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W kilku krajach o wysokim poziomie zaszczepienia oraz o dtugiej
histoni szczepien przeciw krztuscowi (Holandia, Finlandia, Polska, USA,
Francja, Wielka Brytania) odnotowano odmiennos¢ profili DNA i alleli
genow kodujqcych podjednostke S1 toksyny krztuscowej (ptx S1) i per-
taktyne (prn) wsrod szczepow B. pertussis stosowanych do produkcji
komponenty krztuscowej szczepionki DTP w porownaniu do szczepow
aktualnie izolowanych z materiatu klinicznego. Z tych wzgladow badania
okreslajqce skutecznosc szczepionek przeciwkrztuscowych petnokomorko-
wych i bezkomorkowych w eliminacji zakaZen szczepami B. pertussis
o roZnych profilach genetycznych na modelu zwierzecym pozwolq na
ocenq celowosci zmiany sktadu szczepow produkcyjnych.
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WSTEP

Postep nauki, jaki dokonat si¢ w ostatnich dekadach, przynidst wiele wymiernych
osiagnie¢ w wielu dziedzinach medycyny, m.in. w postaci ochrony populacji przed
wieloma zakazeniami za pomoca masowych szczepienn. W przypadkach btonicy i tezca
szczepienia osiagnely wysoka skutecznos$¢é. Stabilny obraz kontroli krztusca zostat
w wielu krajach zakltécony nasileniem si¢ zachorowan pomimo osiagnig¢tego wysokiego
stanu uodpornienia (1, 2, 3). Podobnie, pomimo 20-krotnego spadku czestosci zakazen
wywolywanych przez Haemophilus influenzae w USA i Europie Zachodniej zwiazanego
z wprowadzeniem szczepionki przeciw szczepom H. influenzae o serotypie b, w latach
1989-1994 odnotowano 2-krotny wzrost zachorowan wywolywanych przez serotypy
nie-b (a, cf oraz nietypowalne szczepy H. influenzae) (4, 5, 6). W odniesieniu do odry
wykazano, ze w obecnie wystepujacych dzikich szczepach wirusa doszto do przesunigé
antygenowych, ktérych nie stwierdzono u szczepdéw stosowanych do produkcji szcze-
pionki przeciw odrze. Z tych powodéw, pomimo ze zmiany te - jak na razie - nie
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wplynety na nasilenie si¢ zachorowan na odre, szczepy wirusa odry izolowane z przy-
padkéw zachorowan wymagaja, $cistego monitorowania zmiennosci genetycznej (7).

Wiele moze by¢ czynnikéw odpowiedzialnych za nasilanie si¢ zachorowan, ktérym
od wielu lat skutecznie zapobiega sie za pomoca szczepien. Jednym z nich moze byé
spadek jakoS$ci szczepionki, np. w wyniku zmian technologicznych procesu produkcyj-
nego lub na skutek interferencji pomigdzy poszczegdlnymi sktadnikami szczepionki
skojarzonej. Ponadto zjawisko to mozna taczyé z obnizeniem wykonawstwa szczepien,
zanikaniem odpornosci poszczepiennej w miare uplywu czasu po szczepieniu, zmiana
transmisji zakazenia w réznych grupach wiekowych, czy tez ekspansja szczepdw anty-
genowo odmiennych w stosunku do szczepéw wchodzacych w sktad szczepionki (escape
mutants). Te ostatnia mozliwo$¢é, w ktérej spadek skutecznosci szczepien moze zostaé
powiazany z powstawaniem zmian w populacjach drobnoustrojéw w postaci pojawienia
si¢ mutantow mniej wrazliwych lub niewrazliwych na dziatanie szczepien, taczy sie
z wieloletnia selekcja spowodowana immunizacja. Szczepienia w tym wypadku mozna
rozpatrywa¢ jako czynnik selekcyjny, ukierunkowujacy ewolucje danego drobnoustroju
ku wyeliminowaniu lub obnizeniu czesto$ci pojawiania si¢ szczepow antygenowo iden-
tycznych ze szczepami szczepionkowymi (8). Szczepienia moga by¢ skuteczne do czasu
kiedy pojawia sic mutanty, ktérych antygenowo$¢ nie zostanie zmieniona poprzez
mutacje/rekombinacje. W przypadku pojawienia sig nowych wariantow antygenowych
o zwickszonej zdolno$ci unikania odpowiedzi immunologicznej indukowanej za po-
moca, szczepien, moze dochodzié¢ do ostabienia skuteczno$ci immunizacji. Wydaje sie,
Ze istotna role w powstawaniu tak zmutowanych szczepdw w warunkach ciaglej presji
selekcyjnej (masowa immunizacja), moze odgrywaé indukcja tzw. gendw adaptacyjnych.
Przyjmuje sie, ze Srednio 10 z 2000 gendéw typowej komorki bakteryjnej to geny
adaptacyjne, z ktérych kazdy moze wystgpowaé w co najmniej 1024 (2'°) kombinacjach,
co daje mozliwo$¢ przezycia przynajmniej jednej komodrce bakteryjnej o danej kombi-
nacji, w danej populacji, w zmiennych warunkach $rodowiska (9).

SZCZEPIONKI PEENOKOMORKOWE PRZECIWKRZTUSCOWE (WCV-WHOLE
CELL VACCINES; KOMPONENT wP)

Szczepionki petnokomodrkowe przygotowywane sa z namnozonych na podtozu statym
lub ptynnym B. pertussis, poddawanych inaktywacji chemicznej lub termicznej i odtok-
sycznieniu formalina. Pierwszych danych o skutecznosci szczepionek przeciwkrztusco-
wych dostarczyty wyniki kontrolowanych badan terenowych, przeprowadzonych w pier-
wszej potowie lat czterdziestych XX wieku w Wielkiej Brytanii (10).

Wstepne prace dotyczace szczepionek przeciwkrztuscowych w Polsce pojawity sie
w roku 1914 (11), natomiast pierwsze proby szczepien prowadzono od 1923 roku (12,
13, 14, 15). Poczatkowo szczepienia prowadzono monowalentna szczepionka przeciw
krztuscowi, a od drugiej potowy 1960 roku wprowadzono do produkcji oraz do maso-
wych szczepien szczepionke skojarzona przeciw blonicy, tezcowi i krztuscowi (Di-Te-
Per - Diphteria-Tetanus- Pertussis, obecnie DTP). Do éwczesnej produkcji stosowano
Swiezo wyizolowane szczepy w 1 fazie wzrostu, ktére po przebadaniu w Panstwowym
Zaktadzie Higieny pod wzgledem wtasciwosci antygenowych, morfologicznych i sero-
logicznych przekazywano do Lubelskiej (do zakonczenia produkcji DTP w 1964 roku)
oraz Warszawskiej Wytwoérni Surowic i Szczepionek ,,BIOMED" (do zakoinczenia
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produkcji DTP w 1990 roku) oraz Krakowskiej Wytwdrni Surowic i Szczepionek ,,BIO-
MED", obecnie S.A. (16). Od roku 1969 do produkcji szczepionki wykorzystywano
6 wyselekcjonowanych szczepow B. pertussis, ktére zredukowano w 1978 roku do trzech
szczepow stosowanych do chwili obecnej. Do 1992 roku pojedyncza dawka szczepienna
wynosita 1 ml, a od 1993 roku dawke ustalono zgodnie z migdzynarodowym dawkowa-
niem na 0,5 ml. Zawiera ona maksymalnie do 20 mld pateczek krztusca na dawke.

W 1998 roku zarejestrowano w Polsce produkowane za granica szczepionki skojar-
zone z petnokomodrkowa komponenta krztuscowa: Tetracoq [DTP-IPV] (Aventis Pa-
steur), Tritanrix [DTP-HBV] (GlaxoSmithKline), a w 2001 roku - D.T.COO [DTP]
(Aventis Pasteur).

SZCZEPIONKI BEZKOMORKOWE PRZECIWKRZTUSCOWE (ACV-ACCELULAR
VACCINE; KOMPONENT aP)

Badania immunochemiczne doprowadzity do izolacji i charakterystyki wielu biolo-
gicznie aktywnych substancji produkowanych przez Bordetella pertussis, pozwalajac na
lepsze zrozumienie patogenezy choroby oraz odpowiedzi immunologicznej powstatej
w wyniku zakazenia naturalnego oraz w wyniku szczepienia. Wiedza ta przyczynita si¢
réwniez do opracowania szczepionek bezkomérkowych oraz do ulepszenia diagnostyki
serologicznej krztu$ca (17, 18). Dotychczas producenci wiaczyli w sktad bezkomorko-
wych szczepionek przeciwkrztuscowych od jednego do czterech oczyszczonych anty-
gendw B. pertussis (toksyna krztuscowa, pertaktyna, hemaglutynina witdkienkowa, aglu-
tynogeny) - w réznej kombinacji. Pozostate antygeny tj.: cyklaza adenylowa, lipopoli-
sacharyd, toksyna oskrzelowa i cieptowrazliwa toksyna dermonekrotyczna sa poddawa-
ne badaniom ich przydatnosci jako potencjalnych antygenéw wchodzacych w sktad
przysztych szczepionek. Pierwsze szczepionki bezkomoérkowe opracowano i wprowadzo-
no do powszechnego programu szczepien ochronnych w Japonii w 1981 roku. Byly to
szczepionki dwéch typdéw, w zaleznodci od proporcji zawarto$ci toksyny krztuscowej,
hemaglutyniny widkienkowej oraz fimbrii: (i) typu Biken (podobna zawarto$¢ toksyny
i hemaglutyniny wtékienkowej: 12,5-24 ug/dawke) oraz (ii) typu Takeda (wyzsza za-
warto$¢ hemaglutyniny wtékienkowej - 30-40 ug niz toksyny krztu$cowej - 5 ug +
fimbrie serotypu 2-1 ug) (19). Dotychczas produkowane bezkomdrkowe szczepionki
przeciwkrztu§cowe sa uzyskiwane na bazie oczyszczonych oraz odtoksycznionych anty-
genow izolowanych ze szczepéw bakteryjnych.

Rejestracje krztuscowych szczepionek bezkomodrkowych skojarzonych, ze wzgledu
na mniejsza reaktogenno$¢ oraz bardziej okres$lony sktad, rozpoczeto w Polsce w 1998
roku. Kolejno zarejestrowano:

- Infanrix [DTaP]-producent: GlaxoSmithKline (1998);
- DTaP [DTaP] oraz DTaP-IPV [DTaP-IPV] - producent: Statens Serum Institute

(SSI) (1999);

- Tripacel [DTaP] - producent: Aventis Pasteur (1999);
- Infanrix-HepB [DTaP+HBV], Infanrix-IPV-HIB [DTaP+IPV+Hib] producent:

GlaxoSmithKline (1998).

Wyzej wymienione szczepionki maja zréznicowana zawartos¢ poszczegélnych anty-
genow. Zawarto$¢ antygenu toksyny krztu$cowej obecnej we wszystkich w/w prepara-
tach jest najwyzsza (40 ug) w przypadku szczepionek DTaP i DTaP-I1PV produkcji SSI,
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natomiast najnizsza (10 ug) w przypadku Tripacelu. Widkienkowa hemaglutynina oraz
pertaktyna sa nieobecne tylko w DTaP i DTaP-1PV. Zawarto$¢ widkienkowej hemag-
lutyniny waha si¢ od 5 ug w szczepionce Tripacel do 25 ug w szczepionkach: Infanrix,
Infanrix-HepB, Infanrix-IPV-HIB, natomiast zawarto$¢ pertaktyny waha sie w grani-
cach od 3 ug (Tripacel) do 8 ug (Infanrix, Infanrix-HepB, Infanrix-IPV-HIB). Tripacel
dodatkowo zawiera 5 ug antygendéw fimbrii.

Rézny sktad i zawarto$¢ antygendéw stosowanych przez poszczegdlnych producentow
wynika z braku sprecyzowanych zalecen WHO i Farmakopei Europejskiej co do
obecnosci i zawartos$ci poszczegdlnych antygenow w szczepionkach bezkomodrkowych.

PERSPEKTYWY SKUTECZNOSCI SZCZEPIEN ZA POMOCA SZCZEPIONEK
WCV I ACV

Zachorowalno$¢ na krztusiec skutecznie kontrolowano poprzez obowiazkowe szcze-
pienia petnokomoérkowa szczepionka przeciw krztuscowi, wprowadzana do obowiazko-
wych schematdéw szczepienh w réznych krajach w latach 1940-1960. Masowe szczepienia
ochronne doprowadzity do 8-15 krotnego spadku zachorowan na krztusiec w latach
90-tych w stosunku do lat 70-tych. W Polsce obowiazkowe szczepienia przeciw krztus-
cowi wprowadzono w 1960 roku. Ich wynikiem byt 100-krotny spadek zapadalno$ci do
poczatku lat 80-tych. Pomimo wysokiego poziomu zaszczepienia w wielu krajach, np.
w USA, Kanadzie, Szwecji, Holandii oraz Australii od lat 80-tych obserwuje si¢
stopniowy wzrost zachorowan na krztusiec. W Polsce w latach 90-tych wzrost zacho-
rowan na krztusiec osiagnal poziom zapadalnosci przypominajacy sytuacje w latach
70-tych. W naszym kraju w latach 1997-1998 odnotowano epidemiczny wzrost zacho-
rowan na krztusiec (20). Nasilenie zachorowan wystapito wéréd dzieci powyzej 5 lat
(21). Przy czym wzrost ten nie powiazany jest ze spadkiem poziomu zaszczepienia, z
kolei niepublikowane wyniki analiz jakosci komponenty krztuscowej szczepionki DTP
wskazuja, ze w latach 1992-1997 w zwiazku z obnizeniem liczby bakterii na pojedyncza
dawke ludzka realna warto$¢ uodparniajaca byta nizsza w stosunku do wartosci osia-
ganej przed 1992 i po 1997 roku.

Wyniki przeprowadzonych badan (oméwione w czesci I pracy) wskazuja, ze istotna
role w nasilaniu si¢ zachorowan na Kkrztusiec moze odgrywaé pojawienie si¢ szczepOw
odpornych na dziatanie szczepien. Prace prowadzone w Zaktadzie Badania Surowic
i Szczepionek w ramach projektu badawczego KBN wskazuja, ze szczepy B. pertussis
o odmiennym profilu genetycznym podjednostki S1 toksyny krztuscowej i pertaktyny sa
eliminowane w znacznie mniejszym stopniu z tkanki ptucnej zwierzat uprzednio uod-
pornionych szczepionka DTP w stosunku do szczepéw obecnie stosowanych do pro-
dukgciji.

Na pojawienie si¢ takich mutantéw B. pertussis moga naktadaé sic dodatkowe
czynniki, ktére komplikuja caty obraz szeroko rozumianej skuteczno$ci szczepien prze-
ciw krztu$cowi. OdpowiedZz po szczepieniu szczepionka pelnokomorkowa okre$lonej
produkcji moze byé¢ zréznicowana w réznych krajach lub miejscach jej zastosowania,
poniewaz - jak obliczono - 38 producentdéw szczepionki petnokomorkowej na $wiecie
stosuje az 46 réznych szczepdw B. pertussis (tab. 1) (22). Od 1979 roku zalecenia WHO
wskazuja na obowiazek produkcji szczepionki krztuscowej na bazie wyselekcjonowanych
szczepOw B. pertussis, zawierajacych peiny sktad aglutynogenéw 1, 2 i 3. Brak zalecen



Tabela 1. Producenci szczepionki DTP i szczepionkowe szczepy B. pertussis na $wiecie w 1996 [zmodyfikowano wg Milstein i wsp. (22)]

Table I. Manufacturers of DTP vaccines and B. pertussis vaccine strains in the world in 1996 [modified acc. Milstein et al. (22)]
Kraj Producent Nazwa szczepu Kraj Producent Nazwa szczepu
Argentyna INMCM 10536, 40103 Japonia CSTRI Tohama

LCSP 10536 Takeda Tohama
Chyba Tohama
Denka Tohama
JVI 10536L, 134, 509, 2991
Australia CSL VP4, VP30, Brll Meksyk INH 134, 509
Brazylia IB 165 Rosja RPA 262, 305, 312, 475
Butgaria Sofia 262, 345, 358 Tajlandia GPO 26426 + import
Kanada Connaught 10536, 1494 Turcja RS lokalny + Zagreb
IAF 311, 333, 336
Chile ISP Tohama Anglia Medeva 3 szczepy
Chiny Beijing lokalny szczep USA razem 10536, 18398,
Changchun 18530 18530, 18628, 18904,
Chengdu 58001, 58031, lokalny 19002, 21487, 22402,
Lanzhou lokalny 24990, Lynch
Shanghai 18530, Shanghai
Wuhan 18530, P56
Kolumbia INSSM 10536, 18334 Urugwaj IHPAB 137
Chorwacja Zagreb 10536 Wenezuela INRHH 134, 509
Kuba IF 134, 509 Wietnam IVAC 134, 509 + import
DPR Korea Pyongyang 134, 509, 622 Iran Razi 134, 509
Ekwador INHMT 137, 143 Wegry Human 134, 509, CN2897
Francja PMSV IM1414, IM1416 Indie Haffkine 134, 509, 10536
SSI 134, 509, 6229, 25525
BioEvans 134, 509
Niemcy | Bering 41405 Indonezja BioFarma Pelitalll, Kitasato

Tabela I. rozdz.

26, A Gzyl i inni
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co do innych swoistych typéw antygenu powodowal w przesztodci i nadal powoduje
szeroka dowolno$¢ doboru szczepdédw przez producentéw. Ponadto oprécz rdézinego
sktadu szczepoéw, a zatem sktadu antygenowego szczepionek petnokomoérkowych, po-
szczegdlne szczepionki zawieraja zrdznicowana zawarto$¢ substancji czynnych: toksyny
krztuscowej (0,02-0,68 ug/dawke), LPS (0,9-2,8ug/ml) i hemaglutyniny wtékienkowej
(0-1,6 fig/dawke). Rézne szczepionki petnokomdérkowe indukuja réwniez zréznicowany
wzrost miana przeciwciat w stosunku do wszystkich znanych antygendéw B. pertussis.
Przypuszcza¢ mozna, ze szczepionki DTP produkowane w fermentorach moga zawiera¢
nizsza, zawarto$¢ antygenow powierzchniowych niz szczepionki produkowane w warun-
kach stacjonarnych (22).

Zréznicowana skuteczno$¢ szczepionek bezkomérkowych wprowadzanych do szcze-
pien w danym kraju moze wynika¢ z réznic ukierunkowanej odpowiedzi immuno-
logicznej, wzbudzanej za pomoca szczepien szczepionka petnokomodrkowa, produko-
wang w oparciu o rézne szczepy w réznych krajach. Obecnie dostgpne szczepionki
bezkomorkowe z reguty zawieraja allel pml i ptxSIB/S1D, a wigc, np. w Polsce
identyczny ze sktadem wariantéw gendéw wystepujacych w szczepach produkcyjnych.

Wszystkie przytoczone dane wskazuja, ze zmiennos$¢ genetyczna szczepow B. pertus-
sis powinna by¢ monitorowana szczegllnie ze wzgledu na jej mozliwy wplyw na
skuteczno$é szczepien. Wiekszo$¢ szczepionek petnokomorkowych jest produkowana
w oparciu o szczepy izolowane 50 lat wczesniej, zatem zastosowanie obecnie izolowa-
nych szczepow teoretycznie moze wplynaé na podniesienie skutecznosci szczepien.
Dalsze badania dotyczace zdolnosci ochronnej szczepionek przed zakazeniem szczepa-
mi prezentujacymi rézne typy prn  ptxSl potwierdza celowo$¢ zmiany sktadu szczepio-
nek petnokomoérkowych w zaleznosci od profilu wariantow genetycznych dla szczepow
izolowanych obecnie w danym kraju. Tego rodzaju analiza zdolnosci indukcji ochronnej
odpowiedzi poszczepiennej przed zakazeniem szczepami wykazujacymi rézne typy px.S/
i prn zostata przeprowadzona przez osrodek w Belgii (23). Analiza dotyczyta
3 szczep6w izolowanych w latach 1993-1996 o wariantach: ptxSIE/prniA, ptxSIAlpm2
oraz ptxSIA/prn3. Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze szczepionka bezkomodrkowa
produkowana na bazie szczepu B. pertussis Tohama o wariancie SIBpml (producent:
GlaxoSmithKline) jest w petni skuteczna w zwalczaniu zakazenia szczepami B. pertussis
o réznym profilu genetycznym. Nalezy zatem oczekiwaé, ze podobne badania beda
prowadzone na wigksza skale z uwzglednieniem reprezentatywnej liczby szczepdw.

Dziatania w zakresie zdrowia publicznego poprzez zastosowanie terapii czy masow-
ych szczepien powinny zatem obejmowaé réwniez prognozy mozliwych kierunkéw
ewolucji populacji drobnoustrojéw. Zrozumienie struktury i dynamiki rozwoju popula-
¢ji drobnoustrojéw ma podstawowe znaczenie w opracowywaniu skutecznego nadzoru
w ochronie zdrowia poprzez przewidywanie srodkow zaradczych, ktére mogtyby prze-
ciwdziata¢ niekontrolowanej ewolucji mikroorganizméw. O wadze tego problemu
$wiadczy powotanie specjalnej grupy naukowcéw UE ds. opracowania ujednoliconej
metodyki serotypowania, elektroforezy pulsacyjnej oraz sekwencjonowania w celu
réznicowania szczepOw B. pertussis izolowanych i badanych w réznych krajach. Ujed-
nolicenie metodyki ma na celu poréwnywanie danych uzyskanych w réznych laborato-
riach w celu wyjasnienia czy ze wzgledu na stosowanie szczepionek peinokomoérkowych,
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produkowanych w oparciu o rézne szczepy w réznych krajach obserwowany jest odpo-
wiednio zréznicowany polimorfizm populacji B. pertussis (24).

Niebanalny tytut jednego z rozdziatéw Ewalda: "WHO needs Darwin” sam w sobie
zapowiada konieczno$¢ okre$lenia stabilnosci ewolucyjnej czynnika zakaznego w kon-
troli choréb za pomoca szczepien (25). W przypadku, gdy szczepionki sa konstruowane
w oparciu o izolaty cechujace sie¢ najwyzsza zjadliwos$cia wsrdd szczepow danego
gatunku, lub w oparciu o analogi sktadnikéw odpowiedzialnych za wysoka zjadliwos¢,
zastosowanie szczepien moze doprowadzi¢ do takiej sytuacji, ze wowczas w populacji
beda krazyé szczepy tagodne, a eliminowane beda izolaty o najwyzszym zagrozeniu
chorobotwérczym. Wéwczas, kiedy szczepionki konstruowane beda na bazie szczepow
o nie w pelni okreSlonej lub niewystarczajacej zjadliwosci, szczepienia moga pozosta-
wiaé rezerwuar dla organizméw bardziej zjadliwych i moga skutecznie rozprzestrzeniaé
si¢ w populacji kiedy spadnie poziom zaszczepienia lub drobnoustrdj wytworzy mecha-
nizmy pozwalajace na omini¢cie obronnej odpowiedzi ochronnej, indukowanej za
pomoca szczepien. Mozna zatem powtdrzy¢ za Ewaldem, ze kontrola chordb poprzez
szczepienia powinna prowadzi¢ do ,,udomowienia patogendéw", czyli pokierowania ich
ewolucja nie przeciwko nam, lecz z korzyscia dla nas (25), co w przypadku krztusca
nie bedzie chyba takie tatwe.

Anna Gzyl, Ewa Augustynowicz, Grzegorz Gniadek, Janusz Slusarczyk

GENETIC VARIABILITY OF BORDETELLA PERTUSSIS STRAINS. PART I1.
PERSPECIVES

SUMMARY

In some highly immunized countries with long history of pertussis vaccination (The Nether-
lands, Finland, Poland, USA, France, Great Britain) differences in the DNA patterns and p#x.S/
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 have been found.
Studies on efficacy of whole-cell and acellular pertussis vaccines in elimination of B. pertussis
strains harbouring different gene variants in a particular country might indicate a need for
a change of B. pertussis strains used for production of the vaccine against pertussis.
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