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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W ostatnich latach, w krajach o wysokim poziomie zaszczepienia przeciw krztu$cowi wyizolo-
wano szczepy Bordetella pertussis, ktére utracity zdolno$¢ do wytwarzania niektérych antygendéw:
pertaktyny - Prn, toksyny krztu$cowej - Ptx, hemaglutyniny widkienkowej - FHA, fimbrii typu
213 -Fim 2 i 3, czynnika kolonizacji tchawicy - TcfA. Pojawienie sie takich izolatéw moze by¢
wynikiem naturalnej ewolucji B. pertussis lub stanowi¢ mechanizm adaptacyjny, umozliwiajacy
zwiekszone krazenie patogenu wsrdd oséb zaszczepionych przeciw krztu$cowi. Wiekszo$é do-
tychczas opisanych mutacji decydujacych o braku ekspresji dotyczyta utraty zdolno$ci wytwa-
rzania Prn. Zmutowane szczepy Prn~ wyizolowano od 0séb chorych w krajach stosujacych do
powszechnych szczepieri bezkomdrkowe szczepionki przeciw krztuscowi (aP). Zwiekszajaca sie
czesto$é izolacji mutantéw Prn~ skorelowano z czasem stosowania szczepionek aP. W wiekszo$ci
przypadkdw, rozprzestrzenianie sie izolatéw Prn”~ powigzano z powstaniem niezaleznych muta-
cji, a nie ekspansja pojedynczego klonu. Mutanty Prn~ dotychczas izolowano od oséb chorych
wykazujacych typowe kliniczne objawy krztusca, ktére nie réznily sie od objawéw zakazenia
szczepami dzikimi. Wyniki badati przeprowadzonych zaréwno in vitro, jak i in vivo wykazaty, ze
izolaty Prn”, Ptx~, FHA™ zachowaly wlasciwosci cytotoksyczne, a poza izolatami Ptx~, zachowaly
cechy pelnej zjadliwosci wyrazonej efektem letalnym u myszy eksperymentalnie zakazanych
donosowo. Wyjasnienie znaczenia wykrytych mutacji w poziomie zjadliwosci oraz transmisji B.
pertussis w zwigzku ze statym wzrostem zachorowan na krztusiec na $wiecie jest niezbedne w celu
opracowania nowych, zoptymalizowanych strategii poprawy profilaktyki krztusca.

B. pertussis « izolaty niewytwarzajace antygendw szczepionkowych - pertaktyna

Summary

Bordetella pertussis strains, which have lost the ability to produce antigens, such as pertactin
- Prn, pertussis toxin - Ptx, filamentous haemagglutinin - FHA, fimbriae type 2 and 3 - Fim 2
and 3, tracheal colonization factor - TcfA, have recently been isolated in countries with a high
vaccination coverage. The emergence of such isolates might have resulted from B. pertussis
natural evolution course or adaptive mechanisms, allowing increased circulation of the pa-

*Praca zostata wykonana w ramach realizacji projektu badawczego nr 2013/09/N/NZ7/03563 finansowanego ze
$rodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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thogen in vaccinated populations. So far, the majority of described mutants were deficient
in the Prn production. Prn deficient isolates were found in countries which use acellular
pertussis vaccines (aP) in routine immunization programmes. The increase of frequency of
Prn~ strains isolation was correlated with the period of routine vaccination with aP vaccines.
In most countries, the spread of these isolates has resulted from independent mutations
rather than from the expansion of a single clone. Prn~ isolates were collected from patients
showing typical clinical symptoms of pertussis found for Prn* strains. Results of in vitro and
in vivo studies have shown that Prn~, Ptx~ and FHA™ isolates retain cytotoxic properties, and
besides Ptx~ isolates, were lethal in intranasally infected mice. Further explanation of the
impact of antigen deficiencies on virulence and transmission of B. pertussis in the context
of the continuous increase of pertussis incidence is necessary to develop a new, optimized
strategy of pertussis prevention.
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Wsrep

sktadnikowy system regulacji ekspresji genéw kodujacych czynniki zjadliwosci Bordetella (Bor-
detella virulence genes activator/sensor regulation system), FHA — hemaglutynina wtdkienkowa
(filamentous hemagglutinin), Fim - fimbrie (fimbriae), Prn - pertaktyna (pertactin), Ptx — toksyna
krztuscowa (pertussis toxin), PtxA — podjednostka S1 toksyny krztuscowej (pertussis toxin S1
subunit), TcfA — czynnik kolonizacji tchawicy A (tracheal colonization factor A), LOS - lipooligo-
sacharyd, wP - szczepionka catokomorkowa przeciw krztuscowi (whole-cell pertussis vaccine).

powietrzno-kropelkowa przez bezposredni kontakt

z osoba chorg. Po zakazeniu, pateczki krztusca wytwa-

Krztusiec jest zakazng chorobg uktadu oddechowego,
wystepujacg zaréwno u dzieci jak i oséb dorostych
[42,86]. Przebieg kliniczny krztuéca zalezy od wielu
czynnikéw, w tym: wieku chorego, wystepowania innych
choréb towarzyszacych (zwtaszcza uktadu oddecho-
wego) oraz poziomu odporno$ci na krztusiec - natural-
nej lub poszczepiennej. Typowym objawem klinicznym
krztu$ca, wystepujacym najczesciej u niezaszczepionych
lub nie w pelni zaszczepionych dzieci, jest dtugotrwaty
kaszel napadowy, ktéremu czesto towarzyszy odkrztu-
szanie lepkiej, $luzowatej plwociny, a niekiedy wymioty
i dusznosci [6]. U osdb dorostych i starszych dzieci, ktére
w przesztosci przebyty chorobe lub zostaly zaszczepione,
a takze u dzieci, ktére nie zostaly zaszczepione zgodnie
z obowigzujagcym schematem szczepien, choroba moze
wystepowaé w postaci atypowej z tagodnymi napadami
kaszlu lub ich catkowitym brakiem.

Czynnikiem etiologicznym krztusca sa mate, Gram-
-ujemne pateczki Bordetella pertussis przenoszone droga

rzajg wiele czynnikdéw zjadliwosci, ktére mozna podzieli¢
na toksyny i adhezyny. Do najlepiej poznanych adhezyn
nalezg: aglutynogeny (AGGs; w tym fimbrie - Fim), hema-
glutynina witdkienkowa (FHA), pertaktyna (Prn), czyn-
nik kolonizacji tchawicy (TcfA). Wsrdd toksyn istotnych
w etiopatogenezie krztusca najlepiej scharakteryzowano:
toksyne krztuscowa (Ptx), cyklaze adenylowg (ACT), tok-
syne dermonekrotyczng (DNT), cytotoksyne tchawicza
(TCT), lipooligosacharyd (LOS), system wydzielniczy typu
I (T3SS). Czynniki zjadliwosci B. pertussis umozliwiajg
bakteriom adhezje do nabtonka btony §luzowej drég odde-
chowych (FHA, Prn, Fim), bezpo$rednig inwazje komdrek
nabtonka (Prn, FHA), niszczenie rzesek uktadu oddecho-
wego (TCT, LOS), tworzenie biofilmu (FHA, polisacharyd
Bps) oraz modulowanie odpowiedzi immunologicznej
gospodarza (Ptx, ACT, FHA, Fim, BrkA, Prn, TCT, LOS)
[22,25,58]. Wytwarzanie wiekszo$ci czynnikéw zjadliwosci
oraz wielu innych biatek umozliwiajacych m.in. przezycie
bakterii poza organizmem, uczestniczacych w metaboli-
zmie komérkowym oraz jego regulacji jest kontrolowane
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przez dwusktadnikowy system regulacji BvgAS (Bordetella
virulence genes activator/sensor regulation system) [58].
W wyniku zmian warunkéw $rodowiska zewnetrznego
nastepuje zalezna od BvgAS aktywacja jednej z trzech tzw.
faz B. pertussis (Bvg", Bvg , Bvg'). Skuteczna kolonizacja
i rozwdj zakazenia drég oddechowych jest uwarunkowany
indukcja fazy Bvg', w ktérej m.in. dochodzi do ekspresji
genéw kodujacych czynniki zjadliwodci.

Wedlug najnowszych szacunkéw WHO, rocznie na $wie-
cie na krztusiec zapada 16 mln ludzi, z czego okoto
195000 umiera [98]. W ostatnich dwéch dekadach, mimo
stosowania powszechnych szczepien, w wielu kra-
jach rozwinietych zaobserwowano wzrost zapadalno-
$ci i umieralnosci na krztusiec [17,20,42,95]. Wzrost ten
powiazano z wieloma réznymi czynnikami, tj. zwieksze-
niem sie $wiadomo$ci spoteczeristwa na temat wystepo-
wania krztusca, poprawg nadzoru epidemiologicznego
i diagnostyki krztusca (wprowadzenie metody PCR),
spadkiem jako$ci szczepionek przeciw krztu$cowi, zasta-
pieniem szczepionek catokomdrkowych (WP - whole-cell
pertussis vaccine) szczepionkami bezkomérkowymi (aP
- acellular pertussis vaccine) w ramach szczepienia pod-
stawowego lub uzupetniajacego, wygasaniem ochron-
nej odpowiedzi immunologicznej wraz z uptywem czasu
od podania ostatniej dawki szczepionki przeciw krztu-
$cowi oraz zmianami adaptacyjnymi Bordetella pertussis
[18,32,63]. Innym istotnym czynnikiem, ktéry wpltywa na

Szczepy aktualnie
dominujgce w Europie
PFGE klaster IV
ptxP3
ptxAl
Prn2
Fim2-2

Fim3-1, Fim3-2

Szczepy stosowane do
produkcji szczepionek wP
PFGE klaster II, Il
ptxP1
PtxAl, PtxA2, PtxA4

Prnl, Prn7, Prn10°

Fim2-1, Fim2-2°

Fim3-1

pojawianie sie nowych ognisk epidemii nie tylko krztu-
$ca, lecz takze innych chordb zakaznych, ktérym mozna
zapobiegal szczepieniami, jest zaniechanie szczepieti
dzieci przez rodzicdw w wyniku negatywnej dziatalno-
$ci ruchéw antyszczepionkowych [24]. Odmowa szcze-
pien dzieci przez rodzicéw z powodéw pozamedycznych
mogta by¢ jedna z przyczyn epidemii krztusca w Kalifor-
nii w 2010 1., podczas ktérej zarejestrowano ponad 9 tys.
zachorowan, a wiec najwiecej od 1947 r. [56].

Badania genetyczne wykazaly, ze krazace w popula-
cji szczepy B. pertussis réznia sie od szczepdw stoso-
wanych do produkcji szczepionek przeciw krztu§cowi
[2,61,63,64,65,91] (ryc. 1). Wérdd obecnie krazacych
pateczek krztusca coraz cze$ciej pojawiaja sie szczepy
o odmiennych w stosunku do szczepéw szczepionko-
wych profilach PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis),
allelach kodujacych istotne z punktu widzenia immuno-
gennosci czynniki zjadliwosci: podjednostke S1 toksyny
krztu$cowej (ptxA), pertaktyne (prn), fimbrie typu 2 i 3
(fim2, fim3), czy tez szczepy zawierajace swoista muta-
cje w promotorze toksyny krztu$cowej (ptxP3), pre-
dysponujaca do jej zwiekszonej ekspresji [62]. Wyniki
badan epidemiologicznych oraz z uzyciem zwierzat
do$wiadczalnych potwierdzajg, ze obserwowane zmiany
adaptacyjne mogg wptywaé na obnizenie efektywno-
$ci szczepien oraz wzrost zachorowan na krztusiec
[2,31,44,61,62].

Szczepy stosowane do
produkcji szczepionek aP
PFGE klaster |, Il
ptxP1
PtxA2, PtxA4
Prnl, Prn7
Fim2-1

Fim3-1

Ryc. 1. Réznice w profilu PFGE, ptxP oraz wariantach antygendw szczepionkowych pomiedzy krazacymi szczepami B. pertussis a szczepami stosowanymi do
produkgji szczepionek wP i aP. Opracowano na podstawie [2,63,64,65,91]; pogrubiona czcionka — szczepy wystepujace w nadal stosowanej w Polsce szczepionce wP;
2 —tylko w szwedzkiej szczepionce wP, ktéra w 1996 r. zostata zastapiona szczepionka aP; ® — tylko w holenderskiej szczepionce wP, ktéra w 2005 r. zostata zastapiona

szczepionkq aP
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W ostatnim czasie, niepokdj srodowiska naukowego sku-
pia sie na rosnacej liczbie przypadkdéw izolacji szczepéw
B. pertussis niewytwarzajacych pertaktyny (Prn) oraz rza-
dziej - szczepdéw niewytwarzajacych innych antygenéw
wchodzacych w sktad powszechnie stosowanych szcze-
pionek przeciw krztuscowi. Przypuszcza sie, ze poja-
wienie sie tego rodzaju fenotypdw B. pertussis moze by¢
kolejnym mechanizmem adaptacyjnym bakterii. Nowy
mechanizm moze mie¢ szczegdlne znaczenie w przy-
padku stosowania szczepionek bezkomdérkowych (aP
- acellular pertussis vaccine), ktére w przeciwieristwie
do szczepionek catokomérkowych (wP - whole-cell per-
tussis vaccine), zawierajg zaledwie kilka antygendw
i indukujg wezszy zakres odporno$ci. W zaleznosci od
preparatu, szczepionki aP zawieraja 1-5 antygendw:
monowalentne zawieraja Ptx, diwalentne - Ptx i FHA,
triwalentne - Ptx, FHA i Prn, pentawalentne - Ptx, FHA,
Prn, Fim2 i Fim3 (tabela 1).

Szczepionki wP, z powodu tego, ze sa zawiesinami zabi-
tych komdrek B. pertussis — zawieraja wszystkie poznane
i dotychczas niezidentyfikowane antygeny. Antygeny
znajdujace sie w szczepionkach wP sa, w poréwnaniu do
antygendw szczepionek aP, stabiej oczyszczone i wyste-
puja w mniejszym stezeniu. Za pomocg elektroforezy

2D i Western-blot w szczepionkach wP zidentyfikowano
okolo 30 biatek immunogennych dla ludzi, w tym: Prn,
BrkA (serum resistance protein), biatko opiekuficze
GroEL, poryny OmpP i OmpQ, biatka o immunogenno-
$ci wykazanej wczesniej u innych patogenéw oraz nowe
biatka, dla ktérych immunogennos$é wykazano po raz
pierwszy [100]. Istotnym sktadnikiem szczepionek wP
jest LOS, ktérego obecno$é, choé wigze sie z reaktogen-
noscia szczepionek wP, decyduje w duzym stopniu o ich
wiasciwo$ciach immunogennych i adiuwantowych.

Jak dotad, wérdd opisanych izolatéw niewytwarzajg-
cych czynnikéw zjadliwo$ci zidentyfikowano szczepy
B. pertussis niezdolne do wytwarzania antygenéw stoso-
wanych w szczepionkach aP i wP: pertaktyny (Prn), tok-
syny krztu$cowej (Ptx), hemaglutyniny wiékienkowe;j
(FHA), fimbrii (Fim) oraz czynnika kolonizacji tchawicy
(TcfA) - antygenu wchodzgcego w sktad szczepionek wP
(tabela 2).

W artykule, na podstawie pismiennictwa z ostatnich
dwéch dekad, przedstawiono charakterystyke izola-
téw B. pertussis, ktére nie sa zdolne do wytwarzania ww.
czynnikéw zjadliwos$ci oraz ich potencjalne znaczenie
w epidemiologii krztusca.

Tabela 1. Charakterystyka jakosciowa i ilociowa aktualnie stosowanych szczepionek przeciw krztuscowi

Rodzaj szczepionki Przeznaczenie Profilaktyka chordéb Nazwa handlowa Sktad
Prn Fim2,3
Ptx FHA !
(ng) (ng) (1g) (ug)
DTaP szczepionka SSI? 40 - - -
DTaP Infanrix DTPa 25 25 8 -
Tripacel 10 5 3 5
Szczepienia podstawowe DTaP-IPV Quadracel 10 5 3 5
u dziedi Infanrix IPV-+Hib 2 25 8 -
DTaP-IPV+Hib
Pentaxim 25 25 - -
Bezkomérkowe
Hexacima 25 25 - -
DTaP IPV+Hib+HBV
Infanrix hexa 25 25 8 -
Adacel 2,5 5 3 5
Szczepienia dTap Boostrix 8 8 25 -
przypominajace -
u mlodziezy i dorostych Tdap szczepionka SSI 20 - - -
dTap-IPV Boostrix Polio 8 8 2,5
Catokomérkowe Szczepienia podstawowe DTwP DTPb Trzy szczepy B. pertussis 186/65, 606/77, 629/65;

u dzieci

do 20 mld komérek B. pertussis /dawke

32— monowalentna szczepionka przeciw krztuscowi stosowana w Daniii; ® — catokomdrkowa szczepionka przeciw krztuscowi stosowana w Polsce; DTaP — szczepionka
przeciw btonicy, tezcowi, krztuscowi — bezkomérkowa (Diphteria-Tetanus-Pertussis acellular); DTwP — szczepionka przeciw btonicy, tezcowi, krztuscowi — catokomérkowa
(Diphteria-Tetanus-Pertussis whole-cell); IPV: szczepionka przeciw poliomyelitis — inaktywowana (Inactivated Polio Virus); Hib — szczepionka przeciw zakazeniom
wywotywanym przez H. influenzae typ b; HBV — szczepionka przeciw wirusowemu zapaleniu watroby typu B (Hepatitis B virus); Ptx — toksyna krztuscowa (Pertussis
toxin); FHA — hemaglutynina wtdkienkowa (Filamentous Haemagglutinin); Prn — pertaktyna (Pertactin); Fim 2, 3 — fimbrie typu 2, 3 (Fimbriae 2, 3)
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Tabela 2. Charakterystyka izolatéw niewytwarzajacych antygenéw szczepionkowych

Fenotyp Wystepowanie Rodzaj mutacji Wiasciwosci mutantow
Francja
Finlandia R
) insercja 15481 lub 157002
Norwegia delecja catego/fragmentu genu prn
Holandia ) gorirag gendp wywotuja zakazenia z typowymi objawami krztusca
. STOP kodon - .
Szwecja ) ; zdolne do transmisji u ludzi
inwersja promotora prm o
Whochy . letalne u mszy po zakazeniu donosowym
N ) tranzycja w promotorze prn o
Prn Wielka N ) i I cytotoksyczne w badaniach in vitro
) insercja G do homopolimerycznej sekwengji poli G : : o
Brytania ) S ) . . inwazyjne w badaniach in vitro
lzrael i przesuniecie sie ramki odczytu (mechanizm zmiennosci
fazowej)
Kanada i ) .
UsA niezidentyfikowane mutacje wystepujace poza prn
Japonia
Australia
izolowane od chorych z typowymi objawami
Frandia krztusca
Pt Us AJ delecja operonu ptx-ptl nieletalne u myszy po zakazeniu donosowym
cytotoksyczne w badaniach in vitro
inwazyjne w badaniach in vitro
letalne u mszy po zakazeniu donosowym
obnizona zdolnos¢ do kolonizadji tchawicy (lecz nie
FHA Franga kodon STOP o pdumysy
nizsza inwazyjnos¢ szczepu FHA"Prn™ w poréwnaniu
do szczepu referencyjnego Tohamall
cytotoksyczne w badaniach in vitro
Fim™ Japonia brak danych mutant typu knock-out: s.’fapa kolonizacja tchawicy,
Kanada nosogardzieli u myszy
Belia delecja genu tcfA
T Holag dia insercja/delecja G w obrebie homopolimerycznej sekwencji obnizona zdolnos¢ do kolonizacji tchawicy
Wielka Brytania USA poli G i przesuniecie sie ramki odczytu (mechanizm (lecz nie ptuc) u myszy

zmiennosci fazowej)

IzoLaty NIEWYTWARZAJACE PERTAKTYNY

Zdecydowana wiekszo$¢ mutantéw niewytwarza-
jacych antygenéw szczepionkowych dotyczy izo-
latéw pertaktynoujemnych (Prn~). Pertaktyna jest
biatkiem strukturalnym zewnetrznej btony komér-
kowej B. pertussis nalezacym do rodziny autotrans-
porteréw. Prawdopodobnie petni funkcje adhezyny,
na co wskazuje obecno$é motywu RGD (Arg-Gly-Asp),
ktéry w innych biatkach pozwala na wiazanie integryn
komérek gospodarza [49,55]. Ponadto, Prn ma wtadci-
wosci immunomodulacyjne, umozliwiajgce obnizenie
zdolno$ci neutrofili do skutecznego zniszczenia bak-
terii [40,85]. Prn ze wzgledu na wysoko immunogenne
wiasciwosci wchodzi w sktad wiekszo$ci powszech-
nie stosowanych w krajach rozwinietych szczepionek
aP. Wykazano, ze szczepionki aP, ktére zawieraja Prn,
w poréwnaniu do szczepionek pozbawionych tego
antygenu, sa skuteczniejsze w klinicznej ochronie
przed zachorowaniem [59,67]. Przeciwciata przeciw-
-Prn odgrywaja gléwna role w procesie fagocytozy B.
pertussis [39], a ich poziom w niektérych badaniach
z udziatem ludzi korelowatl z ochrong przed zachoro-
waniem na krztusiec [30].

0 istotnym znaczeniu Prn w indukowaniu odpowiedzi
immunologicznej przeciw pateczkom krztusca §wiadczy
réwniez wykryty w latach 90 ub.w. polimorfizm pertak-
tyny - zjawiska uznawanego za potencjalny mechanizm
ucieczki drobnoustroju przed poszczepienng odpowie-
dzig immunologiczna [63]. Polimorfizm Prn dotyczy
gtéwnie insercji/delecji powtarzajacych sie motywdéw
(GGXXP)n, (PQP)n zlokalizowanych, odpowiednio:
w regionie R1 i R2 biatka [63]. Dotad wykryto 13 warian-
téw Prn [63]. Badania przeprowadzone na modelu mysim
wykazaly, ze zmienno$¢ w obrebie pertaktyny moze
obnizaé skuteczno$¢ szczepien przeciw krztuscowi [45]
oraz zwieksza¢ zdolnos$¢ bakterii do kolonizacji uktadu
oddechowego [93].

W najnowszych badaniach wykazano pojawienie sie
szczepdw B. pertussis niewytwarzajacych Prn we Fran-
¢ji [7,37], Finlandii [4,99], Holandii [99], Norwegii [99],
Szwecji [99], Wioszech [54], Wielkiej Brytanii [79], 1zra-
elu [3], Kanadzie [90], USA [11,71,72,73,88], Australii [48]
oraz Japonii [60,68] (tabela 2). W wiekszo$ci zidentyfi-
kowanych izolatéw, brak ekspresji Prn nie byt wyni-
kiem ekspansji pojedynczego klonu, lecz konsekwencja
powstania niezaleznych mutacji. Dotychczas opisano
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nastepujace mechanizmy mutacji determinujacych
fenotyp Prn™:

« insercja fragmentu 15481 lub 151002 w genie kodujacym
pertaktyne [7,11,37,48,68,72,73,88,90,99];

«delecja catego genu prn lub jego réznej dlugo-
$ci fragmentéw, w tym sekwencji sygnatowej Prn
[4,7,11,48,68,79,88,99];

*pojawienie sie kodonu STOP w miejscu powodu-
jacym przedwczesne zakoticzenie syntezy biatka
[48,71,72,73,88,90,99];

« insercja guaniny do homopolimerycznego fragmentu
poliG prowadzaca do odwracalnego przesuniecia ramki
odczytu w mechanizmie zmienno$ci fazowej [48,71];

« inwersja czesci promotora prn [11,71,99];

« tranzycja G->A w pozycji -162 promotora uniemozliwia-
jaca transkrypcje prn [90];

« dotychczas niezidentyfikowane mutacje, wystepujace
poza promotorem oraz fragmentem kodujacym prn
[71,90].

Wplyw utraty zdolnosci syntezy Prn na transmisje, pato-
geneze B. pertussis oraz skuteczno$¢ szczepieni przeciw
krztu§cowi pozostaje nadal nie do korica wyjasniony.
Infekcje wywolywane przez izolaty Prn~ u noworod-
kéw oraz dzieci <6 miesiaca zycia, przebiegaly z typo-
wymi objawami kaszlu napadowego i nie réznily sie od
infekcji powodowanych przez szczepy Prn’ [5]. Podob-
nie w retrospektywnych badaniach przeprowadzonych
w USA nie wykazano wyraznych réznic w przebiegu
klinicznym krztu$ca u dzieci <6 miesigca Zycia oraz
w starszych grupach wiekowych, poza czestszym bez-
dechem u chorych zakazonych izolatami Prn*[53]. Jed-
nak wyniki badan efektywnosci zakazenia izolatami
Prn~ na modelu mysim moga wskazywaé na ich obni-
zong zjadliwo$¢ u osobnikéw dorostych. Szczepy Prn~
charakteryzowaty sie brakiem zdolno$ci skutecznego
namnazania sie w ptucach myszy dorostych, w poréw-
naniu do osobnikéw mtodych. Wyniki tych badan
sugeruja mozliwo$¢ wystepowania zwiekszonej liczby
przypadkéw zakazeri bezobjawowych u oséb dorostych,
tak trudnych do identyfikacji w nadzorze epidemiolo-
gicznym [7]. Mimo ze pertaktyna jest uznawana za jedng
z gtéwnych adhezyn B. pertussis, w wiekszosci dotych-
czas przeprowadzonych badan, jej utrata nie zostata
powiazana z obnizeniem zdolnosci bakterii do adhezji
i wewnatrzkomdrkowego zakazania komérek ssakéw
[25,85]. Badania in vitro na liniach komdrkowych J774-A1
i HTE oraz in vivo na modelu mysim wykazaly, Ze izolaty
Prn~ B. pertussis, w stosunku do Prn* charakteryzowaly
sie zwiekszong zdolnoscia do wewnatrzkomérkowego
zakazania, podobna cytotoksycznoscia oraz letalno$cia
LD, [7,37,85]. Jednak nalezy zaznaczy¢, ze fenotyp Prn”,
prawdopodobnie, nie jest jedynym czynnikiem predys-

ponujacym do zwiekszonej inwazyjnosci bakterii, ponie-
waz wykazywaly ja réwniez aktualnie krazace we Francji
szczepy o fenotypie Prn*[10]. Stosunkowo wysoki odse-
tek izolatéw Prn~ wsrdd francuskiej [37], norweskiej
[99], kanadyjskiej [90], australijskiej [48], izraelskiej [3],
japonskiej [68] i amerykariskiej [71] populacji szczepéw
B. pertussis, jak réwniez francuskiej populacji szczepdw
B. parapertussis [8] sugeruje, ze brak syntezy Prn nie
wplynatl negatywnie na przezywalnos¢ bakterii w popu-
lacjach o wysokim poziomie zaszczepienia przeciw
krztuscowi. Izolaty Prn~ zachowaty zdolno$¢ do transmi-
sji wérdd ludzi, o czym $wiadcza dane epidemiologiczne
z: 1) Francji, gdzie w 2005 r. wéréd wyizolowanych szcze-
pSw B. pertussis zidentyfikowano 2% mutantéw, podczas
gdy siedem lat péZniej az 13% [37]; 2) Australii, gdzie w 2
stanach, w okresie 2008-2012, czesto$¢ wystepowania
mutantédw wzrosta z okoto 10% do 78% [48]; 3) Stanach
Zjednoczonych, gdzie izolaty Prn~ w 2012 r. stanowity
53% wszystkich izolatéw B. pertussis zgromadzonych
przez CDC (Centers for Disease Control and Prevention)
[71]; 4) 1zraelu, gdzie w latach 2005-2006 wykryto 6,6%
izolatéw Prn~, a w latach 2013-2014 juz pieé razy wie-
cej [3]. W badaniach retrospektywnych przeprowadzo-
nych we Francji, potwierdzono skuteczng transmisje
izolatéw Prn~ wérdd osdb z pojedynczego gospodarstwa
domowego [5]. Zwiekszanie sie czesto$ci wystepowania
mutantéw Prn~ wérdd aktualnie izolowanych szczepdw
B. pertussis, moze wynika¢ z wytwarzania przez pateczki
krztu$ca innych biatek, ktére mogg rekompensowaé
utrate ekspresji prn [37].

IzoLaty NIEWYTWARZAJACE TOKSYNY KRZTUSCOWE)

Toksyna krztu$cowa (Ptx) jest uwazana za jeden z glédw-
nych czynnikéw zjadliwosci B. pertussis, nalezy do tok-
syn o budowie typu AB. Podjednostka enzymatyczna
S1 toksyny krztu$cowej jest ADP-rybozylotransferaza,
ktdra inaktywujac biatka Gi/o doprowadza do niekon-
trolowanego wzrostu stezenia wewngtrzkomdrkowego
cAMP i tym samym do zaktécert przekaznictwa sygna-
16w w komérkach gospodarza [25,55]. Nastepstwa fizjo-
logiczne aktywnosci Ptx sg uzaleznione od typu komérek
eukariotycznych i mogg sie objawiaé m.in. uczuleniem
na histamine, wzrostem sekrecji insuliny czy limfo-
cytoza [51]. Ponadto, Ptx moze wykazywaé dziatanie
immunosupresyjne wobec okreslonych szlakéw induk-
cji odpornosci wrodzonej i nabytej [12,13,15,16,84].

Toksyna krztu§cowa jest uznawana za podstawowy
i najwazniejszy sktadnik szczepionek aP. Ptx jest silnym
immunogenem, ktéry przy braku innych antygendw,
moze indukowaé powstawanie odpowiedzi immunolo-
gicznej zdolnej do ochrony przed zachorowaniem na
krztusiec [89]. W badaniach na modelu mysim przeciw-
ciala przeciw-Ptx zapewnialy zwierzetom odporno$é
na eksperymentalne zakazenie B. pertussis droga domd-
zgowa i oddechowg [76,77]. Antygen ten ma takze wta-
$ciwosci adiuwantowe [55]. Najbardziej immunogenna
a zarazem polimorficzng podjednostka Ptx jest podjed-
nostka enzymatyczna S1 (PtxA). Dotychczas, opisano 5
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wariantéw PtxA, z ktérych PtxA1 i PtxA2 charaktery-
zuja sie zwiekszong czestoscig wystepowania [63]. Bada-
nia na modelu mysim wskazuja, ze zmienno$¢ w obrebie
PtxA moze by¢ jedna z przyczyn obnizenia skutecznosci
szczepien przeciw krztuscowi prowadzacej do wzrostu
$wiatowych zachorowan na krztusiec [31,46].

Dotychczas szczepy niewytwarzajace Ptx, w poréwnaniu
ze szczepami Prn~, byly izolowane sporadycznie (tabela
2). W ciggu ostatniej dekady, opisano jedynie dwa przy-
padki zakazeri wywolanych przez szczepy o fenotypie
Ptx” oraz jeden przypadek zakazenia szczepem o feno-
typie Ptx " Prn~ [7,37,97]. Szczepy Ptx~ zostaly wyizo-
lowane we Francji, 7 i 9 lat po wprowadzeniu dawki
przypominajgcej szczepienia szczepionka aP, natomiast
szczep Ptx " Prn~ - w USA, okoto 20 lat po wprowadzeniu
szczepionek aP. Jak dotad, mechanizm mutacji odpowie-
dzialny za brak syntezy Ptx zostat wyjasniony u dwéch
szczepdw - w obu przypadkach jego podstawa byta dele-
cja operonu ptx-ptl, zawierajacego m.in. geny kodujace
wszystkie pie¢ podjednostek Ptx oraz geny odpowie-
dzialne za sekrecje antygenu [7,97]. Oba szczepy wyizo-
lowano od niezaszczepionych niemowlat, wykazujacych
charakterystyczne dla krztusca objawy kliniczne. Opi-
sane wyzej obserwacje objawdéw klinicznych wraz
z obserwacjami obrazéw klinicznych zakazen wywo-
tywanych szczepami B. parapertussis, po raz kolejny
potwierdzaja, ze toksyna krztu$cowa nie jest jedynym
czynnikiem odpowiedzialnym za powstanie kaszlu
napadowego. Dodatkowe badania izolatéw Ptx~ wyka-
zaly, Ze nie utracily zdolno$ci do indukowania apoptozy
makrofagéw i wnikania do ludzkich komérek nabtonka
tchawicy [7,37]. Jednak mutanty Ptx~ byly niezdolne do
namnazania sie w ptucach myszy i wywotywania efektu
letalnego u myszy eksperymentalnie zakazonych droga
donosowg [7].

lzoLaty NIEWYTWARZAJACE HEMAGLUTYNINY WEOKIENKOWE)

Hemaglutynina wiékienkowa (FHA) jest wielkoczastecz-
kowym biatkiem odgrywajacym istotna role zaréwno
w patogenezie bakterii, jak i indukcji odpowiedzi immu-
nologicznej przeciw B. pertussis. Zawiera trzy rodzaje
domen (HBD - Heparin Binding Domain; CRD - Carbo-
hydrate Recognition Domain; RGD - Arg-Gly-Asp), ktére
wiazg bakterie do réznych typéw komérek eukariotycz-
nych oraz zewnatrzkomérkowych struktur nabtonka
uktadu oddechowego [52]. Poza adhezjg, FHA uczest-
niczy we wnikaniu bakterii do wnetrza makrofagéw
i komérek nabtonka [41], wykazuje wlasciwosci immu-
nomodulujgce (wptywa na sekrecje pro-, przeciwzapal-
nych cytokin i aktywacje NF-kB) oraz petni istotng role
w procesie tworzenia biofilmu [1,15,80]. Hemaglutynina
wibkienkowa, po toksynie krztuscowej, jest najczesciej
wystepujacym sktadnikiem szczepionek aP. Wykazano,
ze przeciwciata przeciw-FHA chronig przed zachoro-
waniem na krztusiec ludzi oraz skutecznie eliminuja
zakazenie pateczkami krztu$ca u eksperymentalnie
zakazanych myszy [14,33,81]. Jednak znane sg réwniez
wyniki badan, ktére nie potwierdzaja zwigzku miedzy

poziomem przeciwciat przeciw-FHA a ochrong przeciw
B. pertussis u ludzi i zwierzat [19,76,87].

Dotychczas na $wiecie zidentyfikowano dwa mutanty
niewytwarzajace hemaglutyniny widkienkowej (tabela
2). Oba zidentyfikowano we Francji - jeden przed wpro-
wadzeniem szczepien przeciw krztu$cowi, drugi po
wprowadzeniu szczepien z zastosowaniem szczepionek
aP [37]. W przypadku pierwszego szczepu, przyczyna
utraty zdolno$ci wytwarzania FHA byto pojawienie sie
kodonu STOP w obrebie genu fhaB, w przypadku dru-
giego - prawdopodobnie, pojawienie sie sekwencji inser-
cyjnej w genie fhaB [10]. Szczep pochodzacy z okresu po
wprowadzeniu szczepien z zastosowaniem szczepionek
aP byt podwéjnym mutantem, ktéry utracit mozliwo$¢
wytwarzania zaréwno FHA, jak i Prn. Badania przepro-
wadzone in vitro na liniach komérkowych oraz in vivo
u zwierzat wykazaly, ze oba izolaty pozostaly cytotok-
syczne dla makrofagéw oraz letalne dla myszy po eks-
perymentalnym zakazeniu donosowym [37]. Wykazano
takze, ze szczep FHA Prn~ charakteryzowat sie mniej-
sza inwazyjnosciag wobec komérek HTE w pordwna-
niu z inwazyjnoscia szczepu referencyjnego Tohama
[10]. Badania B. pertussis z do§wiadczalnie wylgczonym
genem fhaC, zaangazowanym w sekrecje FHA, wykazaly,
ze fenotyp FHA™ miat obnizong zdolno$¢ do kolonizacji
tchawicy, lecz nie ptuc u myszy [27,96]. Interesujacych
danych dotyczacych szczepédw FHA™ dostarczyta analiza
transkryptomdéw réznych izolatéw B. pertussis, wedtug
ktérej bakterie o fenotypie FHA™ w przeciwiefistwie
do szczepédw FHA* cechowaly sie zwiekszona ekspre-
sja genéw kodujacych podstawowe czynniki zjadliwo-
$ci (PtxA, Prn, ACT) [10]. Natomiast tego typu réznic nie
zaobserwowano miedzy szczepami Prn” i Prn’.

IzoLaty NIEWYTWARZAJACE FIMBRII

Fimbrie, zwane réwniez pili typu I, sa zbudowane ze spo-
limeryzowanych podjednostek gtéwnych Fim2 lub Fim3
oraz znajdujacej sie na ich szczycie podjednostki mniej-
szej FimD [55]. Wiele szczepdw Bordetella zawiera réw-
niez geny kodujgce inne podjednostki gléwne (FimX,
FimN, FimA), jednak ich produkty dotychczas nie zostaty
zidentyfikowane [78]. Typ podjednostki gtéwnej fim-
brii okresla serotyp B. pertussis: Fim2, Fim3 albo Fim2,3.
Obecnie, w wielu krajach o wysokim poziomie zaszcze-
pienia przeciw krztu$cowi dominuje serotyp Fim3. Pod-
jednostki gléwne fimbrii sg kodowane przez geny fim2
i fim3, podlegajace regulacji przez system BvgAS oraz
mechanizm zmienno$ci fazowej, polegajacy na zmia-
nie dtugosci homopolimerycznych powtérzen poliC
w promotorach obu genéw [55]. Oba geny kodujace
Fim2 i Fim3 wykazuja niewielki polimorfizm. Dotych-
czas zidentyfikowano 2 allele fim2 i 5 alleli fim3 [63,83].
Fimbrie prawdopodobnie uczestnicza w kolonizacji
nabtonka oddechowego oraz modulowaniu odpowiedzi
immunologicznej gospodarza. Podjednostki gtéwne oraz
podjednostka mniejsza Fim zawieraja regiony wiazace
heparyne, ktére przytaczaja sie do zewnatrzkomérko-
wej macierzy nabtonka oddechowego oraz fibronektyny
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[27,28]. Ponadto, podjednostka FimD przytacza sie do
VLA-5 makrofagéw, co stymuluje wytwarzanie integryn
CR3 - receptoréw FHA [55]. Fimbrie wykazuja whasci-
wosci przeciwzapalne i hamujg zabijanie bakterii przez
makrofagi w ptucach [55]. Ze wzgledu na wilasciwosci
immunogenne fimbrie sg istotnym sktadnikiem szcze-
pionek wP i niektérych szczepionek aP [19,57,74,87].
Badania kliniczne wykazaty, ze obecno$¢ Fim2 oraz Fim3
w szczepionkach aP, zwieksza ich skuteczno$¢ w poréw-
naniu ze szczepionkami niezawierajagcymi fimbrii [67].

Dotychczas opisano trzy izolaty o fenotypie Fim~, nie-
wytwarzajace Fim2 i Fim3, dwa z nich pochodzity
z Japonii, jeden z Kanady [60,83]. Bakterie wyizolo-
wano w okresie powszechnego stosowania szczepieti
aP. Przyczyny wystepowania fenotypu Fim™ nie zostaty
dotychczas wyjasnione. Nie wiadomo, czy brak wytwa-
rzania fimbrii wynikal z czasowego wyltaczenia ekspres;ji
genéw w mechanizmie zmienno$ci fazowej, czy tez byt
konsekwencja mutacji powodujacych stata inaktywacje
ekspres;ji fim2 i fim3. Uwzgledniajac to, ze fimbrie uczest-
nicza w kolonizacji drég oddechowych i modulowaniu
odpowiedzi immunologicznej gospodarza, zagadkowy
pozostaje takze wptyw fenotypu Fim™ na transmisje
i patogenze B. pertussis. Badania in vivo z uzyciem szcze-
pOw B. pertussis z do$§wiadczalnie wytaczong syntezg fim-
brii wskazuja na utrate zdolno$ci bakterii do efektywnej
kolonizacji tchawicy i nosogardzieli [27,55] oraz nasi-
lona w poréwnaniu do szczepéw dzikich reakcje zapalng
gospodarza na zakazenie [96].

lzoLaty NIEWYTWARZAJACE CZYNNIKA KOLONIZACJI TCHAWICY

Czynnik kolonizacji tchawicy jest unikatowym auto-
transporterem B. pertussis, ktéry nie wystepuje u blisko
spokrewnionych gatunkdw B. parapertussis i Bordetella
bronchiseptica [26]. Cechg charakterystyczng TcfA jest
duza zawarto$¢ proliny w tanicuchu polipeptydowym
oraz obecno$¢ motywu RGD. Podczas zakazenia,TcfA
uczestniczy w kolonizacji nabtonka tchawicy [51]. Praw-
dopodobnie, TcfA jest antygenem zaangazowanym
w powstawanie ochronnej odpowiedzi immunologicznej
przeciw pateczkom krztusca, za czym moze przemawiaé
wysoki stopiefi polimorfizmu kodujacego go genu - tcfA
[61].

Izolaty B. pertussis, kt6re nie wytwarzaty czynnika koloni-
zacji tchawicy opisano w Belgii, Wielkiej Brytanii, Holan-
dii i USA, a wiec w krajach z dtugg historia szczepieti wP
[69,92,91] (tabela 2). Ich wystepowanie, podobnie jak
w przypadku izolatéw Prn~, nie byto spowodowane roz-
powszechnieniem sie klonéw TcfA™, lecz pojawieniem
sie mutacji w obrebie réznych linii B. pertussis [92]. Do
mutacji odpowiedzialnych za fenotyp TcfA™ zalicza sie:
delecje genu tcfA oraz insercje/delecje pojedynczego
nukleotydu G w obrebie homopolimerycznej sekwen-
cji poliG, co powoduje przesuniecie ramki odczytu tcfA
i przedwczesne zakoticzenie syntezy biatka [92,95]. Drugi
typ mutacji jest zwigzany z wystepowaniem zmien-
noéci fazowej B. pertussis, czyli moze, przez wtaczanie/

wylaczanie ekspresji gendw, tatwo ulec rewersji [29].
Wplyw utraty zdolno$ci wytwarzania TcfA na wirulen-
cje B. pertussis nie zostat jeszcze poznany, jednak wyniki
badan in vivo z udziatem zwierzat sugeruja, ze synteza
tego antygenu moze mieé znaczenie dla przezywal-
no$ci bakterii. Finn i Stevens [26] wykazali, ze mutant
tcfA 10 razy stabiej kolonizowatl tchawice w poréwnaniu
ze szczepem dzikim, natomiast byt réwnie efektywny
w kolonizacji ptuc. Jednak brak syntezy TcfA przez blisko
spokrewnione gatunki B. parapertussis i B. bronchiseptica,
moze $wiadczy¢ o tym, ze jego utrata u B. pertussis moze
by¢ kompensowana przez inne biatka [92].

PRESIA SZCZEPIEN A WYSTEPOWANIE IZOLATOW NIEWYTWARZAJACYCH
ANTYGENOW SZCZEPIONKOWYCH

B. pertussis, podobnie jak B. parapertussis, jest patogenem,
ktéry wyewoluowat z Bordetella bronchiseptica. Ewolucja
B. pertussis byta zwigzana z utratg duzej cze$ci materiatu
genetycznego (ponad 1Mpz) oraz powstaniem wielu
pseudogendw (9,4%) [23,70]. W obrebie usunietych lub
inaktywowanych genéw znalazly sie m.in. loci odpo-
wiedzialne za transport btonowy, metabolizm nisko-
czasteczkowych substancji, regulacje ekspresji genéw
oraz synteze struktur powierzchniowych. Utrata wielu
genédw mogta by¢ nastepstwem adaptacji bakterii do
nowego gospodarza lub braku skutecznej presji korzyst-
nej dla ich zachowania. Przyczyng utraty wielu genéw
byta aktywno$¢é sekwencji insercyjnych (IS). IS sg obecne
w genomie B. pertussis w duzej liczbie, przy czym najbar-
dziej ekspansywna jest 15481 - sekwencja, ktéra w refe-
rencyjnym szczepie B. pertussis Tohama I, wystepuje 238
razy [70]. Badania genomdw bakterii wyizolowanych
na przestrzeni kilku ostatnich dziesiecioleci wykazaty,
ze utrata materiatu genetycznego byta procesem cig-
gltym, obejmujacym takze wspdiczesna populacje B. per-
tussis [9,38,45]. Krazace obecnie izolaty zawieraja wiecej
sekwencji insercyjnych niz izolaty pochodzace z okresu
przed wprowadzeniem szczepiert przeciw krztu§cowi
[9,43]. Wskazuje to, ze gatunek ten nieustannie ewolu-
uje i stale podlega zmianom adaptacyjnym. Utrata mate-
riatu genetycznego u B. pertussis zdarza sie niezaleznie
od regionu pochodzenia izolatéw oraz poziomu zaszcze-
pienia przeciw krztu$cowi badanej populacji [45]. Jednak
w krajach o wysokim poziomie zaszczepienia przeciw
krztu$cowi, obecnos¢ presji selekcyjnej w postaci odpo-
wiedzi immunologicznej wzbudzanej szczepieniami
moze by¢ istotnym czynnikiem wptywajagcym na kie-
runek obserwowanych zmian genetycznych. Przypusz-
cza sie, ze wieloletnie, masowo prowadzone szczepienia
doprowadzity do pojawienia sie nowych szczepéw B. per-
tussis o obnizonej wrazliwo$ci na dziatanie odpowiedzi
immunologicznej indukowanej przez stosowanie szcze-
pieni (tzw. escape mutants). Przemawiajg za tym szeroko
opisywane zmiany, jakie zaszty w ciagu dwéch ostatnich
dekad w strukturze genetycznej B. pertussis, a ktére obej-
mowaly nasilenie sie istotnego z punktu widzenia odpo-
wiedzi immunologicznej polimorfizmu alleli genédw
kodujacych wiele biatek oraz mutacje promotora tok-
syny krztu$cowej, prowadzaca do zwiekszenia jej syn-
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tezy [31,46,61,62,64,93]. Podobne znaczenie moga mied
mutacje prowadzace do zahamowania syntezy antyge-
néw wchodzacych w sktad stosowanych szczepionek
przeciw krztu$cowi.

Utrata zdolno$ci ekspresji pewnych immunogendéw
szczepionkowych wydaje sie mieé szczegdlne znaczenie
dla adaptacji bakterii do odpowiedzi immunologicznej
wzbudzanej w populacji przez stosowanie szczepio-
nek bezkomdrkowych. Ze wzgledu na to, ze szczepionki
catokomérkowe indukujg odpowiedZ immunologiczna
przeciw wielu antygenom, wytaczenie ekspresji jednego
z nich moze mieé niewielki wptyw na wzrost przezywal-
no$ci bakterii. W przypadku presji selekcyjnej w postaci
powszechnego stosowania szczepionek aP, ktére zawie-
rajac 1-5 antygendéw indukuja waski zakres odpowiedzi
immunologicznej, utrata ekspresji cho¢by jednego
z antygendéw szczepionkowych moze znaczaco zwiek-
szy¢ przezywalno$¢ bakterii. Pojawienie sie izolatéw nie-
wytwarzajacych antygendw szczepionkowych moze by¢
wynikiem zastgpienia szczepionek wP szczepionkami aP.

Hipoteze potwierdzaja dane na temat czestos$ci izo-
lacji bakterii niewytwarzajgcych pertaktyny na $wie-
cie [4,7,37,68,72]. Wiekszo$¢ opisanych mutantéw Prn~
zostala wyizolowana w okresie, w ktérym rutynowo
stosowano szczepionki aP zamiast wP. Zaobserwo-
wano, ze wraz z wydluzaniem sie czasu powszechnego
stosowania szczepionek aP, tj. presji indukowanej z ich
udziatem, wzrést udziat izolatéw Prn™ w populacji B. per-
tussis [3,37,48,68,71]. Za przedstawiong hipotezg przema-
wia réwniez to, ze w Rosji [47] i Senegalu [66], krajach
nadal powszechnie stosujagcych szczepionki wP oraz
w Danii [99], kraju stosujacym szczepionke aP zawiera-
jaca jedynie Ptx, dotychczas nie zidentyfikowano izo-
latéw Prn~. Jednak, wzrost czesto$ci wystepowania
izolatéw Prn~ réwniez wsrdd pateczek B. parapertussis,
teoretycznie niepodlegajacych presji selekcyjnej szcze-
pionek aP, zaobserwowany we Francji, moze sugero-
wad, ze mutacje Prn~ moga by¢ skutkiem naturalnej
ewolucji bakterii, ktéra moze by¢ wzmacniana przez
aktualny status immunologiczny populacji bardziej niz
przez samg presje selekcyjng zwigzang ze stosowaniem
szczepionek aP [36]. Ponadto, najnowsze dane z ostat-
niej epidemii krztu$ca w Japonii [60] oraz z 2014 r.
z Francji wykazaty spadek czesto$ci wystepowania izo-
latéw Prn~ w stosunku do lat poprzednich [36]. Jest to
zastanawiajace, jesli przyjmiemy, ze brak wytwarzania
tego antygenu w warunkach powszechnego stosowania
szczepien zwieksza przewage selekcyjng mutantéw Prn~
nad szczepami dzikimi. Aby w pelni zrozumie¢ zwiazek
miedzy szczepionkami aP a powstaniem izolatéw Prn~
nalezy przeprowadzi¢ szersze badania obejmujace izo-
laty pochodzace z krajéw stosujacych rézne strategie
szczepien, pochodzace sprzed okresu stosowania szcze-
pionek aP oraz obserwowa¢ aktualne trendy dotyczace
wystepowania mutantéw Prn”.

W przeciwieristwie do izolatéw Prn~, pateczki krztu-
$ca niewytwarzajace pozostatych antygenéw wchodzg-

cych w sktad szczepionek aP (Ptx, FHA lub Fim) byty
izolowane sporadycznie. Wedlug Hegerle i Guiso [36]
przyczyny tego stanu rzeczy moga by¢ nastepujace:

« antygeny strukturalne blony komérkowej, tj. Prn i Fim,
podlegaja silniejszej presji immunologicznej niz anty-
geny wydzielane na zewnatrz komdérki (Ptx, FHA);

« szczepienia z udzialem aP wywierajg silniejsza presje
selekcyjng na Prn niz Fim, poniewaz: (i) Prn wystepuje
w szczepionkach aP 3- i 5-walentnych, podczas gdy
Fim - jedynie w 5-walentnychy; (ii) wiekszo$¢ krazacych
obecnie izolatéw B. pertussis ma Fim3, przeciw ktd-
rym pentawalentne szczepionki aP indukuja stabsza, w
poréwnaniu do Fim2, odpowiedZ immunologiczna.

Mimo rzadkiego wystepowania izolatéw FHA™, Ptx~
lub Fim™ w krazacej populacji B. pertussis monitorowa-
nie obecnosci tych antygenéw wsréd nowo izolowa-
nych pateczek krztusca jest uzasadnione ze wzgledu na
rosnaca liczbe izolacji szczepédw Prn~.

WSréd szczepdw B. pertussis zidentyfikowano mutanty,
ktére nie wytwarzaly czynnika kolonizacji tchawicy.
Antygen ten nie wystepuje w szczepionkach aP, co
wyklucza ich role w zahamowaniu syntezy TcfA, a suge-
ruje mozliwo$¢ wptywu presji z udziatem szczepio-
nek wP lub tez stale postepujaca redukcje genomu B.
pertussis. W krajach, w ktérych wyizolowano szczepy
TcfA™ przez ponad 40 lat stosowano szczepionki wP
[92]. Ponadto czynnik kolonizacji tchawicy charaktery-
zuje sie polimorficznoscia, co sugeruje, ze odpowiedz
immunologiczna na TcfA moze wptywaé na przezywal-
no$¢ bakterii. W takim wypadku zahamowanie ekspresji
TcfA, state (delecja genu tcfA) lub tymczasowe (mutacje
homopolimerycznej sekwencji poliG), moze by¢ dla bak-
terii korzystne [92]. Ze wzgledu na to, ze w ostatnim cza-
sie, wiekszo$¢ rozwinietych krajéw, z wyjatkiem Polski,
wprowadzita do powszechnych programéw szczepieti
zamiast szczepionek wP szczepionki aP jest prawdopo-
dobne, ze czesto$é izolacji szczepédw TcfA™ wirdd kraza-
cych szczepédw moze sie zmniejszaé.

IzoLaty NIEWYTWARZAJACE ANTYGENOW SZCZEPIONKOWYCH
A EPIDEMIOLOGIA KRZTUSCA

W krajach o wysokim poziomie zaszczepienia prze-
ciw krztu$cowi znajduja sie dwie grupy oséb o duzej
podatnosci na zakazenie B. pertussis:

* niezaszczepione noworodki lub nie w pelni zaszcze-
pione niemowleta i dzieci oraz

+ mtodziez, osoby doroste i starsze z wygasajaca poszcze-
pienna odpowiedzig ochronna przeciw krztuscowi.

Ze wzgledu na rosnaca liczbe doniesieri na temat izolacji
mutantéw niewytwarzajacych pertaktyny szczegélnie
aktualne wydaje sie postawienie pytania o ich znacze-
nie w epidemiologii krztusca w grupach wiekowych
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obarczonych duzym ryzykiem zachorowania. W wielu
rozwinietych krajach w ostatnich latach wystepowaty
epidemie krztusca, w ktérych doszlo do wzrostu wyste-
powania izolatéw Prn~ w poréwnaniu do lat poprzed-
nich.

Pojawienie sie izolatéw niewytwarzajacych pertaktyny
moze stanowi¢ mechanizm adaptacyjny bakterii umoz-
liwiajacy skuteczniejsze zakazanie oséb z wygasajaca
ochrong poszczepienng. Potencjalnie zwiekszone kra-
zenie tych mutantéw wérdd oséb dorostych z wygasa-
jaca ochrong poszczepienng moze by¢ Zrédlem zakazeri
dla innych grup wiekowych, szczegélnie noworodkéw
i niemowlat. Mozliwe, ze utrata zdolnosci syntezy Prn,
pozwala bakteriom na wczeéniejsze zakazenie oséb
zaszczepionych. Moze by¢ to o tyle niebezpieczne, ze
odpornosé po szczepieniu szczepionkami aP jest zde-
cydowanie krétsza w poréwnaniu do odpornoséci po
szczepieniu szczepionkami wP. Badania kohortowe
dzieci wykazaly, ze ryzyko zachorowania na krztusiec
w ciagu calego ich zycia bylo wieksze, kiedy pierwsza
dawka szczepienia byta szczepionka aP, a nie wP [50,82].
W ostatnich latach, we Francji i Japonii odsetek mutan-
téw Prn~ wérdd wszystkich izolatéw B. pertussis wyno-
sit, odpowiednio 13 i 26% [37,60], natomiast w Australii
i Stanach Zjednoczonych 78 i 53% [48,71]. Tak czeste
wystepowanie izolatéw Prn~ oraz wyniki badania retro-
spektywnego przeprowadzonego we Frangji [5] sugeruja,
ze mutanty te moga by¢ zdolne do skutecznej transmisji.
Co wiecej, wywolane przez nie objawy kliniczne krztu$ca
byly podobne do objawéw spowodowanych przez izolaty
Prn*[5,21,53], co sugeruje, ze utrata zdolnosci syntezy
Prn nie wpltyneta negatywnie na zjadliwo$¢ B. pertussis.
Badania in vitro wykazaty, ze mutanty Prn~ byly cytotok-
syczne dla makrofagéw w obecno$ci przeciwcial prze-
ciw-Prn [35] oraz efektywniej kolonizowaty ptuca myszy
immunizowanych szczepionka aP [34,75]. Osoby zaszcze-
pione przynajmniej jedng dawka szczepionki aP mialy
istotnie wieksze szanse zakazenia sie izolatami Prn™ niz
szczepami Prn’[53].

Inna istotna kwestig wynikajaca z wystepowania izola-
téw niewytwarzajacych antygendéw szczepionkowych
jest ich znaczenie w diagnostyce zakazen krztusca.
W panistwach, w ktérych podstawa potwierdzen przy-
padkdéw podejrzanych o zachorowanie na krztusiec sa
badania serologiczne, oparte na oznaczaniu miana prze-
ciwciat przeciw-Ptx, ewentualne rozprzestrzenienie sie
szczepdw niewytwarzajgcych toksyny krztuscowej moze
prowadzi¢ do nieprawidlowego potwierdzania diagnozy
klinicznej i do nieprawidlowej oceny zapadalnosci na

krztusiec [7]. Podobnie identyfikacja molekularna B.
pertussis obejmujaca m.in. wykrywanie promotora Ptx,
w wyzej wymienionej sytuacji, moze sie przyczynia¢ do
btedéw w nadzorze. Ze wzgledu na rosnaca liczbe izola-
téw Prn~ uzasadnione jest stale monitorowanie czesto-
$ci wystepowania mutacji w obrebie innych antygenéw
oraz tych fragmentéw genomu B. pertussis, ktére sa
celem diagnostyki molekularne;j.

PopsumowaNie

Pojawienie sie izolatéw B. pertussis niewytwarzajgcych
Prn, Ptx, FHA, Fim lub TcfA, wywotato w $rodowisku
naukowym debate na temat ich znaczenia w epide-
miologii oraz profilaktyce krztu$ca na $§wiecie. Cztery
pierwsze biatka sa silnymi immunogenami wchodza-
cymi w sktad szczepionek aP, natomiast TcfA jest jed-
nym z wielu antygendw B. pertussis w sposéb naturalny
obecnych w szczepionkach wP. Przypuszcza sie, ze
pojawienie sie zmutowanych szczepéw moze by¢ wyni-
kiem dziatania presji odpowiedzi immunologicznej
wzbudzanej szczepieniami przeciw krztu$cowi. Bak-
terie, ktére utracity zdolno$¢ do syntezy, co najmniej
jednego z immunogendw szczepionkowych mogtyby,
zatem potencjalnie wykazywaé obnizong wrazliwo$¢é
na poszczepienng odpowiedz immunologiczna (tzw.
escape mutants). Zwiekszone krazenie takich mutantéw
moze stanowi¢ niekorzystna prognoze celowosci kon-
tynuacji szczepieti z udziatem szczepionek aP, ktére
zawieraja jedynie 1-5 antygendéw B. pertussis i indukuja
wezszy zakres odpowiedzi immunologicznej niz szcze-
pionki wP. Inne wyja$nienie ich obecnosci w popula-
cji B. pertussis zaktada, ze utrata zdolnosci wytwarzania
tych antygenéw moze by¢ skutkiem naturalnej ewolu-
cji bakterii.

Wsréd wyizolowanych mutantéw dotychczas domino-
wat fenotyp Prn~. Czesto$¢ izolacji bakterii o fenoty-
pie Prn~ w niektérych krajach skorelowano z dtugo$cia
okresu stosowania szczepionek aP. Objawy kliniczne
krztu$ca wywotanego przez izolaty Prn~ nie réznily sie
od objawéw wywotanych przez izolaty Prn".

Doktadne poznanie wptywu fenotypu Prn~ na wirulen-
cje, patogennos¢, skuteczno$é transmisji bakterii oraz
efektywno$¢ prowadzonych szczepieti wymaga prze-
prowadzenia dalszych badan. Poznanie tych zagadnieri
moze by¢ istotne dla zrozumienia przyczyn wzrostu
zachorowani na krztusiec na $wiecie i doprowadzi¢ do
opracowania zoptymalizowanych strategii poprawy pro-
filaktyki krztusca.

376



Polak M., Lutyriska A. — Znaczenie szczepow Bordetella pertussis...

PismienNIcTWO

[1] Abramson T., Kedem H., Relman D.A.: Proinflammatory and pro-
apoptotic activities associated with Bordetella pertussis filamentous
hemagglutinin. Infect. Immun., 2001; 69: 2650-2658

[2] Advani A., Hallander H.O., Dalby T., Krogfelt K.A., Guiso N., Njam-
kepo E., von Kénnig C.H., Riffelmann M., Mooi F.R., Sandven P., Lu-
tynska A., Fry N.K., MertsolaJ., He Q.: Pulsed-field gel electrophoresis
analysis of Bordetella pertussis isolates circulating in Europe from 1998
to 2009. J. Clin. Microbiol., 2013; 51: 422-428

[3] Bamberger E., Abu Raya B., Cohen L., Golan-Shany 0., Davidson
S., Geffen Y., Srugo L.: Pertussis resurgence associated with pertac-
tin-deficient and genetically divergent Bordetella pertussis isolates in
Israel. Pediatr. Infect. Dis. J., 2015; 34: 898-900

[4] Barkoff A.M., Mertsola J., Guillot S., Guiso N., Berbers G., He Q.:
Appearance of Bordetella pertussis strains not expressing the vacci-
ne antigen pertactin in Finland. Clin. Vaccine Immunol., 2012; 19:
1703-1704

[5] Bodilis H., Guiso N.: Virulence of pertactin-negative Bordetella
pertussis isolates from infants, France. Emerg. Infect. Dis., 2013; 19:
471-474

[6] Bogdanowicz J.: Krztusiec. Paristwowy Zaktad Wydawnictw Le-
karskich, Warszawa 1954

[7]1Bouchez V., Brun D., Cantinelli T., Dore G., Njamkepo E., Guiso N.:
First report and detailed characterization of B. pertussis isolates not
expressing pertussis toxin or pertactin. Vaccine, 2009; 27: 6034-6041

[8] Bouchez V., Brun D., Dore G., Njamkepo E., Guiso N.: Bordetella
parapertussis isolates not expressing pertactin circulating in France.
Clin. Microbiol. Infect., 2011; 17: 675-682

[9] Bouchez V., Caro V., Levillain E., Guigon G., Guiso N.: Genomic
content of Bordetella pertussis clinical isolates circulating in areas of
intensive children vaccination. PLoS One, 2008; 3: 2437

[10] Bouchez V., Hegerle N., Strati F., Njamkepo E., Guiso N.: New
data on vaccine antigen deficient Bordetella pertussis isolates. Vac-
cines, 2015; 3: 751-770

[11] Bowden K.E., Williams M.M., Cassiday P.K., Milton A., Pawloski
L., Harrison M., Martin S.W., Meyer S., Qin X., DeBolt C., Tasslimi A.,
Syed N., Sorrell R, Tran M., Hiatt B., Tondella M.L.: Molecular epi-
demiology of the pertussis epidemic in Washington State in 2012. J.
Clin. Microbiol., 2014; 52: 3549-3557

[12] Bradford P.G., Rubin R.P.: Pertussis toxin inhibits chemotactic
factor-induced phospholipase C stimulation and lysosomal enzy-
me secretion in rabbit neutrophils. FEBS Lett., 1985; 183: 317-320

[13] Brandt S.J., Dougherty R.W., Lapetina E.G., Niedel J.E.: Pertussis
toxin inhibits chemotactic peptide-stimulated generation of inosi-
tol phosphates and lysosomal enzyme secretion in human leukemic
(HL-60) cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1985; 82: 3277-3280

[14] Cahill E.S., 0'Hagan D.T., Illum L., Redhead K.: Mice are pro-
tected against Bordetella pertussis infection by intra-nasal immu-
nization with filamentous haemagglutinin. FEMS Microbiol. Lett.,
1993; 107: 211-216

[15] Carbonetti N.H.: Immunomodulation in the pathogenesis of
Bordetella pertussis infection and disease. Curr. Opin. Pharmacol.,
2007, 7:272-278

[16] Carbonetti N.H., Artamonova G.V., Andreasen C., Dudley E., Mays
R.M., Worthington Z.E.: Suppression of serum antibody responses
by pertussis toxin after respiratory tract colonization by Bordetella
pertussis and identification of an immunodominant lipoprotein. In-
fect. Immun., 2004; 72: 3350-3358

[17] Centers for Disease Control and Prevention (CDC): Pertussis
epidemic-Washington, 2012. MMWR Morb. Mortal. Wkly. Rep., 2012;
61:517-522

[18] Cherry].D.: Pertussis: challenges today and for the future. PLoS
Pathog., 2013;9: 1003418

[19] Cherry ].D., Gornbein J., Heininger U., Stehr K.: A search for se-
rologic correlates of immunity to Bordetella pertussis cough illnesses.
Vaccine, 1998; 16: 1901-1906

[20] Chiappini E., Stival A., Galli L., de Martino M.: Pertussis re-emer-
gence in the post-vaccination era. BMC Infect. Dis., 2013; 13: 151

[21] Clarke M., McIntyre P.B., Blyth C.C., Wood N., Octavia S., Sintchen-
ko V,, Giles L., Quinn H., Hill V., Hanly G., Lan R., Marshall H.S.: The
relationship between Bordetella pertussis genotype and clinical seve-
rity in Australian children with pertussis. J. Infect., 2016; 72: 171-178

[22] de Gouw D., Diavatopoulos D.A., Bootsma H.J., Hermans P.W.,
Mooi F.R.: Pertussis: a matter of immune modulation. FEMS Micro-
biol. Rev., 2011; 35: 441-474

[23] Diavatopoulos D.A., Cummings C.A., Schouls L.M., Brinig M.M.,
Relman D.A., Mooi F.R.: Bordetella pertussis, the causative agent of
whooping cough, evolved from a distinct, human-associated lineage
of B. bronchiseptica. PLoS Pathog., 2005; 1: e45

[24] Dubé E., Vivion M., MacDonald N.E.: Vaccine hesitancy, vaccine
refusal and the anti-vaccine movement: influence, impact and im-
plications. Expert Rev. Vaccines, 2015; 14: 99-117

[25] Fedele G., Bianco M., Ausiello C.M.: The virulence factors of
Bordetella pertussis: talented modulators of host immune response.
Arch. Immunol. Ther. Exp., 2013; 61: 445-457

[26] Finn T.M., Stevens L.A.: Tracheal colonization factor: a Borde-
tella pertussis secreted virulence determinant. Mol. Microbiol., 1995;
16: 625-634

[27] Geuijen C.A., Willems R.J., Bongaerts M., Top J., Gielen H., Mooi
E.R.: Role of the Bordetella pertussis minor fimbrial subunit, FimD, in
colonization of the mouse respiratory tract. Infect. Immun., 1997;
65:4222-4228

[28] Geuijen C.A., Willems R.J., Mooi F.R.: The major fimbrial subu-
nit of Bordetella pertussis binds to sulfated sugars. Infect. Immun.,
1996; 64: 2657-2665

[29] Gogol E.B., Cummings C.A., Burns R.C., Relman D.A.: Phase va-
riation and microevolution at homopolymeric tracts in Bordetella
pertussis. BMC Genomics, 2007; 8: 122

[30] Gustafsson L., Hallander H.O., Olin P., Reizenstein E., Storsaeter
J.: A controlled trial of a two-component acellular, a five-compo-
nent acellular, and a whole-cell pertussis vaccine. N. Engl. J. Med.,
1996; 334: 349-355

[31] Gzyl A., Augustynowicz E., Gniadek G., Rabczenko D., Dulny G.,
Slusarczyk J.: Sequence variation in pertussis S1 subunit toxin and
pertussis genes in Bordetella pertussis strains used for the whole-cell
pertussis vaccine produced in Poland since 1960: efficiency of the
DTwP vaccine-induced immunity against currently circulating B.
pertussis isolates. Vaccine, 2004; 22: 2122-2128

[32] He Q., Mertsola J.: Factors contributing to pertussis resurgence.
Future Microbiol., 2008; 3: 329-339

[33] He Q., Viljanen M.K., Olander R.M., Bogaerts H., De Grave D.,
Ruuskanen O, Mertsola J.: Antibodies to filamentous hemaggluti-
nin of Bordetella pertussis and protection against whooping cough
in schoolchildren. J. Infect. Dis., 1994; 170: 705-708

[34] Hegerle N., Dore G., Guiso N.: Pertactin deficient Bordetella per-
tussis present a better fitness in mice immunized with an acellular
pertussis vaccine. Vaccine, 2014; 32: 6597-6600

[35] Hegerle N., Guiso N.: Antibody-mediated inhibition of Borde-
tella pertussis adenylate cyclase-haemolysin-induced macrophage
cytotoxicity is influenced by variations in the bacterial population.
Microbiology, 2014; 160: 962-969

377



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2017; tom 71: 367-379

[36] Hegerle N., Guiso N.: Bordetella pertussis and pertactin-deficient
clinical isolates: lessons for pertussis vaccines. Expert Rev. Vaccines,
2014; 13:1135-1146

[37] Hegerle N., Paris A.S., Brun D., Dore G., Njamkepo E., Guillot S.,
Guiso N.: Evolution of French Bordetella pertussis and Bordetella pa-
rapertussis isolates: increase of Bordetellae not expressing pertactin.
Clin. Microbiol. Infect., 2012; 18: E340-E346

[38] Heikkinen E., Kallonen T., Saarinen L., Sara R., King A.J., Mooi
FR., Soini J.T., Mertsola J., He Q.: Comparative genomics of Borde-
tella pertussis reveals progressive gene loss in Finnish strains. PLoS
One, 2007; 2: €904

[39] Hellwig S.M., Rodriguez M.E., Berbers G.A., van de Winkel J.G.,
Mooi F.R.: Crucial role of antibodies to pertactin in Bordetella pertussis
immunity. J. Infect. Dis., 2003; 188: 738-742

[40] Inatsuka C.S., Xu Q., Vujkovic-Cvijin I, Wong S., Stibitz S., Miller
J.F., Cotter P.A.: Pertactin is required for Bordetella species to resist
neutrophil-mediated clearance. Infect. Immun., 2010; 78: 2901-2909

[41] 1shibashi Y., Relman D.A., Nishikawa A.: Invasion of human re-
spiratory epithelial cells by Bordetella pertussis: possible role for a fi-
lamentous hemagglutinin Arg-Gly-Asp sequence and a5p1 integrin.
Microb. Pathog., 2001; 30: 279-288

[42] Jakinovich A., Sood S.K.: Pertussis: still a cause of death, se-
ven decades into vaccination. Curr. Opin. Pediatr., 2014; 26: 597-604

[43] Kallonen T., Gréndahl-Yli-Hannuksela K., Elomaa A., Lutyriska
A., Fry N.K., Mertsola J., He Q.: Differences in the genomic content
of Bordetella pertussis isolates before and after introduction of per-
tussis vaccines in four European countries. Infect. Genet. Evol., 2011;
11: 2034-2042

[44]King AJ., Berbers G., van Oirschot H.F., Hoogerhout P., Knipping
K., Mooi FR.: Role of the polymorphic region 1 of the Bordetella pertus-
sis protein pertactin in immunity. Microbiology, 2001; 147: 2885-2895

[45] King AJ., van Gorkom T., van der Heide H.G., Advani A., van
der Lee S.: Changes in the genomic content of circulating Bordetella
pertussis strains isolated from the Netherlands, Sweden, Japan and
Australia: adaptive evolution or drift? BMC Genomics, 2010; 11: 64

[46] Komatsu E., Yamaguchi F., Abe A., Weiss A.A., Watanabe M.: Sy-
nergic effect of genotype changes in pertussis toxin and pertactin
on adaptation to an acellular pertussis vaccine in the murine intra-
nasal challenge model. Clin. Vaccine. Immunol., 2010; 17: 807-812

[47] Kurova N., Njamkepo E., Brun D., Tseneva G., Guiso N.: Moni-
toring of Bordetella isolates circulating in Saint Petersburg, Russia
between 2001 and 2009. Res. Microbiol., 2010; 161: 810-815

[48] Lam C., Octavia S., Ricafort L., Sintchenko V., Gilbert G.L., Wood
N., McIntyre P., Marshall H., Guiso N., Keil A.D., Lawrence A., Robson
J., Hogg G., Lan R.: Rapid Increase in pertactin-deficient Bordetella
pertussis isolates, Australia. Emerg. Infect. Dis., 2014; 20: 626-633

[49] Leininger E., Roberts M., Kenimer J.G., Charles 1.G., Fairweather
N., Novotny P., Brennan M.J.: Pertactin, an Arg-Gly-Asp-containing
Bordetella pertussis surface protein that promotes adherence of mam-
malian cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1991; 88: 345-349

[50] Liko J., Robison S.G., Cieslak P.R.: Priming with whole-cell ver-
sus acellular pertussis vaccine. N. Engl. J. Med., 2013; 368: 581-582

[51] Locht C.: Molecular aspects of Bordetella pertussis pathogenesis.
Int. Microbiol., 1999; 2: 137-144

[52] Locht C., Bertin P., Menozzi F.D., Renauld G.: The filamentous
haemagglutinin, a multifaceted adhesion produced by virulent Bor-
detella spp. Mol. Microbiol., 1993; 9: 653-660

[53] Martin S.W., Pawloski L., Williams M., Weening K., DeBolt C., Qin
X.,Reynolds L., Kenyon C., Giambrone G., Kudish K., Miller L., Selvage
D., Lee A., Skoff T.H., Kamiya H. i wsp.: Pertactin-negative Bordetella
pertussis strains: evidence for a possible selective advantage. Clin.
Infect. Dis., 2015; 60: 223-227

[54] Mastrantonio P., Spigaglia P., van Oirschot H., van der Heide H.G.,
Heuvelman K., Stefanelli P., Mooi F.R.: Antigenic variants in Bordetella
pertussis strains isolated from vaccinated and unvaccinated children.
Microbiology, 1999; 145: 2069-2075

[55] Mattoo S., Cherry J.D.: Molecular pathogenesis, epidemiology,
and clinical manifestations of respiratory infections due to Borde-
tella pertussis and other Bordetella subspecies. Clin. Microbiol Rev.,
2005; 18: 326-382

[56] McCarthy M.: Vaccine refusal may have contributed to Califor-
nia’s 2010 pertussis outbreak, study finds. Br. Med. J., 2013; 347: {6109

[57] Medical Research Council 1956: VACCINATION against who-
oping-cough; relation between protection in children and results
of laboratory tests; a report to the Whooping-cough Immunization
Committee of the Medical Research Council and to the medical of-
ficers of health for Cardiff, Leeds, Leyton, Manchester, Middlesex,
Oxford, Poole, Tottenham, Walthamstow, and Wembley. Br. Med. J.,
1956; 2: 454-462

[58] Melvin].A., Scheller E.V., Miller J.F., Cotter P.A.: Bordetella pertus-
sis pathogenesis: current and future challenges. Nat Rev Microbiol.,
2014; 12: 274-288

[59] Mills K.H., Ryan M., Ryan E., Mahon B.P.: A murine model in
which protection correlates with pertussis vaccine efficacy in chil-
dren reveals complementary roles for humoral and cell-mediated
immunity in protection against Bordetella pertussis. Infect. Immun.,
1998; 66: 594-602

[60] Miyaji Y., Otsuka N., Toyoizumi-Ajisaka H., Shibayama K., Ka-
machi K.: Genetic analysis of Bordetella pertussis isolates from the
2008-2010 pertussis epidemic in Japan. PLoS One, 2013; 8: €77165

[61] Mooi F.R.: Bordetella pertussis and vaccination: the persistence
of a genetically monomorphic pathogen. Infect. Genet. Evol., 2010;
10: 36-49

[62] Mooi FR., van Loo LH., van Gent M., He Q., Bart M.]., Heuvel-
man KJ., de Greeff S.C., Diavatopoulos D., Teunis P., Nagelkerke N.,
Mertsola J.: Bordetella pertussis strains with increased toxin produc-
tion associated with pertussis resurgence. Emerg. Infect. Dis., 2009;
15:1206-1213

[63] Mooi FR., van der Maas N.A., de Melker H.E.: Pertussis resur-
gence: waning immunity and pathogen adaptation - two sides of the
same coin. Epidemiol. Infect., 2014; 142: 685-694

[64] Mosiej E., Augustynowicz E., Zawadka M., Dabrowski W., LutyA-
ska A.: Strain variation among Bordetella pertussis isolates circulating
in Poland after 50 years of whole-cell pertussis vaccine use. J. Clin.
Microbiol., 2011; 49: 1452-1457

[65] Mosiej E., Zawadka M., Krysztopa-Grzybowska K., Polak M., Au-
gustynowiczE., Piekarska K., Lutyriska A.: Sequence variation in viru-
lence-related genes of Bordetella pertussis isolates from Poland in the
period 1959-2013. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis., 2015; 34: 147-152

[66] Njamkepo E., Cantinelli T., Guigon G., Guiso N.: Genomic analysis
and comparison of Bordetella pertussis isolates circulating in low and
high vaccine coverage areas. Microbes. Infect., 2008; 10: 1582-1586

[67] Olin P., Rasmussen F., Gustafsson L., Hallander H.O., Heijbel H.:
Randomised controlled trial of two-component, three-component,
and five-component acellular pertussis vaccines compared with
whole-cell pertussis vaccine. Ad Hoc Group for the Study of Pertussis
Vaccines. Lancet, 1997; 350: 1569-1577

[68] Otsuka N., Han H.J., Toyoizumi-Ajisaka H., Nakamura Y., Ara-
kawa Y., Shibayama K., Kamachi K.: Prevalence and genetic charac-
terization of pertactin-deficient Bordetella pertussis in Japan. PLoS
One, 2012; 7: €31985

[69] Packard E.R., Parton R., Coote J.G., Fry N.K.: Sequence variation
and conservation in virulence-related genes of Bordetella pertussis
isolates from the UK. J. Med. Microbiol., 2004; 53: 355-365

[70] Parkhill J., Sebaihia M., Preston A., Murphy L.D., Thomson N.,

378



Polak M., Lutyriska A. — Znaczenie szczepow Bordetella pertussis...

Harris D.E., Holden M.T., Churcher C.M., Bentley S.D., Mungall K.L.,
Cerdefio-Tarraga A.M., Temple L., James K., Harris B., Quail M.A.
i wsp.: Comparative analysis of the genome sequences of Bordetella
pertussis, Bordetella parapertussis and Bordetella bronchiseptica. Nat.
Genet., 2003; 35: 32-40

[71] Pawloski L.C., Queenan A.M., Cassiday PX., Lynch A.S., Harrison
MJ., Shang W., Williams M.M., Bowden K.E., Burgos-Rivera B., Qin X.,
Messonnier N., Tondella M.L.: Prevalence and molecular characteri-
zation of pertactin-deficient Bordetella pertussis in the United States.
Clin. Vaccine Immunol., 2014; 21: 119-125

[72] Queenan A.M., Cassiday P.X., Evangelista A.: Pertactin-negative
variants of Bordetella pertussis in the United States. N. Engl. J. Med.,
2013; 368: 583-584

[73] Quinlan T., Musser K.A., Currenti S.A., Zansky S.M., Halse T.A.:
Pertactin-negative variants of Bordetella pertussis in New York Sta-
te: A retrospective analysis, 2004-2013. Mol. Cell. Probes, 2014; 28:
138-140

[74] Rodriguez M.E., Hellwig S.M., Pérez Vidakovics M.L., Berbers
G.A., van de Winkel J.G.: Bordetella pertussis attachment to respirato-
ry epithelial cells can be impaired by fimbriae-specific antibodies.
FEMS Immunol. Med. Microbiol., 2006; 46: 39-47

[75] Safarchi A., Octavia S., Luu L.D., Tay C.Y., Sintchenko V., Wood N,
Marshall H., McIntyre P., Lan R.: Pertactin negative Bordetella pertus-
sis demonstrates higher fitness under vaccine selection pressure in
a mixed infection model. Vaccine, 2015; 33: 6277-6281

[76] Sato H., Sato Y.: Bordetella pertussis infection in mice: correlation
of specific antibodies against two antigens, pertussis toxin, and fi-
lamentous hemagglutinin with mouse protectivity in an intracere-
bral or aerosol challenge system. Infect. Immun., 1984; 46: 415-421

[77] Sato H., Sato Y.: Relationship between structure and biological
and protective activities of pertussis toxin. Dev. Biol. Stand., 1991;
73:121-132

[78] Scheller E.V., Cotter P.A.: Bordetella filamentous hemagglutinin
and fimbriae: critical adhesins with unrealized vaccine potential.
Pathog. Dis., 2015; 73: ftv079

[79] Sealey K.L., Harris S.R., Fry N.K., Hurst L.D., Gorringe A.R., Par-
khill J., Preston A.: Genomic analysis of isolates from the United King-
dom 2012 pertussis outbreak reveals that vaccine antigen genes are
unusually fast evolving. J. Infect. Dis., 2015; 212: 294-301

[80] Serra D.O., Conover M.S., Arnal L., Sloan G.P., Rodriguez M.E.,
Yantorno 0.M., Deora R.: FHA-mediated cell-substrate and cell-cell
adhesions are critical for Bordetella pertussis biofilm formation on
abiotic surfaces and in the mouse nose and the trachea. PLoS One,
2011; 6: 28811

[81] Shahin R.D., Amsbaugh D.F., Leef M.F.: Mucosal immunization
with filamentous hemagglutinin protects against Bordetella pertussis
respiratory infection. Infect. Immun., 1992; 60: 1482-1488

[82] sheridan S.L., Ware R.S., Grimwood K., Lambert S.B.: Number
and order of whole cell pertussis vaccines in infancy and disease
protection. JAMA, 2012; 308: 454-456

[83] Shuel M., Jamieson E.B., Tang P., Brown S., Farrell D., Martin L.,
Stoltz J., Tsang R.S.: Genetic analysis of Bordetella pertussis in Onta-
rio, Canada reveals one predominant clone. Int. J. Infect. Dis., 2013;
17: e413-417

[84] Spangrude G.J., Sacchi F., Hill H.R., van Epps D.E., Daynes R.A.:
Inhibition of lymphocyte and neutrophil chemotaxis by pertussis
toxin. J. Immunol., 1985; 135: 4135-4143

[85] Stefanelli P., Fazio C., Fedele G., Spensieri F., Ausiello C.M., Ma-
strantonio P.: A natural pertactin deficient strain of Bordetella per-
tussis shows improved entry in human monocyte-derived dendritic
cells. New Microbiol., 2009; 32: 159-166

[86] Stefanoff P., Paradowska-Stankiewicz L.A., Lipke M., Karasek
E., Rastawicki W., Zasada A., Samuels S., Czajka H., Pebody R.G.: In-

cidence of pertussis in patients of general practitioners in Poland.
Epidemiol. Infect., 2014; 142: 714-723

[87] Storsaeter J., Hallander H.O., Gustafsson L., Olin P.: Levels of anti-
-pertussis antibodies related to protection after household exposure
to Bordetella pertussis. Vaccine, 1998; 16: 1907-1916

[88] Theofiles A.G., Cunningham S.A., ChiaN., Jeraldo P.R., Quest D.J.,
Mandrekar J.N., Patel R.: Pertussis outbreak, Southeastern Minne-
sota, 2012. Mayo Clin. Proc., 2014; 89: 1378-1388

[89] Thierry-Carstensen B., Dalby T., Stevner M.A., Robbins J.B.,
Schneerson R., Trollfors B.: Experience with monocomponent acel-
lular pertussis combination vaccines for infants, children, adole-
scents and adults - a review of safety, immunogenicity, efficacy and
effectiveness studies and 15 years of field experience. Vaccine, 2013;
31:5178-5191

[90] TsangR.S., Shuel M., Jamieson F.B., Drews S., Hoang L., Horsman
G., Lefebvre B., Desai S., St-Laurent M.: Pertactin-negative Bordetella
pertussis strains in Canada: characterization of a dozen isolates based
on asurvey of 224 samples collected in different parts of the country
over the last 20 years. Int. J. Infect. Dis., 2014; 28: 65-69

[91] van Gent M., Heuvelman C.J., van der Heide H.G., Hallander H.O.,
Advani A., Guiso N., Wirsing von K8nig C.H., Vestrheim D.F., Dalby
T., Fry N.K., Pierard D., Detemmerman L., Zavadilova J., Fabianova
K., Logan C. i wsp.: Analysis of Bordetella pertussis clinical isolates
circulating in European countries during the period 1998-2012. Eur.
J. Clin. Microbiol. Infect. Dis., 2015; 34: 821-830

[92] van Gent M., Pierard D., Lauwers S., van der Heide H.G., King
A.J., Mooi F.R.: Characterization of Bordetella pertussis clinical isolates
that do not express the tracheal colonization factor. FEMS Immunol.
Med. Microbiol., 2007; 51: 149-154

[93] van Gent M., van Loo L.H., Heuvelman K J., de Neeling A J., Teu-
nis P.,, Mooi F.R.: Studies on Prn variation in the mouse model and
comparison with epidemiological data. PLoS One, 2011; 6: €18014

[94] van Hoek A.J., Campbell H., Amirthalingam G., Andrews N., Mil-
ler E.: The number of deaths among infants under one year of age in
England with pertussis: results of a capture/recapture analysis for
the period 2001 to 2011. Euro Surveill., 2013; 18: 20414

[95] van Loo LH., Heuvelman K.J., King AJ., Mooi F.R.: Multilocus
sequence typing of Bordetella pertussis based on surface protein
genes. J. Clin. Microbiol., 2002; 40: 1994-2001

[96] Vandebriel R.J., Hellwig S.M., Vermeulen ].P., Hoekman J.H.,
Dormans J.A., Roholl P.J., Mooi E.R.: Association of Bordetella per-
tussis with host immune cells in the mouse lung. Microb. Pathog.,
2003; 35: 19-29

[97] williams M.M., Sen K., Weigand M.R., Skoff T.H., Cunningham
V.A., Halse T.A., Tondella M.L., CDC Pertussis Working Group: Bor-
detella pertussis strain lacking pertactin and pertussis toxin. Emerg.
Infect. Dis., 2016; 22: 319-322

[98] World Health Organization: WHO - Immunization, Vaccines and
Biologicals, Pertussis. http://www.who.int/immunization/topics/
pertussis/en/(12.12.2015)

[99] Zeddeman A., van Gent M., Heuvelman C J., van der Heide H.G.,
Bart M.J., Advani A., Hallander H.O., Wirsing von Konig C.H., Riffel-
man M., Storsaeter J., Vestrheim D.F,, Dalby T., Krogfelt K.A., Fry N.K.,
Barkoff A.M. i wsp.: Investigations into the emergence of pertactin-
-deficient Bordetella pertussis isolates in six European countries, 1996
to 2012. Euro Surveill., 2014; 19: 20881

[100] Zhu Y.Z., Cai C.S., Zhang W., Guo H.X., Zhang J.P., Ji Y.Y., MaG.Y.,
Wu]J.L,, Li Q.T., Lu C.P.,, Guo X.K.: Immunoproteomic analysis of hu-
man serological antibody responses to vaccination with whole-cell
pertussis vaccine (WCV). PLoS One, 2010; 5: €13915

Autorzy deklarujg brak potencjalnych konfliktéw intereséw.

379



