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Antigenni variabilita kmenu Bordetella pertussis
izolovanych vletech 1967-2010 v Ceské republice
— mozné vysvétleni vzestupu nemocnosti pertusi?

Zavadilova J.', LzicaFova D.!, Musilek M., Kfizova P.', Fabianova K."?

SOUHRN

Cil prace: Porovnani antigennich struktur kment Bordetella
pertussis (B. pertussis) z let 1967-2010 v Ceské republice.
Material a metodiky: Do studie bylo zatfazeno 70 kmen(
B. pertussis, které byly v ramci surveillance pertuse doruceny
do Ndrodni referen¢ni laboratofe (NRL) pro pertusi a difterii
v letech 1967-2010 z celé Ceské republiky (CR). Kmeny
byly studovany analyzou genomovych sekvenci kédujicich
povrchové imunogenni struktury - gen pro S1 podjednotku
pertusového toxinu (ptxA), oblast 1 genu pro pertaktin
(prnA), gen pro fimbrie typu 3 (fim3) - a promotor genu
pro pertusovy toxin (ptxP) odpovédny za fizeni produkce
pertusového toxinu.

Vysledky: Ve studovaném souboru kmend B. pertussis byly
sekvenacni analyzou prokazany zmény ve vsech sledo-
vanych oblastech genomu. Alelicky profil izolatl ve trech
srovnavanych obdobich se lisi. V prvnim obdobi (1967-1978,
pouzivani celobunécné pertusové vakciny (wP)) byly
nejcastéji zjistény dva profily: ptxP(1), ptxA2), prnAdl),

ABSTRACT

Zavadilova J., Lzicafova D., Musilek M., Kf¥izova P.,
Fabianova 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 Repubilic.

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 S1subunit 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 | (1967-1978) with the use of whole cell pertussis

‘Centrum epidemiologie a mikrobiologie, Statni zdravotnf Ustav, Praha
2Ustav epidemiologie, 3. LF UK, Praha

fim3(D, ptxP(D), ptxA(D), prnA(3), fim3(1). Ve druhém obdobi
(1990-2007, prechod na aceluldrni pertusovou vakcinu (aP))
byl nejcastéji zjisten profil ptxP(3), ptxA(1), prnA2), fim3(2).
Ve tfetim obdobi (2008-2010, pouzivani aP) zcela prevlddaly
dva alelické profily, které se v prvnim obdobi vibec nevy-
skytovaly: ptxP(3), ptxA(D, prnA2), fim3(2); ptxP(3) ptxA(D),
prnA2), fim3().

Zaveéry: Sekvenaci oblasti genomu ptxP, ptxA, prnA a fim3
u kmen( B. pertussis izolovanych v CR v obdobi 1967-2010
byly potvrzeny zmény alelickych variant téchto oblasti.
Vyskyt kmenl nesoucich nové alelické varianty narlsta
po roce 1995 na Ukor kmenl nesoucich varianty pdvodn.
Vysledky studie Ize interpretovat jako ¢astec¢ny geneticky
unik patogennich kmend B. pertussis mimo ucinnost per-
tusovych vakcin.
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vaccine (wP), the following two profiles were the most com-
mon: ptxP(), ptxA2), prnA(D), fim3(1) and ptxP(1), ptxA(l),
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(l), prnA2), 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(l), prnA2), fim3(2) and ptxP(3)
PtXA(D), prnA2), 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.

KEYWORDS:
Bordetella pertussis strain - isolate - sequencing - epide-
miology - vaccine
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uvob

Pfed zavedenim ockovani patfilo onemocnéni pertusi
mezi hlavni pfi¢iny nemocnosti a imrtnosti déti. PloSna
vakcinace proti pertusi (davivému, cernému kasli) byla
ve vétSiné statl zavedena v poloviné 20. stoleti, coz
prispélo k vyznamnému sniZeni nemocnosti a Gmrt-
nosti déti na pertusi. V sedmdesatych letech se pak
v zemich s dobrou dostupnosti vakcin a vysokou pro-
oCkovanosti détské populace snizily poc¢ty nemocnych
na minimum.

V poslednich dvou desetiletich 20. stoleti a poté az do
soucasné doby je vSak ze stath se stabilni dobrou proocko-
vanosti proti pertusi hldSen narast incidence onemocné-
ni, a to nejen v détské populaci, ale také u dospivajicich
a dospélych. ZvySena incidence pertuse je zaznamenava-
na v mnoha oblastech a statech USA, Kanady, Australie
a Evropy [1-9].

PUVODNIi PRACE

V CR bylo zahdjeno pravidelné ofkovani proti pertusi
v roce 1958. K vakcinaci byla pouzita wP vyrobena
v Ustavu sér a ockovacich latek z ,,domacich“ aktualné
kolujicich kment B. pertussis v kombinaci s difterickym
a tetanickym toxoidem (ALDITEPERA). Ockovani déti
probihalo v pétidavkovém schématu. Od roku 2001 byla
pro pravidelné ockovani pouzivana wP zahrani¢niho
vyrobce. Od roku 2002 byla jiz na ¢eském trhu k dispo-
zici i vakcina aP aplikovana z indikace pediatra nebo
za thradu. Od roku 2005 aP nahradila patou davku
ockovani proti pertusi a v roce 2007 se aP stala soucasti
pravidelného ockovani. Od roku 2009 bylo zavedeno
preockovani 6. davkou aP. Ockovaci latka aP pouzivana
v ramci pravidelného ockovani obsahuje tfi komponen-
ty: pertusovy toxin (PT), pertaktin (PRN) a filamentézni
hemaglutinin (FHA). Od roku 2010 je k dispozici na trhu
alternativni aP proti pertusi, ktera obsahuje PT, PRN,

Tabulka 1. Souhrnnd charakteristika kmen(i B. pertussis, Ceska republika, 1967-2010

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

Alelické varianty

h Rok izolace Sérotyp Fim
ptxP PpPtxA 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
g % 1221 1970 1 1 3 1 3
é § 1554 1970 1 1 3 1 3
=9 3305 1971 1 2 1 1 3
41 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
'g é 638/95 1995 3 1 2 1 3
o N 602 1995 3 1 2 2 3
a2 624/95 1995 3 1 2 2 3
s 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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Alelické varianty
h Rok izolace Sérotyp Fim
ptxP PtxA prnA fim3

14 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
17 2008 3 1 2 2 3
72 (215) 2008 3 1 2 2 3
121 2008 3 1 2 2 3
2% 312 2008 3 1 2 2 3
) g 342 2008 3 1 2 2 3
§ G 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 23
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

wP - celobunéc¢nad pertusovad vakcina, aP - aceluldrni pertusova vakcina, ptxP - promotor genu pro pertusovy toxin, ptxA - gen pro S1podjed-
notku pertusového toxinu, prnA - oblast 1genu 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 S1subunit gene,
prnA - pertactin gene region 1, fim3 - type 3 fimbriae gene, Fim - fimbriae, parapert - B. parapertusis
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Tabulka 2. Alelicky profil izolatl B. pertussis, Ceska republika, 1967-2010
Table 2. Allelic profiles of B. pertussis isolates, Czech Republic, 1967-2010

Alelicky profil 1967-1978 1990-2007 2008-2010 celkem
wP wP + aP aP

(n=20) (QE)) (QEZ3)) (n=70)
ptxP(1), ptxA(2), prnA(1), fim3(1) 8 0 0 8
ptxP(D), ptxA(1), prnA(3), fim3(1) 8 1 0 9
ptxP(1), ptxA(), prnA(D), fim3(1) 4 0 0 4
ptxP(1), ptx A, 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 - celobunécna pertusova vakcina, aP - acelularni pertusova vakcina, ptxP - promotor genu pro pertusovy toxin,
ptxA - gen pro S1podjednotku pertusového toxinu, prnA - oblast 1genu 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 S1subunit gene,
prnA - pertactin gene region 1, fim3 - type 3 fimbriae gene, parapert - B. parapertussis

FHA a antigeny fimbrii Fim2 a Fim3. Tato vakcina je
vSak urcena pouze pro pireockovani.

Incidence a imrtnost pertuse po zavedeni pravidelného
oCkovani v CR rychle klesala z piivodnich desetitisicl
pripadl rocné na 5-48 pripadil od druhé poloviny 70. let
doroku1992; vétsina piipadd byla u déti mladsich tfi let.
Od roku 1993 ma hlaend incidence pertuse v CR trvale
vzestupny trend. V CR se proofkovanost udrzuje na velmi
dobré trovni, kterd umoznuje nastoleni kolektivni imu-
nity. Naptiklad u déti do dvou let véku dosahuje 99 % [10].
Navrat pertuse do populace s vysokou proockovanos-
tf mtiZe byt zplisoben mnoha faktory. Mezi nejcastéji
uvadéné patti zkvalitnéni surveillance a laboratorni dia-
gnostiky onemocnéni, lepsi povédomi odborné a laické
vefejnosti o pertusi, druh pouzivanych vakcin a vyvanuti
(,waning*) imunity po ockovani [7, 11].

Kvyznamnym faktorim nartistu onemocnéni patii také
adaptace plivodce onemocnéni, bakterie B. pertussis, na
imunitu zprostfedkovanou o¢kovanim; tedy §ifeni kme-
ni B. pertussis antigenné odlisnych od kment pouzitych
ve vakcinach. Nové klony B. pertussis vzniklé selektivnim
tlakem vakcinace maji vlastnosti, které jim umoznuji
vyhnout se dostate¢né ti¢innosti pouzivanych vakcin [12].
Pro sekvenacni analyzu byly zvoleny oblasti genomu
ptxP, ptxA, prnA a fim3. Jde o genomové sekvence kédujici
struktury vyznamneé se uplatiiujici v patogenezi pertuse
a dostatecné polymorfni pro ucely typizace. Tyto struk-
tury jsou zaroven slozkami aP dostupnych v CR.

Oblast genomu PtxP je soucasti promotoru ptx-ptl operonu
kédujiciho PT a jeho transportni systém, odpovédny za fize-
ni produkce PT. Exprese gentl tohoto operonu je regulovana
BvgA systémem, ktery fidi expresi stovek gentl v zavislosti
nazménach vnéjsich podminek [13-15]. Polymorfizmus ptxP
byl zji§tén v oblasti vazebnych mist pro RNA polymerazu
a pro transkripcéni faktor BvgA [16]. V soucasné dobé je
znamo 18 alelickych variant sekvence ptxP [17].

Oblast genomu PtxA B, pertussis kéduje S1 podjednotku PT.
PT je tvofen celkem 6 podjednotkami, S1-S5, S1je podjed-
notkou katalytickou. Toxin plisobi mechanismem ADP
ribosylace G-proteinti eukaryotnich bunék. Polymorfni
oblast podjednotky S1 ma zdsadni vyznam pro vazbu na
receptor T lymfocytd (TCR) [18]. Ostatni podjednotky
maji transportni funkci, tvofi transportni systém typu
IV [13]. V oblastech kédujicich ostatni podjednotky PT
nebyl pozorovan vyznamnéjsi polymorfismus [19]. PT je
jedinym zndmym faktorem patogenity odpovédnym za
Kklinickou manifestaci pertuse - u imunologicky naivnich
jedinct (v nasich podminkach vesmés dosud neo¢kované
déti, predevsim kojenci) zptisobuje vyraznou leukocytézu
s absolutni lymfocytézou a syndrom plicni hypertenze,
ktery miZe byt pficinou respira¢niho a obéhového se-
lhani a smrti [20, 21].

Dalsi vyznamnou funkci PT je inhibice ¢asné zanétlivé
odpovédi, predevsim produkce prozanétlivych cytokint
a chemokint a migrace neutrofilnich leukocytti do mis-
ta infekce, coz usnadriuje kolonizaci sliznic hostitele
vinicidlni fazi infekce [13, 14]. V soucasné dobé je znamo
8 alelickych variant sekvence ptxA [17]. Inaktivovany PT
je soucasti viech aP dostupnych v CR.

PrnA je variabilni oblast 1 genu kédujiciho PRN, au-
totransportni sekrecni protein s funkci adhezinu [13,
22]. Vazebnym mistem pro adhezi je u PRN triplet ami-
nokyselin Arg-Gly-Asp (RGD), znamy jako misto vaz-
by (protein-protein) s eukaryotni burikou. Variabilni
oblast 1 se nachazi v blizkosti tohoto RGD motivu [22].
Variabilni oblast 1 PRN obsahuje epitop vyznamny pro
tvorbu protektivnich protilatek. Polymorfismus v této
oblasti ovliviiuje strukturu a tim i protektivitu téchto
specifickych protilatek [23, 24]. Jednotlivé alelické va-
rianty prnA se 1i$i poctem repetic aminokyselin GGXXP
(Gly-Gly-X-X-Pro) ve variabilni oblasti 1, celkem je znamo
13 variant [22]. V genu pro PRN se nachazi i druha poly-
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morfni oblast prnB, jeji sekvenace je vS§ak doporucovana
pouze v piipadé zjisténi nové alelické varianty prnA [22].
PRN je obsaZen ve vétsiné aP pouZivanych v CR.
Oblasti fim2 a fim3 koduji velkou (major) podjednot-
ku fimbrii, vlaknitych povrchovych struktur bilko-
vinné povahy, jejichZ pfedpoklddanou funkci je
zprostifedkovani adherence k respira¢nimu rasinko-
vému epitelu [14]. Fimbrie hraji roli i v imunomodu-
laci ¢asné (T-independentni) IgM odpovédi, indukuji
Th2-dependentni odpovéd [13]. Dosud jsou znamy 4 ale-
lické varianty fim3 [17]. Oblast fim2nebyla v pfedkladané
studii sekvenovana a je uvedena jen pro uplnost. V la-
boratorni charakteristice kmend B. pertussis je velka pod-
jednotka fimbrii strukturou urcujici sérotyp Fim2/3/2,3
[25]. Fimbrie typu 2 a 3 obsahuje jedna z aP pouZzivanych
v CR pro pfeokovani (5 let, 10-11 let, dospéli).

MATERIAL A METODIKA

Kmeny Bordetella pertussis

Do studie bylo zafazeno 70 kmend B. pertussis, které byly
vramci surveillance pertuse doruceny do NRL pro pertusi
a difterii v letech 1967-2010 z celé CR. Z let 1972-1976,
1991-1992, 1996-1998, 2000-2003 a 2005-2006 se kmeny
nedochovaly. Studované obdobi vice nez 40 let bylo roz-
déleno na 3 ¢asové useky:

* 1967-1978 (20 izolatil) - obdobi wP + klesajici nemocnost
pertuse.

* 1990-2007 (9 izolatd) - obdobi pfechodu z wP na aP +
pocatek vzestupu nemocnosti pertuse.

»2008-2010 (41izolatd) - obdobi aP + pokracujici vzestup
nemocnosti pertuse.

Do roku 2004 byly kmeny uchovavany v lyofilizova-
ném stavu, od roku 2007 jsou uchovavany zmrazenim
Pti-70 °C. Kmeny B. pertussis byly kultivovany na Bordet-
-Gengou a Charcoal agaru a inkubovany pfi teploté 35+1°C
po dobu 96 hodin v normalni atmosféfe. Potvrzeni dru-
hové identifikace bylo provedeno sklickovou aglutinaci
s diagnostickym sérem Bordetella pertussis (Remel Ltd,
USA). Sérotypizace pro urceni typu fimbrii byla pro-
vedena rovnéz sklickovou aglutinaci s pouzitim mo-
noklondlnich protilatek Monoclonal Antibody for Serotyping
Bordetella pertussis Fimbrial Antigen 2,1st WHO IS (NIBSC, UK)
a Monoclonal Antibody for Serotyping Bordetella pertussis Fimbrial
Antigen 3,1st WHOIS (NIBSC, UK) podle [25].

Sekvenace DNA

Izolace DNA byla provedena soupravou QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, SRN).

Kmeny byly studovany analyzou genomovych sekvenci
kédujicich povrchové imunogenni struktury - gen pro S1
podjednotku pertusového toxinu (ptx4), oblast 1 genu pro
pertaktin (prnA), gen pro fimbrie typu 3 (fim3) - a promo-
tor genu pro pertusovy toxin (ptxP) odpovédny za fizeni
produkce pertusového toxinu. Amplifikace genovych
oblasti byly provedeny podle publikovanych postupt
[19, 16, 22] pti uziti HotStarTaq Master Mix kitu (Qiagen,
SRN) a termocykléru Labcycler (SensoQuest, SRN). Pro
precisténi amplikont byl pouZit kit Wizard SV 96 DNA
Purification System (Promega, USA) podle navodu vy-
robce. Sekvenacni produkty byly ziskany pti uziti BigDye
Terminator v3.1 kitu (Applied Biosystems, USA) a ter-
mocykléru Veriti (Applied Biosystems, USA), pfecistény
srazenim 70% etanolem a centrifugaci. Sekvence geno-
vych tsekl byly ziskdny analyzatorem 3130xL (Applied
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Biosystems, USA) pomoci software Lasergene (DNASTAR,
USA).

VYSLEDKY

Ve studii bylo analyzovano 70 kmend B. pertussis z obdobi
1967-2010, které bylo rozdéleno na 3 ¢asové tiseky:

1. obdobi (1967-1978), 2. obdobi (1990-2002), 3. obdobi
(2008-2010).

Prehled zjisténych alelickych variant je uveden v tabulce 1.
Sekvenaci oblasti ptxP bylo zjiSténo, Ze u izolatd z roku
1978 a star$ich se vyskytovala vyhradné alelicka varianta
ptxP(1). U izolatlh z let 1990 az 2007 se soucasneé s variantou
ptxP(1) vyskytovala i varianta ptxP(3), ktera od roku 2008
zcela prevazila.

Pokud jde o sekvenci ptxA, u kment izolovanych do roku
1978 se vyskytovaly soucasné varianty ptxA(1) a ptxA(2).
U kmend izolovanych od roku 1990 se jiz vyskytuje pouze
varianta ptxA(1).

V ptipadé oblasti prnA se u kmenti izolovanych do roku
1978 vyskytovaly soucasné varianty prnA(1) a prnA(3), v ob-
dobi 1990-2007 varianty prnA(2) a prnA(3), od roku 2008 se
vyskytuje pouze varianta prnA(2). V roce 2010 se vyskytl
netypicky kmen, u néhoz se sekvence oblasti prnA shodo-
vala se sekvenci typickou pro kmen Bordetella parapertussis.
Sekvenace oblasti fim3 ukazala, ze kmeny izolované
do 1. 1978 byly nositeli alelické varianty fim3(1), v obdo-
bich 1990-2007 a 2008-2010 se vyskytuji varianty fim3(1)
a fim3(2).

Alelicky profil izolatl ve tfech srovnavanych obdobich se
1i81 - tabulka 2 a grafy 1-3. V prvnim obdobi (1967-1978,
wP vakcina) byly nejcastéji zjistény dva profily: ptxP(1),
ptxA(2), prnA(1), fim3(1); ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1). Ve

1967-1978

n=8

W ptxP(1), ptxA(2), proA(l), fim3(1)
B ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1)
O ptxP(1), ptxA(1), prnA(1), fim3(1)

Graf 1. Alelicky profil izolat(i B. pertussis, Ceska republika,
1967-1978

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

ptxP - promotor genu pro pertusovy 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



druhém obdobi (1990-2007, pfechod na aP vakcinu) byl
nejcastéji zjistén profil ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2). Ve
tfetim obdobi (2008-2010, aP vakcina) zcela prevladaly
dva alelické profily, které se v prvnim obdobi viibec ne-
vyskytovaly: ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2); ptxP(3) ptxA(1),
prnA(2), fim3(1).

Sérotyp izolovanych kment je uveden v tabulce 1. U izola-
tl z obdobi 1967-1978 2 1990-2007 se vyskytoval vyhradné
sérotyp Fim3, v obdobi 2008-2010 se vyskytuji sérotypy
Fim3, Fim2, Fimz2,3.

DISKUSE

Zmény ve struktufe antigennich determinant B. pertussis
vedouci k zvySeni odolnosti kmenti cirkulujicich v hosti-
telské populaci viici selekénimu tlaku postvakcinac¢nich
protilatek mohou byt jednou z pfi¢in nartstajici inci-
dence pertuse v populacich s vysokou proockovanosti
[15]. Nejcastéjsi alelicky profil (ptxA(1),ptxP(3), prnA(2),
fim3(2) a fim2(1) soucasné cirkulujicich kment ve svété je
odli$ny od profilu kmend pouzitych k vyrobé vakciny [26,
27] a izolaty, které neexprimuji PRN pribyvaji [28-30].
Alelicka varianta ptxP(3) v soucasnosti ve svété dominuje
[31] a nékteré studie indikuji, Ze kmeny s pfitomnosti
varianty ptxP(3) maji zvySenou virulenci ve srovnani
s kmeny s variantou ptxP(1) [32]. Nejnovéjsi studie ve
Velké Britanii prokazala, Ze geny kédujici antigeny aP
vakciny se méni vice, nez geny ostatnich povrchovych
proteinti. Toto platilo jiZ pfed zavedenim o¢kovani proti
pertusi, ale po zavedeni aP vakciny jsou tyto zmény vice
vyjadreny [33].

Dalsimi pfi¢inami nartistu incidence pertuse, o kterych
seuvazuje, jsou vyvanuti (waning) postvakcinac¢ni i post-
infekéni imunity a zmény v diagnostice a fungovani sys-
tému surveillance. V podminkach CR jde také o zlepSeni
povédomi 1ékatské vefejnosti o problematice pertuse, pre-
devsim u starsich déti, dospivajicich a dospélych, a uplat-
néni citlivych a efektivnich diagnostickych postupt.
Nejedna se tedy pfimo o zmény, ale spiSe o zefektivnéni
postuptl v ramci stavajiciho programu surveillance. Pro
posledni uvedeny divod hovofi vyznamné rozdily v rela-
tivnim poctu hlaSenych pfipad mezi nékterymizemémi
s vysoce proockovanou populaci, proti pak idaje ze zemi,
kde se v ramci surveillance sleduje pocet hospitalizaci
v souvislosti s diagnézou pertuse (dtivody pro hospitalizaci
jsou v Case stabilnéjsi, protoze vychazeji ze zavaznosti
stavu pacienta) a kde je pozorovan narast hospitalizaci
svédcici pro skutecny, nikoli arteficidlni nartst incidence
pertuse [34].

Geneticka variabilita oblasti kédujicich antigenni de-
terminanty nebo faktory patogenity se zacala sledovat
v zemich s dlouhodobé vysoce proockovanou populaci po
nar@stu incidence pertuse [35, 36-40]. Byla provadéna
sekvenacni analyza oblasti genomu kédujicich rizné
faktory patogenity s cilem nalézt oblasti genomu s op-
timalni mirou polymorfismu a sledovat jejich zmény
v Case. Polymorfismus byl prokazan v genech bipA, fhaB,
fim2, fim3, ompQ, ptxS3, tcfA, a vag8 [41, 42]. Vyznamna
variabilita byla zjiSténa v oblastech kédujicich S1 podjed-
notku PT, promotor genu pro PT, oblast 1 genu pro PRN,
velkou podjednotku fimbrii typu 2 a 3 [19, 26]. Bottero et
al. [39] prokazali projevy variability vybranych oblasti ve
stuktufe proteind.

Studie v Nizozemi a ve Finsku prokazaly polymorfismus
v genech, které kéduji dva dulezité faktory virulence
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EptxP(1), ptxA(l), proA(3), fim3(1)
CIptxP(1), ptxA(1), prnA(2), fim3(1)

EptxP(3), ptxA(1), proA(2), fim3(1)

HptxP(3), ptxA(1), proA(2), fim3(2)

n=6

Graf 2. Alelicky profil izolatd B. pertussis, Ceskd republika,
1990-2007

Fig. 2. Allelic profiles of B. pertussis isolates, Czech Repubilic,
1990-2007

ptxP - promotor genu pro pertusovy toxin, ptxA - gen pro S1
podjednotku pertusového toxinu, prnA - oblast 1genu 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

n=16

fim3(2)

3 ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(1)
B ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2)

W ptxP(3), ptxA(1), prn-parapert.,

Graf 3. Alelicky profil izolatt B. pertussis, Ceska republika,
2008-2010

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

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

PptxP - pertussis toxin promoter gene, ptxA - pertussis toxin Sl
subunit gene, prnA - pertactin gene region 1, fim3 - type 3 fimbriae
gene, parapert - B. parapertussis

B. pertussis: PRN a PT. [35]. Pravé protilatky proti PRN
a PT byly pro ochranu pred infekci povaZovany za velmi
vyznamné a dllezité [43-44].

K sekvenacni typizaci B. pertussis neni mozné pouzit tzv.
housekeeping geny, jako je tomu u jinych bakterialnich
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druhti. Druh B. pertussis je geneticky vysoce monomorfni
[45] a v oblasti housekeeping gend neni v ramci druhu
mozné nalézt dostatecné polymorfni oblasti pro vytvoreni
systému sekvenacni typizace [46]. Sekvenacni typizace
B. pertussis je proto zaloZena na analyze oblasti kédujicich
vybrané antigenni determinanty nebo faktory patoge-
nity [19].

Pii sekvenacni analyze souboru studovanych kment
B. pertussis v CR byly zjistény 2 alelické varianty oblasti
ptxP, a to ptxP(1) a ptxP(3). Varianta ptxP(3) se poprvé objevi-
lavr. 1990 a zcela pfevazila por. 1995. PtxP(3) je alelicka
varianta promotoru genu pro ptx-ptl operon, podminujici
zvy$enou produkci pertusového toxinu. Mutace ptxP(3)
poskytuje pravdépodobné svému nositeli vyhodu souvi-
sejici jen nepfimo se selekénim tlakem protilatek [15].
PT usnadnuje mechanismem imunosuprese kolonizaci
sliznic dychacich cest hostitele [13, 14]. K potlaceni ko-
lonizace mize pti jeho zvySené produkci byt zapotfebi
vys§i koncentrace sérovych protilatek proti PT [15]. Bart
et al. [47] datuji v praci, zabyvajici se charakteristikou
celosvétové populace B. pertussis a jejich genetickych
zmeén ve vztahu k ockovani, vznik alelické varianty
ptxP(3) do rozmezi let 1974-1977, jeji predominanci pak
po roce 1995. Tomu odpovidaji vysledky predkladané stu-
die. V Nizozemsku zaznamenali Mooi et al. [16] casovou
koincidenci nar@stu poctu hldSenych pfipadl pertuse
s narastem vyskytu kment nesoucich alelickou variantu
ptxP(3). Porovnani Cetnosti hospitalizaci a tmrtnosti
v obdobich s riznou mirou vyskytu varianty ptxP(3) v této
praci nepfimo ukazuje na vy$si miru virulence kmeni
nesoucich tuto variantu.

V oblasti ptxA kédujici S1 podjednotku PT byly sekvenaci
kment pochizejicich z izemi CR zjistény 2 alelické va-
rianty, ptxA(1) a ptxA(2). Do roku 1971 byly obé zastoupe-
ny rovnomérné, po roce 1971 byla u vSech studovanych
kmen zjisténa pouze varianta ptxA(1). Vznik alely ptxA(1)
predpokladaji Bart et al. mezi roky 1921 a 1932, nartst
vyskytu celosvétové pozoruji od 60. let, vyskyt nad 90 %
po roce 1995 [47].

Sekvenaci oblasti 1 genu pro PRN (prnA) byly ve studova-
ném souboru kment nalezeny 3 riizné alelické varianty,
prnA(1), prnA(3) a prnA(2). V obdobi pied rokem 1995 pieva-
zovaly prvni dvé uvedené varianty, varianta prnA(2) se
poprvé objevila v roce 1990 a zcela pfevazovala od roku
1995. Od roku 1995 nebyly jiZ v souboru zjiStény alelické
varianty prnA(1) ani prnA(3). Z evropskych zemi s vysokou
proockovanosti vykazuje podobny trend Finsko [27],
ve Francii a Nizozemsku naopak vyskyt variant prnA(1)
a prnA(3) pretrvava [35, 48]. Postupny nartist vyskytu
kmen® nesoucich prnA(2) je patrny i v celosvétovém
trendu [47]. Protilatky proti PRN jsou specifické pro va-
rianty PRN kédované riznymi alelickymi variantami.
Varianta prnA(1) je obsazena v genomu vakcinacnich
kment [49] a izolatl z obdobi pfed zahijenim plosné
vakcinace a kratce po ném. Navozuje srovnatelné acin-
nou imunitni odpovéd proti varianté prnA(3), ale nikoli
proti prnA(2) [23]. U varianty prnA(3) se pfedpoklada jina
selekéni vyhoda, napft. lepsi 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 vyskytuji obé varianty. Tyto dvé varianty predominuji
také celosvétoveé, vyskyt fim3(2) nartista vyznamnéji po
roce 2000 [47]. Vznik alelické varianty fim3(2) je datovan
do obdobi 1986-1989 [47]. Odlisnost alelickych variant
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fim3(2) a fim3(1) se projevuje i ve fenotypu jako zaména
aminokyseliny na pozici 87 [51].

Samotna sekvenacni analyza zminénych oblasti geno-
mu B. pertussis nedava odpovéd na otazku, zda kmeny
nesouci nové alelické varianty patfi k mnoha vzajemné
nepfibuznym klontm, u kterych doslo ke shodnym
zménam mechanismem genetického transferu a které
se §ifi v riznych populac¢nich celcich vlivem seleké-
niho tlaku postvakcinac¢nich protilatek, nebo zda jde
o celosvétovou expanzi kment ndaleZejicich k témuz
klonu. Pro porozuméni tomu, zda a jak se populace
B. pertussis prizptisobuje selekénimu tlaku postvakci-
nacnich protilatek a do jaké miry jsou kmeny nesouci
totozné alelické varianty polymorfnich oblasti genomu
kédujicich faktory patogenity evolucné piibuzné, je
klicova znalost struktury a evolucni historie populace
B. pertussis na celosvétové rovni [50]. Vysledky sekvenac-
ni analyzy v kombinaci s metodou PFGE (pulzni gelova
elektroforéza) [45], microarray hybridizacni techniky
v kombinaci se sekvenaci vybranych oblasti genomu
[52, 53] a analyzy SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
mutaci pro urceni vzajemné genetické pribuznosti izo-
1atd B. pertussis z riznych geografickych lokalit [17, 50]
je nositelem alelickych variant ptxP(3), ptxA(1), prnA(2)
[50]. Pro vliv selekéniho tlaku vakcinaénich protilatek
na vznik a $ifeni tohoto klonu svéd¢i vyssi podil SNP
mutaci v oblastech kédujicich antigenni determinanty
oproti oblastem tzv. ,backbone“ gend (geny, jejichz
produkty odpovidaji za udrzovani zakladnich Zivotnich
funkci organismu) [50].

Nejroz§ifenéjsi aP vakcina, pouzivand k plo$né vakcinaci
také v CR, obsahuje antigeny pfipravené z typového
kmene Tohama I. Tento kmen je nositelem alelickych
variant ptxP(1), ptxA(2) a prnA(1) [47], tedy téch, Kkteré jsou
v populaci B. pertussis na izemi CR na ustupu, pfipadné
jiZz vymizely. To miZe byt pficinou sniZené tcinnosti
aP vakciny.

Vysledky studie odpovidaji nalezim v dalsich evropskych
imimoevropskych regionech s dlouhodobé vysokou pro-
oCkovanosti populace. Nar@stajici hldsenou incidenci
pertuse v CR, zplisobenou kromé dalsich faktort také
antigenné zménénymi kmeny, se soucasnym ockovacim
schématem nedati potlacit.

ZAVERY

Sekvenaci oblasti genomu ptxP, ptxA, prnA a fim3 u kme-
nil B. pertussis izolovanych v Ceské republice v obdobi
1967-2010 byly potvrzeny zmény alelickych variant téchto
oblasti. Vyskyt kment nesoucich nové alelické varianty
nartista po roce 1995 na tikor kmenti nesoucich varianty
plvodni. Vysledky studie 1ze interpretovat jako ¢astecny
geneticky Gnik patogennich kment B. pertussis mimo
ucinnost vakcin.
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