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STRESZCZENIE

WSTEP. Krztusiec jest ostra, wysoce zarazliwg choroba uktadu oddechowego cztowieka, wywolywana przez pa-
teczki Bordetella pertussiss. Choroba wystepuje gtdéwnie u dzieci, cho¢ w ostatnich latach coraz czeéciej stwierdza
si¢ ja takze u mtodziezy i 0so6b dorostych. Ze wzgledu na nietypowe objawy krztusca u 0osob dorostych, ograni-
czajace si¢ do suchego, napadowego i przedtuzajacego si¢ kaszlu, choroba ta rzadko jest u nich rozpoznawana.
CEL PRACY. Celem pracy bylo wykazanie przydatnos$ci laboratoryjnej diagnostyki mikrobiologicznej w rozpo-
znaniu krztusca u os6b dorostych na przyktadzie osoby z suchym, napadowym, przewlektym kaszlem.
MATERIAL. METODY. Materiat do badan stanowita plwocina (pobrana 25 stycznia 2013 roku) i dwie probki
surowicy (pobrane odpowiednio, 13 lutego i 19 kwietnia 2013 roku). Do mikrobiologicznej diagnostyki krztusca
zastosowano hodowle, metode in-house PCR, real-time PCR oraz test ELISA.

WYNIKI. Bakteriologiczne badanie plwociny przeprowadzone przy uzyciu komercyjnego podioza Bordetella
Selective Medium firmy Oxoid nie wykazato obecnosci pateczek B. pertussis. Badania przeprowadzone technika
real-time PCR, jak i PCR potwierdzity natomiast w badanej probce plwociny obecnos¢ sekwencji insercyjne;j
IS481 oraz sekwencji promotora toksyny krztuscowej ptx-Pr, markerow typowych dla pateczek B. pertussis.
Badania serologiczne wykazaty takze diagnostycznie znamienny poziom swoistych przeciwciat klasy IgA, IgG
iIgM dla pateczek B. pertussis juz w pierwszej uzyskanej probce surowicy. W drugiej probce surowicy, uzyskane;j
po ponad dwoch miesigcach od pierwszej, stwierdzono dodatkowo diagnostycznie znamienny spadek poziomu
przeciwciat klasy IgA.

WNIOSKI. Przedstawione dane wskazuja na wysoka przydatno$¢ laboratoryjnych metod w diagnostyce krztu-
$ca u o0sob dorostych z przewlekltym kaszlem. Zastosowanie tych metod umozliwia prawidlowe rozpoznanie
choroby, szybkie wdrozenie wlasciwego leczenia, jak i zastosowanie odpowiednich procedur zapobiegajacych
szerzeniu si¢ zakazenia.

Stowa kluczowe: krztusiec u osoby dorostej, Bordetella pertussis, diagnostyka mikrobiologiczna krztusca, na-
padowy kaszel

WSTEP

twarzaniu toksyn, w tym toksyny krztu§cowej — per-
tussis toxin (PT), ktore uszkadzajg urzesiony nabtonek

Krztusiec jest ostrg, wysoce zarazliwg chorobg oddechowy i sg odpowiedzialne za wystepowanie
uktadu oddechowego, wywolywang przez Bordetella charakterystycznych objawow choroby. Transmisja
pertussis, Gram-ujemng, tlenowg pateczke. Dziatanie  drobnoustroju nastepuje drogg powietrzno-kropelkowa
patogenne pateczek krztusca polega glownie na wy- lub w wyniku bezposredniego kontaktu z wydzieling

* praca zostala wykonana w ramach zadania nr 6/EM/2013.
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drog oddechowych osoby zakazonej. Okres wylegania
krztu$ca wynosi $rednio od 7 do 10 dni. W zaleznosci
od stopnia zaawansowania choroby, w jej przebiegu
wyr6zni¢ mozna fazy: niezytowsa, kaszlu napadowego
i zdrowienia (9, 12, 16).

Charakterystyczne objawy krztusca tj. napadowy
kaszel ze $wistem wdechowym (tzw. ,,pianiem koguta™),
wykrztuszaniem $luzu i nastepujacymi po ataku kaszlu
wymiotami, najczesciej wystepujg u niemowlat i matych
dzieci. Obecnie w wielu rozwinietych krajach, w tym
takze 1 w Polsce, na krztusiec coraz cze¢sciej choruja
osoby ze starszych grup wiekowych (2, 3, 5, 8, 12, 13).
W odréznieniu od matych dzieci, u mlodziezy i oséb
dorostych krztusiec przebiega z reguty tagodnie i mnie;j
charakterystycznie. Czesto jedynym zauwazalnym
objawem choroby jest suchy, meczacy i przedtuzajacy
si¢ kaszel, wystepujacy zwlaszcza w nocy (www.who).
Nalezy podkresli¢, ze wczesna diagnostyka krztusca
u 0sob dorostych jest niezmiernie istotna ze wzgledu na
to, ze moga oni stanowi¢ zroédto zakazenia pateczkami
B. pertussis dla niemowlat, wywotujac u nich chorobe
potencjalnie zagrazajaca zyciu.

Diagnostyka laboratoryjna stosowana w rozpozna-
waniu krztusca obejmuje: izolacj¢ drobnoustroju na pod-
lozach sztucznych, metody serologiczne i molekularne.

Wedtug ECDC (www.ecdc.europa.eu), oprocz
kryteriow klinicznych, potwierdzeniem rozpoznania
krztusca jest dodatni wynik badania laboratoryjnego,
uzyskany przynajmniej jedna z trzech metod, tj. hodow-
li, technik molekularnych lub serologicznych, jak row-
niez udowodniony zwigzek epidemiologiczny z osoba
z laboratoryjnie potwierdzonym krztuscem. W Polsce,
zgodnie z ustawa o zapobieganiu oraz zwalczaniu
zakazen i chorob zakaznych u ludzi (z dn. 5 grudnia
2008 r.) krztusiec podlega obowiazkowi zglaszania,
a potwierdzany jest glownie na podstawie objawow
klinicznych i/lub wynikéw badan serologicznych.

Krztusiec nadal jest do§¢ powszechnie wystepujaca
chorobag zakazna, z okresowym wzrostem zachorowan
pojawiajacym si¢ co 3 - 5 lat (www.cdc.gov). Wedhug
danych WHO, obecnie na calym §wiecie rocznie notuje
si¢ okoto 16 mln przypadkow krztusca, przy czym blisko
195 tys. konczy si¢ zgonem. Wedhug danych ECDC (1)
w 2011 roku w 27 krajach UE i EEA, zgtoszono 19 743
(w tym 16 897 potwierdzonych) przypadkéw zachoro-
wan na krztusiec, co dato zapadalno$¢ 5,57 na 100 tys.
ludnosci. W Polsce, w 2011 roku, zarejestrowano 1 669
przypadkow, przy zapadalnosci wynoszacej 4,33 na 100
tysigcy, natomiast w 2012 roku zarejestrowano 4 684
zachorowan, (w tym az 32% - 1 501 os6b wymagato ho-
spitalizacji, przy zapadalnos$ci 12,16 na 100 tysiecy (10).

Celem pracy byto wykazanie przydatnosci labora-
toryjnej diagnostyki mikrobiologicznej w rozpoznaniu
krztusca u 0s6b dorostych na przyktadzie badania osoby
z suchym, napadowym, przewlektym kaszlem.

MATERIAL | METODY

Material do badan. Material do badan bakteriolo-
gicznych i genetycznych stanowita probka plwociny
uzyskana 25 stycznia 2013 roku od niehospitalizowa-
nej, 43 letniej kobiety z suchym, mgczacym kaszlem.
W celu potwierdzenia krztu$ca i okreslenia dynamiki
poziomu swoistych przeciwcial, od pacjentki dwu-
krotnie uzyskano probke surowicy (tj. 13 lutego i 19
kwietnia 2013 roku).

Zastosowane metody diagnostyczne:

1. Hodowla. Bakteriologiczne badanie plwociny w kie-
runku pateczek Bordetella przeprowadzono przy
uzyciu komercyjnego podtoza Bordetella Selective
Medium firmy Oxoid.

2. Metody molekularne. Preparat genomowego
DNA badanej probki uzyskano przy uzyciu komer-
cyjnego zestawu ,,High Pure PCR Template Prepara-
tion Kit” (Roche) postepujac zgodnie z zaleceniami
producenta.

DNA B. pertussis poszukiwano przy zastosowaniu
komercyjnego zestawu ,,Bordetella pertussis/para-
pertussis Real-Time Kit” firmy Diagenode. Reakcje
real-time PCR przeprowadzono zgodnie z dotaczona
do zestawu instrukcja producenta.

Obecnosci DNA pateczek Bordetella poszukiwa-
no rowniez przy uzyciu metody in-house PCR. Do
identyfikacji wykorzystano chromosomalne markery,
tj. poszukiwano sekwencji insercyjnej [S4817 oraz
sekwencji promotora toksyny krztuscowej ptx-Pr. Se-
kwencje uzytych starterow oraz oczekiwang wielkosc¢
produktéw PCR podano w tabeli I. W celu amplifikacji
wybranych markerow zastosowano nastgpujace warunki
termiczne: wstgpna denaturacja DNA w temperaturze
94°C przez 10 min., a nastgpnie 35 cykli reakcyjnych
obejmujacych trzy etapy: denaturacje DNA w 94°C
przez 45 s, przytaczanie starterow w temperaturze 68°C
przez 45 s, polimeryzacje DNA prowadzono w 72°C
przez 60 s oraz koncowa polimeryzacje przebiegajaca
w temperaturze 72°C przez 5 min.

Jako kontrole dodatnie w reakcji PCR wykorzy-
stano DNA wyizolowane ze szczepow referencyjnych:
Bordetella pertussis Tohamal (CIP 81.32=NCTC
13251=ATCC BAA-589) oraz Bordetella parapertussis
(CIP12822=NCTC 13253=ATCC BAA-587).

3. Odczyn immunoenzymatyczny ELISA: Oznacze-
nie poziomu przeciwciat dla toksyny krztuscowej
1 wiokienkowej hemaglutyniny pateczek B. pertussis
w trzech klasach immunoglobulin przeprowadzono
komercyjnym odczynem ELISA Novalisa Bor-
detella (NovaTec Immunodiagnostica), zgodnie
z instrukcja podang przez producenta.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Przez wielu lekarzy krztusiec nadal utozsamiany jest
z chorobg zakazng wieku dziecigcego, rzadko uwzgled-
niang w diagnostyce réznicowej przewlektego kaszlu
u 0so6b dorostych. Jednakze w $wietle zachodzacych
zmian obserwowanych na §wiecie dotyczacych epide-
miologii krztusca, konieczne wydaje si¢ uwzglednienie
pateczek Bordetella wsrod potencjalnych czynnikow
zakazen uktadu oddechowego takze u mtodziezy i osdb
dorostych (2, 3, 5, 11).

W omawianym przypadku, u pacjentki wystepowat
powodujacy bol migsni brzucha suchy, meczacy kaszel
o charakterze napadowym, z liczbg ok. 12 atakow na
dobe, pojawiajacy si¢ zarowno w dzien, jak i w nocy,
trwajacych od kilku do kilkunastu minut. Atakom kaszlu
nie towarzyszyta goraczka ani inne objawy kliniczne. Po
okoto dwdch tygodniach od pojawienia si¢ kaszlu, od
pacjentki pobrano plwocing, ktdrg przekazano do Labo-
ratorium Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH. W przepro-
wadzonym wywiadzie ustalono, ze na poczatku stycznia
2013 rokuu 9 letniego dziecka pacjentki, ktore przeszto
pety cykl szczepien wg programu, wystepowat suchy,
meczacy 1 napadowy kaszel konczacy si¢ wymiotami,
za$ wyniki badan serologicznych sugerowaty przebyte
zakazenie paleczkami krztusca. W zwiazku z tym,
otrzymang od pacjentki probke plwociny zbadano me-
todami biologii molekularnej w kierunku atypowych
czynnikow powodujacych zakazenie drog oddechowych
oraz krztu$ca.

Pomimo, ze hodowla pateczek B. pertussis jest me-
toda zalecang przez WHO i nadal uznawang jako ,,ztoty
standard” w laboratoryjnym potwierdzeniu krztusca,
w omawianym przypadku z badanego materiatu klinicz-
nego, tj. plwociny nie udato si¢ wyhodowac pateczek
B. pertussis. Moglo to si¢ wigza¢ z faktem, ze probka
plwociny zostata pobrana do badania w p6znym okresie
choroby (ponad dwa tygodnie od poczatku objawow
klinicznych), gdy prawdopodobienstwo wyhodowania
B. pertussis gwattownie spada (3, 5). Przyczyna braku
sukcesu w uzyskaniu hodowli mogt by¢ takze nie do
konca wlasciwy, cho¢ u dorostych dopuszczalny (3,
14), materiat kliniczny przeznaczony do diagnostyki
krztusca tj. plwocina. Najbardziej wiarygodng i zaleca-
ng probka do badan w kierunku wykrywania pateczek
Bordetella jest aspirat lub wymaz z nosogardta (9, 16).
Dodatkowym czynnikiem, mogacym mie¢ wptyw na
ujemny wynik hodowli, byl rowniez wiek pacjentki.
Uwaza si¢ bowiem, ze szansa wyhodowania pateczek B.
pertussis od 0s6b dorostych jest nizsza niz u dzieci (3).

Obecnie, w wielu laboratoriach na $wiecie zajmu-
jacych sie diagnostyka krztusca, hodowla zastepowana
jest przez tancuchowg reakcje polimerazy (PCR - po-
lymerase chain reaction). Przy jej uzyciu mozliwe jest
wykrywanie DNA Bordetella w probkach materiatu

klinicznego uzyskanego juz od wczesnego etapu cho-
roby az do 5 tygodnia jej trwania. W poréwnaniu z ho-
dowla, PCR jest metodg zdecydowanie bardziej czutg
(zwlaszcza w pdznej fazie choroby, czy po rozpoczetej
antybiotykoterapii) (7, 14). Ponadto, metoda ta pozwala
na uzyskanie wyniku w krotkim czasie, tj. 1-2 dni, co
jest bardzo istotne ze wzgledu na mozliwos¢ wdroze-
nia odpowiedniego leczenia (7). Najbardziej zalecang
1 najczesciej stosowang przez osrodki referencyjne
technika jest real — time PCR. Na rynku dostepnych
jest wiele zestawow komercyjnych do real — time
PCR, zawierajacych primery amplifikujace tylko jedna
sekwencje docelowa, tj. sekwencje insercyjng 15481 B.
pertussis. Wedtug najnowszych danych pismiennictwa
przy zastosowaniu tylko sekwencji /15481, uzyskaé
mozna falszywie dodatnie wyniki. Stwierdzono bo-
wiem, ze 15481 moze wystepowaé takze w genomie
innych gatunkéw Bordetella, tj. B. bronchiseptica i B.
holmesii (4, 14). W $wietle tych informacji specjalisci
z o$rodkow referencyjnych, w celu zwigkszenia czutosci
wykrywania B. pertussis, zalecaja stosowanie dodatko-
wej sekwencji docelowej, tj. regionu promotora genu
toksyny krztuscowe;.

W omawianym przypadku, w plwocinie pacjentki,
DNA B. pertussis wykryto zarowno komercyjnym zesta-
wem real —time PCR, jak i opracowanym we wlasnym
zakresie testem PCR, w ktorym potwierdzono réwniez
obecno$¢ drugiego markera charakterystycznego dla
pateczki krztu$ca, tj. promotora toksyny krztuscowe;.

Na podstawie wynikow uzyskanych metodami mo-
lekularnymi u pacjentki wdrozono 7 dniowe leczenie
klarytromycyna, poczatkowo w dawce 2 x 500 mg/
dzien, a nastgpnie 2 x 250 mg/dzien.

W Polsce, w mikrobiologicznej diagnostyce krztu-
$ca stosowane sg przede wszystkim badania serolo-
giczne wykrywajace w surowicy osob chorych swoiste
przeciwciata. W rutynowej serodiagnostyce najczesciej
uzywany jest komercyjny test immunoenzymatyczny
— ELISA, umozliwiajacy okreslenie poziomu prze-
ciwciat w poszczegolnych klasach immunoglobulin
dla toksyny krztuscowej i/lub widkienkowej hemaglu-
tyniny. W przeciwienstwie do badan genetycznych,
ktore umozliwiaja potwierdzenie zakazenie juz w jego
poczatkowej fazie, badania serologiczne pozwalajg na
potwierdzenie etiologii choroby w pdzniejszej fazie,
zazwyczaj dopiero w 2-3 tygodniu od wystapienia ob-
jawow klinicznych. Dodatkowa trudno$¢ w interpretacji
wynikoéw badan serologicznych u os6b podejrzanych
o krztusiec, stanowi obecno$¢ w krwi przeciwciat
poszczepiennych, szczegdlnie klasy IgG. Tak wigc,
podstawowg zasada w serologicznej diagnostyce krztu-
$ca powinno by¢ dazenie do wykazania serokonwersji,
tj. diagnostycznie znamiennego przyrostu poziomu
przeciwcial w co najmniej dwdch probkach surowicy
uzyskanych w odstgpie 2-4 tygodni (6). Trzeba mie¢
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jednak na uwadze fakt, ze w przypadku uzyskania
pierwszej probki surowicy do badan w pozniejszym
okresie choroby, poziom przeciwcial moze by¢ juz
na tyle wysoki ze nie mozna oczekiwaé znamiennego
przyrostu jego poziomu w drugiej probce. Przyjmuje
si¢ wigc, ze wzrost poziomu przeciwciat o 100% lub
spadek tego poziomu o 50% w kolejnej probce suro-
wicy jest najlepszym dowodem na aktualne zakazenie
pateczkami krztusca (6). W opisywanym przypadku,
W pierwszej probce surowicy uzyskanej od pacjentki
13 lutego, diagnostycznie znamienny poziom swoistych
przeciwciat dla pateczek B. pertussis (powyzej 11 jedno-
stek NTU) wykryto w trzech klasach immunoglobulin,
tj. IgA (20,26), 1gG (17,52) i IgM (20,08). W drugie;j
prébee surowicy, uzyskanej 19 kwietnia, stwierdzono
diagnostycznie znamienny spadek poziomu przeciwcial
w klasie IgA (9,87 jednostek NTU). Ponadto, odnoto-
wano réwniez spadek poziomu przeciwcial w klasie
IgG 1 IgM (odpowiednio 13,44 1 19,65).

PODSUMOWANIE

Ze wzgledu na obserwowany w wielu krajach, w tym
takze i w Polsce, wzrost liczby zachorowan na krztusiec,
chorobe t¢ nalezy ocenia¢ jako powracajagce zagroze-
nie dla zdrowia publicznego, nie tylko wsrdd dzieci,
ale rowniez mtodziezy i oséb dorostych. Wzrastajaca
liczba 0s6b chorych na krztusiec w starszych grupach
wiekowych stanowi istotny czynnik transmisji zakazen
wystepujacych u nieuodpornionych lub nie w petni
uodpornionych noworodkow i matych dzieci, dla kto-
rych choroba ta moze stanowi¢ powazne zagrozenie dla

zycia. Ponadto, nierozpoznawanie i niediagnozowanie
krztusca u mtodziezy i 0séb dorostych przektadac sie
moze na niedoszacowanie danych epidemiologicznych
(15). Osoby doroste z dlugotrwajacym kaszlem, ktory
jest dominujacym i czesto jedynym objawem choroby,
rzadko badane sg w kierunku zakazenia pateczkami B.
pertussis. Moze to by¢ uwarunkowane trudno$ciami
zwigzanymi z diagnostyka krztusca, tj. kosztem badan
diagnostycznych czy mozliwoscig wykonania tylko
oznaczen serologicznych. Na obserwowang sytuacje
wptywa takze powszechnie stosowana w leczeniu
chorob uktadu oddechowego antybiotykoterapia em-
piryczna, ktéra eliminuje mozliwo$¢ wykrycia etio-
logicznego czynnika odpowiedzialnego za zakazenie.
Przedstawiony przypadek pokazuje,-jak pomocna oka-
zuje si¢ diagnostyka mikrobiologiczna w rozpoznaniu
krztusca, zwlaszcza u 0s6b dorostych. Wykonanie badan
diagnostycznych oraz wlasciwy dobor metod w zalez-
nosci od fazy choroby umozliwia szybkie wdrozenia
ukierunkowanego leczenia, jak réwniez pozwala na
zastosowanie odpowiednich procedur zapobiegajacych
szerzeniu si¢ zakazenia.
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