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Antigenní variabilita kmenů Bordetella pertussis 
izolovaných v letech 1967–2010 v České republice 
– možné vysvětlení vzestupu nemocnosti pertusí?
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ABSTRACT
Zavadilová J., Lžičařová D., Musílek M., Křížová P., 
Fabiánová K.: Antigenic variability of Bordetella pertus-
sis strains isolated in 1967–2010 in the Czech Republic 
– possible explanation for the rise in cases of pertussis?
Objective: Comparison of antigenic structures of Bordetella 
pertussis (B. pertussis) strains isolated from 1967 to 2010 in 
the Czech Republic. 
Material and methods: Seventy strains of B. pertussis were 
referred to the National Reference Laboratory (NRL) for 
Pertussis and Diphtheria within the surveillance of pertussis 
from all over the Czech Republic (CR) between 1967 and 
2010. To study the strains, the analysis was performed of 
the genome sequences encoding the surface immunogenic 
structures – the pertussis toxin S1 subunit gene (ptxA), per-
tactin gene region 1 (prnA), type 3 fimbriae gene (fim3) – and 
pertussis toxin promoter (ptxP) responsible for the regulation 
of the production of pertussis toxin. 
Results: For the study set of B. pertussis strains, the sequen-
cing analysis revealed changes in all genomic regions studied. 
The isolates from three periods differ in the allelic profile. 
In period I (1967−1978) with the use of whole cell pertussis 
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vaccine  (wP), the following two profiles were the most com-
mon: ptxP(1), ptxA(2), prnA(1), fim3(1) and ptxP(1), ptxA(1), 
prnA(3), fim3(1). In period 2 (1990−2007) with the switch to 
acellular pertussis vaccine (aP), the most common profile 
was: ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2). Period 3 (2008−2010) 
with the use of aP was characterized by the predominance 
of the following two profiles which had never been found 
in period 1: ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2) and ptxP(3) 
ptxA(1), prnA(2), fim3(1).
Conclusions: Sequencing of the genomic regions ptxP, 
ptxA, prnA, and fim3 of B. pertussis strains isolated in the 
CR between 1967 and 2010 confirmed changes in the allelic 
variants of these regions. The incidence of strains carrying the 
new allelic variants was increasing after 1995 at the expense 
of those carrying the original variants. The study results can 
be interpreted as a partial genetic escape of pathogenic stra-
ins of B. pertussis beyond the reach of the pertussis vaccines.
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SOUHRN
Cíl práce: Porovnání antigenních struktur kmenů Bordetella 
pertussis (B. pertussis) z let 1967–2010 v České republice. 
Materiál a metodiky: Do studie bylo zařazeno 70 kmenů 
B. pertussis, které byly v rámci surveillance pertuse doručeny 
do Národní referenční laboratoře (NRL) pro pertusi a difterii 
v  letech 1967–2010 z  celé České republiky (ČR). Kmeny 
byly studovány analýzou genomových sekvencí kódujících 
povrchové imunogenní struktury – gen pro S1 podjednotku 
pertusového toxinu (ptxA), oblast 1 genu pro pertaktin 
(prnA), gen pro fimbrie typu 3 (fim3) – a promotor genu 
pro pertusový toxin (ptxP) odpovědný za řízení produkce 
pertusového toxinu. 
Výsledky: Ve studovaném souboru kmenů B. pertussis byly 
sekvenační analýzou prokázány změny ve všech sledo-
vaných oblastech genomu. Alelický profil izolátů ve třech 
srovnávaných obdobích se liší. V prvním období (1967−1978, 
používání celobuněčné pertusové vakcíny (wP)) byly 
nejčastěji zjištěny dva profily: ptxP(1), ptxA(2), prnA(1), 

fim3(1); ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1). Ve druhém období 
(1990−2007, přechod na acelulární pertusovou vakcínu (aP)) 
byl nejčastěji zjištěn profil ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2). 
Ve třetím období (2008−2010, používání aP) zcela převládaly 
dva alelické profily, které se v prvním období vůbec nevy-
skytovaly: ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2); ptxP(3) ptxA(1), 
prnA(2), fim3(1).
Závěry: Sekvenací oblastí genomu ptxP, ptxA, prnA a fim3 
u kmenů B. pertussis izolovaných v ČR v období 1967–2010 
byly potvrzeny změny alelických variant těchto oblastí. 
Výskyt kmenů nesoucích nové alelické varianty narůstá 
po roce 1995 na úkor kmenů nesoucích varianty původní. 
Výsledky studie lze interpretovat jako částečný genetický 
únik patogenních kmenů B. pertussis mimo účinnost per-
tusových vakcín. 

KLÍČOVÁ SLOVA:
kmen Bordetella pertussis – izolát – sekvenace – epide-
miologie – vakcína
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ÚVOD
Před zavedením očkování patřilo onemocnění pertusí 
mezi hlavní příčiny nemocnosti a úmrtnosti dětí. Plošná 
vakcinace proti pertusi (dávivému, černému kašli) byla 
ve většině států zavedena v  polovině 20. století, což  
přispělo k  významnému snížení nemocnosti a  úmrt- 
nosti dětí na pertusi. V  sedmdesátých letech se pak 
v  zemích s  dobrou dostupností vakcín a  vysokou pro-
očkovaností dětské populace snížily počty nemocných 
na minimum. 
V posledních dvou desetiletích 20. století a poté až do 
současné doby je však ze států se stabilní dobrou proočko-
vaností proti pertusi hlášen nárůst incidence onemocně-
ní, a to nejen v dětské populaci, ale také u dospívajících 
a dospělých. Zvýšená incidence pertuse je zaznamenává-
na v mnoha oblastech a státech USA, Kanady, Austrálie 
a Evropy [1–9].

V ČR bylo zahájeno pravidelné očkování proti pertusi 
v  roce 1958. K  vakcinaci byla použita wP vyrobená 
v Ústavu sér a očkovacích látek z „domácích“ aktuálně 
kolujících kmenů B. pertussis v kombinaci s difterickým 
a tetanickým toxoidem (ALDITEPERA). Očkování dětí 
probíhalo v pětidávkovém schématu. Od roku 2001 byla 
pro pravidelné očkování používána wP zahraničního 
výrobce. Od roku 2002 byla již na českém trhu k dispo-
zici i  vakcína aP aplikovaná z  indikace pediatra nebo 
za úhradu. Od roku 2005 aP nahradila pátou dávku 
očkování proti pertusi a v roce 2007 se aP stala součástí 
pravidelného očkování. Od roku 2009 bylo zavedeno 
přeočkování 6. dávkou aP. Očkovací látka aP používaná 
v rámci pravidelného očkování obsahuje tři komponen-
ty: pertusový toxin (PT), pertaktin (PRN) a filamentózní 
hemaglutinin (FHA). Od roku 2010 je k dispozici na trhu 
alternativní aP proti pertusi, která obsahuje PT, PRN, 

Tabulka 1. Souhrnná charakteristika kmenů B. pertussis, Česká republika, 1967–2010

Table 1. Summary characteristics of B. pertussis strains, Czech Republic, 1967–2010

h Rok izolace
Alelické varianty

Sérotyp Fim
ptxP ptxA prnA fim3

1526 1967 1 2 1 1 3

1385 1967 1 2 1 1 3

1430 1967 1 2 1 1 3

1429 1967 1 1 3 1 3

58N 1969 1 2 1 1 3

239 1969 1 1 3 1 3

917 1969 1 1 3 1 3

866 1969 1 1 3 1 3

1221 1970 1 1 3 1 3

1554 1970 1 1 3 1 3

3305 1971 1 2 1 1 3

411 1971 1 2 1 1 3

345 1971 1 2 1 1 3

541 1971 1 2 1 1 3

1800 1971 1 1 1 1 3

338 1971 1 1 3 1 3

1707 1977 1 1 1 1 3

17 1978 1 1 1 1 3

932 1978 1 1 1 1 3

426 1978 1 1 3 1 3

161/90 1990 3 1 2 2 3

314 1993 1 1 3 1 3

762/95 1995 1 1 2 1 3

638/95 1995 3 1 2 1 3

602 1995 3 1 2 2 3

624/95 1995 3 1 2 2 3

39/99 1999 3 1 2 2 3

9 2004 3 1 2 2 3

24(8/2007) 2007 3 1 2 2 3
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wP - celobuněčná pertusová vakcína, aP - acelulární pertusová vakcína, ptxP - promotor genu pro pertusový toxin, ptxA - gen pro S1 podjed-
notku pertusového toxinu,  prnA - oblast 1 genu pro pertaktin, fim3 - gen pro fimbrie typu 3, Fim - fimbrie, parapert - B. parapertussis	

wP – whole cell pertussis vaccine, aP – acellular pertussis vaccine, ptxP – pertussis toxin promotor, ptxA – pertussis toxin S1 subunit gene, 
prnA – pertactin gene region 1, fim3 – type 3 fimbriae gene, Fim – fimbriae, parapert – B. parapertusis

114 2008 3 1 2 1 3

122 2008 3 1 2 1 3

130 2008 3 1 2 1 3

343 2008 3 1 2 1 3

344 2008 3 1 2 1 3

296/08 2008 3 1 2 1 3

20 2008 3 1 2 2 3

230 2008 3 1 2 2 3

231 2008 3 1 2 2 3

232 2008 3 1 2 2 3

233 2008 3 1 2 2 3

234 2008 3 1 2 2 3

288 2008 3 1 2 2 3

75(12329) 2008 3 1 2 2 2

155(7782) 2008 3 1 2 2 3

116 2008 3 1 2 2 3

135 2008 3 1 2 2 3

 85(15030) 2008 3 1 2 2 3

117 2008 3 1 2 2 3

72 (215) 2008 3 1 2 2 3

121 2008 3 1 2 2 3

312 2008 3 1 2 2 3

342 2008 3 1 2 2 3

25 2008 3 1 2 2 3

303/08 2008 3 1 2 2 3

341/08 2008 3 1 2 2 3

55/09 2009 3 1 2 1 2,3

110/09 2009 3 1 2 1 3

139/09 2009 3 1 2 1 3

140/09 2009 3 1 2 1 2,3

144/09 2009 3 1 2 1 2,3

3/2010 2010 3 1 2 1 3

04/10 2010 3 1 2 1 3

01/10 2010 3 1 2 1 3

09/10 2010 3 1 2 1 3

12/10 2010 3 1 2 1 3

02/10 2010 3 1 2 2 3

03/10 2010 3 1 2 2 3

05/10 2010 3 1 2 2 3

06/10 2010 3 1 parapert 2 3

08/10 2010 3 1 2 2 3
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FHA a  antigeny fimbrií Fim2 a  Fim3. Tato vakcína je 
však určena pouze pro přeočkování. 
Incidence a úmrtnost pertuse po zavedení pravidelného 
očkování v  ČR rychle klesala z  původních desetitisíců 
případů ročně na 5–48 případů od druhé poloviny 70. let 
do roku 1992; většina případů byla u dětí mladších tří let. 
Od roku 1993 má hlášená incidence pertuse v ČR trvale 
vzestupný trend. V ČR se proočkovanost udržuje na velmi 
dobré úrovni, která umožňuje nastolení kolektivní imu-
nity. Například u dětí do dvou let věku dosahuje 99 % [10].
Návrat pertuse do populace s  vysokou proočkovanos-
tí může být způsoben mnoha faktory. Mezi nejčastěji 
uváděné patří zkvalitnění surveillance a laboratorní dia-
gnostiky onemocnění, lepší povědomí odborné a laické 
veřejnosti o pertusi, druh používaných vakcín a vyvanutí  
(„waning“) imunity po očkování [7, 11]. 
K významným faktorům nárůstu onemocnění patří také 
adaptace původce onemocnění, bakterie B. pertussis, na 
imunitu zprostředkovanou očkováním; tedy šíření kme-
nů B. pertussis antigenně odlišných od kmenů použitých 
ve vakcínách. Nové klony B. pertussis vzniklé selektivním 
tlakem vakcinace mají vlastnosti, které jim umožňují 
vyhnout se dostatečné účinnosti používaných vakcín [12]. 
Pro sekvenační analýzu byly zvoleny oblasti genomu 
ptxP, ptxA, prnA a fim3. Jde o genomové sekvence kódující 
struktury významně se uplatňující v patogenezi pertuse 
a dostatečně polymorfní pro účely typizace. Tyto struk-
tury jsou zároveň složkami aP dostupných v ČR. 
Oblast genomu PtxP je součástí promotoru ptx-ptl operonu 
kódujícího PT a jeho transportní systém, odpovědný za říze-
ní produkce PT. Exprese genů tohoto operonu je regulována 
BvgA systémem, který řídí expresi stovek genů v závislosti 
na změnách vnějších podmínek [13–15]. Polymorfizmus ptxP 
byl zjištěn v oblasti vazebných míst pro RNA polymerázu 
a pro transkripční faktor BvgA [16]. V současné době je 
známo 18 alelických variant sekvence ptxP [17].

Oblast genomu PtxA B. pertussis kóduje S1 podjednotku PT. 
PT je tvořen celkem 6 podjednotkami, S1–S5, S1 je podjed-
notkou katalytickou. Toxin působí mechanismem ADP 
ribosylace G-proteinů eukaryotních buněk. Polymorfní 
oblast podjednotky S1 má zásadní význam pro vazbu na 
receptor T lymfocytů (TCR) [18]. Ostatní podjednotky 
mají transportní funkci, tvoří transportní systém typu 
IV [13]. V  oblastech kódujících ostatní podjednotky PT 
nebyl pozorován významnější polymorfismus [19]. PT je 
jediným známým faktorem patogenity odpovědným za 
klinickou manifestaci pertuse – u imunologicky naivních 
jedinců (v našich podmínkách vesměs dosud neočkované 
děti, především kojenci) způsobuje výraznou leukocytózu 
s absolutní lymfocytózou a syndrom plicní hypertenze, 
který může být příčinou respiračního a  oběhového se-
lhání a smrti [20, 21].
Další významnou funkcí PT je inhibice časné zánětlivé 
odpovědi, především produkce prozánětlivých cytokinů 
a chemokinů a migrace neutrofilních leukocytů do mís-
ta infekce, což usnadňuje kolonizaci sliznic hostitele 
v iniciální fázi infekce [13, 14]. V současné době je známo  
8 alelických variant sekvence ptxA [17]. Inaktivovaný PT 
je součástí všech aP dostupných v ČR. 
PrnA je variabilní oblast 1 genu kódujícího PRN, au-
totransportní sekreční protein s  funkcí adhezinu [13, 
22]. Vazebným místem pro adhezi je u PRN triplet ami-
nokyselin Arg-Gly-Asp (RGD), známý jako místo vaz-
by (protein-protein) s  eukaryotní  buňkou. Variabilní 
oblast 1 se nachází v blízkosti tohoto RGD motivu [22]. 
Variabilní oblast 1 PRN obsahuje epitop významný pro 
tvorbu protektivních protilátek. Polymorfismus v  této 
oblasti ovlivňuje strukturu a  tím i  protektivitu těchto 
specifických protilátek [23, 24]. Jednotlivé alelické va-
rianty prnA se liší počtem repetic aminokyselin GGXXP 
(Gly-Gly-X-X-Pro) ve variabilní oblasti 1, celkem je známo 
13 variant [22]. V genu pro PRN se nachází i druhá poly-

Tabulka 2. Alelický profil izolátů B. pertussis, Česká republika, 1967-2010

Table 2. Allelic profiles of B. pertussis isolates, Czech Republic, 1967–2010

Alelický profil 1967-1978
wP

(n=20)

1990-2007
wP + aP

(n=9)

2008-2010
aP

(n=41)

celkem

(n=70)

ptxP(1), ptxA(2), prnA(1), fim3(1) 8 0 0 8

ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1) 8 1 0 9

ptxP(1), ptxA(1), prnA(1), fim3(1) 4 0 0 4

ptxP(1), ptxA(1), prnA(2), fim3(1) 0 1 0 1

ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(1) 0 1 16 17

ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2) 0 6 24 30

ptxP(3), ptxA(1), prn-parapert., fim3(2) 0 0 1 1

wP - celobuněčná pertusová vakcína, aP - acelulární pertusová vakcína, ptxP - promotor genu pro pertusový toxin,
ptxA - gen pro S1 podjednotku pertusového toxinu, prnA - oblast 1 genu pro pertaktin, fim3 - gen pro fimbrie typu 3,
parapert - B. parapertussis

wP – whole cell pertussis vaccine, aP – acellular pertussis vaccine, ptxP – pertussis toxin promotor, ptxA – pertussis toxin S1 subunit gene, 
prnA – pertactin gene region 1, fim3 – type 3 fimbriae gene, parapert – B. parapertussis 
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morfní oblast prnB, její sekvenace je však doporučována 
pouze v případě zjištění nové alelické varianty prnA [22]. 
PRN je obsažen ve většině aP používaných v ČR.
Oblasti fim2 a  fim3 kódují velkou (major) podjednot-
ku fimbrií, vláknitých povrchových struktur bílko-
vinné povahy, jejichž předpokládanou funkcí je 
zprostředkování adherence k  respiračnímu řasinko-
vému epitelu [14]. Fimbrie hrají roli i  v  imunomodu-
laci časné (T-independentní) IgM odpovědi, indukují  
Th2-dependentní odpověď [13]. Dosud jsou známy 4 ale-
lické varianty fim3 [17]. Oblast fim2 nebyla v předkládané 
studii sekvenována a je uvedena jen pro úplnost. V la-
boratorní charakteristice kmenů B. pertussis je velká pod-
jednotka fimbrií strukturou určující sérotyp Fim2/3/2,3 
[25]. Fimbrie typu 2 a 3 obsahuje jedna z aP používaných 
v ČR pro přeočkování (5 let, 10–11 let, dospělí). 

MATERIÁL A METODIKA
Kmeny Bordetella pertussis 
Do studie bylo zařazeno 70 kmenů B. pertussis, které byly 
v rámci surveillance pertuse doručeny do NRL pro pertusi 
a  difterii v  letech 1967–2010 z  celé ČR. Z  let 1972–1976, 
1991–1992, 1996–1998, 2000–2003 a 2005–2006 se kmeny 
nedochovaly. Studované období více než 40 let bylo roz-
děleno na 3 časové úseky:
• 1967−1978 (20 izolátů) – období wP + klesající nemocnost 
pertuse.
• 1990−2007 (9 izolátů) – období přechodu z wP na aP + 
počátek vzestupu nemocnosti pertuse.
• 2008−2010 (41 izolátů) – období aP + pokračující vzestup 
nemocnosti pertuse.
Do roku 2004 byly kmeny uchovávány v  lyofilizova-
ném stavu, od roku 2007 jsou uchovávány zmrazením  
při -70 °C. Kmeny B. pertussis byly kultivovány na Bordet- 
-Gengou a Charcoal agaru a inkubovány při teplotě 35 ± 1 °C  
po dobu 96 hodin v normální atmosféře. Potvrzení dru-
hové identifikace bylo provedeno sklíčkovou aglutinací 
s  diagnostickým sérem Bordetella pertussis (Remel Ltd, 
USA). Sérotypizace pro určení typu fimbrií byla pro-
vedena rovněž sklíčkovou aglutinací s  použitím mo-
noklonálních protilátek Monoclonal Antibody for Serotyping 
Bordetella pertussis Fimbrial Antigen 2, 1 st WHO IS (NIBSC, UK) 
a Monoclonal Antibody for Serotyping Bordetella pertussis Fimbrial 
Antigen 3, 1 st WHO IS (NIBSC, UK) podle [25].

Sekvenace DNA
Izolace DNA byla provedena soupravou QIAamp DNA 
Mini Kit (Qiagen, SRN). 
Kmeny byly studovány analýzou genomových sekvencí 
kódujících povrchové imunogenní struktury – gen pro S1 
podjednotku pertusového toxinu (ptxA), oblast 1 genu pro 
pertaktin (prnA), gen pro fimbrie typu 3 (fim3) – a promo-
tor genu pro pertusový toxin (ptxP) odpovědný za řízení 
produkce pertusového toxinu. Amplifikace genových 
oblastí byly provedeny podle publikovaných postupů 
[19, 16, 22] při užití HotStarTaq Master Mix kitu (Qiagen, 
SRN) a termocykléru Labcycler (SensoQuest, SRN). Pro 
přečištění amplikonů byl použit kit Wizard SV 96 DNA 
Purification System (Promega, USA) podle návodu vý-
robce. Sekvenační produkty byly získány při užití BigDye 
Terminator v3.1 kitu (Applied Biosystems, USA) a  ter-
mocykléru Veriti (Applied Biosystems, USA), přečištěny 
srážením 70% etanolem a centrifugací. Sekvence geno-
vých úseků byly získány analyzátorem 3130xL (Applied 

Biosystems, USA) pomocí software Lasergene (DNASTAR, 
USA). 

VÝSLEDKY
Ve studii bylo analyzováno 70 kmenů B. pertussis z období 
1967–2010, které bylo rozděleno na 3 časové úseky:
1. období (1967−1978), 2. období (1990−2002), 3. období 
(2008–2010). 
Přehled zjištěných alelických variant je uveden v tabulce 1.
Sekvenací oblasti ptxP bylo zjištěno, že u izolátů z roku 
1978 a starších se vyskytovala výhradně alelická varianta 
ptxP(1). U izolátů z let 1990 až 2007 se současně s variantou 
ptxP(1) vyskytovala i varianta ptxP(3), která od roku 2008 
zcela převážila.
Pokud jde o sekvenci ptxA, u kmenů izolovaných do roku 
1978 se vyskytovaly současně varianty ptxA(1) a  ptxA(2). 
U kmenů izolovaných od roku 1990 se již vyskytuje pouze 
varianta ptxA(1).
V případě oblasti prnA se u kmenů izolovaných do roku 
1978 vyskytovaly současně varianty prnA(1) a prnA(3), v ob-
dobí 1990−2007 varianty prnA(2) a prnA(3), od roku 2008 se 
vyskytuje pouze varianta prnA(2). V roce 2010 se vyskytl 
netypický kmen, u něhož se sekvence oblasti prnA shodo-
vala se sekvencí typickou pro kmen Bordetella parapertussis. 
Sekvenace oblasti fim3 ukázala, že kmeny izolované 
do r. 1978 byly nositeli alelické varianty fim3(1), v obdo-
bích 1990−2007 a 2008−2010 se vyskytují varianty fim3(1) 
a fim3(2). 
Alelický profil izolátů ve třech srovnávaných obdobích se 
liší – tabulka 2 a grafy 1–3. V prvním období (1967−1978, 
wP vakcína) byly nejčastěji zjištěny dva profily: ptxP(1), 
ptxA(2), prnA(1), fim3(1); ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1). Ve 

Graf 1. Alelický profil izolátů B. pertussis, Česká republika, 
1967–1978

Fig. 1. Allelic profiles of B. pertussis isolates, Czech Republic, 
1967–1978

ptxP – promotor genu pro pertusový toxin, ptxA – gen pro S1 
podjednotku pertusového toxinu, prnA – oblast 1 genu pro per-
taktin, fim3 – gen pro fimbrie typu 3

ptxP – pertussis toxin promoter gene, ptxA – pertussis toxin S1 
subunit gene, prnA – pertactin gene region 1, fim3 – type 3 fim-
briae gene
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druhém období (1990−2007, přechod na aP vakcínu) byl 
nejčastěji zjištěn profil ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2). Ve 
třetím období (2008−2010, aP vakcína) zcela převládaly 
dva alelické profily, které se v prvním období vůbec ne-
vyskytovaly: ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2); ptxP(3) ptxA(1), 
prnA(2), fim3(1).
Sérotyp izolovaných kmenů je uveden v tabulce 1. U izolá-
tů z období 1967–1978 a 1990–2007 se vyskytoval výhradně 
sérotyp Fim3, v období 2008–2010 se vyskytují sérotypy 
Fim3, Fim2, Fim2,3.

DISKUSE
Změny ve struktuře antigenních determinant B. pertussis 
vedoucí k zvýšení odolnosti kmenů cirkulujících v hosti-
telské populaci vůči selekčnímu tlaku postvakcinačních 
protilátek mohou být jednou z  příčin narůstající inci-
dence pertuse v  populacích s  vysokou proočkovaností 
[15]. Nejčastější alelický profil (ptxA(1),ptxP(3), prnA(2), 
fim3(2) a fim2(1) současně cirkulujících kmenů ve světě je 
odlišný od profilu kmenů použitých k výrobě vakcíny [26, 
27] a  izoláty, které neexprimují PRN přibývají [28–30]. 
Alelická varianta ptxP(3) v současnosti ve světě dominuje 
[31] a některé studie indikují, že kmeny s přítomností 
varianty ptxP(3) mají zvýšenou virulenci ve srovnání 
s  kmeny s  variantou ptxP(1) [32]. Nejnovější studie ve 
Velké Británii prokázala, že geny kódující antigeny aP 
vakcíny se mění více, než geny ostatních povrchových 
proteinů. Toto platilo již před zavedením očkování proti 
pertusi, ale po zavedení aP vakcíny jsou tyto změny více 
vyjádřeny [33]. 
Dalšími příčinami nárůstu incidence pertuse, o kterých 
se uvažuje, jsou vyvanutí (waning) postvakcinační i post- 
infekční imunity a změny v diagnostice a fungování sys-
tému surveillance. V podmínkách ČR jde také o zlepšení 
povědomí lékařské veřejnosti o problematice pertuse, pře-
devším u starších dětí, dospívajících a dospělých, a uplat-
nění citlivých a efektivních diagnostických postupů. 
Nejedná se tedy přímo o změny, ale spíše o zefektivnění 
postupů v rámci stávajícího programu surveillance. Pro 
poslední uvedený důvod hovoří významné rozdíly v rela-
tivním počtu hlášených případů mezi některými zeměmi 
s vysoce proočkovanou populací, proti pak údaje ze zemí, 
kde se v rámci surveillance sleduje počet hospitalizací 
v souvislosti s diagnózou pertuse (důvody pro hospitalizaci 
jsou v čase stabilnější, protože vycházejí ze závažnosti 
stavu pacienta) a kde je pozorován nárůst hospitalizací 
svědčící pro skutečný, nikoli arteficiální nárůst incidence 
pertuse [34].
Genetická variabilita oblastí kódujících antigenní de-
terminanty nebo faktory patogenity se začala sledovat 
v zemích s dlouhodobě vysoce proočkovanou populací po 
nárůstu incidence pertuse [35, 36–40]. Byla prováděna 
sekvenační analýza oblastí genomu kódujících různé 
faktory patogenity s cílem nalézt oblasti genomu s op-
timální mírou polymorfismu a sledovat jejich změny 
v čase. Polymorfismus byl prokázán v genech bipA, fhaB, 
fim2, fim3, ompQ, ptxS3, tcfA, a  vag8 [41, 42]. Významná 
variabilita byla zjištěna v oblastech kódujících S1 podjed-
notku PT, promotor genu pro PT, oblast 1 genu pro PRN, 
velkou podjednotku fimbrií typu 2 a 3 [19, 26]. Bottero et 
al. [39] prokázali projevy variability vybraných oblastí ve 
stuktuře proteinů.
Studie v Nizozemí a ve Finsku prokázaly polymorfismus 
v  genech, které kódují dva důležité faktory virulence  

B. pertussis: PRN a  PT. [35]. Právě protilátky proti PRN 
a PT byly pro ochranu před infekcí považovány za velmi 
významné a důležité [43–44].
K sekvenační typizaci B. pertussis není možné použít tzv. 
housekeeping geny, jako je tomu u jiných bakteriálních 

Graf 2. Alelický profil izolátů B. pertussis, Česká republika, 
1990–2007

Fig. 2. Allelic profiles of B. pertussis isolates, Czech Republic, 
1990–2007

ptxP – promotor genu pro pertusový toxin, ptxA – gen pro S1 
podjednotku pertusového toxinu, prnA – oblast 1 genu pro per-
taktin, fim3 – gen pro fimbrie typu 3

ptxP – pertussis toxin promoter gene, ptxA – pertussis toxin S1 
subunit gene, prnA – pertactin gene region 1, fim3 – type 3 fim-
briae gene

Graf 3. Alelický profil izolátů B. pertussis, Česká republika, 
2008–2010

Fig. 1. 3. Allelic profiles of B. pertussis isolates, Czech 
Republic, 2008–2010

ptxP – promotor genu pro pertusový toxin, ptxA – gen pro S1 
podjednotku pertusového toxinu, prnA – oblast 1 genu pro per-
taktin, fim3 – gen pro fimbrie typu 3, parapert – B. parapertussis

ptxP – pertussis toxin promoter gene, ptxA – pertussis toxin S1 
subunit gene, prnA – pertactin gene region 1, fim3 – type 3 fimbriae 
gene, parapert – B. parapertussis
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druhů. Druh B. pertussis je geneticky vysoce monomorfní 
[45] a v oblasti housekeeping genů není v rámci druhu 
možné nalézt dostatečně polymorfní oblasti pro vytvoření 
systému sekvenační typizace [46]. Sekvenační typizace 
B. pertussis je proto založena na analýze oblastí kódujících 
vybrané antigenní determinanty nebo faktory patoge-
nity [19].
Při sekvenační analýze souboru studovaných kmenů  
B. pertussis v ČR byly zjištěny 2 alelické varianty oblasti 
ptxP, a to ptxP(1) a ptxP(3). Varianta ptxP(3) se poprvé objevi-
la v r. 1990 a zcela převážila po r. 1995. PtxP(3) je alelická 
varianta promotoru genu pro ptx-ptl operon, podmiňující 
zvýšenou produkci pertusového toxinu. Mutace ptxP(3) 
poskytuje pravděpodobně svému nositeli výhodu souvi-
sející jen nepřímo se selekčním tlakem protilátek [15]. 
PT usnadňuje mechanismem imunosuprese kolonizaci 
sliznic dýchacích cest hostitele [13, 14]. K potlačení ko-
lonizace může při jeho zvýšené produkci být zapotřebí 
vyšší koncentrace sérových protilátek proti PT [15]. Bart 
et al. [47] datují v práci, zabývající se charakteristikou 
celosvětové populace B. pertussis a  jejích genetických 
změn ve vztahu k  očkování, vznik alelické varianty 
ptxP(3) do rozmezí let 1974–1977, její predominanci pak 
po roce 1995. Tomu odpovídají výsledky předkládané stu-
die. V Nizozemsku zaznamenali Mooi et al. [16] časovou 
koincidenci nárůstu počtu hlášených případů pertuse 
s nárůstem výskytu kmenů nesoucích alelickou variantu 
ptxP(3). Porovnání četnosti hospitalizací a  úmrtnosti 
v obdobích s různou mírou výskytu varianty ptxP(3) v této 
práci nepřímo ukazuje na vyšší míru virulence kmenů 
nesoucích tuto variantu. 
V oblasti ptxA kódující S1 podjednotku PT byly sekvenací 
kmenů pocházejících z území ČR zjištěny 2 alelické va-
rianty, ptxA(1) a ptxA(2). Do roku 1971 byly obě zastoupe-
ny rovnoměrně, po roce 1971 byla u všech studovaných 
kmenů zjištěna pouze varianta ptxA(1). Vznik alely ptxA(1) 
předpokládají Bart et al. mezi roky 1921 a  1932, nárůst 
výskytu celosvětově pozorují od 60. let, výskyt nad 90 % 
po roce 1995 [47].
Sekvenací oblasti 1 genu pro PRN (prnA) byly ve studova-
ném souboru kmenů nalezeny 3 různé alelické varianty, 
prnA(1), prnA(3) a prnA(2). V období před rokem 1995 převa-
žovaly první dvě uvedené varianty, varianta prnA(2) se 
poprvé objevila v roce 1990 a zcela převažovala od roku 
1995. Od roku 1995 nebyly již v souboru zjištěny alelické 
varianty prnA(1) ani prnA(3). Z evropských zemí s vysokou 
proočkovaností vykazuje podobný trend Finsko [27], 
ve Francii a Nizozemsku naopak výskyt variant prnA(1)  
a  prnA(3) přetrvává [35, 48]. Postupný nárůst výskytu 
kmenů nesoucích prnA(2) je patrný i  v  celosvětovém 
trendu [47]. Protilátky proti PRN jsou specifické pro va-
rianty PRN kódované různými alelickými variantami. 
Varianta prnA(1) je obsažena v  genomu vakcinačních 
kmenů [49] a  izolátů z období před zahájením plošné 
vakcinace a krátce po něm. Navozuje srovnatelně účin-
nou imunitní odpověď proti variantě prnA(3), ale nikoli 
proti prnA(2) [23]. U varianty prnA(3) se předpokládá jiná 
selekční výhoda, např. lepší schopnost adheze [15, 50].
V  oblasti fim3 byly nalezeny alelické varianty fim3(1) 
a fim3(2). Fim3(2) se poprvé objevila v roce 1990, od té doby 
se vyskytují obě varianty. Tyto dvě varianty predominují 
také celosvětově, výskyt fim3(2) narůstá významněji po 
roce 2000 [47]. Vznik alelické varianty fim3(2) je datován 
do období 1986–1989 [47]. Odlišnost alelických variant 

fim3(2) a  fim3(1) se projevuje i  ve fenotypu jako záměna 
aminokyseliny na pozici 87 [51].
Samotná sekvenační analýza zmíněných oblastí geno-
mu B. pertussis nedává odpověď na otázku, zda kmeny 
nesoucí nové alelické varianty patří k mnoha vzájemně 
nepříbuzným klonům, u  kterých došlo ke shodným 
změnám mechanismem genetického transferu a které 
se šíří v  různých populačních celcích vlivem selekč-
ního tlaku postvakcinačních protilátek, nebo zda jde 
o  celosvětovou expanzi kmenů náležejících k  témuž 
klonu. Pro porozumění tomu, zda a  jak se populace 
B. pertussis přizpůsobuje selekčnímu tlaku postvakci-
načních protilátek a do jaké míry jsou kmeny nesoucí 
totožné alelické varianty polymorfních oblastí genomu 
kódujících faktory patogenity evolučně příbuzné, je 
klíčová znalost struktury a evoluční historie populace  
B. pertussis na celosvětové úrovni [50]. Výsledky sekvenač-
ní analýzy v kombinaci s metodou PFGE (pulzní gelová 
elektroforéza) [45], microarray hybridizační techniky 
v  kombinaci se sekvenací vybraných oblastí genomu 
[52, 53] a analýzy SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 
mutací pro určení vzájemné genetické příbuznosti izo-
látů B. pertussis z různých geografických lokalit [17, 50] 
hovoří pro druhou možnost. Celosvětově se šířící klon 
je nositelem alelických variant ptxP(3), ptxA(1), prnA(2) 
[50]. Pro vliv selekčního tlaku vakcinačních protilátek 
na vznik a šíření tohoto klonu svědčí vyšší podíl SNP 
mutací v oblastech kódujících antigenní determinanty 
oproti oblastem tzv. „backbone“ genů (geny, jejichž 
produkty odpovídají za udržování základních životních 
funkcí organismu) [50].
Nejrozšířenější aP vakcína, používaná k plošné vakcinaci 
také v  ČR, obsahuje antigeny připravené z  typového 
kmene Tohama I. Tento kmen je nositelem alelických 
variant ptxP(1), ptxA(2) a prnA(1) [47], tedy těch, které jsou 
v populaci B. pertussis na území ČR na ústupu, případně 
již vymizely. To může být příčinou snížené účinnosti 
aP vakcíny.
Výsledky studie odpovídají nálezům v dalších evropských 
i mimoevropských regionech s dlouhodobě vysokou pro-
očkovaností populace. Narůstající hlášenou incidenci 
pertuse v  ČR, způsobenou kromě dalších faktorů také 
antigenně změněnými kmeny, se současným očkovacím 
schématem nedaří potlačit. 

ZÁVĚRY
Sekvenací oblastí genomu ptxP, ptxA, prnA a fim3 u kme-
nů B. pertussis izolovaných v  České republice v  období 
1967–2010 byly potvrzeny změny alelických variant těchto 
oblastí. Výskyt kmenů nesoucích nové alelické varianty 
narůstá po roce 1995 na úkor kmenů nesoucích varianty 
původní. Výsledky studie lze interpretovat jako částečný 
genetický únik patogenních kmenů B. pertussis mimo 
účinnost vakcín.
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