové aglutinace reaguje B. pertussis se sérem B.pertussis a B. parapertussis
se sérem B. parapertussis. KdyZ se jednalo o Bordetella pertussis, tvorila aglutinaci se
sérem B. pertussis, a pokud se jednalo o Bordetella parapertussis, aglutinace se

vytvorilav séru B. parapertussis. V kazdém z pripada byla aglutinace dobre patrna.
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Posledni dva sloupce v tabulce hodnoti, ktera z bakterii ma pozitivni uredzu a ktera
oxidazovou reakci. Ureatest je pozitivni u bakterie B. parapertussis a test na oxidazu je
pozitivni u bakterie B. pertussis.

Tabulka ¢ 2. : Casova néroénost rastu Bordetella pertusss a Bordetella

parapertussis

Nazev bakterie Doba prvnich p¥iznaka rastu
Bordetella parapertussis 48 — 72 hodin

Bordetella petrussis 144 - 168 hodin

Zdroj: Vlastni vyzkum

Podle tabulky je patrny casovy rozdil v naristu bakterie Bordetella pertussis a
Bordetella parapertussis. JelikoZz je Bordetella parapertussis méné citliva a méne
naro¢nd nez Bordetella pertussis, jsou jeji prvni priznaky rastu na KA patrné uz po
uplynuti 48 hodin. U nekteré jsem pozorovala nartist po uplynuti delSiho ¢asového
intervalu. U Bordetella pertussis byly prvni piiznaky patrné po uplynuti 144 hodin, ale
byly minimalné pozorovatelné. Lépe pozorovatelné byly po uplynuti 168 hodin.

Tabulka ¢.3 : Citlivost Bordetella pertussis a parapertussisna ATB

Nazev ampicilin amoxicilin s azitromycin  cefuroxim cotrimoxazol
bakterie inhibitorem

Bordetella C C C C R
pertussis

Bordetella C C C R R
parapertussis

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Podle tabulky je Bordetella pertussis citliva na ampicilin, amoxicilin s inhibitorem,
azitromycin, cefuroxim a rezistentni na cotrimoxazol. Bordetella parapertussis je citliva

na ampicilin, amoxicilin s inhibitorem, azitromycin a rezistentni na cefuroxim a na
cotrimoxazol.

4.2. Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis v mikrobiologické
laboratoii Laboma s.r.o. za podedni 3 roky

srovnavaci grafy: Bordetella pertussis — Bordetella parapertussis

Graf 1. Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis za posdedni 3 roky

W Borcetella pertussis

B Borcetel a narzpertussis

o ko B 3

Zdroj: Vlastni vyzkum

Celkem se v roce 2008-2010 vyskytlo v mikrobiologické laboratoti Laboma s.r.0. 34
piipadi pertuse a 18 piipadia parpaertuse. V mikrobiologické laboratori Laboma s.r.o.
bylo v roce 2008 nejvice pozitivnich materidli na Bordetella pertussis a na Bordetella
parapertussis. Celkem se vtomto roce vyskytlo 19 piipadi pertuse a 14 pripadi
parpaertuse. Ngimensi vyskyt pertuse (3 piipady) a parpaertuse (1 pripad) byl v roce

95



2009. V roce 2010 byl zaznamenan nariast B. pertussis na 12 pripadi a B. parapertusis
na 3 pripady.

Graf 2: Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis v roce 2008-2010

podle roéniho obdobi

1& T

W Borcetella pertussis

B Borcetel a narzpertussis

Zdroj: Vlastni vyzkum

Podle grafu je patrné, Ze Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis se nejvice
vyskytla za posledni 3 roky na podzim a v zimé. Na podzim bylo zaznamenano v
mikrobiologické laboratoii Laboma s.r.o. 8 pripadi pertuse a 11 pripadi parapertuse.
DalSi narist je pozorovatelny najare, kdy byly 4 pripady pertuse a 1 piipad parapertuse.
NejmenSi vyskyt Bordetella pertussis (3 pripady) a Bordetella parapertussis (nulovy
vyskyt) byl pozorovany v |&é. V kazdém roce se nejéastéji vyskytovaly bakterie v zimeé

anapodzim.
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Tabulka €. 4 : Rozepsany vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis

podle mésicii v roénim obdobi

Vyskyt Vyskyt
Mésic v roce Bordetella Bordetella
pertussis parapertussis
leden 7 0
anor 3 0
birezen 0 1
duben 3 0
kvéten 0 0
cerven 3 0
cervenec 2 0
srpen 1 0
Zari 1 1
Fijen 2 3
listopad 7 7
prosinec 5 6

Zdroj: Vlastni vyzkum

Nejvetsi vyskyt Bordetella pertudssis a Bordetella parapertussis za uplynulé 3 roky
v mikrobiologické laboratoii Laboma s.r.o. byl v mésici listopadu a v mésici prosinci.
prosinec. Nulovy vyskyt pertuse byl zaznamenédn v mesicich kvéten a brezen. V roce
2010 se Bordetella pertussis vyskytla v mésicich leden (7 piipada), anor (3 piipady),
fijen (2 pripady) a Bordetella parapertussis se vyskytla v mesicich fijen (3 piipady).
V roce 2009 se pertuse vyskytla v mesicich prosinec, srpen, duben a parapertuse se
vyskytla v bieznu. V roce 2008 se Bordetella pertussis vyskytla v mésicich prosinec (4
piipady), listopad (7 pripadt), zéri (1 pripad), cervenec (2 pripady), ¢erven (3 pripady),
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duben (2 pripady) a Bordetella parapertussis se vyskytla v prosinci (6 piipada),
listopadu (7 pripadi), zéi (1 pripad).

Graf 3: Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis v roce 2008-2010
podle vékovych skupin
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Zdroj: Vlastni vyzkum

Za uplynulé 3 roky byly v mikrobiologické laboratoii Laboma s.r.0. shledany vzorky
pozitivni na Bordetella pertussis nejvice z vékoveé skupiny 10-14 let az vékové skupiny
15-19 let. Bordetella parapertussis méla podle grafu veétSi vyskyt ve vékovych
skupinéch 10-14 let a ve skupiné 4-9 let. Bordetella pertussis se v roce 2008-2010
vyskytla ve skupiné 15-20 let (14 pripadi), ve skupiné 10-14 let (15 pripada), ve
skupiné 4-9 let (2 piipady) a ve skupiné nad 20 let (1 piipad). Bordetella parapertussis
se v uplynulych 3 letech vyskytla ve skupin¢ 15-19 let (3 pripady), ve skupiné 10-14
let (8 pripadi), ve skupiné 4-9 let (5 pripadi) ave skupiné nad 20 let (1 pripad).
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4.3. Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis na Jindrichohradecku za
posledni 3 roky

Graf 4: Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis za posledni 3 roky
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B Borcetel a narzpertussis
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2010

Zdroj: Vlastni vyzkum

Celkem bylo v roce 2008-2010 na Jindrichohradecku hlaSeno 63 pripadt pertuse a
14 pripadt parapertuse. V roce 2008 bylo zaznamenano 22 piipadt pertuse a 12 pripadi
parapertuse. Rok 2008 byl rok snejvétsim vyskytem téchto dvou bordetell. Nejméne
pertuse a parapertuse bylo hldSeno v roce 2009. V tomto roce se na Jindtichohradecku
vyskytlo 9 pripadi pertuse a 1 pripad parapertuse. V roce 2010 byl zaznamenan narust
Bordetella pertussis (22 pripadi) a stélost Bordetella parapertussis (1 pripad).
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Graf 5: Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis v roce 2008-2010

podle roéniho obdobi
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B Borcetel a narzpertussis

Zdroj: Vlastni vyzkum

Na Jindfichohradecku byly zaznamenany prvni priznaky pertuse a parpaertuse
nejvice v zim¢ a na podzim. V zimé pocitilo prvni piiznaky nakaZeni pertusi 23 pacientt
a 3 pacienti infikovani parapertusi. Na podzim byly prvni ptiznaky nakaZeni Bordetella
pertussis hléSené u 17 pripadi a u 10 pripadi nakaZenych Bordetella parapertussis.
Vyskyt 19 pripadi Bordetella pertussis a 1 piipadu Bordetella parapertussis byl hlédSen
na jare. Ngimensi vyskyt pertusi (8 pripadt) a Zadny vyskyt parapertuse byl hlaSen
v |été. V kazdém roce se nejcasté]i vyskytovaly bakterie v zimé a na podzim.
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Tabulka €. 5 : Rozepsany vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis

podle mésicii v roénim obdobi

Vyskyt Vyskyt
Mésic v roce Bordetella Bordetella
pertussis parapertussis
leden 18 0
anor 2 0
birezen 6 1
duben 4 0
kvéten 1 0
cerven 4 0
cervenec 3 0
srpen 1 0
Zari 3 1
Fijen 2 3
listopad 13 6
prosinec 6 3

Zdroj: Vlastni vyzkum

Nejvétsi vyskyt Bordetella pertussis za uplynulé 3 roky na Jindtichohradecku byl
zaznamendn v mésici lednu, prosinci a listopadu. Nejvétsi vyskyt Bordetella
parapertussis za uplynulé 3 roky na Jindiichohradecku byl zaznamenan v mésici
listopadu a prosinci. Bordetella parapertussis se vyskytla pouze v mesicich bieznu, zati,
fijnu, listopadu, prosinci. V roce 2008 byla pertuse zaznamenana V listopadu (12
piipadt), v bieznu (4 pripady), v ¢ervnu (4 piipady), v dubnu (3 ptipady), v ¢ervenci (2
ptipady), v zéti (2 ptipady) a po jednom piipadu v lednu, anoru, kvétnu, srpnu, jnu. Ve
stejném roce byla zaznamenéna parapertuse v listopadu (6 pripadu), v fijnu (3 pripady)
a prosinci (3 pripady). V roce 2009 byly prvni priznaky vyskytu pertuse zaznamenany
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po dvou piipadech v lednu, v listopadu a po jednom piipadu v bieznu, v dubnu,
v ¢ervenci, v tijnu, v prosinci. U parpaertuse byly prvni priznaky u jednoho pripadu
zaznamenany Vv bireznu. V roce 2010 byly prvni priznaky vyskytu Bordetella pertussis
zaznamenany Vv lednu (13 pripadt), v prosinci (5 pripadii) a po jednom piipadu v Gnoru,
breznu, z&, listopadu. Prvni priznaky Bordetella parapertussis vroce 2010 byly
zaznamenany v mesici listopadu, ato u jednoho piipadul.

Graf 6: Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis v roce 2008-2010
podle vékovych skupin

W Borcetella pertussis

B Borcetel a narzpertussis

Zdroj: Vlastni vyzkum

V roce 2008-2010 se onemocnéni Bordetella pertussis vyskytlo nejvice ve vékove
skuping 10-14 let a ve vekové skupiné 5-9 let. U Bordetella parapertussis byl
zaznamenan nejveétsi vyskyt ve vékove skuping 5-9 let a 10-14 let. V uplynulych 3
letech byl vyskyt pertuse zaznamenan v téchto vékovych skupinéch: ve vékové skuping
10-14 let (40 pripada), 59 let (25 pripadi), 1520 let (12 pripadi), 1-4 roky (1
piipad), 20-30 let (1 pripad), ve vékové skupiné nad 30 let (1 pripad) a ve vékové
skupiné O roki (1 pripad). Pacient z posledni vékové skupiny musel byt hospitalizovan,
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protoZe Slo o dosud neoc¢kovaného jedince. U parpaertuse byl hlaSen vyskyt u téchto
vékovych skupin: u vékoveé skupiny 5-9 let (9. pripada), 10-14 let (3 piipady) a 1-4 let
(2. pripady).

4.4. Zpracovani vyplnénych dotaznika od praktickych Iékaia zJindfichova
Hradce a okoli
Srovnavaci grafy: ordinace |ékaie pro déti a dorost — ordinace lékaie pro

dospélé

Otézka ¢. 1: Setkali jste sev podednich 3 letech sklinicky nemocnym pertusi?

Graf 7: Vyskyt klinicky nemocnych pertusi za podedni 3 roky

B Eraktictilékadi oro dét a
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Zdroj: Vlastni vyzkum
V ordinaci praktickych lékari pro déti a dorost z celkového poctu 15 respondentt se
s pertusi setkalo vSech 15 |ékar.
V ordinaci praktickych lékarta pro dospélé z celkového poctu 15 respondentt se s
pertusi setkali 2 lékati.
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Otazka ¢. 2: Onemocnéni se nej¢astéji vyskytovalo v téchto vékovych kategoriich:

Graf 8: Vyskyt onemocnéni pertusi podle vékovych kategorii

W Praktict’ lézaf pro déti a corost

W Praktiit’ lézar oro dosoélé

Zdroj: Vlastni vyzkum

V ordinaci dotazovanych Iékaia pro déti a dorost bylo zaznamenano celkem 38
piipadi pertuse. Negjvétsi narist onemocnéni se pohyboval ve vékové kategorii 10-14
let, v niz pertusi onemocnélo 23 pacienti. Druha nej¢astéji postizena vékova kategorie
byly déti ve véku nad 15 let, kde onemocnélo 10 jedinci. Déle se onemocnéni vyskytlo
ve vékové kategorii 4-9 let spocétem 2 piipady a po 1 pripadu v ostatnich vékovych
kategoriich. V jednom z pripadt ve vékove kategorii do 1 roku — neo¢kovani musel byt
pacient hospitalizovan, v ogatnich pripadech probihala l&¢ba pacienti v domécim
prostiedi.

V ordinaci dotazovanych Iékaiti pro dospélé byly zaznamendny 2 piipady
onemocnéni pertusi. Onemocnéni se vyskytlo v jednom z ptipada ve vekové kategorii
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do 30 let av druhém z pripadii ve vékové kategorii mezi 3060 let. Zadny z pripadi si
nevyZzédal hospitalizaci.

Otazka ¢. 3: V jakém nebo v jakych roénich obdobich se onemocnéni vyskytlo?

Graf 9: Vyskyt onemocnéni pertusi podle roéniho obdobi
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Zdroj: Vlastni vyzkum

Ordinaci praktickych Iékait pro déti a dorost nav&tivili nemocni pertusi nejvice na
podzim, v zim¢ a na jafe. V letnich mésicich je narast oproti podzimnim, zimnim a
jarnim meésicam niZsi. ZvySena nav&tévnost nemocnych spertusi na jare byla 4krét
zvolena odpoveéd’. Odpovéd’ na podzim byla 8krét zvolend, odpoved v Iété byla 9krét
zvolend a odpoveéd’ v zimé byla 2krét zvolend, pricemZ sedm lékart na jednu otédzku
odpovedélo dvéma odpoved’ mi.

Ordinaci praktickych lékait pro dospélé nav&tivili nemocni v jarnim a v podzimnim

MESICi.
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Otézka ¢. 4: Nakazil se pacient prokazatelné od rodinnych piisludnika?

Graf 10: Zdroj nakazy v rodiné
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Zdroj: Vlastni vyzkum

6 praktickych Iékari pro déti a dorost oznacilo, Ze se déti nakazily od rodinnych

prislusnika, a to nejéastéji od sourozenci. Neékteri se nakazily také od rodict nebo
bratranct a sestrenic.

Pacienti praktickych Iékait pro dospélé se prokazatelné nenakazili od rodinnych
prislusnika.

Otazka ¢. 5: Z jaké spadové oblasti pacient pochézel?

Nejvice pacienti z ordinace lékart pro déti a dorost pochazelo ze Suchdola nad
Luznici. Daldi vyskyt pertuse byl zaznamenan v Jindiichové Hradci, v Ceskych
Velenicich, v Nové Bysttici, v KunZaku, ve Studené, v Pisting.

Pacienti nakaZeni pertusi z ordinace lékart pro dospélé pochézeli z Jindfichova
Hradce.
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Otazka¢. 6: Kalik vaSich pacienti muselo byt hospitalizovano?

Jeden z pacienti nav&tévujici ordinaci lékafe pro déti a dorost musel byt
hospitalizovan. Jednalo se o pacienta do 1 roku Zivota dosud neockovaného, ktery
pochazel z vesnice Pistina. Z ordinace |ékaie pro dospélé nedoSlo k hospitalizaci
Z&dného z pacientd.

Otazka ¢. 7: DoSo mezi vaSmi pacienty k amrti na pertusi?

U lékaru pro déti a dorost a u lékart pro dospélé nedoSlo za posedni 3 roky k umrti
pacienta.

Otézka ¢. 8: Diagnozu stanovuji prevazné:

Graf 11: Pirevazné stanoveni diagnozy
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Zdroj: Vlastni vyzkum

6 praktickych lékari pro déti a dorost pozadovalo vysetieni na pertusi kultivacné.
9 praktickych lékari pro déti a dorost pozZadovalo pievazné vySetieni na sérologii a2 z
dotazovanych odpoveédéli na otdzku dvéma moznostmi, ato klinicky a sérologicky nebo
kultivaci. Prakticky Iékar pro dospélé pri podezieni na onemocnéni pertusi pozadoval
vysledek stanoveni sérologicky adruhy kultivacné.
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Otézka ¢. 9: Jaka antibiotika k 1&¢bé pirednostné volite?

Graf 12: Prednostni volba antibiotik
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Zdroj: Vlastni vyzkum

Jako lék proti onemocnéni zvolili 4 prakticti lékari erytromycin, 10 praktickych
lékait pro déti a dorost zvolilo clarytromycin a 1 zdotazovanych byl zvolen

azitromycin. Prakticti [ékati pro dospélé zvolili pro 1ébu erytromycin a clarytromycin.
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Otazka ¢. 10: Mydlite, Ze je vhodné zavést plosné preockovani pacientd uréitych
vékovych skupin?

Graf 13: Nazor na zavedeni ploSného pieoékovani pacienti uréitych vékovych

skupin
12 1
10
g
6 —_—
W Prakticti lekari pro déti 2
4 T dorost
2 —_— W Prekticti [2kaii pro dozpélé
—_—_—_—_—_———
0 - i

L.
el adgi -

P co 30let
fkolrnha dospéli 30-601et rad 60

viEku ot

Zdroj: Vlastni vyzkum

Na otazku odpovidalo 30 dotazovanych respondentii, kterymi byli prakticti 1€kati pro
déti a dorost a prakticti Iékaii pro dospélé. Na otdzku o zavedeni ploSného preockovani
pacientt odpovedeli prakticti 1ékari pro déti a dorost v 11 pripadech prvni odpovedi.
Podle nich by mélo dojit k plosnému preockovani déti Skolniho veéku. 5 z 11 |ékari
uvedlo, Ze plosné preockovani této veékové skupiny je uz zavedeno. 5 z 11 praktickych
Iékait pro déti a dorogt zvolilo, Ze by melo dojit k ploSnému pireockovani ve vékové
skupiné mladSich dospélych. Z praktickych Iékaiti pro dospélé odpovidali na posledni
otdzku 2 lékari, ktefi se spertusi za posledni 3 roky setkali. Na podedni otazku
dotazniku zvolil 1 zpraktickych Iékaia pro dospélé 2 odpovedi, kterymi jsou
preockovani ve vekové skupiné do 30 let a ve vekové skupiné 30-60 let. Druhy
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z praktickych lékart by plosné preockovéni ve vékové skupiné do 30 let, ve veékové
skupiné 30-60 let a ve vékove skupiné nad 60 let nezaved.

4.5.1. Shrnuti informaci ziskanych z vyplnénych dotaznikia

Z dotazniku jsem zjistila, Ze s onemocnénim zpasobené Bordetella pertussis se
setkavaji hlavné prakticti |€kari pro déti a dorost. Velmi nebezpecnd je infekce pro déti
do 1 roku veku, dité je ohroZeno na Zivoté a musi byt hospitalizovano. Diky kvalitni
P& se zadny z |ékart s umrtim na pertusi nesetkal. Mezi nej¢astéjsi vekove skupiny,
které se s bakterii setkavaji patii déti ve véku 10-14 let a déti nad 15 let. Jde o vékové
skupiny, kde obranyschopnost proti infekci klesla na minimum nebo uZ nepietrvava
Zaroven jsou to roc¢niky, které se ,vyhnuli“ preockovani nové zavedenou vakcinou
v roce 2009. Prvni ptiznaky onemocnéni jsou nejéastéji pozorovatelné na podzim,
v zimé a najare. Nejvétsi vyskyt nemocnych pertusi byl zaznamenan v Suchdole nad
Luznici. Nakazit se mohou déti i od rodinnych prislusniki. Nejcastéji se od sebe
navzdjem nakazili sourozenci av nékterém z pripadu doslo i k prenosu infekce z matky
nadité. Lékari poZaduji castéji vySetieni sérologické. Nejcastéji lékari k 1écbe davivého
kasle voli antibiotikum clarytromycin. 5 praktickych Iékait z 11 dotazovanych by

zavedlo preockovani ve vékove skupiné mladSich dospélych.
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5. Diskuze

Vysledky pro bakalarskou préci byly zhotoveny zvysledka praktickych metod
provadénych v mikrobiologické laboratofi Laboma sr.o., zinformaci a dat
poskytnutych hygienickou stanici v Jindrichové Hradci, mikrobiologickou laboratori
Laboma s.r.0. a z vyplnénych dotaznikt, které byly rozdany v ordinacich praktickych
[ékait z Jindrichova Hradce a okoli. V3echny hypotézy po provedeném vyzkumu se mi
podaiilo potvrdit.

Hypotéza 1. Kultivaéni diagnostika Bordetella parapertussis je opravdu ¢asoveé
méné narocna. Kolonie bakterie vyrastgji na padé uz béhem 2-3 dni na rozdil od
Bordetella pertussis, které trva rist déle. B. parpaertussis se od B. pertussis také lisi
typem pudy, na kterych jeji rast probihd Bakterie B. parapertussis je méné citlivd, a
proto vyrastd, na rozdil od B. pertussis, jesté na KA. Vzhledové se od sebe kolonie
jednotlivych bakterii hare rozeznavaji. U Bordetella parapertussis byvaji kolonie
porceldnove bilé a lesklé na rozdil od druhé bakterie, u které se kolonie zdaji byt spiSe
prahledngjsi, bilé, lesklé. V okoli kolonie B. parapetrussis je navic viditelnd
tmavéhnéda pigmentace a hemolyza. Aglutinaci vytvéti na rozdil od B. pertussis v séru
anti Bordetella parapertussis. Také v ureazovém a oxidazovém testu se chovaji obé
bakterie rozdilng. Pro bakterii Bordetella parapertussis je charakteristicky pozitivni test
na uredzu, ktery je pro druhou bakterii B. pertussis negativni. Test prokazuje enzymy
uredzy. Po zhodnoceni stanoveni citlivosti jednotlivych bakterii na antibiotika se
Bordetella parapertussis liSila v citlivosti u jednoho antibiotického disku. Na rozdil od
B. pertussis se na cefuroxim prokazala rezistentni. Na prvni pohled podobné bakterie se
po zhodnoceni vysledkti z provedenych testi opravdu lisi.

Hypotéza 2: Hypotézu 2 potvrdily informace patrné ze tiech vypracovanych grafu.
V prvnim grafu byly zaznamenané informace za posledni 3 roky z mikrobiologické
laboratore Laboma s.r.o. Graf potvrdil, Ze vyskyt pertuse a parapertuse v roénim obdobi
je vétsi na podzim, vzimé a na jare. Stejné vysledky byly ziskény z druhého grafu,
ktery zaznamenaval vyskyt bakterii na Jindiichohradecku. Cést hypotézy 2 potvrdili
také prakticti 1ékari, ktefi zvolili odpoveéd’ na podzim, v zim¢ a na jare v dotazniku na

otazku: V jakém nebo v jakych ro¢nich obdobich se onemocnéni pertusi vyskytlo? Na
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podzim, v zim¢ a na jaie se déti pohybuji v Uzkém kolektivu, jako jsou Skoly a skolky,
Siteni onemocnéni je proto rychlejsi. DalSim faktorem, ktery miZe ovlivnit vyskyt
bakterie v ro¢nim obdobi je vliv poc¢asi na organismus ¢lovéka. Podzim, zima a jaro
jsou studené mesice, které ho zatézuji. Oslabeny jedinec snaze vtéchto mésicich
onemochni.

Hypotéza 3: Parapertuse a pertuse se nej¢astéji vyskytuje ve vékové skupiné deéti
10-14 let. Informace ziskané z mikrobiologické laboratoie Laboma s.r.0. a z hygienické
stanice v Jindfichové Hradci hypotézu potvrzuji. Vyskyt bakterie Bordetella pertussis
potvrzuji také informace z dotazniku, ktery vypliovali prakticti 1ékari z Jindrichova
Hradce a okoli. Nejcastéjsi vyskyt ve vekové skuping déti 10-14 let je podle meé
zpusoben mizivou ochranou této vékové skupiny pred onemocnénim a zaroven nelcasti
v nové zavedeném preoc¢kovani v roce 2009. Jednda se o skupinu déti pohybujicich se ve
&olnich kolektivech, a proto je mezi nimi rychlost nékazy vétsi.
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6. Zavér

Bordetella parapertussis a Bordetella pertussis jsou puvodci infekci postihujici
dychaci cesty. U jedinct napadenych bakterii Bordetella pertussis se rozvine vysoce
infekéni onemocnéni zvané ¢erny kasel. U nakaZenych parapertusi jsou klinické projevy
mirnéjSi nez u nakazeni pertusi. Z tohoto duvodu se ve svété dostéva vétsiho zgmu
prévé Bordetella pertussis. Prenos infekce se uskutecnuje hlavné kapénkovou cestou. K
pienosu dochazi nej¢astéji v uzavirenych mistnostech a velkych kolektivech.

Nejvétsi nebezpei predstavuje nakaZeni pertusi v prvnim roce Zivota. Po zavedeni
povinného ockovani v CR vroce 1958 se poéet onemocnéni snizil na minimum.
V podednich letech byl zaznamendn narust nakaZenych ve vékové skupingé 9-15 let.
Situace byla zapti¢inéna mizivou nebo nulovou obranyschopnosti organismu. Odolnost
proti infekci se postupem véku snizuje. ReSenim situace bylo zavedeni pieockovani
v roce 2009 déti skolniho véku mezi 10. a 11. rokem Zivota.

Na za¢atku préce jsem si stanovila celkem Sest cilt. VSechny se mi podatilo
splnit. Obecné znalosti 0 bakteriich Bordetella pertussis a Bordetella parpaertussis
shrnuji v sou¢asném stavu a metody kultivace a identifikace popisuji v metodice. V ni je
popsan i postup zjisténi citlivosti kmene na dana antibiotika. Vysledky kultiva¢nich
metod jsem uvedla ve ¢tvrté kapitole, kde také uvadim vysledky vyskytu bakterii za
posledni 3 roky v mikrobiologické laboratoti Laboma s.r.o. avysledky z hygienického
Ustavu v Jindiichové Hradci. Dale jsem do ¢tvrté kapitoly zaradila vysledky ziskané
z dotazniku, které byly rozdany v ordinacich praktickych |ékait pro déti adorost a
praktickych Iékaru pro dospélé.

Na zé&klad¢ stanovenych cili byly vypracovany tti hypotézy. Hypotéza 1 —
Kultivaéni diagnostika Bordetella parapertussis bude ¢asové méné naro¢na nez
diagnostika Bordetella pertussis. Hypotéza 2 — Vyskyt Bordetella pertussis a Bordetella
parapertussis je vySSi v podzimnich, zimnich ajarnich mésicich. Hypotéza 3 — Vyskyt
Bordetella pertussis a parapertussis je nejéastéjsi ve vékové skupiné déti 10-14 |et.

Vyzkum ukézal, Ze bakterie Bordetella parapertussis je opravdu odlisna od bakterie
Bordetella pertussis i piesto, Ze zpusobuje na prvni pohled podobné onemocnéni.

Odlisnost spociva v rastové nérocnosti bakterii, ve vzhledu kolonii, ve vytvoreni
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hemolyzy a pigmentace, ve vysledcich uredzovych i oxidazovych testu, ade i ve
stanoveni citlivosti na antibiotika. S Bordetella parapertussis a Bordetella pertussis se
nejéastéji setkame v chladnych mesicich, kdy je snizena obranyschopnost populace, déti
se pohybuji ve vétSich kolektivech, jakym je Skola a 3kolka, kde se infekce rychlgji Siti.
Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis nej¢astéji napada déti ve véku 10-14 let,
protoZe jsou to skupiny déti, které maji snizenou nebo nulovou imunitu proti témto
bakteriim. DalSi pficinou maze byt ,anik“ této veékové kategorie z povinného
pieockovani déti mezi 10. a 11. rokem veku.

Ma bakalarska prace by mohla byt pouzita na seminétich pro zdravotnické
pracovniky i na Skoléch piislusného typu vzdélani. Maze byt publikovana v ¢asopisech
nebo na internetu, aby se Siroka verejnost mohla seznamit se sou¢asnou problematikou
Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis.

M¢li bychom s uvédomit, ze bakterie Bordetella parapertussis a Bordetella
pertussis jsou pavodci vazného a velmi nepiijemného onemocnéni. Zvladte v pripadé
podcenéni ¢erného kadle u ditéte dochazi k umrti. Proto je velmi dulezity pristup vdech
odbornika k této nemoci. DuleZité jsou ¢asné a spravné laboratorni vysledky, spravna
diagn6za a spravné lé&cba, které maji vliv na sniZzeni nemocnosti, zleh¢eni véZnosti

komplikaci a minimalizuji Gmrtnost.
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7. Kli¢ova dova

Bordetella pertusis - Bordetella pertussis

Bordetella parapertussis - Bordetella parapertussis

aerobni gramnegativni kokobacil - aerobic gram-negative kokobacil

cerny kasel - Whooping cough
makrolidy - makrolids

Laboratorni diagnostika ¢erného kasle - Laboratory diagnosis of looping cough

puda Bordetova-Gengouova -Soil Bordet-Gengou
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Priloha 1. Dotaznik

Zdroj: Vlastni Setieni

Dotaznik uréeny praktickym Iékaiam pro déti a dorost
DOTAZNIK

Véazené |ékarky, vazeni |ékari,

jmenuji se Petra Sméankova a jsem studentkou Jihoceské Univerzity v Ceskych
Budgjovicich obor zdravotni laborant.
Rada bych Véas pozadala o vyplneni tohoto dotazniku. Dotaznik je zcela anonymni a
Ziskané Udaje budou pouzity jako podklad pro moji bakalérskou praci s tématem:
, Problematika bordetelly pertussis a parapertussis’. P vypliovani dotazniku
zakrouZkujte prosim Vami zvolenou odpoved’ (v pripadé potreby zakrouzkujte vice
moZnosti) a u nekterych otazek se vyjadiete slovne.

Predem dekuji za jeho vyplneni, Vasi ochotu a cas.

Sprranim prijemneho dne
Petra Smankova

1. Setkali jste se v podednich 3 letech sklinicky nemocnym pertusi?
(Pokud ano, uved'te prosim pocet pacientt.)

a ano,s........ pacientem/y
b) ne

2. Onemocnéni se nej¢astéji vyskytovalo v téchto veékovych kategoriich:
(Prosim, jednotlivé kategorie odstupriujte od 1 do 3. Nej¢asté]i se vyskytujici oznacte
¢islem 1. Pokud se onemocnéni vyskytlo jen u dvou vékovych kategoriich, oznacte je
jako 1 a2 anevyhovuijici kategorii oznatte ¢islem 0.)

a) pacient do 1 roku,dosud neoc¢kovany

b) pacient do 1 roku,o¢kovany

c) pacient 1-3 roky stary

d) pacient 4-9 let (Uved'te piesny veék pacientt........ )

e) pacient 10-15 let (Uved'te presny vek pacientt ........ )
f) pacient nad 15 let (Uved'te presny vék pacientt ........ )



3. V jakém nebo v jakych ro¢nich obdobich se onemocnéni vyskytlo?

a) najare
b) vléte
C) napodzim
d) vzimeé

4. Nakaz| se pacient prokazatelné od rodinnych piFidudniksi?
(Pokud ano uved'te od koho.)

a) ano, nakazil seod ....................
b) ne

5. Z jaké spadove oblasti pacient pochazel?

6. Kolik VaSich pacientiz muselo byt hospitalizovano?
(Prosim u vékovych kategorii uved'te pocet.)

F>) P pacient/i do 1 roku,dosud neockovany
b)......... pacient/i do 1roku,o¢kovany

(o) PV pacient/i 1-3 roky stary

d)........ pacient/i 4-9 let

[2) I pacient/i 10-15 let

f) pacient/i nad 15
g) Z&dny z pacientt nemusel byt hospitalizovan

7. Do80 mez vasmi pacienty k umrti na pertusi?
(Pokud ano, uved'te prosim veék pacientalt.)

a) ano, ve véku ......
b) ne

8. Diagnozu stanovuji pifevamné:
a) kultivaci

b) serologii
c) klinicky



9. Jaka antibiotika k |&¢bé pirednostné volite?
(Pokud volite jina ATB, vypidte prosim jak&.)

a) erytromycin

b) claritromycin

C) azitromycin
d)jiné......cooeiiiinn.

10. Mydlite, Ze je vhodné zavést plodné pi‘eockovani pacientii uréitych veékowych
skupin?

a) ano, u déti Skolniho veku
b) ano, u mladSich dospelych
c)ne,protoze... .

V pripadé jakychkoli dotazt mne prosim kontaktujte na email p.simankova@seznam.cz


mailto:p.simankova@seznam.cz

Dotaznik uréeny praktickym lékaram pro dospélé
DOTAZNIK

Véazené |ékarky, vazeni |ékari,

jmenuji se Petra Smankova a jsem studentkou Jihoceské Univerzity v Ceskych
Budgjovicich obor zdravotni laborant.
Rada bych Véas pozadala o vyplneni tohoto dotazniku. Dotaznik je zcela anonymni a
Ziskané Udaje budou pouzity jako podklad pro moji bakalérskou praci s tématem:
, Problematika bordetella pertusis a parapertussis‘. P vypliovani  dotazniku
zakrouZkujte prosim Vami zvolenou odpoved’ (v pripadé potreby zakrouzkujte vice
moZnosti) a u nekterych otazek se vyjadiete slovne.

Predem dekuji za jeho vyplnéni, Vasi ochotu a cas.

Spranim prijemného dne
Petra Smankova

1. Setkali jste se v podednich 3 letech sklinicky nemocnym pertusi?
(Pokud ano, uved'te prosim pocet pacient.)

a ano,s........ pacientem/y
b) ne

2. Onemocnéni se nej¢astéji vyskytovalo v téchto veékovych kategoriich:
(Prosim, jednotlivé kategorie odstupriujte od 1 do 3. Nejcasté]i se vyskytujici oznacte
¢islem 1. Pokud se onemocnéni vyskytlo jen u dvou vékovych kategoriich, oznacte je
jako 1 a2 anevyhovuijici kategorii oznatte ¢islem 0.)

a) pacient do 30 let (Uved'te presny vék pacientu...... )
b) pacient 30-60 let (Uved'te presny vék pacientd...... )
c) pacient nad 60 let (Uved'te piesny veék pacient...... )

3. V jakém nebo v jakych ro¢nich obdobich se onemocnéni vyskytlo?

a) najare
b) vléte
C) napodzim
d) vzimeé



4. Nakaz| se pacient prokazatelné od rodinnych piFidudniksi?
(Pokud ano uved'te od koho.)

a) ano, nakazil seod ....................
b) ne

5. Z jaké spadove oblasti pacient pochazel?

6. Kolik VaSich pacientiz muselo byt hospitalizovano?
(Prosim u vékovych kategorii uved'te pocet.)

2) IO pacient/i do 30 let
b)......... pacient/i do 30-60 let
(o) IO pacient/i nad 60 let

d) zadny z pacienti nemusel byt hospitalizovan

7. Do80 mez vadimi pacienty k umrti na pertusi?
(Pokud ano, uved'te prosim veék pacientalt.)

a) ano, ve véku ...... let
b) ne

8. Diagnozu stanovuji pifevamné:

a) kultivaci
b) serologii
c) klinicky

9. Jakéa antibiotika k |é¢bé pirednostné volite?
(Pokud volite jina ATB, vypidte prosim jak&.)

a) erytromycin

b) claritromycin

C) azitromycin
d)jiné......ccooeiiiinn.



10. Mydlite, Ze je vhodné zavést plodné pi‘eockovani pacientiz uréitych veékowych
skupin?

a) ano, u pacientt do 30 let

b) ano, u pacienti mezi 30-60 let

c)ano, u pacientu nad 60 let

L2 1SN o] (00 72 =

V pifpadé jakychkoli dotazti mne prosim kontaktujte naemail p.simankova@seznam.cz

Ptiloha 1: Vlastni vyzkum
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9.2. Priloha 2. Obrazky

Obr.1: Narostla pida Regan-Lowe B. pertussis

Zdroj: Vlastni

Obr.2: Kolonie B. pertussis

Zdroj: Vlastni



Obr. 3: Narostlé kolonie B. parapertussis na krevnim agaru

Zdroj: Statni zdravotni Gstav



Obr. 4: Mikroskopie bakterie Bordetella pertussis

Zdroj : Vlastni

Obr. 5: bakterie Bordetella pertussis
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Zdroj : sciencephotolibtary



Obr.6: Rozdélend a popsana pada Regan- Lowe

Zdroj: Vlastni

Obr.7: Vice vzorky naockovana pada Regan — Lowe

Zdroj: Vlastni



Obr. 8: Pady pred vloZenim do termostatu

Zdroj: Vlastni

Obr. 9: Diagnosticka séra anti B.pertussis a anti B.parapertussis a kultivacni
pudy Regan-Lowe
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Zdroj: Vlastni



Obr. 10: Antibiotické disky

Zdroj: Vlastni

Obr. 11: Pristroj na poklad antibiotickych diski

Zdroj: Vlastni



Obr. 12: Uredzovy test Obr. 13: Pozitivni uredzovy test

Zdroj: Vlastni Zdroj: Vlastni

Obr. 14: Vzorky obarvené podle Grama

Zdroj: Vlastni



Priloha 3. PouZité zkratky

Pouzita zkratka Vysvétleni

ADP adenosindifosfat

NAD Nikotinamid adenin dinukleotid
S1,52,S3,4 Subjednotka 1,2,3,4

CR3 Glykoproteinovy faktor

DNA Deoxyribonukleova kyselina

PT Perkusovy toxin

ATC Adenylciklazovy toxin

TCT Trachedlni toxin

DNT Dermonekroticky toxin

LPS Lipopolysacharid

cAMP Cyklicky adenosinmonofosfét

IL-1 Interleukyn 1

TNF-afa Tumornekrosis faktor alfa

DPT Diphtheria,Pertussis, Tetanus vakcine
tRNA Transferovana ribonukleova kyselina
PRN Prelaktin

TCF Trachedlni kolonizatni toxin

BrkA Faktor rezistence

RLA — Regan_Lowe agar bez cefalosporinu
RLA + Regan _Lowe agar s cefalosporinem
KA Krevni agar

NRL Narodni referenéni laborator

KHS Krajska hygienickéa stanice

ATB Antibiotika

CR Ceska Republika




