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W ostatnich latach pojawity sie doniesienia na temat zmiennosci
genetycznej populacji szczepow Bordetella pertussis. Badania te wskazujq
na roznorodnosé profili DNA i alleli genow kodujgcych podjednostke S'1
toksyny krztuscowej (ptx S1) i pertaktyne (prn) wsrod szczepow B. per-
tussis stosowanych do produkcji komponenty krztuscowej szczepionki
DTP w poréwnaniu do szczepow aktualnie izolowanych z materiatu
klinicznego.
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WSTEP

Ponizszy przeglad problemdéw zwiazanych ze szczepieniami i szczepionkami przeciw
krztuscowi ma na celu przedstawienie wynikéw ostatnich badan zmiennosci genetycznej
populacji szczepdw B. pertussis w konteksécie ostatnio odnotowywanego nasilenia za-
chorowan na krztusiec w wielu krajach. Wystapienie zmian w populacjach drobnou-
strojow w postaci pojawienia sie¢ mutantéw mniej wrazliwych lub niewrazliwych na
dziatanie szczepien jest wymieniane jako jedna z mozliwych przyczyn nawrotu zacho-
rowan obok przyczyn alternatywnych, np.: spadku jako$ci szczepionki, obnizenia si¢
wykonawstwa szczepien, zanikania odporno$ci poszczepiennej w miare uplywu czasu
po szczepieniu oraz zmiany transmisji zakazenia w réznych grupach wiekowych. Praca
ma na celu przedstawienie aktualnej sytuacji rozktadu zmiennosci na poziomie genomu
i genéw kodujacych podjednostke SI toksyny krztuscowej i pertaktyne dzikich i szcze-
pionkowych szczepdw B. pertussis izolowanych na przetomie dekad, jako jednej z moz-
liwych przyczyn obnizenia sie¢ skuteczno$ci szczepien przeciw krztuscowi.

BADANIA ZMIENNOSCI GENETYCZNEJ POPULACII SZCZEPOW B. PERTUSSIS
NA POZIOMIE GENOMU

Zesp6t van der Zee z osrodka w Bilthoven w Holandii pierwszy opisat odmiennosé
genetyczna szczepOw Bordetella pertussis szczepionkowych oraz izolowanych w latach
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90-tych (1). Analiza typowania genetycznego przeprowadzona metoda elekroforezy
pulsacyjnej PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) oraz hybrydyzacji wykazata od-
mienno$¢ szczepow B. pertussis izolowanych od chorych w Holandii w latach 1950-54
w stosunku do szczepow izolowanych w nastgpnych przedziatach czasowych (1, 2).
Szczepy prezentujace profile DNA podobne do typéw szczepow stosowanych do
produkcji holenderskiej szczepionki petnokomoérkowej izolowano wytacznie w okresie
1950-54. Dodatkowo analiza profili DNA szczepow izolowanych w okresie 1949-1954
i 1965-1972 wykazata obnizenie si¢ zmienno$ci genetycznej szczepdw, co moze wynikaé
ze zmnigjszenia si¢ rozmiaru populacji bakterii lub ekspansji klonalnej. Dwie trzecie
badanych szczepow B. pertussis izolowanych w latach 1965-1972 wykazywato pojedyn-
czy profil DNA, ktéry nie wystgpowat wcze$niej i ktory stat sie dominujacy w na-
stepnych dekadach. Przypuszczano, ze po wprowadzeniu w Holandii w 1954 roku
obowiazkowych szczepien przeciw krztuscowi powstaty szczepy, na ktére wptyw odpo-
wiedzi immunologicznej indukowanej za pomoca szczepien moégt byé mniejszy niz
wplyw przesunie¢ genetycznych {random genetic drift) oraz zmian w populacji oséb
szczepionych (zanikajaca odpornos$¢) lub tez spadek jakosci szczepionki.

BADANIA ZMIENNOSCI GENETYCZNEJ POPULACII SZCZEPOW B. PERTUSSIS
NA POZIOMIE GENOMU

Wyniki genotypowania DNA wykonane metoda elektroforezy pulsacyjnej oraz hyb-
rydyzacji potwierdzone zostaty za pomoca badan sekwencjonowania genéw kodujacych
podjednostke S1 toksyny krztuscowej (ptxS/) oraz pertaktyne (prn). Dotychczasowe
badania sekwencjonowania produktéw PCR genu kodujacego podjednostke S1 toksyny
krztuscowej ptxS1 pozwolity zidentyfikowaé 5 wariantow genu: pixSIA, ptxS1B, ptxSIC,
ptxS1D, ptxSIE na podstawie réznic nukleotydowych w jednym z czterech zdefiniowa-
nych zmiennych loci (3 - 9) (tab. I). Wykryte mutacje skorelowano z mozliwoscia
pojawiania si¢ dwdch epitopéw dla komoérek T (10). Nie wiadomo, czy wykryte mutacje
wplywaja na zdefiniowany wczesniej epitop dla limfocytéw B (dwie nieciagte sekwencje
aminokwasOw w pozycjach 64-75 i 151-161).

W przypadku sekwencji genu kodujacego pertaktyng podstawienia nukleotydowe
wykryto na catej dtugosci czasteczki, przy czym ich najwigksza czesto$¢ odnotowano
w dwoch obszarach genu, oznaczonych jako 1 i 2. Region 1 genu prn wykazywat
polimorficzno$¢ ze wzgledu na rodzaj i liczbe sekwencji powtarzajacych sie (GGxxP)
(tab. II). Wykryta zmienno$¢ moze wplywaé¢ na strukturg lub konformacje motywu
RGD, odpowiadajacego za adhezje lub na zdefiniowany we wczeéniejszych badaniach
epitop dla limfocytéw B. W regionie 2 genu kodujacego pertaktyng odnotowano rézni-
ce dotyczace liczby jednostki powtarzajacej si¢ PQP ijak dotychczas zostaty one wykryte
jedynie dla referencyjnego szczepu B. pertussis (Kendrick) oraz pojedynczego szczepu
izolowanego od chorego we Francji (11). W sumie zidentyfikowano 8 wariantow sek-
wencji prnl-pm8 (3 - 9).

Wyniki sekwencjonowania genu ptxS! przeprowadzone w Zaktadzie Badania Suro-
wic i Szczepionek PZH wykazaty, ze w polskiej populacji szczepéw B. peiiussis izolo-
wanych w latach 1960-2000 wystapity do tej pory trzy warianty genu: ptxSIB, ptxS1D,
pixSIA  (6). Analiza czesto$ci ich wystgpowania wskazuje, ze szczepy posiadajace
szczepionkowy wariant podjednostki toksyny krztu$cowej pixSIB zostalty wyparte przez



Tabela I. Allele genu kodujacego podjednostke S1 toksyny krztuscowej

Table I. Alleles of gene encoding S1 subunit of pertussis toxin

Allel Pozycja nukleotydu w stosunku do kodonu start Polska Holandia Finlandia Wtochy Francja Wielka USA
genu pixS/ Brytania
202-203-204 | 586-587-588 | 682-683-684 | 694-695-696

PpixSIA (GAC)-D | (TTC)-S (ATA)-1 (ATA)-1 + + + + + + +

pixSIB (GAC)-D | (TTC)-S (ATG)-M | (ATA)-1 + + + + + - +

pixSIC (GAC)-D | (TTC)-S (ATG)-M | (GTG)-V | - - - - - _ _

pixSID (GAA)-E | (TTC)-S (ATG)-M | (GTG)-V | + + + + + - +

pIXSIE (GAA)-¢ (TTC)-P (ATG)-M | (ATG)-M | - - - - - - -




Tabelall. Allele genu kodujacego pertaktyne
Tab 1ell. Alleles of gene encoding pertactin

Allel | Region 1 Regzlon pe| M FIN
pml RGDAPA GGAVP GGAVP GGAVP -cooooooooooo. GGFGPGGFGP VLD |5PQP | + | + | +
prn2 RGDAPA GGAVP GGAVP GGFGP GGFGP GGFGP GGFGP VLD | 5PQP | + +
prn3 RGDAPA GGAVP GGAVP ——  ----mooee- GGFGP GGFGP GGFGP VLD | 5 PQP + |+
prnd RGDAPA GGAVP GGAVP —— oo GGFGPGGFGP VLD | 5 PQP +
prn5 RGDAPA  GGAVP - GGFGP GGFGP GGFGP VLD | 5 PQP

prné RGDAPA GGAVP GGAVP GGAVP oo GGFGPGGFGP VLD | 4 PQP

prnld

prn7 RGDAPA GGAVP GGAVP GGAVP —========coooooooo-ee GGFEGPGGEGP VLD | 5 PQP

prn8 RGDAPA GGAVP - GGFGPGGFGP VLD | 5 PQP
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szczepy o wariancie ptxSIA (ryc. 1). Podobna sytuacje odnotowano w Holandii (ryc.
2) oraz Finlandii. Szczepy o wariantach genu ptxSI/B i ptxS1D, typowych dla szczepdw
szczepionkowych, dominowaty w Holandii w latach 1953-1964, a w Finlandii w latach
1949-1954. W nastepnych przedziatach czasowych nie wyizolowano zadnego szczepu
o profilu toksyny krztuscowej ptxS1D. Z kolei w Finlandii przestaty wystepowac szczepy
dzikie o profilu ptxSIB, a w Holandii ich czesto$¢ obnizyta sic do 12%. Obecnie
izolowane sa wytacznie szczepy o profilu toksyny krztuscowej ptxSIA (8, 12).
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Ryc. 1. Czesto$é alleli pIxSI i prn wérdd szczepdw B. pertussis izolowanych w Polsce
Fig. 1. Frequency of ptxS1 and prn alleles among B. pertussis strains isolated in Poland
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Ryc. 2. Czestos¢ alleli ptxS1 i prn wérdd szczepdw B. pertussis izolowanych w Holandii
Fig. 2. Frequency of ptxS1 and prn alleles among B. pertussis strains isolated in the Netherlands

Z kolei wariant prnl charakterystyczny dla polskich szczepow szczepionkowych
dominowalt w izolatach B. pertussis do 1999 roku, kiedy pojawity si¢ szczepy posiadajace
nowe warianty genu pertaktyny, pru/ i pm4 (pojedynczy szczep) (ryc. 1) (6). Mozna
przypuszczaé, ze szczepy o nowych allelach genu pertaktyny moga w przysztosci zaczaé
stopniowo wypieraé szczepy dominujace obecnie, czyli posiadajace wariant prul. W Ho-
landii, szczepy o szczepionkowym allelu pertaktyny prn/ dominowaty - jesli uwzglednié
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czestos$¢ izolacji - do 1980 roku, po czym zostaly prawie catlkowicie wyparte przez
szczepy o typach prn2 iprn3 (ryc. 2) (8). Natomiast w Finlandii szczepy o szczepion-
kowym allelu pm/ po 1982 roku zostat wyparte przez szczepy o wariancie pertaktyny
pm2, przy czym dodatkowo pojawity sie szczepy o profilu prn3 i prn4 (12).

Analiza czesto$ci wystgpowania pieciu z sze$ciu mozliwych kombinacji wariantow
pixSI i prn szczepdw B. pertussis izolowanych w Polsce wskazuje, ze dominujaca kom-
binacja w przesztosci i obecnie pozostaje uktad alleli ptxSIAIprnl. Ten fakt moze
sugerowaé, ze stosowana w Polsce szczepionka petnokomodrkowa przeciw krztuscowi
(WCV-Whole Cell Vaccine) nadal moze by¢ skuteczna we wzbudzaniu odpornosci
w stosunku do 60-70% szczepdw krazacych obecnie, ze wzgledu na obecnos$é¢ szcze-
pionkowego wariantu pertaktyny (ryc. 3). W latach 90-tych u 30% szczepéw pojawita
si¢ nieznana wcze$niej, catkowicie ,nieszczepionkowa" kombinacja wariantéw
ptxSIA/prn2, ktora przypuszczalnie moze by¢ bardziej odporna na dziatanie szczepien.
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Ryc. 3. Czestos¢ kombinagji alleli ptxSliprn wérdd szczepdw B. pertussis izolowanych w Polsce
Fig. 3. Frequency of ptxS/ and prn allele combinations among B. pertussis strains isolated in
Poland

Badania prowadzone przez zespdt Cassiday i wsp. (4) wskazuja, ze wigkszos$¢ szcze-
pionek peinokomérkowych stosowanych w USA od potowy lat 40-tych byta produko-
wana w oparciu o szczepy o wariantach prul/ptxSIB. Z kolei, wiekszo$¢ szczepow
obecnie izolowanych nie zawiera wariantéw gendw ptxS! i prn, jakie sa obecne w szcze-
pach szczepionkowych (ryc. 4). Czestos¢ allelu pml/ wystgpujacego u wigkszosci izo-
latéw (95%) w latach 1975-1987 spadta do 30% w latach 1989-1999. Nieszczepionkowy
allel pm2, ktory wystgpowat zaledwie u 5% szczepéw w latach 1975-1987, stat sig
dominujacy (70%) w szczepach izolowanych w latach 1989-1999. W przypadku pod-
jednostki S1 toksyny krztuscowej czesto$¢ izolowanych szczepdw o nieszczepionkowym
allelu ptxSIA wzrosta do 78% w latach 1989-1999 (4).
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Ryc. 4. Czestod¢ alleli ptxS1 i prn wérdd szczepdw B. pertussis izolowanych w USA
Fig. 4. Frequency of ptxS1 and prn alleles among B. pertussis strains isolated in USA

Zmienno$¢ czestosci wariantdw genu kodujacego podjednostke SI toksyny krztus-
cowej i pertaktyny szczepOw B. pertussis w czasie wyraznie wskazuje, ze nastapito
zrdéznicowanie pomiedzy izolatami szczepionkowymi i dzikimi. Szczepy obecnie izolo-
wane posiadaja profil genetyczny toksyny krztuscowej i pertaktyny odmienny w stosun-
ku do profilu szczepéw szczepionkowych oraz szczepow izolowanych w tych dekadach,
kiedy wprowadzono szczepionke przeciwkrztu§cowa do masowych szczepien. Dane te
ze wzgledu na wzrost zachorowan na krztusiec moga wskazywa¢ w przypadku Polski,
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Holandii i USA, ze indukowana obecnie odpowiedZ poszczepienna w populacji po-
wstaje w stosunku do szczepow, ktore krazyty w tych populacjach okoto 50 lat temu.
Z tego wzgledu odpowiedz ta moze nie byé dostatecznie skuteczna w stosunku do
szczepow o nowych, nieszczepionkowych wariantach antygenéw, wyréznionych na pod-
stawie wariantow genetycznych. Nie wiadomo jednak, w jakim stopniu zmiennosé
antygenowa mapujaca si¢ w regionach powiazanych z epitopami dla komérek
B i T wplywa na interakcje krazacego antygenu z odpowiedzia immunologiczna indu-
kowana, szczepieniem, zdolno$¢ indukowania proliferacji komérek T oraz rozpoznawa-
nia antygenu przez limfocyty T w kontekScie czasteczek MHC klasy II (10, 13).

Z drugiej strony zmiennos$ci genetycznej nie powiazano ze wzrostem zachorowan
w Wielkiej Brytanii, Francji i Finlandii.

W Wielkiej Brytanii wszystkie trzy szczepy produkcyjne oraz szczepy izolowane do
roku 1980 zawieraty wariant prnl. Po roku 1980 sukcesywnie zaczety sie pojawiaé
szczepy o nie-szczepionkowych wariantach pertaktyny, prn2 i prn3, stanowiace w latach
80-tych i 90-tych odpowiednio 24% i 53% wszystkich badanych izolatéw (ryc. 5). Pod
wzgledem ptxS! obecnie izolowane w Wielkiej Brytanii szczepy B. pertussis zawieraja
warianty charakterystyczne dla szczepdéw znajdujacych sie w sktadzie szczepionki an-
gielskiej, tj. u 87% obserwowany jest wariant ptxSI4, a u 13% wariant ptxSIB (5).
Czesto$é allelu ptxSID w populacji szczepdw brytyjskich przed 1954 rokiem siegata az
43% wszystkich izolacji, natomiast po 1954 roku spadta do zera. Badacze angielscy
przypuszczaja, ze brak nasilenia zachorowan na krztusiec w Wielkiej Brytanii moze
wynika¢ z podobienstwa profilu genetycznego szczepdw szczepionkowych do profilu
genetycznego naturalnie krazacych obecnie szczepdw, tj. prul, ptxSIB, ptxSIA (5).

Weber i wsp. (9) wskazuja na mozliwos¢ okresowego pojawiania si¢ zmian gene-
tycznych w populacji szczepdw B. pertussis izolowanych we Francji. Okresowa zmien-
no$¢ profili DNA w przedziatach 3-letnich nie zostata skoreclowana ze zmianami
zdefiniowanymi w obrebie gendéw pixS/ i prn, pomimo, ze szczepy szczepionkowe
posiadaja odmienny profil tych markeréw niz szczepy obecnie izolowane. Badania
zmienno$ci genetycznej szczepdw B. pertussis we Francji objety jedynie ostatnie dzie-
sigciolecie i nie mozna ich odnies¢ do profili szczepdw izolowanych wczesniej.

Zréznicowana czesto$¢é pojawiajacych si¢ obecnie wariantéw antygendw moze byé
zwiazana z réznicami w sytuacji epidemiologicznej krztu$ca. Na przyktad w Finlandii
- pomimo wykrytej odmienno$ci wariantéw genetycznych podjednostki SI toksyny
krztuscowej i pertaktyny w szczepach dzikich i szczepionkowych - nie odnotowano tak
wysokiego nasilenia zachorowan na krztusiec, w odréznieniu od sytuacji obserwowanej
w Polsce czy Holandii (12, 14). Mozna przypuszczaé, ze wynika to z wysokiej mocy
finskiej szczepionki petnokomoérkowej, zwiazanej, np. z silniejsza zdolnos$cia indukcji
odpowiedzi ochronnej przed zakazeniem szczepami B. pertussis o wariantach pm2 i prn
4, a stabszej przed zakazeniem szczepami zawierajacymi allel prn3, ktéry dominuje
w Holandii, a w Finlandii jest izolowany z nizsza czestoscia. Wariant prn3 wystepuje
obecnie u 63%, 12%, i 3% populacji szczepéw B. pertussis izolowanych odpowiednio
w Holandii, Finlandii i Anglii. Ponadto na sytuacje epidemiologiczna krztusca w Fin-
landii moze wywiera¢ wplyw mata gesto$¢ zaludnienia i w zwiazku z tym gorsze wa-
runki dla przenoszenia zakazen. Mozna réwniez przypuszczaé, ze populacje szczepow
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Ryc. 5. Czestodé alleli ptxS1 i prn wérdd szezepdw B. pertussis izolowanych w Wielkiej Brytanii
Fig. 5. Frequency of ptxS1 and prn alleles among B. pertussis strains isolated in Great Britain

w tych krajach znajduja si¢ w fazie pojawiania si¢ zmiennosci, ktéra z biegiem czasu
moze si¢ nasili¢ i indukowaé wzrost zachorowan.

Anna Gzyl, Ewa Augustynowicz, Grzegorz Gniadek, Janusz Slusarczyk
GENETIC VARIABILITY OF BORDETELLA PERTUSSIS STRAINS.
PART I. CURRENT KNOWLEDGE

SUMMARY

Variability of B. pertussis genome concerning S1 subunit of pertussis toxin (p#xS1) and
pertactin (prn) genes has recently been recognised. Studies clearly showed differences in the
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DNA patterns and ptxS/ and prn alleles present in B. pertussis strains used for production of
pertussis component in the DTP vaccine, in comparison to strains presently isolated from clinical
materials. This trend has been observed in highly immunized populations with a long history of
pertussis vaccination (The Netherlands, Finland, Poland, USA). Different ptxS/ and prn allele
distribution for different countries needs further careful monitoring.
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