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Badania genetycznej zmiennosci szczepéw Bordetella
pertussis w aspekcie wzrostu zachorowan na krztusiec

The study of genetic variation of Bordetella pertussis strains in the aspect of whooping

cough increase rate

ANNA LUTYNSKA, EwA MosIEJ, MONIKA ZAWADKA, MACIEJ POLAK, EWA AUGUSTYNOWICZ

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny w Warszawie

Pomimo wysokiego poziomu zaszczepienia populacji przeciw krztuscowi
w Polsce od potowy lat 90. XX wieku odnotowane jest pogorszenie
wskaznikéw zapadalnosci na krztusiec. Ze wzgledu na skale zachorowan
krztusiec klasyfikuje sie jako nowo powracajgce zagrozenie zdrowia
publicznego. Wzrastajaca liczba zachorowah na krztusiec u starszych
dzieci, mtodziezy oraz oséb dorostych w krajach o wysokim poziomie
zaszczepienia populacji stanowi wazny czynnik transmisji zakazen do
nieuodpornionych lub nie w petni uodporionych noworodkéw i niemowlat,
ktére sg najbardziej podatne na ostrg forme choroby, w tym zgon oraz
powiktania. Jedng z mozliwych przyczyn wzrostu zachorowan na krztusiec
s3 zmiany genetyczne obserwowane wsrod obecnie izolowanych szczepéw
Bordetella pertussis. Badania wykonane w Polsce wyraZnie wskazuja, ze
po wprowadzeniu powszechnych szczepien przeciw krztuscowi genetyczna
struktura populacji izolowanych szczepdw zmienita sie, doszto do
zréznicowania miedzy izolatami szczepionkowymi i dzikimi, a takze pojawity
sie szczepy posiadajgce wczesniej nie wystepujace allele genéw kodujgcych
istotne czynniki warunkujgce immunogennos¢ oraz zjadliwo$¢. Badania
efektywnosci eliminacji szczepdw o nie wystepujacych wczedniej wariantach
genéw na modelu zwierzecym wskazujg na ich potencjalnie epidemiczny
charakter w przypadku spadku odpornosici poszczepiennej. Obecnie
trwajg badania nad oceng efektywnosci szczepionek przygotowanych
eksperymentalnie w poréwnaniu do stosowanej w Polsce do powszechnych
szczepien szczepionki petnokomorkowej w eliminacji szczepéw wykazujacych
zréznicowane allele promotora toksyny krztuscowej. Przypuszcza sie,
ze nowe warianty szczepdw B. pertussis moga posiadac zwiekszony
potencjat zjadliwosci ze wzgledu na wydzielanie zwiekszonych ilosci
toksyny krztuscowej. Monitorowanie genetycznej zmiennosci B. pertussis
moze w przysztosci stanowi¢ nowy sposéb zapobiegania zachorowaniom
na krztusiec w postaci odpowiedniego ukierunkowywania odpowiedzi
immunologiczne] przez dobér szczepéw szczepionkowych lub szczepionek
przeciwkrztuscowych.

Stowa kluczowe: Bordetella pertussis, krztusiec, genotypowanie,
szczepienia

In Poland, despite the high immunization level, whooping cough incidence
rat has been increasing since 1990-ies. As the increase is significant,
pertussis is regarded as the re-emerging disease. The increase of pertussis
cases among older children, adolescents and adults seen in highly
immunized countries has been recognized as an important factor in the
Bordetella pertussis transmission to not immunized or not completely
immunized neonates and newborns, who are the most susceptible to
the severe form of the disease, including complications and death. The
genetic changes seen among the currently circulating B. pertussis strains
are regarded as one of the possible reasons responsible for the pertussis
frequency increase in highly immunized countries. The studies performed in
Poland clearly showed that after the introduction of the routine vaccination
against pertussis, the genetic structure of B. pertussis isolated strains
changed and the differences among vaccine and circulating isolates were
recognized together with the appearance of strains harboring previously
unobserved alleles of genes encoding crucial antigens responsible for
immunogenic and virulence properties. The studies on the effectiveness
of B. pertussis strains elimination from mice lungs showed that some of
their specific variants might become epidemic in the situation of immunity
decrease. Currently, studies on the effectiveness of experimental and
commercial vaccines in elimination of strains differing by pertussis toxin
promoter alleles are taking place. It is suspected that the newly emerged
B. pertussis strain variants might be more virulent, as they excrete a higher
level of pertussis toxin. The monitoring of genetic variability of B. pertussis
might be regarded as the new pertussis prevention strategy by redirecting
immunity induced with vaccination by proper selection of vaccine strains
or pertussis vaccines.

Key words: Bordetella pertussis, whopping cough, genotyping,
vaccination
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Sytuacja epidemiologiczna zachorowan na
krztusiec w Polsce i Europie

Krztusiec jest choroba zakazng, przeciw ktorej
zapobiega si¢ droga powszechnych szczepien ochron-

nych. W réznych krajach, odpowiednio od lat 50. 1 80.
XX wieku, dostepne sg dwa rodzaje szczepionek prze-
ciw krztu$cowi: pelnokomaérkowa (wP-whole pertussis
vaccine) oraz bezkomoérkowa (aP-acellular pertussis
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vaccine). Obecnie w krajach Unii Europejskiej, poza
Polska, do szczepien dzieci w schematach podstawo-
wych stosowane sg szczepionki skojarzone zawierajace
bezkomoérkowy komponent krztuscowy. Szerokie
zastosowanie szczepionek bezkomérkowych znajdu-
je uzasadnienie w lepszym profilu bezpieczenstwa
przejawiajacym si¢ mniejsza czestoscia niepozadanych
odczynéw poszczepiennych. Skutecznos$¢ szezepionek
bezkomoérkowych, oznaczana w badaniach klinicz-
nych, jest jednak nizsza w stosunku do szczepionek
pelnokomérkowych [ 1, 2].

Na $wiecie wystepuje nadal srednio 40-50 mln
przypadkéw zachorowan na krztusiec rocznie,
stanowigcych przyczyne ponad 350 000 zgonodw,
gléwnie niemowlat, oraz powiktan tj. zapalenia ptuc
(5000 000) oraz powiktan neurologicznych (50 000),
co wynika z braku masowej immunoprofilaktyki prze-
ciw krztu$cowi gtéwnie w krajach rozwijajacych sig.

W krajach, ktére powszechnie wprowadzity
szczepienia przeciw krztu$cowi i utrzymaly wysoki
poziom zaszczepienia populacji, liczba rejestrowanych
zachorowan zmniejszyta sig, jak réwniez w duzym
stopniu wyeliminowano zgony z powodu zachorowan
na krztusiec [ 3, 4]. Tym bardziej zaskakujacy okazat
si¢ fakt stabilnego, odnotowanego od potowy lat 90.
pogorszenia si¢ wskaznikéw zapadalnosci na krztusiec.
Obecnie ze wzgledu na skale zachorowan, krztusiec kla-
syfikuje si¢ jako nowo powracajace zagrozenie zdrowia
publicznego. W wielu krajach europejskich o wysokim
poziomie zaszczepienia, krztusiec wystepuje endemicz-
nie i co gorsze czesto wigze si¢ ze wzrostem czestosci
hospitalizacji oraz umieralnosci nie uodpornionych lub
nie w pelni uodpornionych noworodkéw i niemowlat.
Dane EUVAC-NET wskazuja, ze w Europie w latach
1998-2002 umieralnos$¢ dzieci z powodu krztusca
ponizej 1 r.z. wynosita 6,3/1000 urodzen, stanowiac
94% wszystkich zgonow dzieci ponizej 1 r.z. [ 5,6].

Z punktu widzenia zdrowia publicznego, zachoro-
wania na krztusiec u starszych dzieci, mtodziezy oraz
o0s6b dorostych, ktore zazwyczaj przebiegaja tagodnie
lub bezobjawowo, stanowig wazny czynnik transmisji
zakazen do nie uodpornionych lub nie w petni uod-
pornionych niemowlat, ktére sa najbardziej podatne
na ostra forme¢ choroby/powiktania/zgon. Badania
przeprowadzone w Niemczech wskazuja, ze zréd-
tem zakazenia chorych niemowlat w wieku ponize;j
6 miesigca zycia byli dorosli/mtodziez oraz dzieci
w wieku 1,5-13 lat. We Francji wykazano, ze w 88%
rejestrowanych przypadkéw zachorowan na krztusiec
niemowlat, Zrédtem zakazenia byli dorosli. Szacuje sie,
ze w krajach o niskim poziomie zaszczepienia (ponizej
70%) odsetek wrazliwych dzieci do ukonczenia 1 r.z.,
ktore ulegaja zakazeniu szczepami B. pertussis wynosi
ok. 30%, do ukonczenia 5 lat —80% i do ukoniczenia 15
lat — 100%. W krajach o wysokim poziomie zaszcze-

pienia (powyzej 70%) odsetek ten ocenia si¢ na 10%
u dzieci do ukonczenia 1 roku zycia., 60% do ukon-
czenia 5 r.z. 1 100% do ukonczenia 15 r.z. [6, 7].

Nalezy jednak podkresli¢, ze realna ocena skali
zachorowan na krztusiec nie jest znana. Uwaza sig,
ze rejestrowane przypadki krztusca stanowia jedynie
1-36% przypadkow rzeczywiscie wystepujacych, obej-
mujac zachorowania o najbardziej typowych objawach
klinicznych. Szacuje sig, ze liczba przypadkéw niere-
jestrowanych moze by¢ 40-160 razy wigksza niz reje-
strowanych, a liczba przypadkéw nie rejestrowanych,
bezobjawowych, moze by¢ 4-22 razy wigksza od liczby
przypadkow objawowych nie rejestrowanych [4].

W celu ograniczania zachorowan na krztusiec
mozliwe sg do przyjecia nastepujace strategie: wpro-
wadzenie powszechnych szczepien oséb dorostych,
wybiorezych szezepien przysztych matek, cztonkow
rodzin i innych oséb z bliskiego kontaktu z noworod-
kiem, wybidrezych szczepien pracownikéw ochrony
zdrowia, wybidrezych szczepien 0sob majacych zawo-
dowy kontakt z dzie¢mi, powszechnego szczepienia
mlodziezy, szczepienia przypominajacego w okresie
przedszkolnym w wieku 4-6 lat oraz poprawe realizacji
lub udoskonalanie obecnych programéw szczepien
niemowlat i matych dzieci. W Europie dodatkowe
szczepienia u mlodziezy wprowadzity Niemcy i Fran-
cja. Francja po oszacowaniu zapadalnosci na poziomie
507/100 000 os6b, dodatkowo wprowadzita szczepie-
nia pracownikéw opieki medycznej, pozostajacych
w bezposrednim kontakcie z niemowletami oraz
mtodych oséb dorostych. Szczepienia przeciw krztus-
cowi u mtodych oséb dorostych wprowadzity takze
Austria, Francja oraz Niemcy, a rutynowe szczepienie
dorostych zalecaja, co 10 lat Szwajcaria i Luksemburg,
Po odnotowanym wzroscie zapadalnosci na krztusiec
u niemowlat w latach 1999-2003, w Niemczech zale-
cane sg szczepienia pracownikéw opieki zdrowotnej
i 0s6b opiekujacych sie zawodowo dzie¢mi, co 10 lat
oraz od 2004 r. wybiércze szczepienia mtodych matek,
cztonkéw rodzin i innych oséb z bliskiego kontaktu
z noworodkiem [8, 9].

Niewatpliwie uzyskanie maksymalnego efektu od-
pornosci zbiorowiskowej, pozwalajacego na eliminacje
choroby z uzyciem dostepnych obecnie szczepionek
przeciw krztu$cowi, stosowanych jedynie u dzieci nie
jest mozliwe, gdyz przebycie choroby nie jest wystar-
czajaco czutym i swoistym wskaznikiem unikniecia
ponownego zakazenia. Szczepienia przeciw krztus-
cowi zapobiegaja chorobie, a nie zakazeniu. Wraz
z uptywem czasu od podania ostatniej dawki, u oséb
zaszczepionych nastepuje spadek odpornosciiosoby te
stanowig istotny czynnik transmisji zakazen [ 10].

Na ile proponowane strategie sprawdza si¢ i przy-
niosg spodziewane efekty trudno jest dzisiaj ocenic.
Wprowadzenie szczepien mtodziezy w Niemczech
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wptynelo na spadek liczby hospitalizacji niemowlat
z powodu krztusca, lecz we Francji zastosowana stra-
tegia nie przyniosta oczekiwanych rezultatéw [ §]. We
wszystkich dotychczasowych zaleceniach dotyczacych
strategii poprawy sytuacji epidemiologicznej zachoro-
wan na krztusiec zawsze wymieniana jest koniecznos¢
monitorowania genetycznej zmiennosci izolowanych
szczepow w celu obserwacji zmian struktury popula-

Gi[9].

Badania przyczyn wzrostu zachorowan na
krztusiec w Polsce

Prace prowadzone w Zaktadzie Badania Surowic
i Szczepionek Narodowego Instytutu Zdrowia Publicz-
nego — Panstwowego Zaktadu Higieny (NIZP-PZH)
w zakresie wyjasnienia przyczyn wzrostu zachorowan
na krztusiec w Polsce potwierdzily, ze wzrost ten nie
wiaze si¢ z obnizeniem poziomu zaszczepienia, zmia-
nami w systemie nadzoru szczepiennego, diagnostyce,
obnizeniem si¢ skutecznosci szczepionki przeciw
krztu$cowi, a jedynie ze spadkiem wzbudzanej odpo-
wiedzi poszczepiennej oraz z pojawieniem si¢ nowych
szczepow, opornych na dziatanie szczepienia [11,
12, 13]. W Polsce do masowych szczepien populacji
przeciw krztuscowi od 1960 r. stosowana jest krajowa
szczepionka DTP z petnokomérkowym sktadnikiem
krztuscowym.

Analizy epidemiologiczne zachorowan na krztu-
siec oraz efektywnosci szczepien przeciw krztuscowi
w Polsce wskazuja na: realny wzrost zachorowan
przy wysokim poziomie zaszczepienia populacji, brak
niekorzystnych zmian w zapadalnosci w grupie wie-
ku 0-4 lata, spadek skutecznosci szczepien u dzieci
w wieku powyzej 5 lat oraz na niskie wykonawstwo
miarodajnych potwierdzen diagnostycznych zacho-
rowan na krztusiec [14]. W celu przeciwdziatania
utrzymujacemu si¢ wzrostowi zachorowan na krztu-
siec, w 2003 r. do Programu Szczepienn Ochronnych
(PSO) wprowadzono dodatkowa dawke szczepienia
szczepionkg DTaP z bezkomérkowym komponentem
krztuscowym (aP) u dzieci w wieku 6 lat. PSO obecnie
zaleca stosowanie szczepionki o obnizonej zawartosci
antygen6éw krztuscowych (ap) do szczepien oséb
dorostych w miejsce szczepionki Td, zalecanej do
podawania, co 10 lat.

Zmiany genetyczne izolowanych szczepow
B. pertussis

Jedna z mozliwych przyczyn obserwowanego
wzrostu zachorowan na krztusiec sg zmiany genetycz-
ne wsréd obecnie izolowanych szczepdw B. pertussis.
Badania wykonane w Polsce potwierdzily, ze genetycz-
na struktura populacji izolowanych szczepéw zmienita
sie [11, 13].

Zmiany genetyczne obserwowane w genomach
obecnie izolowanych szczepbéw B. pertussis wydaja si¢
by¢ jedna z podstawowych przyczyn skrécenia trwania
odpowiedzi poszczepiennej oraz wzrostu zapadalnosci
na krztusiec.

W celu oszacowania stopnia zmian zachodzacych
w genetycznej strukturze populacji izolowanych szcze-
pow i wyrdznienia szczepdw epidemicznych, a takze
poréwnania genetycznych markeréw szczepdw izolo-
wanych obecnie w Polsce ze szczepami izolowanymi
w innych krajach europejskich wykonano typowanie
metodg PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). Bada-
niom poddano 300 szczepéw B. pertussis, w tym 155
szczepdw wyizolowanych od 0s6b chorych na krztusiec
w Polsce wlatach 1960-2005, szczepy szczepionkowe
dotychczas stosowane do produkeji petnokomérkowe-
go komponentu przeciw krztuscowi oraz 141 zagra-
nicznych szczepéw B. pertussis pochodzacych z Danii,
Wielkiej Brytanii, Finlandii, Francji, Holandii, Szwecji
oraz Niemiec wyizolowanych od oséb chorych na
krztusiec w latach 1999-2004. Uzyskane profile PFGE
zaklasyfikowano do 5 wezesniej opisanych (111, Vo,
IVB, IVy, V) oraz nieopisanych (A, B, C) przez inne
osrodki europejskie klasteréw. Lacznie do 3 nowych
klasterow (A-C) zostalo zaklasyfikowanych 48% pol-
skich szczepéw B. pertussis. Do 3 nowych klasterow
(A, B, C) zostaty zaliczone wylacznie polskie szczepy
B. pertussis, przy czym do klasteréw B i C zostaly za-
klasyfikowane wytacznie polskie izolaty pochodzace
z okresow, odpowiednio 1964-1974 oraz 1995-2004.
Szczepionkowe szczepy B. pertussis stosowane do pro-
dukgji krztuscowego komponentu szczepionki DTP
zaliczono do klasteru III. Do 3 wcze$niej opisanych
w Europie klasteréw —IVa, IVB, IVyzaklasyfikowano
97% zagranicznych szczepow B. pertussis. Przeprowa-
dzone badania wykazaty, ze wigkszo$¢ izolowanych
szczepdw B. pertussis w Polsce charakteryzuje si¢
profilami PFGE niespotykanymi wéréd pozostatych
krajow europejskich [13]. Odmiennos¢ genetycznej
struktury populacji szczepéw B. pertussis w Polsce moze
wynikac¢ z licznych zmian szczepdw szczepionkowych
przeprowadzanych do 1977 r., czego nie obserwowano
w innych krajach europejskich, co mogto powodowaé
w populacji szerszy zakres indukowanej odpowie-
dzi immunologicznej. Na zmiany w genetycznej
strukturze populacji izolowanych szczepéw moga
naktadac¢ si¢ zmiany wykryte w sekwencjach wielu
gendéw kodujacych antygeny istotne dla wytworze-
nia skutecznej odpowiedzi odpornosciowej przeciw
krztu$cowi. Zmienno$¢ czestosei alleli genu kodu-
jacego podjednostke S1 toksyny krztuscowej (ptxA)
i genu kodujacego pertaktyne (prn) wsrdd szczepdw
B. pertussis izolowanych w Polsce wyraznie wskazuje,
ze nastgpito zréznicowanie miedzy izolatami szcze-
pionkowymi i dzikimi. Szczepy obecnie izolowane
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reprezentuja profile alleli genéw kodujacych toksyne
krztu$cowsa i pertaktyneg, odmienne w stosunku do
profilu szczepbw szczepionkowych oraz szczepow izo-
lowanych po wprowadzaniu do masowych szczepien
szczepionki przeciw krztuscowi. Przeprowadzona
analiza sekwencji fragmentéw genéw ptxA oraz prn
wykazata, ze wirdd szczepow izolowanych w Polsce
w latach 1960-1977, wystepowaty szczepy o 5 r6znych
kombinacjach alleli ptxA i prn: ptxAl-prnl (67%),
ptxA2-prnl (25%), ptxAl-prm2 (2,8%), ptxAl-prn3
(2,8%) oraz ptxA3-prnl (2,8%). Z kolei wsréd
szczepoéw pochodzgcych od chorych na krztusiec
wyizolowanych wlatach 1995-2005 zidentyfikowano
3 kombinacije alleli genéw ptxA oraz prn: ptxAl-prnl
(71%), ptxAl-prn2 (25%) oraz ptxAl-prn3 (4%)
[13]. W aktualnym sktadzie szczepdw B. pertussis
stosowanych do produkcji krajowej szczepionki DTP
znajduja si¢ szczepy o allelach ptxAZ2/prnl, charakte-
rystycznych dla izolatéw pochodzacych z lat 60.170.
Opublikowane dane wskazuja, ze szczepy o profilu
ptxA2/pml, tzw. ,starego typu” (Holandia, Finlandia,
USA, Japonia, Argentyna), ptxA2/A3/prnl (Francja)
i ptxA1/A2/prnl (Wielka Brytania) byly i sa nadal
stosowane do produkcji szczepionek DTwP/aP w po-
staci niezmienionej[15, 16,17, 18, 19, 20, 21]. Tego
rodzaju sktad szczepionki bezkomaérkowej, podobnie
jak w przypadku szczepionki pelnokomérkowej, moze
w przysztosci doprowadzi¢ do ekspansji szczepow
przejawiajacych warianty biatek nie wlaczonych do
sktadu szczepionki. Przypuszcza sig, ze w przypadku
stosowania szczepionek bezkomérkowych takie zja-
wisko moze wystapic szybciej niz w przypadku szcze-
pionek petnokomoérkowych, ze wzgledu na wezszy
zakres wzbudzanej odpowiedzi odpornosciowej. We
wszystkich krajach wéréd obecnie izolowanych szcze-
pow, wystepuja szczepy o odmiennych profilach alleli
genu kodujacych podjednostke S1 toksyny krztuscowej
oraz pertaktyne. Nadal w fazie hipotezy jest zalozenie,
ze nowopowstale warianty B. pertussis moga by¢ mniej
wrazliwe na odpowiedz immunologiczng wzbudzang
droga szczepien przeciw krztuscowi. Jezeli postawiona
hipoteza jest prawdziwa, opisany polimorfizm obu ge-
néw i rozklad ich wariantéw powinien w bezposredni
sposob rzutowaé na sktad pelnokomoérkowych oraz
bezkomoérkowych szczepionek przeciw krztuscowi.
Analize czestosci wariantow genéw ptxA/prnuzu-
petnily wyniki typowania metoda MLST (Multilocus
Sequence Typing) szczepdw B. pertussis wykonanego
na poziomie sekwencji genéw: ptxA, ptxC oraz tcfA.
Szczepy o szczepionkowym typie MLST-2 izolowano
wylacznie w latach 1960-1977. W okresie 1995-
2010, szczepy o szczepionkowym profilu MLST-2 nie
byly izolowane, a czesto$¢ izolacji szczepdw o profilu
MLST-3 wzrosta do 93%. Od 1997 r. wyizolowano
6 szczepow o profilu MLST-5 oraz pojedynczy szczep

o profilu MLST-4. Wigkszo$¢ szczepéw pochodzacych
z Danii, Szwecji, Holandii, Francji, Wielkiej Brytanii,
Niemiec oraz Finlandii posiadato profil MLST-5.
W Finlandii szczepy o profilu MLST-3 izolowano
z czestoscia 37%. W Wielkiej Brytanii oraz Niemczech
profil MLST-3 wystepowat u 10% szczepdw a we Fran-
cji u 6% szczepdw. Wzrost zachorowan na krztusiec
Polsce, pomimo wysokiego poziomu zaszczepienia
populacji, moze by¢ skorelowany z pojawieniem sie
szczepoéw o profilu MLST-5, charakteryzujacym si¢
takze nieszczepionkowymi allelami pertaktyny (prn2)
oraz promotora toksyny krztuscowej (ptxP3).

Typ MLST-5 obecnie dominuje w krajach, w kto-
rych odnotowywany jest wyzszy poziom zachorowan
na krztusiec niz wystepujacy w Polsce. Wyniki typo-
wania z uzyciem metod PFGE oraz MLST wskazuja, ze
niektore klony B. pertussis moga rozprzestrzeniac si¢
skuteczniej, przez co moga by¢ powigzane ze wzrostem
zachorowan na krztusiec. Obecnie przeprowadzane
s badania polimorfizmu tandemowych sekwencji
powtérzonych (MLVA — Mudtiple-Locus Variable number
tandem repeat Analysis) w celu wyréznienia dominuja-
cych typéw VNTR (Variable Number Tandem Repeats)
w Polsce w odniesieniu do typéw dominujacych w in-
nych panstwach europejskich w celu oceny czy rézne
strategie szczepien (dotyczace np. stosowanych szcze-
pow szczepionkowych) mogly korelowac z wyzsza lub
nizsza genetyczng réznorodnoscig szczepow.

Badania potencjatu zjadliwosci szczepow
B. pertussis in vitro

Wykonane badania na modelu mysim, po-
twierdzily efektywnos¢ obecnie stosowanej w Polsce
szczepionki pelnokomodrkowej przeciw krztuscowi
oraz szczepionek przygotowanych eksperymentalnie
w eliminacji szczepéw B. pertussis o wczesniej nie
wystepujacych w Polsce profilach: ptxA1/prm2, ptxAl/
prn3 oraz ptxAl/prnl. Jednak wykazano wyzszy po-
tencjal namnazania si¢ w tkance ptuc myszy szczepoéw
o profilu ptxAl/prn2 w poréwnaniu do szczepow
zawierajacych inne profile alleli, co wskazuje na ich
potencjalna role w przypadku niestosowania szczepien
lub spadku odpornosci poszczepiennej.

Dla wyréznionych, w uprzednio wykonanych
badaniach genotypowania, potencjalnie epidemicz-
nych szczepéw B. pertussis obecnie wykonywane sa
badania poziomu wytwarzanej toksyny krztu$cowej
in vitro. W celu wyréznienia szczepéw zdolnych do
wytwarzania zwickszonej ilosci toksyny krztuscowej,
badany jest efekt zlepiania si¢ hodowli komoérek jaj-
nika chomika chinskiego CHO.

Toksyna krztu$cowa (PT — Pertussis Toxin)

wywoluje/nasila szereg efektéw biologicznych in
vivo 1 uwazana jest za gtéwny czynnik zjadliwosci
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B. pertussis, odpowiedzialny za powstawanie objawow
klinicznych krztusca przez udzial w adhezji do ko-
morek nablonka, jego destrukcji oraz przez obnizanie
mechanizméw odpornosci komérkowej. Toksyna
krztuscowa odgrywa istotna role w indukowaniu od-
powiedzi odpornosciowej gospodarza, a przeciwciala
przeciw-toksynie krztu$cowej chronig myszy przed
zakazeniem zywymi komérkami B. pertussis droga
domézgows i oddechowsg. Inaktywowana toksyna
krztu$cowa wchodzi w sktad szczepionek bezko-
morkowych przeciw krztuscowi, a jej adiuwantowe
wlasciwosci wplywaja na nasilenie immunogennosci
innych antygenéw szczepionkowych [ 22]. Zidentyfi-
kowane réznice sekwencji nukleotydéw w promotorze
genu kodujacego podjednostke toksyny krztuscowej
w korelacji do badan poziomu wytwarzanej toksyny
krztuscowej in vitro wiréd obecnie izolowanych
szczepodw B. pertussis mogg ostatecznie potwierdzi¢
zasadnos$¢ wyréznienia szczepow potencjalnie epi-
demicznych o zwigkszonym potencjale zjadliwosci.
Wstepne badania wskazuja na statystycznie nizsza
efektywnos¢ szczepionki w eliminacji szczepow
B. pertussis o kombinacji alleli ptxP3-ptxAl/prn2
w poréwnaniu do szczepdw z ptxP1 niezaleznie od
wariantu alleli ptxA1/prn (p<0,01).

Rola zakazen Bordetella parapertussis

B. parapertussis jest obok B. pertussis czynnikiem
etiologicznym krztusca. Objawy krztusca wywotanego
przez B. parapertussis sa bardzo podobne do objawow
choroby wywolanej przez B. pertussis, ale przebieg
choroby jest w wigkszosci przypadkow tagodniejszy.
Przeprowadzone badania efektywnosci szczepionki
DTP w stosunku do B. parapertussis, potwierdzity
jej znamiennie wyzsza skuteczno$¢ w indukowaniu
ochronnej odpowiedzi w poréwnaniu do szczepionki
DTaP wskazujac jednoczesnie, ze wielkos¢ tego efektu
jest uzalezniona od badanego szczepu. Monitorowa-
nie tych zakazen i dalsze badania nad zmiennoscia
krazacych szczepéw B. parapertussis moga pozwoli¢
na lepsza oceng perspektyw kontroli zachorowan na
krztusiec [23].

Perspektywy zastosowania monitorowania
genetycznej zmiennosci B. pertussis

Prezentowane wyniki badan stanowig istotny
element wiedzy na temat zmiennosci czynnikow
zjadliwos$ci B. pertussis w aspekcie prowadzonych
szczepien oraz nadzoru epidemiologicznego, a takze
opracowania strategii przeciwdziatajacych dalszemu
wzrostowi zachorowan na krztusiec. Prowadzone
badania sg istotne w celu wyjasnienia kierunkéw
ewolucji izolowanych szczepdw B. pertussis w Polsce,
w poréwnaniu do szczepdéw izolowanych w innych
krajach europejskich. W aktualnej sytuacji epidemio-

logicznej istotna wydaje si¢ ocena korelacji markerow
genetycznej zmiennoS$ci z poziomem wytwarzanej
toksyny krztuscowej, jako najwazniejszego czynnika
zjadliwosci B. pertussis, w aspekcie wyrdzniania szcze-
pow o potencjale szczepow szczepionkowych. Wyniki
zaproponowanych badan moga pozwoli¢ na oceng
zasadnosci zmiany sktadu szczepéw produkeyjnych
w szczepionce DTP oraz prezentowania wskazan od-
nos$nie ich optymalnego doboru. Aspekt ten dotyczy
rowniez szczepionek z bezkomérkowym sktadnikiem
krztuscowym.

W wielu krajach szczepionki bezkoméorkowe sto-
sowane w miejsce szczepionek petnokomorkowych lub
jako dodatkowa dawka przypominajaca produkowane
sa w oparciu o szczepy o allelach badanych genow, kto-
re faktycznie wystepowaty wlatach 60.170. XX wieku
i obecnie nie wystepuja wérdd szczepéw krazacych
w populacji. Wprowadzenie dodatkowej dawki przy-
pominajacej w postaci szczepionki DTaP, jako dziata-
nie majace zahamowac dalszy wzrost zachorowan na
krztusiec w Polsce moze by¢ skuteczne, jesli stosowane
szczepionki bezkomérkowe bedg w stanie opierac sie
zmienno$ci antygenowej wystepujacej wsrdd aktual-
nie izolowanych szczepéw B. pertussis. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze profil szczepéw uzywanych do produkcji
szczepionek aP/ap jest identyczny z profilem szcze-
pow stosowanych do produkeji petnokomérkowego
komponentu krztu$cowego. Ich efektywnos¢ w zapo-
bieganiu zachorowaniom na krztusiec w populacji jest
zatem w istotnej cz¢Sci uzalezniona od utrzymywania
wysokiego poziomu zaszczepienia u starszych dzieci,
mtodziezy oraz oséb dorostych.

Badania majace na celu potwierdzenie skuteczno-
$ci eliminacji szczepow B. pertussis o nowych genoty-
pach za pomocg przygotowanych eksperymentalnych
szczepionek przeciw krztuscowi, mogg bezposrednio
potwierdzi¢ zasadno$¢ zmiany sktadu szczepdw szcze-
pionkowych, a tym samym pozwolg okresli¢ perspek-
tywy utrzymywania si¢ trendu wzrostu zachorowan
na krztusiec w Polsce, czy tez jego powstrzymania
poprzez wydtuzenie ochronnej odpowiedzi immuno-
logiczne;j.

Ranga zagadnienia i problemu zachorowan na
krztusiec wydaje si¢ powazna, gdyz pojawienie si¢
szczepow niewrazliwych lub mniej wrazliwych na
dzialanie odpowiedzi immunologicznej indukowa-
nej droga szczepien tzw. ,escape mutants” oprocz
kosztow spoleczno-ekonomicznych moze wymusic
w przysztosci zmiang polityki konstrukeji szczepionek
przeciw krztuscowi, ich doboru do krajowych pro-
graméw szczepien, a juz dzisiaj narzuca koniecznos¢
monitorowania pojawiajacych si¢ wariantow szczepdw
B. pertussis.

Monitorowanie genetycznej zmiennosci szczepow
B. pertussis w korelacji z okreslaniem skutecznosci ich
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eliminacji in vivo, moze w przysztosci stanowic¢ nowy
sposéb zapobiegania zachorowaniom na krztusiec
w postaci odpowiedniego ukierunkowywania odpo-
wiedzi immunologicznej, poprzez dobdr szczepoéw
produkcyjnych oraz dobér szczepionek przeciw
krztuscowi.

Prowadzone badania moga w przyszlosci umoz-
liwi¢ prognozowanie kierunkéw ewolucji populacji
drobnoustrojéw w aspekcie immunoprofilaktyki,
oceng i aktualizacje zalecen dotyczacych szczepien
ochronnych oraz moga mie¢ wptyw na opracowy-
wanie optymalnych strategii szczepien o zakresie
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