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Seznam zkratek

ACIP Advisory Committee on Immunization Practices

ACT Adenylatcyklazovy toxin

aP Vakcina s acelularni pertusovou slozkou

CDC Centers for Disease Control and Prevention

CR Ceska republika

Csu Cesky statisticky fad

DNT Dermonekroticky toxin

DTP kombinovana vakcina s difterickym a tetanmkipxoidem a pertusovou
slozkou

dtaP Kombinovana vakcina se snhizenym obsahemickiébo a
tetanickéhotoxoidu a pertusovou slozkou

ECDC European Centre for Disease Prevention amdrgl

FIM Fimbrie
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IS Insertni sekvence

MAST Multilokusova antigenni sekvetrd typizace
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WHO Swtova zdravotnicka organizace

wP Vakcina s celobétinou pertusovou slozkou
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1 Uvod

Vroce 2016 uplyne 110 let od gkazu bakterieBordetella pertussis- pavodce
zavazného onemoéni - pertuse. Pertuségrny kasel, kasSel zadusni, zajikavy, davivy)
je jednou z nakaz, ktera postihovala tisice malyet$tSich dti a ohroZovala vazn
jejich zdravi i Zivoty. Pertuse se vyskytovalas odcasu ve velkych epidemiich,
s vysokou Umrtnosti&ti do jednoho roku Zivota. Umrtnost kojéna dsti do 1 roku
véku prevySovala mnohonasobif3 - 4 x) umrtnost na vSechny ostatgzmé nakazy.
Udava se, Ze pertuse tgobila amrtnost 3x vysSi u kojehca malych dti nez
poliomyelitida, spéala, z&skrt, spalky, priusnice a z&# mozkovych plen dohromady
(Raska K., 1954)

Pertuse je vysoce nakaZzlivé onem#dn a proto se velmi snadnoiiSive vnimavé
populaci. \&tSina lidi si pertusi prozije jiz vaském ¥ku. Pro nejmensSi di je

onemockni zavazgjsi, ¢asto s vyskytem zivot ohrozujicich komplikaci. Bsertmohou
onemocst i dospivajici a dosili. Pribéh onemoc#ni byva ¥tSinou mirgjsi, ale ani
hospitalizace nebo umrti nebyly a nejsou v dtosgti vzacnosti.

Onemocsini je preventabilni &ovanim; ¥tSina stai zahdjila ploSné &kovani proti
pertusi jiz v50. a 60. letech dvacatého stoletidl® Udaj Swtové zdravotnické
organizace (WHO) se prokovanost diské populace zakladnimiemi davkami DTP,
kombinované vakciny s difterickym a tetanickym timbeon a pertusovou slozkou —
celoburgénou anebo acelularni, udrzuje dlouhogohl vysoké urovnjwHO, 2016)

| pies deklarovanou vysokou prsmvanost se vSak pertuse v populaci stéle vyskguje
od 80. let dochazi k néstu hlaSené nemocnosti v rozvinutych statech vechvSe
vékovych skupinach. Zavaznym problémem je zejmén&eawg nemocnost a umrtnost
u c&kti do jednoho roku Zivota. Dramaticky hdat pripadi je registrovan zejména
v poslednich deseti letech. Nat onemoc#ni pertusi se objevuje v zemich s vysokou
prooikovanosti, a to nejen ve statech, kde &aie acelularni pertusovou vakcinou, ale
i tam, kde se dosud pouziva celoftma pertusova vakcinéGzyl A. et al., 2004,
Fabianova K. et al., 2010, Da Silva FR. et al., 201

11



HlaSena onemoeéni pertusi vykazuji v s@asnosti pravidelny cyklicky charakter
podobr jako v gredvakcinéni &e, coz znamena, £ pertussisstale koluje v populaci
(Cherry JD., 2012, Mattoo S. et al., 2005)

U adolescerit a dosplych ma onemoani pertusi¢asto atypicky prbéh a Zistava
proto nepoznano. Zvyseny vyskyt osob s pertusipula@i nize vést ke zvySeni
nemocnosti a umrtnosti & (WHO, 2014) Prag dosgli a dospivajici, zejména uzké
kontakty, rodina a nejblizsi fipuzni, jsou negstjSim zdrojem onemoeni pro
vhimavé kojencéBisgard KM. et al., 2004, Wendelboe AM. et alQ20Skoff TH. et
al., 2015)

Déti, které maji nizky ¥k pro atkovani nebo nejsou pinockované temi davkami
vakciny proti pertusi, jsou ve vysokém riziku onemmi a gipadnych komplikaci
(Baptista PN. et al., 2010, Frumkin K., 201®).v¢étSiné umrti spojenych s pertusi
dochazi u kojencmladSichiti mésial veéku. ZvySeni nemocnosti a umrtnosti &tiddo
jednoho roku Zzivota hlasené zt$iny vysglych zemi, nafiklad z USA, Kanady,
Australie, Velké Britanie, je alarmuji¢CDC 2012, CDC 2013, Haberling DL. et al.,
2009, Vitek CR. et al., 2003, Winter K. et al.,@0Raddock CD. et al., 2008, Van Hoek
AJ. et al. 2013, Swamy G. a Wheeler SM., 20B4)tuse zfisobuje na celém &i&
kazdy rok pes 249 000 umrtiai atadi se tak mezi 10 hlavnichign détské mortality
(Kretsinger K. et al., 2006)

Ve swtové literatie se vyskytujerada hypotéz o fEinach recentniho vzestupu
nemocnosti pertuse, zejména se uvazuje o nizk&kweanosti populace, o zlepSeni a
zpiesreni hlaSeni onemoe¢ni, o zkvalit@éni diagnostiky onemoéni, o vyvanuti
~waning" imunity po &kovani i po onemoami, o nedinnosti vakcin proti pertusi nebo
postvakcinani selekci novych liniBordetella pertussigvaccine escapeCherry JD.,
2007, Cherry JD., 1996, Edwards KM. a Decker MD13)

Pres geneticky zra¢ monomorfni strukturu populadg pertussidyla u jednotlivych
kmeni dominujicich v podminkach hostitelskych populaerdpy a Severni Ameriky
popsana pozvolna strukturni dynamika u imunodomniriah antiged s moZzZnou
tendenci adaptivniho Uniku hostitelské iménitdosazené ploSnym ckovanim.

V nizozemské studii ukazala redukce genotypové rditye u izolati z 60. - 80. let
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minulého stoleti spojena s expanzi kiinéh pertussisantigeng odliSnych od kmein
vakcinélnich na polymorfismus pertusového toxinuextaktinu (Versteegh FGA.,
2005)

Zahranéni vysledky molekularni analyzy km&nB. pertussis nazn&uji, Zze v
postvakcinanim obdobi predominuji nové linid. pertussis které souviseji se
vzestupem nemocnosti ¥kierych evropskych zemich. Analyza Svédskych izolat
B. pertussisz let 1970 - 2003 ukazala vyznamné é¢ay bithem sledovanych let a
naznduje, Zze rkteré z échto znén mohou byt vysledkem adaptaBe pertussisna
postvakcinani imunitu populac€Hallander HO. et al., 2005)Studiem nizozemskych
izolath B. pertussisz let 1949 - 1999 molekularni metodou u @epovrchovych
antigeri bylo popsano & komplexi, které vykazovaly vyznamné zmy v prab¢hu
sledovaného obdobi v souvislosti se zavedenim mglgrti pertusi{van Loo IH. et al.,
2002)

Byla vyslovena hypotéza, Ze v postvak¢imian obdobi se vyskytuji nové, ,i&meé”

klony B. pertussiskteré se mohouidii v ockované populadiMosiej E. et al., 2011)

Jednim z dvoda nartistu nemocnosti pertusiGeské republice((R), ktera je evidovana
od 90. let dvacatého stoletijie byt gechod z ,domaci”, celobutiné ceskoslovenské
oc¢kovaci latky vyrabné z aktuald kolujicich kmeii, na acelularni, zahramii
ockovaci latku, kter4 nereflektuje stasny stav kmeh B. pertussispievaZujicich
v soutasné dob v CR. Mohlo dojit ke zming v antigennim slozeni kmarcirkulujicich
v CR, & uZ vyvojem domacich kmeérB. pertussisiebo importem antigesrodlisnych

kmen z jinych zemi.
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2 Cile dizertaCni prace

» Cilem gredloZené prace bylo zdokumentovat vyvoj a vyskgnoocrEni pertusi
v Ceské republice a vyhodnotit okolnosti, které temtgvoj ovliviiovaly,
zejména s ohledem na skupingtiddo jednoho roku Zzivota nejohrozgsi
pertusi.

« Souasti prace bylo zodpégeni otazky, zda recentni vzestup nemocno€iRv
neni zmisoben novymi liniemB. pertussisna &z mohou byt sotasné vakciny

ne@inné.

* Jednim z dlezitych cili bylo vySeteni citlivosti k antibiotikm volby a
alternativam fi lé¢eni pertuse u 70 kmérB. pertussiszolovanych od pacieft

s pertusi v letech 1967 — 2010 v ramci narodniesliance pertuse ¢R.
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3 Literarni prehled problematiky

3.1 Strucna historie onemocnéni

Pertuse — z laper — velmi, tussis— kasel, &ky kaSel, synonymaterny kasel, davivy

kaSel, zajikavy kaSel, stodenni kasel, whoopinglghposlovskij kaSel

Podle Lapinovy monografie z roku 1943 byla prvniizka o onemocaimi v Evrog
nalezena v Moultonav/The Mirror of Health v roce 1540. Prvni znamy mogpidemie
pertuse v P& vroce 1578 podal Guillaume de Baillou; posrartvydany jeho
synovcem Vvroce 1640. Vroce 1697 Sydenham onetnogmojmenoval pertussis.
Anglicky nazev ,whooping cough“ se objevil vroce7Gl v londynské Bills of
mortality (Cherry JD., 1996).

V roce 1900 pozoroval mikrobiolog Jules Bordet \mts vlastniho syna drobné
protahlé koky. Pozgi vroce 1906 se Bordetovi a jeho spolupracovnikov
z Bruselského Pasteurova institutu Octavianu Gavigmddilo tyto koky vykultivovat
na mde s glycerol-bramborovym extraktem a 25 - 30% bedani. Podle ustniho
sckleni profesora Bordeta ml. z Bruselu izoloval jettec givodce onemoaci od
nemocného syna tak, zéep Usta kaSlajiciho dfe nastavil plotnu s Zivnym médiem
(Bordet-Gengouovatula) (Vysoka-Burianova B., 1961).

Bordet a Gangou oztiéi mikroorganismus za {wvodce davivého kaSle a nazvali
Haemophilus pertussispozdji byl na paest jednoho z objevitél pojmenovan

Bordetella pertussis

Vroce 1937 - 1938 byla poprvé popsana dalSi baktepisobujici podobné

onemockni, B. parapertussi¢Grace Eldering a Pearl Kendrick, Bradford a Siavi

Pivod onemoceéni zistava nejasny, coli ma typické symptomy a bylo jednou
z hlavnich pi¢in détské amrtnosti. Absence zminek o onemmirs Fiznaky pertuse
v rarg sttedowké evropské literate a absence genetické diverzity krindh pertussis
vedou k dom#nce, Ze se onemogmi v lidské populaci objevilo z historického hlddis
teprve nedavno a Zze monomorfni charaB&epertussige dan recentnim celosovym
rozStenim klonuB. pertussisouvisejicim s lidskou migrafiiocht C. et al., 2007).
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3.2 Pertuse, davivy kasSel, syndrom pertusoidniho kasle

Pertuse je bakterialni, vysoce nakazlivé onemémin respirgniho traktu. Jednim
Z typickych giznaki onemocsni je davivy kaSel. Zachvaty kasle mohotetpravat
nékolik tydna. Onemocaini pertusi je nejrizikojSi pro nedkované nebo neulpin
ockované malé &i vzhledem k moznému rozvoji zavaznych komplikapfipadnému

umrti.

Pivodcem davivého kaSlgsou bakterieB. pertussisneboB. parapertussispiipadré

B. bronchisepticaeboB. holmesii

U syndromu pertusoidniho kaSlese uplatuji i jina agens, zejména viry a bakterie,
Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae, @ydéa pneumoniae, Moraxella
catarrhalis a viry parainfluenzy, adenoviry, resping syncytialni viry(Cap P. et al.
2013).

3.3 Vyskyt

Pertuse se vyskytuje na celéngétgvoez ohledu na podnebi, misto nebo rasu, ve vSech
hust zalidrenych oblastech, sporadicky a endemicky. HlaSendnoogni pertusi
vykazuji v sodasnosti i v dofe pro@kovanych populacich pravidelny 3 az 5 lety
cyklicky charakter podolinjako v fedvakcin&ni &e, coZz znamena, ZB. pertussis
stale koluje v populaci. Cyklicky charakter zavs zvySujicim se @tu vnimavych
jedinai, neimunnich nebo nedostat¢ imunnich, ktery je dan také poklesem
postvakcinani a postinfekni imunity. Zeny onemocnéasgji nez muzi. Typicky
sezOnni vyskyt u pertuse neni, onentménse vyskytuje v pibéhu celého roku;
nemocnost stoupd v letnich a podzimniaisicic(Cherry JD., 2005).

3.4 Puvodce onemocnéni

Rod Bordetellaejsou striktié aerobni, Gram negativni kokobacilitadi se doeledi
Alcaligenaceae V sowasné dob do rodu Bordetellae pati 9 druhi: Bordetella
bronchiseptica B. parapertussisB. pertussis B. holmesii B. avium B. trematum,

B. hinzii, B. petrii a B. ansorpii. B. parapertussie navic &i na dva poddruhy podle
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sveho hostitele; dloveéka se vyskytujeB. parapertussig a pro B. parapertussigjsou
hostitelem ovcel(ocht C., 2007)

Klasifikace bordetel se mnohokrat upravovala. iNdad sowasné jméno druhu
B. bronchiseptica(1980) se v prbéhu ¢asu zmdnilo dokonce ptkrat — Bacillus
bronchicanis (1910), Bacterium bronchisepticugl913), Alcaligenes bronchisepticus
(1925), Brucella bronchiseptica (1929), Alcaligenes bronchicanis (1935)
aHaemophilus bronchiseptic{$946) Locht C., 2007).

Pri studiu genové sekvenace bordetel, DNA hybrigtiteh studii, identifikace insertni
sekvence (IS) a metabolickych charakteristik sezaka Ze B. bronchiseptica
B. parapertussig a B. pertussistvori samostathou klonélni populaci, poddruh
jednoznéné odlisSny od ostatnich drih bordetel a ozrmvany jako Kkluster
B. bronchisepticdGerlach G. et al., 2001, Musser JM. et al., 1986cht C., 2007).

B. bronchisepticge povazovana za eva@iho pivodceB. pertussisa B. parapertussis
(Bjornstad ON. a Harvill ET., 2005, Parkhill J. &t 2003).

Bakterie patici do roduBordetellajsou vyznamné v humanni i veterinarni medicin
protoze jsou schopny osidlovat zejmémainkovy epitel respitaiho traktu savt a
ptaki, mnozit se zde a nasledizpisobovat bronchialni a plicni poskozeni. Mezi
bordetely izolované u lidi patB. pertussisB. parapertussig, B. hinzii B. holmesii,
B. trematumB. petrii a B. ansorpii(Locht C., 200Y. Respiré&ni infekce lidi vyvolava
vedle B. pertussis zejména B. parapertussiz a s menSi frekvenci také
B. bronchioseptica B. holmesii (Mattoo S. a Cherry JD., 2005)

Obrazek ¢. 1 ukazuje fylogeneticky vztah mezi deviti druhy rdglordetellavytvoreny
na zaklad molekularnich metod, zejména multilokusové enzychét elektroforézy,
identifikace insertni sekvence (IS) a sekweranalyzy. Dendrogram potvrzuje blizky

vztah mezi vSemi bordetelami.
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Obr. ¢. 1: Fylogeneticky dendrogram roduBordetella

(Prevzato z: Mattoo S, Cherry JD. Molecular Pathogené&pidemiology, and Clinical
Manifestations of Respiratory Infections Due to d@stella pertussis and Other
Bordetella Subspecies. Clin Microbiol Rev. 20052)8326-82).
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3.4.1 Bordetella pertussis

Bordetella pertussige pivodcem onemocmi pertuseB. pertussige drobny, Gram-
negativni, nepohyblivy, strikth aerobni kokobacil s mnobetnou biologickou

aktivitou.

B. pertussige extracelularni patogen, kolonizujasinkovy aparat respitaiho traktu.
Neni povazovana za invazivni bakterii, nicrérkteré recentni studie upo2wiji na

piitomnost B. pertussis v alveolarnich makrofazich. Imunomodtia vlastnosti
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n¢kterych faktot virulence pravépodobré umoziuji bakteriim vstup do bwi epitelu,
do makrofag a leukocyt hostitele Lamberti YA. et al., 2010, Bassinet L. et al. 2000,
Masure HR., 199

B. pertussige citliva na zevni podminky a mimo lidsky organisrychle hyne. &né

dezinfekni prostedky bordetely rychle ui.

B. pertussige nejnardnéjSi ze vSech bordetel na podminkistu; vyZzaduje specialni
kultivacni pady obsahujici tewené uhli, krev nebo Skrob. Cefalexitigany do @dy
pomaha potlét rist ostatnich bakterii. Nejbreji pouzivanymi g@dami pro kultivaci
B. pertussigsou Bordet-Gengou a Regan-Lowe.

B. pertussisyntetizujein vivoi in vitro fadu virulentnich faktdr, biologicky aktivnich
a antigennich latek, zejména tokia adhesith (Crowcroft NS. a Pebody RG., 2006,
Locht C., 2007) Faktory virulenceB. pertussisjsou dilezité pro uspSnou adhezi
a kolonizaci v respikmim traktu hostitele a zarovese podileji na rozvoji klinického
onemocgni. Nekteré z faktoh maji rovrez imunomoduléni funkci a umo#uji tak
bakterii obejit hostitelsky imunitni systémab. €. 1. Jejich kompletni aipsna fukce

neni zcela jasna a je staliegnttem vyzkumu.
3.4.1.1 BVG (Bordetella virulence gene) systém

Podobr jako mnoho jinych patogennich bakterii jsou také&dbtely schopny regulovat
expresi mnoha gén véetnd svych virulentnich faktar, toxini a adhesih. BVG systém
umoziuje bordeteldmifizpisobovat se zgmam okolniho zevniho a vhitiho prostedi,
jako je napiklad teplota, pH apod., a v zavislosti na tom mtigga nebo pozitivi
ovliviiovat genovou expregiHeininger U., 2001, Locht C., 2007, Melvin JA)12)

3.4.1.2 Toxiny

K vyznamnym toxifim B. pertussigati pertusovy toxin (PT), adenylatcyklazovy toxin
(ACT, CyaA), dermonekroticky toxin (DNT), trachealnytotoxin (TCT), sekrni
systém typ lll, endotoxin lipopolysacharid (LPSya. ,toxin kasle".
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Tab. €. 1: Hlavni biologicky aktivni latky B. pertussis.

* Faktory oznaéené hwzdi¢kou jsou sowasti aP vakcin.

Faktor

Hlavni funkce

Pertusovy toxir*

Toxin, faktor adheze a kolonizace, jehega funkce

neni dosud znama, zodgalny za systémove projeV

Filamentdzni hemaglutinin*

Faktor adheze a kolonizace¢devsim trachea)

Fimbrie 2 a 3*

Faktor adheze gpdevsim trachea)

Pertaktin®

69 kDa, protein zevni membrany (omp), faktor adh

eze

VnéjSi membranové proteiny

(omps)

nag. "brk" - rezistence ke komplementu

Adenylatcyklaza

Toxin, lokalni inhibice fagocytézy, chemota

apopt6za makrofag

e,

Trachealni cytotoxin

Toxin, paralyza mukociliarniho systému, ztr

mechanismu slouziciho k odstovani hlenu

Aglutinogeny

Povrchové antigeny zodp&iné za aglutinag
bakterialnich bukk v pritomnosti odpovidajicic

protilatek

Dermonekroticky toxin

Toxin, zpisobuje vazokonstrikci, zé&h a lokalni

nekrézu v mist pisobeniB. pertussistermolabilni

ata

=
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3.4.1.2.1 Pertusovy toxin

Mezi hlavni toxinyB. pertussisse fadi pertusovy toxin(Pittman M., 1979) toxin

s mnohdetnou biologickou aktivitou, oziavany také jako pertusigen, faktor
podporujici lymfocytézu, histamin senzitivni faktoprotein aktivujici osfrvky.
Pertusovy toxin mimo jiné usnagje vazbu bordetel na hostitelovy epitelialninky

a podporuje vyraznou aktivaci lymfocytarniho sysiémostitele(Carbonetti NH. et al.,
2003, Carbonetti NH., 2010)Vyvolava tedy paradoxnimunitni odpo¥d, kterd
redukuje klinickou zavaZznost onemeéon ale zarovi pasobi inhibéné na buréné
slozky zastu, na neutrofily a makrofagyMeade BD. et al., 1984, Locht C., 2007,
Carbonetti NH., 2010)

Pertusovy toxin se sklada z Sesti subjednotek,xizké subjednotky S1 a¢p
vazebnych S2 — S5. Pomoci subjednotky S2 se btadedeaze na glykolipidy buk
fasinkoveho epitelu hostitele. Subjednotka S3 nasledysi p&et glykoproteinovych
receptofl na fagocytech a vytvbtak wtSi pacet mist pro filamentozni hemaglutinin. Po
navazani na hiku subjednotka S1 inaktivuje regtia protein navazany na membranu,
ktery normalg inhibuje adenylatcyklazu. Tak némo stimuluje adenylatcyklazu, coz
vede ke zvySeni sekrece na sliznici dychacicha&gprodukci hleni§Votava M. et al.,
1996.

Pfesny mechanismus vazby a vstupu PT doékustale neni znam, nicm&rPT
ovliviiuje eukaryotické hitky, které maji na povrchu sialovou kyselinu obsatiuj
glykoproteiny, a zpsobuje jejich aktivaci, n&fklad aktivaci trombocyt a burgk
ostrivki pankreatul(ocht C., 2007)

Prostednictvim pertusového toxinu mohou vznikat vzdaleséstémové projevy
onemocgni, i kdyz jizB. pertussisieni v &le pritomna Pittmann M., 1986, Votava M.
et al., 1996. PT zpisobi vyplaveni lymfocyt z depot, z kostni rérg, sleziny
a lymfatickych uzlin, coz vede kvyrazné lymfocy@dz Lymfocyty, které jsou
motfologicky zcela normalni, nejsou schopny seyafbidnich tkani vracefvotava M.
a kol.,2006) K hlavnim systémovym dinkim pertusového toxinu patvyrazna
leukocytdza, lymfocytéza, zény vaskularni permeability a neurologické kompli&ac

22



(Munoz JJ. et al., 1981Rittmann M., 1986, Bakoss P., 2005, Christodoulities
1990).

Pertusovy toxin ze vSech drubordetel exprimuje pouz®. pertussisatkoliv geny pro
PT jsou pitomny i v B. parapertussisa B. bronchiseptica,ale diky inaktivaci

promotoru nejsou exprimovargprico B. a Rappuoli R., 1987).

Recentni studie z Francie popsala izolaci knm@npertussidez produkce pertusoveho
toxinu u nedkovaného ditte, které bylo hospitalizovano s podéezim na onemocmni
pertusi. lzoldty bez PT byly m&matogenni na zkécim nebo buftném modelu,
nicmére jejich cirkulace v lidské populaci iwie zvySovat problémy s Klinickou
a laboratorni diagnostikdiBouchez V. et al., 2009).

Na druhou stranu na@st pripadi pertuse v Nizozemi od 90. let minulého stoleti je
spojen s vyskytem kménB. pertussiss vysSi virulenci a se zvySenou produkci
pertusového toxinu, ktera je danaé&rami v promotorove oblasti gempix (Mooi FR. et
al., 2009). Dive v populaci dominovaly izolat. pertussis alelouptxP1, od 90. let je
postup® nahrazovana aleloptxP3 Jeji z&chyt v klinickych izolatecB. pertussis
nariista a je popisovan z mnoha zemdyani A., et al., 2013, Octavia S. et al., 2012,
Schmidtke AJ. et al., 2012, Advani A. et al., 20dbpi FR. et al., 2009)Kmeny

B. pertussiss alelouptxP3jsou vice virulentni, produkuji vice pertusovébainu, ale

0 rnEco meénrk pertaktinu.

3.4.1.2.2 Adenylatcykldazovy toxin

Adenylatcyklazovy toxin pat k dalezitym faktofim virulenceB. pertussiqWeiss AA.
et al., 1984) Ma dw slozky, vazebnou a katalytickou doménu. Vazetdst toxinu
umoziuje vazbu na buwnou membranu a vstup do cytozolu BknEI-Azami-El-

Idrissi M. et al., 2003)Zde se aktivuje druh& katalyticka slozka toxirgpasti pengnu

adenosintrifosfatu (ATP) na cyklicky adenosin marsfat (CAMP) Adenylatcyklazovy
toxin rovreéz zpisobuje apoptdézu makrofacga dalSich butk (Khelef N. a Guiso N.,
1995). ACT je vyznamny pro patogenezi infekce; je schopegativié ovliviiovat

funkci fagocyti, zejména neutrofi, a tim hraje primarni roli v ochrarB. pertussis
proti hostitelské imundt
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3.4.1.2.3 Dermonekroticky toxin

Dermonekroticky toxin (DNT) byl fwodre znam jako tepekhlabilni toxin, protoze je
inaktivovan i teplot 56°C. Zmisobuje za#ét a lokalni nekrotické |éze v mistech, kde
B. pertussisadheruje k epitelu, a oviiuje stavbu cytoskelet{iMasuda M. et al., 2000)
Funkce DNT neni zcela objasra, ale pedpoklada se, Ze jeho uUloha v patogenezi

onemockni nebude vyznamnégcht C., 2007)

3.4.1.2.4 Trachealni toxin

Trachealni toxin je toxicky pro ciliarni aparat pescniho epitelu; zastavuje pohyb
fasinek, zabijiasinkové biiky a sniZzuje tak santetici funkci dychacich cest. Toxin
rovnéZ stimuluje uvabovani cytokini IL-1, ¢imz zpisobuje zvySenou teplotu hostitele
(Locht C., 2007, Todar K., 2016)

3.4.1.3 Adhesiny

Virulence bordetel je vyznanirzavisla na schopnosti adherovat tané cilové biiky
hostitele prosednictvim specifickych druh adhezii. Produkci adhezin zcela
kontroluje BVG systém. K hlavnim povrchovym profeim a autotransportém

B. pertussissetadi filamentozni hemaglutinin (FHA), fimbrie (FIMpertaktin (PRN)
a trachealni kolonizujici faktor (TcfACherry JD., 2007, Locht C., 2007, Cherry JD.,
1996).

3.4.1.3.1 Filamentozni hemaglutinin

Filamentozni hemaglutinin gatk nejvyznamgjSim adheziim, ktery B. pertussis
produkuje. FHA je produkovan ve velkém mnozstvi.s@huje ®kolik vazebnych
struktur, které se vazou na glykolipidy epiteli@mimembran a na glykoproteinovy
receptor na povrchu polymorfonuklearnich leukachtenu (Votava M. et al., 1996
FHA tak zprostedkovavaji vazbuB. pertussisna buiky epitelu respiréniho traktu
hostitele a také na povrch monacgt makrofag (Ishibashi Y. et al., 1994
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3.4.1.3.2 Fimbrie

Fimbrie jsou drobna vlakna na povrchu Gram-negattvrbakterii, ktera umaiiji

adhezi bakterii na hiky hostitele a na ostatni bakterie. Biosyntéza fimje sloZita
a vyzaduje zapojeni vice dgenB. pertussis exprimuje d¥ hlavni fimbrialni
podjednotky, podle kterych se rozliSuji sérotypypertussis Fim2 a Fim3 Villems
RJ., 1992 Fimbrie bordetel spolupracuji s FHA na kolonizakachey hostitele.
Fimbrie jsou hlavnim cilem imunitniho systému v cawbrany ped infekci Locht C.,
2007)

U cirkulujicich izoldti B. pertussisbyl pozorovan antigenni drift fimbrii dany
pravdépodobré seleknim tlakem. Nizozemské izolats. pertussisz obdobi ped
ockovanim a po zahajentkovani vykazovaly vyznamné zmy v ¢etnosti fimbrialnich

sérotyp v populaciB. pertussigVan Loo IH. a Mooi FR., 2002

3.4.1.3.3 Pertaktin

Pertaktin je protein, kterf. pertussisexprimuje na svém povrchu. Pertaktin oxulije
virulenci B. pertusssisPomoci vazebné domény umiaie adhezi bakterie na ky
epitelu respiréniho traktu hostiteleLgininger E. et al., 1991

Od roku 2000 je pozorovan antigenni posun z predantni varianty pertaktinprnl
k varing prn2 neboprn3 (Cassiday P. et al., 2000, Fry NK. et al., 2001, &/db. et al.,
2001). Antigenni divergence byla pozorovana i mezi vaéiltitmi a cirkulujicimi
kmenyB. pertussisvakcinalni kmeny obsahuji variantu pertaktpral, v cirkulujicich
kmenech predominuje variamen2 (He Q. et al., 2003, Hijnen M. et al., 2004).

V posledni dob jsou z mnoha stét hlaSeny zachyty izolat B. pertussis které
neexprimuji pertaktin, tedy jeden z antifebsazeny v acelularni sloZzcékovaci latky
proti pertusi. V Australii identifikovali v souborizolati B. pertussisziskanych g
epidemii pertuse z let 2008 — 2012 celkem 30 %airpkteré neexprimovali pertaktin
(Lam C. et al., 2014 V USA bylo mezi 753 izolatyB. pertussisz let 2011 az 2013
celkem 640 izoldt (85 %) pertaktin negativnichiMartin SW. et al., 2015 Vliv na

acinnost @kovani nebo patogenezi oneméch neni znam Lam C. et al.,, 2014
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nicméré u ckti s pertusi nebyl nalezen vztah me#tgmnosti pertaktinu a zavaznosti
onemocgni (Clarke M. et al., 2016)

3.4.2 Bordetella parapertussis

Bordetella parapertussige mikroskopicky a biochemicky velmi podobBa pertussis,
liSi se vSak svymi antigennimi vlastnostmi a nakiraréna na laboratorni podminky
Byla izolovana u lidi a ovci. Genetické studie kigish a oich izolati B. parapertussis
prokazaly, Zze péit k odliSnym liniim, a jsou proto ozdavany jakoB. parapertussig
aB. parapertussig (Locht C., 2007).

B. pertussisa B. parapertussig jsou strikt@ humanni patogeny. Fylogenetické analyzy
naznuji spol&ny pivod pochéazejici B. bronchisepticanebo podobnéhoipdchidce
(Locht C., 2007, Melvin JA., et al., 2014)

B. parapertussis zpisobuje lelii, vyjimetné i Zivot ohrozujici onemocmi.
Onemocgni zpisobendB. parapertussisvoii 5 — 30 % vSechifpadi davivého kasle,
ale celkova nemocnost je vyrazpodhlasena; v doslg populaci ma protilatky 40 —
90 % osol{Linnemann CC. a Perry EB., 1977, Mertsola J., 1985

Finsk& studie pacieints davivym kaSlem ukazala, ze az 32 Bfpadi jsou zmisobena
praw B. parapertussisa navic, 7 % pacieiitma dualni infekci ofima patogeny,

B. pertussisaB. parapertussigHe Q., et al. 1998).
3.4.3 Bordetella bronchiseptica

Bordetella bronchisepticamize u lidi dlouhodod kolonizovat respiréni trakt.
Ojediréle je jako oportunni patogen schopna infikoudbvéka, zejména osoby
imunosuprimované nebo s chronickym onemdo@m dychaciho traktu, a #pobit
podobné klinické projevy jakd®. pertussisa B. parapertussisB. bronchisepticae
zejména dlezitym patogenem respifaiho traktu u zvat. Vyvolava vysoce infai
respir&ni onemoc#ni prasat, kralik, kocek, laboratornich zi@t a u p8 tzv. ,kennel
cough” Goodnow RA., 1980, Woolfrey BF. et al., 1991, Hllet al., 2011
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3.4.4 Bordetella holmesii

Bordetella holmesiije povaZzovana za oportunni patogen. Poprvé bybdovana
z krevni kultury u pacieftv USA, Saudské Arabii a Svycarskwéyant RS. et al.,
1995.

B. holmesii se vyskytuje u pacieit s chronickym onemoeénim, zejména
u asplenickych a imunusuprimovanych padieBt holmesiizpisobuje pertusi podobné
onemockni respirgniho traktu ¥etné pneumonie, ale také meningitidy, artritidy,
perikarditidy a endokarditidgPittet LF. et al., 2014, Pittet LF. et al., 2015).

V genomuB. holmesiibyly nalezeny insertni sekvence 1S481 a 1S100drékimohou
zpiasobovat diagnostickou nespecificitti PCR vysSateni na zaklagl pritomnosti 1S481
pro B. pertussisa 1IS1001 prd. parapertussis tedy neschopnost odlift holmesiiod
téchto dvou druh bordetel(Reischl U. et al., 2001).

3.4.5 Bordetella avium

Bordetella avium byla povaZzovana za striktnptati patogen zfisobujici tzv.
bordetel6zy, respitmi onemoc#ni, zejména tracheobronchitidy divokého ptactva
a doméci dibeZe. Byla izolovana v roce 1970 z respiibo traktu kit a z&azena

mezi bordetely jak®. aviumv roce 1984Kersters KH. et al., 1984)

B. aviumse niize vyskytnout vzaghjako oportunni patogen u osob s onensodm
respir&niho traktu, u osob s cystickou fibrézou nebo u nosuprimovanych osob
(Harrington AT. et al., 2009, Spilker T. et al.,03)

3.4.6 Bordetella hinzii

Bordetella hinziije komenzalem respitaiho traktu ditbeze. Izolacd. hinziiod lidi je
velmi vzacna, byla popsana u imunokompromitovanyatienti (Cookson BT. et al.,
1994, Vandamme P. et al. 19%&ttar MM. et al., 2000, Fry NK. et al., 2007)
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3.4.7 Bordetella trematum

Bordetella trematunbyla izolovana u infeknich onemoceni ucha a v koznich ranach u
lidi, nagr. v diabetickém ¥edu, v respirénim traktu zachycena nebyla. Patogenita
bakterieB. trematunzistava neobjasima (Vandamme P. et al., 1996, Daxboeck F. et
al., 2004)

3.4.8 Bordetella ansorpii

Bordetella ansorpii byla popsana vroce 2005 jako novy druh, byla ozéha
z purulentniho exudatu epidermélnich cyst u imupdswvaného pacienta. Jeji

patogenni vyznam neni dosud objas(KO KS. et al., 2006
3.4.9 Bordetella petrii

Bordetella petriije poslednim objevenym kmenem z rd8lardetellaa zarové prvni,
ktery byl izolovan z prosedi, z ficniho sedimentu.B. petrii je schopna tst
za aerobnich i anaerobnich podminek. Zdrofipguind patogenit®. petrii zistavaji
nejasné. Byla izolovana u chronicky nemocnych acignti s cystickou fibr6zo§von
Wintzingerode F. et al., 2001, Le Custoumier Aalet2011)

3.5 Patogeneze

Na zaklad ucinka pertusového toxinu byla v minulosti pertuse dema jako
onemockni zprostedkované toxinengPittman M., 1984)nicméré dnes je jasne, Ze
patogeneze onemaodm je slozita a podili se na ni i ostatni toxinghasiny a dalSi

bakterialni produkty.
Patogenezi onemoéni je mozno rozélit na dw faze — kolonizaci a toxémii.

Prvni faze z&ind vstupem baktérie do vnimavého hostitelskéharosgnu, adherenci
k fasinkovému epitelu, pomnozZzenim a kolonizaci. Poyrugl inkub&ni doby se
pertuse projevuje jako onemdaen hornich cest dychacich s niiravySenou teplotou,
nevolnosti a kaslem, jehoz intenzita se zvysSujel@siden po vypuknuti onemagn.

Béhem tohoto obdobi s@. pertussisvyskytuje hojg v nazofaryngu a laryngu.
Predpokladdalo se, Zd. pertussistrvale Zistava na povrchu respérsino epitelu
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a nepenetruje do organizmu. Recentni studie ukazi. pertussige schopnaigzivat
uvnitt alveolarnich makrofdg adaptuje se na intracelularni presii a nize se dale
vyvijet (Valdez H. et al.,, 2010, Lamberti YA. et al., 20B@ssinet L. et al. 2000,
Masure HR., 1992

Bordetely osidlujitasinkovy epitel respitamiho traktu, kde zpsobuji paralyzu az
nekrozu fasinek a spolu se ztratotistici funkce dochazi ke kataralnimu &én
postizené sliznice. Nekrotickéasti jsou bohét infiltrovany polymorfonuklearnimi
leukocyty, vznik& peribronchiélni zéra intersticialni pneumonie. Dr&&dm receptal
pro kasSel spolu se ztratou mechanismu, kterym jaarenalnich okolnosti z povrchu
sliznice odstraovan hlen, vznika typicky kasel. Zavaznost a tn@mémocgni mohou

byt v tomto stadiu omezeny cilenou antibiotickonape.

Druha faze, toxémie, Zma postup#é s prodluZzovanim zachwvatkasle, které kati
charakteristickym usilovnym nadechem. Toxiny praoidnéB. pertussisse dostavaji
do krevniho obhu a zfisobuji systémové dinky, zejména zprostdkované
pertusovym toxinem, jako je hyperinsulinémie s edsbu hypoglykémii, lymfocytdza,
leukocytdza, snizena chemotaxe, zvySena citlivasthistamin s naslednzvysenou
vaskularni permeabilito(Pittman M., 1986, Mattoo S. a Cherry JD., 2005 WeJA.
Et al., 2014)

3.6 Zdrojnakazy

Zdrojem onemoatni je vyluiné infikovany ¢loveék, ktery St onemocgni na blizké

vnimaveé osoby.

V dnesni dote pro@dkované populaci se filoeh onemocani meni, nema ,debnicovy*
pribéh. Osoby s atypickym¢asto oligosymptomatickym, proto mnohdy nepoznanym
pribéhem onemoai, predevsim adolescenti a déHp jsou negasgjSim zdrojem
pertuse pro ostatni, zejména pro malé dosudkoeané nebo neupinockované dti.
Studie z USA, Kanady a Francie ukazaly, Zze 12%3#8osglych s dlouhotrvajicim
kaslem nad 1 - 2 tydny ma pertgvright SW. et al., 1995, Senzilet LD. Et al., 2001
Gilberg S. et al., 2002).
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Matky s onemoctnim pertusi Bhem ghotenstvi mohou byt zdrojem nemoci pro své
novorozené dé V nizozemské studii bylo onemagr sérologicky potvrzeno u 6,3 %
tehotnych Zer{(Nooitgedagt JE. et al., 2009).

Vysoké nakazlivost onemoéni byla znama, ,,...pertusi onemadagen kazdeé dit, diive
nebo pozdji..." (Edwards KM. a Deckert MD., 2013

Prenos mezi vnimavymi spoluzaky ve Skole dosahuje 80 % Rodman AC. et al.,
1946. Séroprevalemi studie v ne¢kované populaci potvrdila, Ze do 19 letku
onemocni pertusi 95 % vnimavych os@aammanco A. et al., 1991

Rodinni gislusnici a pibuzni jsou zdrojem onemoam pro 75 % éti ve wku 0 — 3
mesice a pro 73 %éti od 4 do 11 rssice. DalSimi zdroji onemoéni pro dti jsou
osoby péujici o dti, napgiklad chivy, sousedé, ifatelé rodiny a dalSi. Osoby mimo
domacnost jsou zdrojem pertuse v 18 — 29Bisdard KM. et al., 2004, Schellekens J.
et al., 2005, Kretsinger K. et al., 2006, Wendelbd& et al., 2007, Wendelboe AM. et
al., 2007)

Chronické nosistvi B. pertussisnebylo potvrzendLinnemann CC. et al., 1968ale
recentni studie upoziwji na Fechodné asymptomatické infekce ekterych osob
(Broome CV. A Fraser DW., 198Mertsola J. et al., 1983)Pra¢ tito jedinci budou
pravdEpodobrgjSim zdrojem infekce neZz osoby s nggim symptomatickym
onemocgnim (Locht C., 2007)

3.7 Prenos

Pertuse se ipnasi osobnim kontaktem vzduSnou cestou kapénKeere vznikaji
hlavre pii kaSlani a kychani infikovaného jedince a mohowzaehytit na sliznicich
vnimavych osob. Dolet infékich kapének jedin¢ kolem 90 cm, ale i vice neZ jeden
metr Warfel JM. et al., 2012).

Rychlé je Sieni obzvladt v uzavenych dtskych kolektivech, jako jsou jesle, Skolky,
Skoly, ale i v kolektivech adolescént mladych dosjych, nag. v ubytovnach a
vysokoskolskych kolejich, kasarnach apod. Vygmieje mozny i penos nefimy
prostednictvim pedneta, které jsoucerstw kontaminovany sekrety hornich cest
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dychacich(Heymann DL., 2008)V zaschlém sekretu hornich cest dychacich se udrzi
nékolik hodin ((Vysoka-Burianova B., 1961).

3.8 Inkubacni doba

Inkubani doba je nejastji 7 - 10 dni (rozmezi 1 - 3 tydny), ale u 22 %.tkentakfi v
domacnosti bylo zaznamenano prodlouzeni inknbaoby az na 28 dni po vzniku
primarniho pipadu(Mattoo S. a Chery JD., 2005)

3.9 Obdobi nakazlivosti

Pertuse je vysoce nakazliveekundarni attack rate mezi domacimi vnimavymi dicyt
dosahuje az 80 %. Infikovany jedineti $idkazu jiz koncem inkubai doby, 3 - 4 dny
pied prvnimi piznaky onemoacini, a Bhem kataralniho obdobi. NakaZzlivost obvykle
kles&d k minimu do 3 — 4 tydnpo vzniku kaSle Bez antibiotické terapie iie byt

jedinec nakazlivy po celé paroxysmalni obdobi afetonvalescencgCDC, 2011).

3.10Vnimavost

Vnimavost je vSeobecna. \fqulvakcinani &e se pedpokladalo, Ze pertusi onemocni
kazdé dit, drive nebo pozgi. Pertuse je vysoce nakazliva; vice nez 90 % \aviuoh
tzv. domacich kontakt onemocni. Attack rate mezi Uzkymi vnimavymi komyak
nemocného s pertusi zavisi nafooa wku kontakfi; miZze dosahovat 80 az 100 %.
(Edwards KM. a Decker MD., 2013, Rodman AC. etl&46).

Oc¢kovani ani prozité onemoéni neposkytuje celozivotni imunit@Grimprel E. et al.,
1996, Thomas MG., 1989)

Po onemocEni dochazi k poklesu protilatek proti pertusi zaz20 let, po ¢&ovani
v prabéhu 3 aZz 12 let podle typu pouZitékovaci latky (Kretsinger K. et al., 2006,
Wendelboe AM. et al., 2007, Fabianovéa K. et alg72Qavine JS. et al., 2012)

Osoby se tak stavajiwi onemocrni opet vnimavé, nejtlve v asymptomatické forén
a nasleda s tizré rozvinutymi typickymi klinickymi giznaky pertuse. Dosly ¢lovek
obvykle prod@la mirnou formu pertuse fomérné 2,6krat za zZivotGustafsson L. et al.,

2006, Witt MA. et al., 2012)
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Pokud ma ghotna Zena dostateé mnozstvi IgG protilatek proti pertusiiepaseji se
aktivreé pies placentu do @hu plodu. Po porodu ale dochazi u novoroadngychlému
poklesu hladin pasi¥nziskanych matskych specifickych IgG protilatek vzhledem
k jejich pirozenému biologickému odbouravaniech@m prvnich dvou #siail Zivota
klesaji tyto protilatky na nedetekovatelné hladiNg. konci 4. tydne Zivota ma més&é
protilatky 21 % dti, na konci 8. tydne jiz jen 4,7 %til Tedy ve ¥ku 2 nesial nelze
detekovat matské protilatky u 95 % i (Vysoka-Burianova B., 196Telko A. et al.,
1984, Van Savage J. et al., 1990, Gonik B. eR@D5, Healy CM. et al., 2015

3.11Klinicky obraz

Klinicky obraz pertuse vykazuje velkou variabilitpodle wku nemocného,

piedchazejici expozici neb@kovani.

Typicky pribéh pertuse ma obvyklefit stadia: kataralni, paroxysmalni a stadium

rekonvalescence.

Po inkub&ni dok® nastupuje stadium kataralni, normalmvajici 10 - 15 dni, které
zaina ve ¥tSine pripadi podobr jako zawt hornich cest dychacich s s
vyznamnou teplotou, nevolnosti, slzenim, kychanirkaglem, zpdatku oltasnym,

postupr se zhorSujicim.

Stadium paroxysmalni, které obvykle trva 1 - 4 tjdale i déle, je charakteristické
nastupem typického drazdivého, zachvatovitého kaSleudnutim a modranim
(cyan6zou) v obdieji, nekdy konticim vykaslanim sputa nebo zvracenim (davivy kaSel)
Lze pozorovat i apnoickou pauzu, po které nasledugsité, zajikavé inspirium
piipominajici zakokrhani kohouta. Namah&a paroxysmech kaSle {me véstéasto

k subkonjunktivalnim sufuzim {erny kasSel”). Z&chvaty kaSle mohou byt vyvolany
jidlem, pl&em, smichem a dalSimi pafip a obvykle se zhorSuji v noci. Po zachvatu
byvaji citi ale i dosgli velmi vycerpani. Mezi jednotlivymi zachvatytie byt pacient

bez jakychkoliv piznal.

Se snizujici s€etnosti a zavaznosti zachvéasle nastupuje stadium rekonvalescence,
které trva obvykle &kolik tydni. V obdobi rekonvalescencei#e neparoxysmalni

kaSel petrvavat mnoho tydni mésiai, zvlas€ u neurolabilnich jedinc(MareSova V.,
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2003, Mattoo S. a Chery JD., 2009) dlouhotrvajiciho kaSle je v rekonvalescenci
doporwovano radikéls zmenit prostedi pacienta aiprusit tak vznikly podmigny
reflektoricky kasel vazany na misto, ve kterém ooeméni probihalo. Paroxysmy kasle
se mohou znovu objevitfipjiné infekci dychacich cest i mnohoésial po prokhlé
pertusi(Lobovska A., 2002, CDC, 2011).

Pertuse je nejzavagBi pro novorozence a kojence pro rozvoj moznychotZi
ohroZujicich komplikaci; 86 %¢t zentelych na pertusi v USA v letech 1990 - 2004
bylo mladsi nez 4 wgsice. U &chto dti byly castou smrtelnou komplikaci zavazné
plicni hypertenze. Vyvoj refrakterni plicni hyperte, ktera vede k Soku a selhani
srdce, je v satasné dob povazovan za kauzalni faktor gtids fatalni pertus(Vitek
CR. et al., 2003, Donoso A. et al., 2005, Padddok &t al., 2008).

Maligni pertuse je kriticky stav u nejmensicktidspojeny az se 70% smrtnosti
(Chantreuil J. et al., 2015).

U starSich &i, adolescerit dosglych a @kovanych je pibéh onemoc#ni obvykle
mirngjSi nebo atypicky, ale je velmi atiujici pro dlouhotrvajici tporny kaSel, ale také
muze probihat asymptomaticky. Protrahovany kaSel g@sglych s pertusi &ny. Az
61 % dosplych kaslalo piimérné jeS€ 94 dni po zéatku onemoceni (Lee GM. et al.,
2004)

Na moznost pertuse u adoleséeatdosplych by se milo pomyslet, trva-li kasel déle
jako kEZna respiréni infekce; nize se vyskytnout ryma, slzeni, kychani,
konjunktivitida, subfebrilie, chrapot, bolesti v kkr, ale dominantni je rozvoj
zachvatovitého, neproduktivniho kaSle, ktery seraje v noci a nereaguje nazinou
lécbu. Mezi z&chvaty kaSle pacient nema obvykle Zasyréptomy, to je dlezité
odliSeni od respikaich vir6z nebo alergickych stavSymptomy typické pro pertusi,
jako jsou paroxysmy, apnoe, zajikavé inspirium eeeni po zachvatu kasle, &ssto
mohou vyskytovat i v dose populaci(Lee GM. et al., 2004)

Neustavajici kaSel nereagujici n&zbou antitusickou kbu je pro pacienta velmi
negijemny a stava seistodem opakovanych na¥stv ordinacich praktickych [éka,

piipadré alergolod a imunolog. Na druhé stran u osob s chronickym onemagnim
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dychacich cest je vfpact infekce pertusi vyssi rizikaezSiho a delSiho pbéhu a
zhorSeni zakladni choroby. AZ u 30 % padies# stabilnim astmatem byla nalez&na
pertussis tito pacienti ngli horSi plicni funkce a vice projévastmatu nez pacienti bez
B. pertussis AZ u 30 % paciefit s exacerbaci chronické obsténk nemoci byla
zachycena pravB. pertussigBonhoeffer J. et al., 2005, Bos AC. et al.,20ldseR R. a
Lockey R., 2011)

3.11.1 Komplikace

Pravd@podobnost, Ze sefiponemocgni pertusi vyskytnou komplikace, se zvySuje
s klesajicim ¥kem nemocného —¢tl do jednoho roku Zivota patmezi nejvice

ohrozenou skupinu.

Mezi ¢asté komplikace onemoami pati rizné hemoragické projevy dané zvySenym
tlakem i z&chvatu kaSle n@psubkonjunktivalni hemoragie, epistaxe, peteobitsm
obliceje, vzacaji meléna, subduralni a misni hematomy. Opakovavr@ceni po
zachvatech kasSle i@e vést az k malnutrici, dehydratacifigadre anorexii. Ke
komplikacim pertuse sadi mezotitidy, pneumonie primarni nebo sekund@ipadre
atelektazy plic trvajici i gsice. Bronchopneumonie je hlavni komplikaeisto fataini,
a vyskytuje se az u 54 % umrti spojenych s pertisi. komplikacim vzniklym
mechanicky a zvySenym intrathorakalnim a intraabidamim tlakem p&t zejména
ulcerace frenula, pupei a tiselné kyly, prolaps rekta, pneumothorax, mediastina

podkoZni emfyzém, ruptura branice apod.

U kojendl s pertusi je postizeni centralnihno nervového gystéelativié caste;
vyskytuji se kece, encefalopatie az komatdzni stav. Z loZiskovyithnalki je pritomna
hemiplegie, pipadré paraplegigLobowska A., 2002Po £Zkém nebo komplikovaném
praibéhu mohou wkdy zistat trvalé zrany (slepota, hluchota, mentalni retardace),
pravdEpodobr diusledkem mozkové anoxie a lokalnich hemor@gibchazka J. a Kryl
R., 1959)

Mezi komplikace u adolescénta dosplych s pertusi p#t zejména nechutenstvi,
zvraceni, poruchy spanku, inkontinence¢imuti zachvatech kasle, zachvatovity kasel,
apnoe, pneumonie, ruptury mezizebernich is\mlvzacs i fraktury zZeber(Postels-

Multani S. et al., 1995, De Serres G. et al., 200@tsinger K. et al., 2006).
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3.11.2 Vyznamné klinickeé, patologické a histopatologickinény u zenielych dti s

pertusi

Pisobenim pertusovych antigerzejména pertusoveho toxinu, dochazi v organisenu k
zmenam, které mohou vyznararovlivnit praibéh onemocani. U souboru é&ti, které
zentely v souvislosti s pertusi, byla nalezena vyraamrdikalni deplece thymu, deplece
lymfocyta v lymfatickych uzlinach a deplece bilé pulpy stgziTyto nalezy odpovidaji
situaci v krevnim obraze; uétl s pertusi je obvykle nalezena extrémni leukayto
s lymfocytdézou. Htomnost velkého mnoZstvi krevnich elententcévnimiecisti vede

k zpomaleni krevniho proudu, k agregaci v artedlo)&enulach a lymfatickych cévach
s naslednou tromboembolii. V plicni tkani bylatsrrou ¢etnosti popisovana difuzni
infiltrace makrofagy, neutrofilni bronchopneumoniglateralni pulmonarni edém a
fokalni hemoragie, pleurdlni edém, pleuralni aaltreolarni hemoragie, interlobularni
septalni edém, nekrotizujici bronchitida, brondlicdd a pneumonietizného stup&
Pneumonie, plicni hypertenze a nasledné pravostraraeni selhani jsou né&psgjsi
pricinou amrti v souvislosti s pertusi u nejmensSi¢h {Cherry JD. a Paddock CD.,
2014, Sawal M. et al., 2009, Christie CD. a Balim&S., 1989).

3.12Laboratorni diagnostika

Presto, Ze za jednu Zipin naristu pertuse jsou povazovany zlepsujici se diagri@sti
moznosti, podhlaSenost pertuse je stale&z@iahlaSené fippady onemoani tvaii jen
»Spicku ledovce”, pouhych 1 — 36 Miller E. et al., 2000, Strebel P. et al., 2001)
Mnoho lidi s kaslem zprvu ani nevyhleda l&ka teprve, kdyz potize trvaji neobvykle
dlouho a bzr¢ dostupné leky proti kasli nezabiraji, objevujivserdinaci. Proto je
pertuse u dosiych ¢asto nediagnostikovana nebo povazovana za jinekdénhornich
cest dychacich, bronchitidu nebo alergii, a i pjetan&n¢ podhlasena.

Navic, onemocEni vyvolanda jinymi druhy bordetel ndZ. pertussigsouc¢asto chybg
diagnostikovana a ro¥# podhlaSena vzhledem ktomu, Ze rufinpouzivané

diagnostické testy nejsou drutiospecificke.

Pokud pichazeji pacienti do ordinace az v p&a&in stadiu pertuse, jeiima

diagnostika onemoe¢ni, tedy kultiv&ni prikaz nebo PCR detekce, zna
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problematicka. Onemoéni tak mize byt myl diagnostikovano, neni proto sprévn
lé¢eno, dochazi k &ni onemoceni na dalSi vnimavou populaci a zvySuje se tak
nemocnost pertugieschke TM. et al., 2014).

Rychla a pesnéa diagnostika onemaan pertusi je tllezita pro ¥asné nasazeni spravné
antibiotické I€by a tim i pro vyrazné ovlivimi pribéhu celého onemo¢ni. U
typického ptibéhu v paroxysmalnim stadiu byva diagnéza snadna. alddh
etiologického fivodce u atypickych jbéhi a v kataralnim stadiu onemaen neni
jednoduché, proto jefdba cilenymi dotazy patrat po kontaktu s jinym nemymn
pertusi nebo itomnosti kaslajici osoby v okoli nemocného a diagn podpat

laboratornim vységnim.

Kauzalni diagnostika pertuse se opiraimy prikaz agens, tedy kulti¢ai prikaz a
izolaci agens a PCR detekci (polymerazovetizovou reakci). Jako nejvho&gi a
nejrychlejsi feSeni diagnostiky pertuse je dop@mwdna kombinace PCR a adb
aspiratu nebo nazofaryngealnihodrytna kultiva&ni vyseteni.

Odbéry k prikazu DNAB. pertussise provadi co nejdive, nejlépe rano nalao p'ed

napitim a ped ustni hygienou. DNA Ize v nazofayngealnimeémyt prokazat i po
zahdjeni antibiotické &by. OdlEr se provadi specialnim tampdnebmegpnosni grduch

ze zadni shy nazofaryngu. Metoda PCR ma optimalni senzitiwitprvnich tech

tydnech, ale PCR e byt pozitivni 5 az 21 dni, vyjinmie¢ i mésic po Iéb¢ antibiotiky

(Riffelmann M. et al., 2005, Bidet P. et al., 20B8yadilova J. et al., 2009).

Zlatym standardem je kulti¢ai prikaz B. pertussisna specialni fdé. Odker se
provadi specialnim tamponerrep nosni pirduch ze zadni &y nazofaryngu. Jiz jedna
davka antibiotik omezitst B. pertussisa snizi zachytnost. Izolace byva obtjZn
Kultiva¢ni zachyt se sniZzuje s dobou, ktera uplynula odkwzkaSle. Kultivace je mén
citlivd nez PCR, 15 - 45 % v prvnicieth tydnech, ménnez 1 - 3 % po vice neeth
tydnech, ale je 100 % specifickdretsinger K. et al., 2006)

U novorozent a ctti do 3 let ¥ku je dopordeno provést odis na kultivani vySeteni
a/nebo PCR vysini co nejéive po vysloveni podéeni na onemocmi. Doporiena
laboratorni diagnostika v zavislosti na délce tiv@tiznaki u atkovanych dti a
dosglych je uvedena vabulce €. 2:
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Tab. ¢. 2: Doporuéend laboratorni diagnostika pertuse v zavislosti naélce trvani

piiznaki u otkovanych déti a dosgglych

Do 2 tydnia | Do 4 tydna | Nad 4 tydny

Metoda Material trvani trvani trvani
piriznaki piriznaki piiznaki
Vytér z
Kultiva ¢ni prikaz nosohltanu Ano Ne Ne
nebo aspirat
Vytér z

Detekce nukleové

. nosohltanu Ano Ano Ne
kyseliny

nebo aspirat

Prikaz specifickych _
protilatek 1gG proti Z|In|,[<r'e\{ Ne Ano Ano

, . srazliva
pertusovemu toxinu

Treti moznosti laboratorni diagnostiky pertuse jefinep prikaz, tedy odér krve

k sérologickému vysg&ni specifickych protilatek proti pertusi. Séroldg diagnostika
uréuje diagnozu retrospektign ma vyznam epidemiologicky. Potvrzeni vyslédk
sérologického vySetni je vzhledem k technice a trvani vy8at opozdné, konéna
diagnostika onemoeni na zaklad sérologie je moZzna obvykle aZz v rekonvalescenci.
K diagnostice onemoéni se odebiraji dva vzorky srazlive krve, akutni
a rekonvalescentni. Prvni vzorek se odebere caorimejgho vysloveni podéeni na
pertusi, druhy vzorek negjive 21 dni po odisu prvniho vzorku, u malychétd se
doporiuje az 6 tydfl. Parova séra se vzdy vyiet sowtasre v téze laboratio.

Pro sérologickou diagnostiku pertuse by se patbporieni dvanacti evropskych
referegnich laboratéd ,EU Pertstrain Group” rly pouzivat pouze ELISA testy
s vysoce purifikovanym nedetoxifikovanym pertusov§oxinem. NejlepSi sensitivita

a specificita je dosaZzena stanovenim protilatiely igG proti PT.

Stanoveni hladiny protilatekitly IgA anti PT je doporteno pouZzivat pouze tehdy,
pokud je stanoveni IgG anti PT nejasné nebo polard mozné ziskat druhy vzorek

séra.

Ostatni pertusové antigeny by se pro rutinni diattko nengly pouZivat, protoze

nejsou dostate¢ specifické. Zarove se nedoportuje pouzivat ELISA kity s vice
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pertusovymi antigeny, mikroaglutinaci (pro nedogtiadbu sensitivitu), imunoblot, KFR

(komplement fixani reakce) a ngfmou imunofluorescenci.

Zatim nelze odliSit imunitni odp&d’ organismu nadkovani od imunitni odpasdi na
probihajici infekci; interpretace hladin protilatpkoti PT u nedavnodovanych osob
je problematicka. Pokud byl tedy pacietkovan acelularni vakcinou proti pertusi, je
spravna a validni interpretace sérologickychitesbzna teprve az za rok pokovani
aP vakcinofGuiso N. et al., 2011, Watanabe M. et al., 2006).

Pfi laboratornim vyséeni krve stoupa u&Siny diti nemocnych pertusi na konci
kataralniho a &hem paroxysmalniho stadiaded leukocyt a v diferencialu se zvySuje
pocet lymfocyii na 80 - 90 %. Hodnoty krevniho obrazu vSak nejspalehlivym
voditkem; urady lelEich i zcela jasnych onema#m a u dos@gych nebyly zngny v bilé
krevni fad® nalezeny. Dsledkem produkce pertusového toxinu je hypoglykémie

rovrez ¢astjSi u cti. Rentgenoveé vySeni plic byva u pertuse negativni, pokud neni

onemocgni komplikovano sekundarni infekci.

3.13Terapie

Podpirna, symptomaticka &a spdiva zejména v tlumeni kaSle, oxygenoterapii

a rezimovych opa&éeni, jako je zvySeny dohled a izolace.

Lékem volby je erytromycin,ifpadré dalSi makrolidova antibiotika klaritromycin nebo
azalid azitromycin, viipadt precitlivélosti tetracykliny nebo cotrimoxazol, winych
davkach po dobu dvou tydnaby se fedeSlo relapsu onemagr (Hoppe JE., 1998,
Mandell GL. et al., 2009, Blechova Z., 2008)

Makrolidy podané wasnych fazich onemoéni mohou redukovat trvani a zavaznost
symptonii a zkracuji dobu, po kterou je pacient nakazliBprtolussi R. et al., 1995,
Tiwari T. et al., 2005)

U 80 — 90 % pacients neléenou pertusi j@. pertussis/ nazofaryngu itomna 3 — 4
tydny po vzniku kaSléKwantes W. et al., 1983)Nel&ené a netkované dti mohou
byt kultivacné pozitivni delSi dobu nez starsitida dosgli, i déle nez 6 tydin (Henry R.
et al., 1981, Riitta H., 1982, Kwantes W., 1983).
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S celos¥tovym nafistem laboratorh potvrzenych fpadi infekci zpisobenych
B. pertussisjsou od devadesatych let minulého stoleti zaznawya sporadické
zpravy o rezistencigkterych kmef k erytromycinuBartkus JM. et al., 2003, Lewis K.
et al., 1995, Korgenski K. a Daly JA., 1997, Yao. Mal., 2008, Bannatyne RM. a
Cheung R., 1984, Bannatyne RM. a Cheung R., 1982¢e¥iN. et al., 1980, Hill BC. et
al., 2000).

Efektivni v terapii pertuse je pouzéasna antibiotickd ba v katardlnim stadiu.
V paroxysmalnim stadiu je antibioticka terapie bézu na pitibéh infekce, ale podani
antibiotik je dilezité i v paroxysmalnim stadiu z epidemiologickydivoda, tedy

k zamezeni #&ni infekce na kontakty nemocnéhdjppdreé k zabragni sekundarni

infekce.

Makrolidova antibiotika psobi na bordetely bakteriostatick®. pertussismize byt
proto zachycena z witu i 3 - 5. den I&y. Pro moznost #ni onemoceni na dalsi
osoby je dlezita izolace pacienta s pertdlertsola J. a He Q. 2016, Siegel JD. et al.,
2007).

Pacienti s&ZzSim piitbéhem pertuse a nemocni kojenci bylinbyt vzdy hospitalizovani

pro moznost zavaznych komplikaci.

Souwasné strategické postupycld u pertusi kriticky ohrozenych nejmenSichtid
zahrnuji oxygenoterapii, vysokofrekwemn oscila&ni ventilaci (HFOV - high-frequency
oscillatory ventilation), extrakorporalni membraonavoxygenaci (ECMO), inhalaci
oxidu dusného pro zlepSeni funkce plic u novorozenplicnim selhanim s vysokym
krevnim tlakem v plicich, transfuzi a plazmaferézQilem terapie je rychla
leukodeplece u @i s extrémni leukocytdzoyUlloa-Gutierrez R. et al., 2011,
Chantreuil J. et al., 2015)

3.13.1 Postexpoazini profylaxe

Vhodné a doportené je pel&eni Uzkych kontakitpacienta s pertusi v rodinpiipadré
kolektivu, tzv. postexpozni profylaxe, ktera je za¥hena zejména na prevenciesii

onemocgni na nejmensi, vnimavétd (Tiwari T. et al., 2005).
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V prevenci sekundarnichtipadi pertuse u é&i a dosplych domacich kontaktbyla
postexpozini profylaxe erytromycinem &nna v 67,5 % ve srovnani s placebem
(Halperin SA., et al., 1994).

3.14Epidemiologicka situace ve svété

V obdobi fed zavedenimakovani byla pertuse ngsgjSim dstskym onemocgnim.

V pramyslovych zemich dosahovalaap®rna ra@ni nemocnost 150 — 200/100 000
obyvatel. Podle dostupnych dat onem#on pertusi v prevakcidai é&e

v pramyslovych i rozvojovych zemich fmérné 80 % jedind do pti let véku a més
nez 3 % pipad tvorily osoby starsi 15 lgWHO position paper, 2015)

Po zavedeni antibiotické terapie a ploSné vakcipact pertusi mezi roky 1950 a 1960
doSlo k rychlému a dramatickému poklesu nemocnasiimrtnosti; az o 90 %. Od
konce 80. let bylo na&ovano proti pertusi 80 % vSecktdna seté (WHO position
paper, 2005) WHO odhaduje, Ze se vroce 2008 pddaodvratit diky globalnimu
ockovani proti pertusi asi 687 000 Um@VHO, 2000).Umrtnost na pertusi byla
a Zistava vysoka. Ret umrti na pertusi je odhadovan cekdevé na 200 - 300 tisic
piipadi rocné; v roce 2008 zerelo podle WHO v souvislosti s pertusi 89 000 ogab.
85 % vSech umrti na pertusi je hlaSenoéti do 2 let ¥ku. V rozvojovych zemich
dosahuje smrtnost nejmensickitidaz 4 %. Bed I&bou antibiotiky byla smrtnost
kojenai do pil roku Zivota 80 — 85 ¥WHO, 2016, Vysoka-Burianova B., 1981, Raska
K., 1954)

Podle odhatl WHO onemocni gimérné kazdy rok pertusi 20 - 40 miliénidi; 95 %
Z nich v rozvojovych zemich; v roce 2014 bylo hiédseodle WHO 139 786ifpad
onemocgni. Od 80. let minulého stoleti je hlaSenisdmemocnosti pertusi ve vSech
vékovych skupindch zejména z rozvinutych &téd to i ges deklarovanou vysokou
proatkovanost DTP. Ndist nemocnosti v dogfe populaci zvySuje pravgodobnost

onemockni u nejmensichddi.

Tézky pribéh a hlavé amrti v souvislosti s pertusi jsou hlaSeny gravnejmladsich
nea:kovanych kojent&. Az 86 % dti zentelych na pertusi v USA v letech 1990 - 2004
bylo mladSich neZtyii mésice (Donoso A. et al.,, 2005, Paddock CD. et al., 2008,
Coudeville L. et al., 2008, Winter K. et al., 2012)
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Analyza uamrti kojeni na pertusi v Anglii z let 2001 - 20Jdotvrzuje skuténost, Ze ve
vyselych zemich, podolinjako v zemich rozvojovych, dochézi k umrtigaesigji u prilis

malych dti, které je&t neni mozné &ovat.

Onemocsini pertusi u malych kojefidopiruji maximum nemocnosti v ostatniatkevych
skupinach, k genosu ndkazy dochazi od jejich nejblizSich koritatddinnych pislusniki.
Nelze vyloit, Ze nepoznana pertuse séz@ podilet i na syndromu nahlého umrti kojenc
(Van Hoek AJ. et al., 2013)

Data z WHO potvrzuji, Ze u nejmensicktige nemocnost nejvyssi do 2siai véku,
tedy jeS¢ pred zahajenim d&kovani proti pertusi. Pokud jetkovani u dti zahajeno ve
véku 2 mesial, klesa poet hospitalizaci a umrti v souvislosti s pertusemcnost
rychle klesa po prvni nebo druhé daveékavani. Pdet hospitalizaci a umrti je nejvyssi
u nejmladSich &i (0 — 1 n&sic); u dti, které obdrzely dvdavky vakciny, jsou umrti
v souvislosti s pertusi vzacnd/HO SAGE, 2014

3.14.1 Pri¢iny navratu pertuse a zvySeni poctu hlaSenych piipadi

Predpoklada se, Ze za fQatem pertuse bude praygbdobré vice faktofi. Krome

adaptaceB. pertussisia @kovaci latku, genetickych zm v populaci kolujicich kmen
bordetel a antigenni odliSnosti vakcinalnich kieod kmeri kolujicich v dané
populaci (kapitoly 3.4.1 a 3.14.2) se k dalSificipam fadi vyvanuti imunity po
ockovani.

RovreZz spektrum antigen obsazenych v aP vakcinach neni podi&tarych studii

dostaténé pro navozeni adekvatni imunitni odpadi(Mills KH. et al. 2014)

Za jeden z aspektnafistu onemocEni je povazovano i nizSitpozené ,boostrovani*,
tedy pokles firozeného posilovani imunity po kontaktu s divokykmenyB. pertussis
kolujicimi v populaci, jak tomu bylo v obdobirqal zahdjenim &ovani (Guiso N.,
2014)

Zvysené povdomi odborné a laické inosti o stale&asgjSim vyskytu pertuse jak u
déti, tak u adolescenta dosplych mize vést k lepSimu z&chytu oneméah
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V dnesni protkované populaci je klinicky obraz pertuse pestryndéze cinit

diagnostické rozpaky. ZlepSeni surveillance pertudestupsjsi a citlivjsi laboratorni
diagnostika umaluje rychlejSi a fesrgjSi stanoveni fi¢ciny onemocgni a podili se
také na narstu gipadi, a to i gch, které by tive zistaly nediagnostikovanf{Cherry
JD., 2014)

V neposlednifact je v rekterych oblastech za nitem gipadi pertuse i postupné
snizovani protkovanosti. Studie koloradské&tdké pupulace ukazala, Zeétidrodici,
které nenechavaji svétd ockovat proti pertusi, jsou ve vysokém riziku laborag
potvrzené pertus@lanz JM. et al., 2009).

3.14.2 Polymorfismus B. pertussis

O mozném polymorfismuB. pertussisse zmhoval jiz vroce 1907 Jules Bordet

Vv souvislosti s opakovanym pasazovanim a aglutigcoka-Burianova B., 1961)

Za mozné Hciny nafistu pertuse v populaci povaZzugkteré studie zejména adaptaci
B. pertussiga @kovaci latku, genetické ziny v populaci kolujicich kmenbordetel a
antigenni odliSnost vakcinalnich kmiead kmeti kolujicich v dané populaci. Klinické
izolaty B. pertussiszachycené v s@asné dob vykazuji zngny oproti kmerim

z prevakcinaniho obdobi (Weber AA. et al.,, 2001)Polymorfismus u recenin
kolujicich izolati byl popsan v geneclB. pertussiskodujicich zasadni faktory
virulence; u podjednotky pertusového toxinu A, gktinu, trachealniho kolonizujiciho
faktoru A a u podjednotek pro fimbrie.¢které kmeny neexprimuji faktory virulence,

diive povazované za nezbytné iagio Zistavaji infekni, tab. ¢. 3.

Nedavna epidemie pertuse v severskych statech fyeogpojovana s klonalni expanzi
odliSnych kmen B. pertussigElomaa A. et al., 2005, Kallonen T. a He Q., 2009)

Vyznamné zminy byly nalezeny v Nizozemi mezi kmeny bordetelbdabi ged
zahajenim &ovani a kmeny zachycenymi viehu aikovani. Po zavedenickovani
se mvodni vysoka genotypova diverzita bordetel v nizogké populaci snizila, a to
v roce 1960 a podruhé v roce 1980. Bylo Znst Ze redukce genotypoveé diverzity byla
zpisobena antigern odliSnymi kmeny bordetel. Antigenni 2nmy se objevily

u povrchovych proteiin bordetel. Kmeny obsahujici nevakcinalni typ peitak
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a podjednotky pro pertusovy toxin byly nalezenyOv® u kmei z obdobi 1990 —
1996. Gkovanim se tak vyselektovaly kmeny odliSné od kimeakcinalnich.(Mooi
FR. et al., 2001)

V Nizozemi byl potvrzen nést nemocnosti pertusi spojeny s vyskytem vice
virulentrgjSich kmeri B. pertussiskteré nesou novou alelu pro promotor pertusoveho

toxinu zodpo¥dnou za zvySenou produkci pertusového toxModi FR. et al., 2009).

Studium australskych izolatB. pertussisz epidemie v letech 2008 — 2012 prokazalo
vyznamnou diverzifikaci a mikroevoluci s vyskytenergaktin negativnich kmen
(Safarchi A. et al., 2016)5tudium kmefi B. pertussisz USA zachycenych v obdobi
1935 — 2012 potvrdilo dramaticky ridt pertaktin negativnich izofatod roku 2010
(Pawloski LC. et al., 2014, Queenan AM. et al., J0N&rist izolat B. pertussis

B. parapertussis které neexprimuji pertaktin je evidovan také varii a Finsku
(Hegerle N. et al., 2012, Barkoff AM. et al., 2Q1Rudie ve Francii udi do 6 nésiai
véku nepotvrdila rozdil v Klinickych symptomech pegumezi dtmi infikovanymi
PRN pozitivnimi a PRN negativnimi izolaty. U knieB. pertussisneexprimujicich

pertaktin nebyla pozorovana snizena virulefBxadilis H. a Guiso N., 2013)

Na vyznamnou souvislost meziekmvanim a produkci pertaktinu ukazuji vysledky
studie z USA; pravtpodobnost, Ze bude hldSeno onemtotrzpisobené pertaktin
negativnim kmenem jedtsi u @dkovanych osolfMartin SW. et al., 2015)

Vakciny s acelularni pertusovou sloZzkou jsou vyrgbe antigefi exprimovanych
kmeny bordetel, které byly izolovany jegired zahajenim vSeobecnéhikovani. Tyto
antigeny se liSi od antigénexprimovanych saiasré kolujicimi kmenyB. pertussis.
Proto je velmi dlezité v rdmci surveillance izolovat a déle typiabeirkulujici kmeny

pomoci metod molekularni epidemiolo@i&/eber C. et al., 2001)
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Tab. ¢. 3 NejdilezitéjSi zmény v populaci B. pertussisza poslednich 60 let spojené

se znénami 4 geni

Geny kodujici: Vakcinalni typy Cirkulujici typy
prn prnl prn2 a prn3
ptxP ptxP ptxP3
ptxA ptxa2/ptxA4 ptxAl
Fim3 fim3-1 fim3-2

3.15Epidemiologicka situace v CR

Davivy kasSel, kam pé&t obé dwé velmi podobn&d onemoéni, pertuse a parapertuse,
podléha \Ceské republice povinnému hlaseni a historickytip&t dlouhodoks
sledovanym infeénim onemocénim. ,KaSel zadusni“ p#t mezi povinrg hlaSena

onemockni jiz od dob Rakouska-Uherska.

Pred zavedenim dxovani patla pertuse spolu sdiftérii a spalkami
zentelych v souvislosti s pertusi jiz od roku 1890 remiCech, Moravy a Slezska,
dosahovala v roce 1890 umrtnost na ,zajikavy” k&&el/100 000 ¥eskych zemich
a v zemich moravskych 55,3/100 @byazek¢. 2 (Pelc H., 1929).

V CR doséhla hlasena nemocnost pertuse poéfoed valce maxima v roce 1956, kdy
byly evidovany 49 144 ifpady onemoaini; nemocnost 520,5/100 000 obyvatel. Po
zavedeni ploSnéhatkovani proti pertusi v roce 1958 rychle a vyrakiesala imrtnost

a nemocnost v aské populaci. Zfvodnich desetitisic pripadi roéné se vyskyt
pertuse od druhé poloviny 70. let do roku 1992 poiwal v rozmezi 5 — 48ifpadi
rocné. Nejmérk hlaSenych fipadi bylo zaznamenano vroce 1989, celkem 5

onemocgni (nemocnost 0,05/100 000 obyvatel).

44



Analyza dlouhodobého trendu nemocnosti podd&uvukazala, Ze &Sina gipad

pertuse do roku 1989 byla evidovanagti dhladSich 3 le(Maixnerova M., 2003)

Pres vysokou Uroveproaikovanosticeské dtské populace, ktera dosahuje 99Rthy
J., 2012) se v dlouhodobém trendu nemocnosti pravidl@pakuji 2 — 5leté cykly
naristu a poklesu onemoémi, podobg jako v jinych statech. Tyto epidemické cykly
swdci o trvalé pitomnosti bakterieB. pertussis- pivodce onemoaii - v populaci

graf ¢. 1.

Z vyvoje onemocEni od 90. let je patrné, Ze na zvySujicim se trandidence se podili
také nizka imunogenicita jiz tehdy pouzivanych devdch ¢kovacich latek, coz
potvrzuji vysledky sérologickych tehledi provedenych vroce 1996 a 2001
(Maixnerova M., 2003).

Od roku 1993 je R registrovan stoupajici trend onemétinve viech &kovych
kategoriich. Doslo ke zén¢ ve wkové specifické nemocnosti pertuse; nejvic¢gadi

bylo pravidel® kazdy rok hlaSeno veskové skupig 10 — 14letych &i.

VétSina hlaSenychifpadi onemocsni z celéceské populace byla vetkové skupir
0 — 19 let ¥ku. Nemocnost vSak Zala nafistat také ve &kovych skupinach nad dvacet

let.

V roce 2012 doSlo k dalsi vyrazné emy ve wkové specifické nemocnosti pertuse;
maximum nemocnych se posunulo&aeve skupiny 10 — 14 let dockové skupiny
15— 19 let.

Rok 2014 byl v dlouhodobém sledovani nemocnostupervyjime&ny; prostednictvim
systému EPIDAT byl nahlaSen celkem 25ZIpad onemoani pertusi; nemocnost
24,0/100 000 obyvatel. V dlouhodobém trendu nemsitrmylo vice nemocnych nez
vroce 2014 hlaSeno naposledy vroce 1963; regétim bylo tehdy 3399 ifpadi
onemockni; nemocnost 35,1/100 000 obyvatel.

Vétsina z hlaSenychifpadi pertuse \CR je kazdoreng diagnostikovana néfmo, tedy
prikazem specifickych protilatek, v roce 2015 &4 %, v roce 2013 91 %ipadi
(Fabianova K. et al., 2016, Fabianova K. et al., 180 Fabianova K. et al., 2014,
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Fabianova K. et al., 2013, Fabianova K. et al., 20Eabianova et al., 2011, Fabianova
K. et al., 2009)

Pti rozboru zaznaino atkovani za obdobi 1998 - 2008 bylo zjib, Ze ¢kovano proti
pertusi bylo celkem 90,1 % osob s pertusi. Uplekowani @ti pripadré vice davkami
bylo vykazano u 75,3 %fipadi. Ve wkové skupig 10 - 14 let, ktera #a nejvyssi
nemocnost ve sledovaném obdobi, onemslocrcelkem 46,6 %. VSech 5 davek
ockovani proti pertusi podle platného schématu bplikavano u 91,3 % ippadi z této
vékove skupinyFabianova et al., 2009)

Graf &. 1: Pertuse,CR, hla3en& nemocnost (semilogar.) na 100 000 obyeiatl 954 —
2015.Prevzato zFabianova K. et al., 2016.
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Obr. & 2: Umrtnost na davivy kasel vCeskoslovenské republice v letech 1890 —

1928.

(Prevzato z: Pelc H. Zdravotni stav obyvatelstyeskoslovenské republiky v jejim

prvnim desetileti. Praha: 1929.)

Diagram &. IX.

Umrtnost zajikavym kaslem v Ceskoslovenské republice v letech
1890—1928
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3.16Prevence onemocnéni

3.16.1 Struc¢na historie ockovani

Snahy o aktivni imunizaci a vyrobentkovaci latky proti davivému kasli se datuji jiz
od objeveni fivodce onemocmi. Celobugéné vakciny proti pertusi byly néglad
v USA registrovany jiz v roce 191&dwards KM. a Decker MD., 2013).

V CR byl prvni pertusovy bakterin k dispozici v polo¥i20. let minulého stoleti. Jeho
indikace byla jak l&ebnd, tak profylakticka. Ve druhé polowi80. let bylo doporéeno
ockovat ckti v kolektivech smiSenym bakterinem Perbad; miBiopertussisvakcina
obsahovala slozku stafylokokovou, streptokokovawgymokokovou a mikrokokovou
V 50. letech byly k dispozici monovakciny proti d&@mu kasli (Perbaa, Perbac,
Perbab) nebo kombinovana vakcina se zaSkrtovymoxinatn adsorbovana na
aluminium hydroxid(Trmal J., 2009)Vakciny dovezené z Anglie, Svycarska a Francie
mely problematickou tinnost; Kizné Sarze bylytizné kvality a nebylo vzdy dodrzeno
schéma, které uvad prislusny vyrobce. Navic bylyékteré z échto vakcin velmi

reaktogenn(Vysoka-Burianova B., 1976)

Hlavni @iciny neusgchu prvnich ¢kovacich latek jsou dnes jiz znamé. Jednalo se
zejména o zjsob ipravy vakcin a to, Ze pouzité kmeBy pertussisbyly v S fazi

a tedy ne plé antigeng vybavengVysoka-Burianova B., 1976)

Vakciny proti pertusi se &f na celobutcné (wP) obsahujici oslabenou nebo
usmrcenou bakteriB. pertussisa acelularni (aP), které obsahuji obvykle 1 az 5
vybranych purifikovanych antigénB. pertussis —pertusovy toxin (PT), pertaktin
(PRN), filamentozni hemaglutinin (FHA) a fimbrie&23 (FIM 2, FIM3).Cim vice

antigerii aP vakcina obsahuje, tim j&inn¢jSi (Gustafsson L. et al., 1996).
3.16.2 Celobunécna vakcina proti pertusi (wP)

Jiz kratce po objeverB. pertussisna z&atku minulého stoleti zal vyvoj otkovaci

latky pro terapii a prevenci davivého kasle. Vysoi@nocnost a amrtnost na pertusi

urychlily vyvoj celobuic¢né pertusové vakciny. Prvni vakciny obsahovaly celé
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usmrcené baktériB. pertussis liSily se obsahem a &gobem pipravy. Velmi brzy byl

u atkovanych jedin@ rozpoznan fimy vztah mezi produkci protilatek, a tim navozenou
imunitou, a potem baktérii obsaZzenych ve vakeirs p&tem mikroorganisrin viak
také gimo souvisela toxicita, projevujici se&znymi komplikacemi po &ovani(Matoo

S. a Cherry JD., 2005)

V poloviné 40. let z&ala rutinni imunizace ai v USA monokomponentni
celoburg¢nou pertusovou vakcinou, aplikovanou od roku 1947 kembinaci
s difterickym a tetanickym toxoidem. Od 50. let jetlivé staty postupnzavadly
ockovani nejmensSichati proti pertusi a onemoéni se podaélo vyznamr redukovat.
Prekvapiv vSak pokraovaly 2 — 5leté cykly ve vyskytu onemdaeon v populaci.
Predpokladalo se, Ze po zahajenikavani se bude cirkulacetyodce v populaci
postupr snizovat a epidemické cykly se budou postuprodiuZzovat,cehoz nebylo
dosazeno. Vakcinaci se tedy pildavyskyt onemoc#ni omezit u dti, ale cirkulace
B. pertussisv populaci nebyla i@rusena(Cherry JD., 1998 Matoo S. a Cherry JD.,
2005)

Zpusob gipravy celobui¢né akovaci latky proti pertusi ovliwije jeji reaktogenitu,
zejména zpsob purifikace bakterinu, pouzité adjuvans a korasi latky. Konvegni
celoburéné vakciny jsou vyramy v mnoha zemich. Jejich zakladnfippava je
podobna: baktérie jsou usmrcengast&éne detoxikovany teplem nebo chemicky nebo
kombinaci &chto metod.Cisténé suspenze inaktivovanych knieB. pertussisjsou
vyrakeEné bul’ ze standardnich sbirkovych kniiemebo z kme# izolovanych v populaci
statu, kde se vakcina vyrabicKavaci latka by mda obsahovat hlavni povrchové
antigeny typu 1, 2, 3, které se vyskytuji v kmenBclpertussiss kombinacich 1,2 nebo
1,3 nebo 1,2,3. Pertusova slozka vakciny je obvydenbinovana s difterickym

a tetanickym toxoidem.

Ucinnost wP vakcin proti onemogmi pertusi u &i se pohybuje kolem 78 %, ale je
velmi zavisla na druhu vakciny a o davek(WHO, 2010).Studie z USA odhadla
acinnost jedné davky wP vakciny proti paroxysmkasle na 44 % &yt davek kolem
80 % (Onorato IM. et al., 1992)V danské studii byla odhadovanénnost jedné davky
v prevenci dtské hospitalizace 36 %, &idek ti davek 87 %{Hviid A. et al., 2004)
Data ze surveillance pertuse v Polsku ukazuji nagpazeni dinnosti wP vakciny
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béhem obdobi 1996 — 2001. Wtdve wku 2 — 5 let poklesla z 97 % na 73 % &t de
véku 6 — 9 let sedinnost sniZila z 84 % na 69 @ielinski A. et al., 2004).

Oc¢kovani celobu&nou vakcinou proti pertusi neni bez komplikaci. A22 % dti
dochazelo po &kovani k loké&lnim reakcim v misaplikace, napklad zarudnuti, otok,
bolestivost, které se zvySuji sgem davek. Vakciny wP proto nebyly indikovany pro
adolescenty a doslou populaci. Syndrom neztiSitelného §#aa febrilni kece byly
mére bézné; mén nez 1 na 100 aplikaci. Hypotonické epizody sewahjaly vzacs;
mére nez jedna na 1000 — 2000 aplikaci. Celkové reghke teplota, ospalost,
cyanoza, syndrom neztiSitelného q@a se vSak s gtem davek snizuj{Matoo S. a
Cherry JD., 2005)

U velmi malého p&tu dti bylo po @kovani zaregistrovano zavazné az ireverzibilni
poskozeni centralniho nervového systému (1976, tNational Chilhood
Encephalopathy Study, 1991 the Institute of MedikifRozsah zvySeného rizika akutni
encefalopatie po DTwP ¢kovani je odhadovan na 0,0 az 108padi na milién
ockovanych. Naslednymi studiemi vSak nebyla prokazemavislost mezi &ovanim

a akutni encefalopat{iScheifele DW., 1988, Miller DC. et al., 198@iller D. et al.,
1993, Cowan LD. Et al., 1993, Ray P. et al., 20@&elularni vakciny sice finesly
shizeni zachvatpo vakcinaci, ale novéidazy po roce 2006 ukazuji, Z&gady Udajné
,vakcinani encefalopatie” jsou Zigobeny mutaci v genu pro sodikove kan@sown
NJ. et al., 2007)

Praw tyto komplikace mily velmi negativni dopad na ¥gné mirni. V nekterych
statech (Japonsko, Svédsko, Anglie a Wales) doslorite v 70. letech minulého
stoleti k geruSeni ¢kovani proti pertusfLocht C. a Mielcarek N., 2012).

Ve Svédsku, kde bylo plodnékmvani zahajeno v roce 1950, byla vakcinaiysena
vroce 1979. Poiit roky se pertuse drzela na nizké Urovni, ale paknemocnost
onemockni prudce zvysila ve dvou epidemiich v roce 198B985. V letech 1980 -
1985 byla pertuse laborat@rmpotvrzena u 36 729 paciéntz toho 11 % byly &i
mladSi 1 roku a 69 % bylyét ve wkove skupig 1 - 6 let. Nemocnost ve¢kove
skupirg O - 6 let se vzrostla ze 700/100 000 v roce 198B200/100 000 v roce 1985
(Romanus V. et al., 1987)
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Anglie a Wales zavedlysgovani proti pertusi naiplomu 50. a 60. let minulého stoleti.
V obdobi 1967 - 1974 dosahla kompletni imunizacgtudo dvou let ¥ku 76 - 81 %.
Reakce viEejnosti na agravované postvakana komplikace vedly k odklonu od
zavedeného schématu a k naslednému dramatickéniesspgbrogkovanosti ze 77 %
vroce 1974 na 30 % vroce 1978. Od roku 1977 neosic pertuse nastala
a kulminovala obrovskou epidemii v letech 1978 799nej¢tSi od 50. let. Bylo
hlaSeno 102 500 ffpadi, 5000 dti bylo hospitalizovdno a desitkyetdl zentely.
V naslednych studiich se prokazalo, Ze snizenidgm@nosti bylo hlavni fi¢inou

zvysene incidence pertuggnonym, 1982, Anonym, 1981)
3.16.3 Acelularni vakcina proti pertusi (aP)

Ackoli role dosplych v prenosu pertuse naétil byla znadmaci predpokladana jiz
v predvakcingni &e (Vysoka-Buridnovd B., 1961, Vysoka-Buridnova B.63)9
imunizace dosflych osob proti pertusi se neprovd protoze zavazné projevy
a nasledky onemoéni davivym kasSlem byly u starSi populace pozorovaeimi
ziidka a také proto, Zetkovani adolescefita dosplych celobug¢nou akovaci latkou
nebylo doporgeno kvili komplikacim po aplikaci — objevovaly se nejégsté zavazné

reakce v migtvpichu, ale i systémoveé reak@@herry JD., 1998).

Postvakcinani komplikace a skut@ost, Ze ©okovani ani prozité onemoéni
neposkytuji dlouhodobou imunitu; vedly k pate vyvinout ,bezpéngjSi* vakcinu

nejen pro ¢ti, ale i pro dosglou populaci(Cherry JD., 1996).

Vyzkum B. pertussisumoznil odhaleni a vy jednotlivych antiged, které vyvolavaji
u hostitele imunitni odp@d’ potrebnou k prevenci onemagmi. Do nové tzv. acelularni
vakciny byl z#&azen inaktivovany pertusovy toxin, filamentozni [laghatinin,
aglutinogeny fimbrii a pertaktin. Pertusovy toxiadporuje vazbu bordetel rasinky
epitelu v dychacich cestach, navozuje lymfocytézzcidlivuje buiky na histaminovy
efekt. Protilatky proti 8dmu mohou mit rozhodujici vyznam v och&aproti pertusi.
VSechny sotasné pertusové vakciny obsahuji chemicky inaktimgyanebo
molekularnimi technikami oslabeny bakterialni eodot. Filamentozni hemaglutinin
je obsazen ve &t¢ bordetel a je nezbytny k jejichiifmuti na respirani sliznici.

Aglutinogeny fimbrii jsou povrchové antigeny borelefpodilejici se na vazlbordetel
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na sliznici. Pertaktin je protein zevni¢isy vSech virulentnich km&nB pertussis
Protilatky proti gmu chrani ped opakovanym onemogmim dychacich ceqConrad
DA. a Jenson HB., 1999).

Prvni acelularni pertusové vakciny vznikly v Japaonsg roce 1981 a jsou znamy jako
Takeda vakciny. #odné obsahovaly FHA vedle malého mnoZstvi inaktivovanefi

a v rekterych gipadech PRN a fimbrialni proteiny. DalSi vakcinysahovaly stejné
mnozstvi PT a FHA, tzv. Biken typ.

V sowasnosti se vyrdbi mnoho difutacelularnich &ovacich latek, které se svym
obsahem zrmé liSi. Obsahuji podle druhu vakciny odliSny ¢pb a mnoZstvi
jednotlivych antigennich komponent, liSi se tak&téaalnim klonem pouzitym pro
primarni produkci antigeh metodou purifikace a detoxifikace a pouzitychuadns

a konzervanich latek.

Acelularni a@kovaci latky jsou aplikovany obvykle v kombinacidifterickym
a tetanickym toxoidem (DTaP), ale pro rutinmkavani v @étstvi mohou obsahovat
jese dalSi slozky — proti hepati##dB, poliomyelitick a protiHaemophilus influenzae

typu b.

Stanoveni optimalniho sloZeni acelularni vakciny ojatizné, protoZze neexistuje
spolehlivA metoda, kterou by se dal stanovit pitotek icinek vakciny(Crowcroft NS.
a Pebody RG., 2006, Edwards KM. a Decker MD., 200ivic slozeni saiasré
pouzivanych aP vakcin nerespektuje genetick@&nygmaktual@d kolujicich kmeii
B. pertussigLocht C., 2007)

RovnéZ stanoveni &innosti aP vakcin je velmi obtizné vzhledem k jejiozmanitosti.
To vyplyva i z vysledit prehledu, ktery porovnavalciinnost a bezpmost aP vakcin

v celkem 58 studiich. &innost aP vakciny $émi a vice antigeny se pohybovala mezi
84 — 85 % v prevenci typické pertuse a mezi 71 —%8v prevenci mirgsiho
onemocgni. kinnost aP vakcin s jednim nebodtha antigeny se pohybovala mezi 59
— 78 % v prevenci typické pertuse a mezi 41 — 58 gevenci mirgjSiho onemoceni.
Vakciny s vysSim obsahem antigejsou még efektivni nez wP vakciny s vysokou
acinnosti. Acelularni vakciny #&y mérg nezadoucich dinkt nez wP vakciny jak
v zakladnim ¢kovani, tak i v peaikovani(Zhang L. et al. 2014)
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Presto, Ze aP vakciny prokazaly beapest a dinnost v klinickych pokusech, ip
rutinnim akovani byl u w®kterych prokdzan nizSi protektivnic¢inek, nez se
piedpokladalo. Vyskyt pertuse w&td otkovanych jen acelularni vakcinou je dokonce
vySSi nez u &i s minimal jednou davkou celobgtné vakcinyWitt MA. et al., 2013,
K7iz B. et al., 2007).

Pro ochranu f&d onemoctnim jsou pozadovany minimandw davky aP vakciny.
Data ze surveillance systému pertuse ve Svédskdetd 2001 — 2004 ukézala, Ze
nemocnost mezi nékovanymi d&tmi ve wku 0 — 2 ndsice byla 225/100 000 osob, po
jedné davce DTaP vesku 3 nesial 212/100 000 obyvatel, po druhé davce ¥kw5
meésial se snizila na 31/100 000 obyvatel af@bitdavce v 1. roce Zivota byla jen 8/100
000 obyvate(Gustafsson L. et al., 2006).

Redukce reaktogenity snizenim koncentrace anligeaP vakcinach umoznila jejich

indikaci pro adolescenty a pro dékp populaci.

Ackoli podle klinickych studii jsou vedlejSicimky po atkovani acelularni vakcinou
mirngjSi a jejich vyskyt je nizSi nez u celolgné vakciny, u 1 — 2 % boosterovanych
jedinal se objevuji lokalni reakce, jako je zarudnuti, kptdolestivost, teplota.
Pravd@podobnost reakce je vysSSi ach osob, které jsouckovany jen acelularni
vakcinou(Edwards KM. a Decker MD., 2004, SUKL, Nezadouthky |&iv, 2012)

vvvvv

castjSi poctvrté davce stejné vakcirfipichichero ME. et al., 1997)

V sowasné dob se ve s¥té pouZivaji oba typy vakcin, jak celohigné, tak acelularni
vakciny prvni a druhé generace. Vzhledem k vysak& acelularnich vakcin je ve
vétSine zemi s¥ta stéle pouzivana celohitmd pertusova vakcina.c&ovani obec#é
snizilo vyskyt pertuse, ale zcela pod kontrolu senosocrni nikdy nepodélo dostat.
Ve skuté€nosti Zistava pertuse jednim z néfle kontrolovanych infeknich onemoceni
na swté, kterému Ize fedchazet &kovanim. Pro dobrou prevenci oneméachjsou
nezbytné nové strategie a nove vakdinycht C. a Mielcarek N., 2012).

Onemocgni zpisobena jinymi druhy bordetel nd®. pertussisnejsou preventabilni

sourasreé pouzivanymi vakcinami.
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3.16.4 Iminita navozena po vakcinach proti pertusi

Pfitomnost protilatek proti pertaktinu, pertusovénoinu a fimbriim je dlezita pro
ochranu ped onemoctnim (Cherry JD. et al., 1998)Razné druhy celobuftnych
a acelularnich pertusovych vakcin davaji velmi%uwu protilatkovou odpa@d’, ktera
je ale dilezita pro odliSeni, zda se jedna o reakci &leowani nebo na infekci. dteré
pertusové vakciny indukuji nizsi hladiny protilafgdoti pertusovému toxinu nez akutni
onemocgni, jiné vyvolavaji tak vysokeé hladiny protilatekopi pertusovému toxinu, ze
je ®€zké je odliSit od probihajiciho onemaan (Crowcroft NS. a Pebody RG. 2006).
Jednotlivé acelularni vakciny se navzajem liSi maje p&tem pouzitych antigennich
komponent, ale i jejich mnoZstvim, takze jiz z tskmt&nosti vyplyvaji do wtité miry

odlisné imunologické odpa&di po atkovani.

Imunita po acelularni dkovaci latce neni pthefektivni a ochranné titry specifickych
protilatek klesaji rychleji nez po celohitmé akovaci latce(Smits K. et al., 2013)
Celoburg¢né vakciny indukuji podobnou, ale slabsSi odjigvjakou vyvola pirozena
infekceB. pertussisnavozuji imunitni odpayd’ zprostedkovanou Thl a Th17 hkami
(Higgs R. et al.,, 2012)Sowasré pouzivané acelularni vakciny, které obsahuji soli
hliniku jako adjuvans, indukuji Th2 a Th17 Banou odpo¥d’, ale slabsi Thl. Biky
Th17 sekretuji cytokin interleukin IL-17, ktery fgazasadni roli v hostitelské imu&it
indukované po acelularnich vakcinach. Optimalniraca protiB. pertussige podobna
odpowdi na girozenou infekci avyzaduje indukci Thl, nikoliv ThZRoss PJ. et al.,
2013, Warfel JM. a Merkel TJ., 2013)

V roce 2010 byla v Kalifornii zaznamenana ré&$v epidemie pertuse za poslednich 60
let s nejvysSi specifickou nemocnostidti e Wku 7 — 10 let i pesto, Ze v tétodkove
skupire byla vysoka progkovanost DTaP vakcinou. Case-control studie pdardie
s kazdym rokem, ktery uplyne od posledni davky a@Rciny se sniZuje dinnost

vakciny a zvySuje pra¥godobnost onemoeni (Misegades LK. et al.,2012).

3.16.5 Experimentalni zvifeci model

Pro pochopeni mechanismu imunitni odfivpo vakcinach nebyla dosud pouzivana
laboratorni zwviata vhodna. Pro modelovantirpzené infekceB. pertussisa imunitni
odpowdi po infekci a po vakcinach byl pouZit jeden aytl, pavian anubiRapio
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anubig (Warfel JM. et al., 2012)Mlad’ata pavian byla atkovana v 2., 4. a 6. &ici
véku aP nebo wP vakcinou a v 7&sfti byla vystavena infekdB. pertussis Byla
sledovana imunitni odpéd” méienim cytokiri v nazofaryngealni sliznici. Paviani
ockovani aP vakcinou byli sice chegm pred zavaznym fibéhem onemoaini, ale byl
infek¢ni a genasSeli infekci na vnimavé kontakty. Experimentdiaia ukazuji, Ze
souwasné acelularni vakciny dokazi uckovanych osob zabranit fignakim
onemocgni, ale nezabrani kolonizaci sliznice resgiiaio traktu a fenosu infekce na
dalSi osoby\(varfel JM. a Merkel TJ., 2013, Warfel JM. et aD]12).

Paviani byli také pouziti pro modelovani infekd8epertussigpo atkovani aP vakcinami
v téhotentsvi a u novorozeigneonatalni ¢kovani). Vysledky prokazaly, Zelkovani
v téhotenstvi a u novorozeinc v paviannim modelu poskytuje ochranuregh
onemocgnim (Warfel JM. et al., 2014)

3.16.6 Soucasné strategie prevence onemocnéni

NejiinngjSi prevenci proti onemoéni pertusi je &ovani — bd jako soudast
pravidelného ¢&kovani u dti nebo jako dopokiené a@kovani u adolesceint

a dosglych.

WHO v dokumentech zroku 2014&novanych pertusi dopotuje udrZet vysokou
prookovanost a zavést vSechna preventivni igpéf ktera mohou snizit nemocnost
a umrtnost nejmensichétdl na pertusi. Krom pravidelného &ovani dtské populace
doporiuje preaikovani adolescefita dosplych. Do preventivnich opini, strategii
fadi WHO také ,cocoon“ strategie,ckmvani gravidnich, &ovani zdravotnik

a atkovani novorozenc(WHO, 2014, WHO SAGE 2014).

3.16.7 Postexpozicni profylaxe

Do preventivnich op#&tni se zahrnuje také postexpodi profylaxe, které byla

vénovana pozornost v kapitole 3.13.1.

3.16.8 Ockovani déti

Narodni doporteni pro @ékovani dti a atkovaci schémata se v jednotlivych statech

swta zn&né liSi. V zakladnim okovani jsou ve sit¢ aplikovany 3 davky vakciny ve
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vice jak 80 iznych schématech; pozivaji se zejména nasledjicl0. a 14. tyden, 2.,
3. a 4. misic, 3., 4. a 5. tsic nebo 2., 4. a 6.dwic. Rada stat pouZiva schéma 3., 5.
a 12. mesic, kdy prvni d¥ davky jsou povazovany za zakladitkovani a teti davka
jako boostefWHO, 2010)

WHO doporduje zahajit u dti zakladni skovani proti pertusi od ukéeného Sestého
tydne wku ditte ve schématu 6., 10. a 14. tyden. Vakcina je kibvgplikovana
v kombinaci jako DTwP nebo DTaP &sto obsahuje dalsi slozkyHdemophilus
influenzaetyp b — Hib, hepatitis B — HepB a poliovirus — [P\&tanoveni ¢&ovaciho
schématu a gou davek neni jednotné, ale vetsineé zemi jsou 3 zakladni davky

podany s minimakhmesiénim intervalem &em od 2. do 6. #sice ¥ku (WHO, 2005).

WHO doporiuje atkovani proti pertusi nejmén3 davkami vSem dem, wetné HIV

pozitivnich. Gkovani by ntlo byt zahajeno v 6. tydnu Zivota, ne p&tcez v 8.
tydnu. Progkovanost by rdla dosahnout 90 a vice procenti @avky vakciny proti
pertusi Bhem prvniho roku Zivota jsou nezbytné pro ochrabed ponemocgnim.

Oddalovani fieti davky az po 9. ésici Zivota niize narusit celé adkovani a snizit
ochranu ped infekci v prvnim roce Zivof@vHO, 2015)

Ochrana po zakladnim ckovani zavisi na mnoha faktorech,cewre lokalni
epidemiologické situace, dalSim¢kmvacim schématu a druhuckmvaci latky.
Posilovaci ,booster* davka je dop@rena pro dti ve wku 1 — 6 let, nejlépe 6 &siail
po primarnim okovani, kBhem druhého roku Zivof@vHO, 2015)

Obrazek ¢. 3 ukazuje narodni aiska @kovaci schémata proti pertusi v jednotlivych
evropskych statech. 8¥e zelenou barvou jsou oztemy tzv catch-up davky

(vychytavaci) nebo aovani u &ch, kde pedchozi davky chybi. Upraveno podle
ECDC. Z 31 uvedenych stabockuje cti v zdkladnim okovani 5 davkami vakciny

proti pertusi podobhjakoCR celkem 19 stét

3.16.9 Ockovani adolescentti a dospélé populace

Acelularni @kovaci latky umoznily vzhledem k svému sloZzeni aShireaktogenit
ockovani adolesceait a dosplych. Nekteré staty fistoupily vzhledem
k epidemiologické situaci kéaovani adolescefitjiednou davkou aP vakciny.ek, ve
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kteréem se adolescentthkuji, se znan¢ liSi v jednotlivych statech. Podlelmvaciho

schématu ECDC dopafuje atkovani adolescedtitproti pertusi 18 stét

Oc¢kovani proti pertusi v dogf® populaci je ¥novana velka pozornost vzhledem
k nafistajicimu pétu nemocnych mezi adolescenty a dibgmi a vzhledem ke
skute&nosti, Ze pra¥ oni jsou hlavnim zdrojem onemagn pro kojence. ¢kovani
proti pertusi je doporktovano pro osoby v Uzkém kontaktu s nejmensisimg tzv.
,cocoon strategy”, zejména pro budouci tedirodte, starSi sourozence, prargali
chavy a zdravotniky. V mnoha zemich je dopsowano i @kovani thotnych Zen.

Analyza a@kovani dosplé populace ukazala, Ze rutinnEkovani dosplych maze
kontrolovat onemoami s relativeé nizkym vakcinanim pokrytim; kolem 40%
proatkovanosti vSech doslych kazdych deset let nebo 65% ptkavanosti pro blizké
kontakty vnimaveého dite (Coudeville L. et al., 2008)

Podle aktualniho @kovaciho kalend& uvedeného na webovych strankach ECDC je
v deviti evropskych statech dopdeni atkovat dosplou populaci proti pertusi séasti
ockovacich kalend#@ bud’ v podol& pravidelného intervalu (jednou za deset let) nebo
v ramci ,cocoon” strategie, ijpadré jako akovani thotnych Zen,obrazek ¢. 4.
Napiklad v Rakousku je dopotano @kovani pro osoby mezi 18. a 60. rokem Zivota

let kazdych deset let kombinovanou vakcinou dTaP-IP
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Obr. ¢&. 4: Doporu¢ené d@kovani proti pertusi u populace nad 9 let v 31 evioskych
statech, duben 2016.

Prevzato z ECDC: http://vaccine-schedule.ecdc.europau/Pages/Scheduler.aspx
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3.16.10 Cocoon strategie

»,cocoon* strategie vychazi ze studii, které prokgzze az 75 % nejmensicktd které
onemocni pertusi, se nakazi pertusi od nejbliz&mhtakti v domacim prosedi.

Z praci z USA, Brazilie, Kanady, Francie a Aust&aliyplyva, Ze dlezitou roli

v prenosu pertuse v domacnosti hraji diispnezi 19. a 39. rokem Zivota a Ze
negasgjSim zdrojem pro kojence byli pravodice, matka a otec. StarSi sourozenci jsou
takécastym zdrojem vzhledem k vyvanuti imunity ptkovani(Wiley KE. et al., 2013,
Baptista PN. et al., 2010, Wendelboe AM. et al072Bisgard KM. et al., 2004).

Smyslem ,cocoon”“ strategie je ochranit nejmenéii ¢gfed onemocEnim pertusi.
»,cocoon" strategie je systéntkovani proti pertusi za#éeny na rodie (matky ped
ot¢hotrenim nebo po porodu) a na vSechny dalSi kontaktgrékgrijdou do styku

s d&tmi behem prvniho roku Zivota. €ovani osob proti pertusi kolem novorozence je
povazovano za prvni krok plosné vakcinace digsp. U studii hodnoticich dinek
oc¢kovani adolescefita dosplych se prokazalo, Ze ,cocoon“ strategie sice veo@ze
k9 - 17 % snizeni typickychripadi pertuse u dostych, ale mé silny negfmy efekt:
bezchyb® a komplex® zavedena ,cocoon” strategieipe snizit poet pripadi pertuse

u céti do # meésial véku az o 70 %.RBisgard KM. et al., 2004, Kretsinger K. et al.,
2006, Forsyth KD. et al., 2007, Wendelboe AM. gt28l07, De Greef SC. et al., 2010)

V idealnim gipadt by otkovani v rdmci ,cocoon” strategie ého probihat jedt pred
narozenim dée nebo ihned po porodu j&tred propudnim z porodnice, minimai
dva tydny ped kontaktem s ditem. ZkuSenosti zd&kolika prograni zavadjicich
»,cocoon® strategii ukazuji, Zze tyto programy vyzadiokonalé naplanovani celé akce

véetn® intenzivni rodéovské edukace.

»,cocoon” strategie aplikovana pouze n&kavani Zen po porodu se ukazala jako
neltinna; u dti pod Sest ®#sial véku se nemocnost pertusi nesniz@agtagnini LA. et
al., 2012) NowjSi studie ukazala, Ze ani kombinace postpartuminage a ,cocoon”
strategie neredukuje pertusi &étidpod 6 ngsiai véku (Healy CM. et al., 2015)

3.16.11 Oc¢kovani novorozencu

Béhem obdobi, kdy se pouZivala wP vakcina, bylo jehmv malo dat o &ovéani

novorozend celobur¢nou vakcinoyProvenzano RW. et al., 1965)
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Takeé pro ¢kovani novorozencacelularni pertusovou vakcinou je stale k dispgeit
omezené mnozstvi studilalasa NB. et al., 2008, Knuf M. et al., 2008, \Wda et al.,
2010) Napiklad ve studii porovnavajiciétd ockované pi narozeni (skupina 1) a pak
podle obvyklého schématu (3., 5., 1lésic) s d@dtmi ockovanymi od ti mésiai
(skupina 2), mly déti z prvni skupiny ve &u 5. nesiai po dvou davkach vakciny
geometrické titry protilatek anti-PT, anti-FHA ataBRRN signifikanté vySSi nez &i
z druhé skupiny, &kované zatim pouze 1 davkou. Véku 6 mesial mély déti z prvni
skupiny signifikantd vysSi titry protilatek anti-PRN a anti-FHA; u afl nebyl

pozorovan vyznamny rozdil mezi&ba skupinam(Belloni C. et al., 2003)

Podle pracovni skupiny WHO pro pertusi z roku 2Qikbzuji gedkezna data, ze
ockovani novorozenc proti pertusi je tinné. Zatim ale neni dopafmvano vzhledem

k nedostaténym udaiim o (Einnosti, bezpénosti a také dostupnosti aP monovakciny.
Nicmére studie ukazuji, Ze jedna davka aP vakciny chrandrmzence fed zavaznym
onemocgnim, a podporuji tak dalSi hodnoceni a grovani strategie akovani
novorozené (WHO SAGE, 2014)

3.16.12 Ockovani zdravotniki proti pertusi

V¢étSina zdravotnik ma i ges @kovani v d@tstvi v dosplém wku nizké hladiny
protilatek proti pertus{Wright SW. et al., 1994 dravotnici jsou ve zvySeném riziku
kontaktu s pertusi; az 1,7x vySSim riziku pertugZ ostatni dospé populace(De
Serres G. et al.,, 2000Rn sami mohou byt potenciondlnim zdrojem infekoe gvé
pacienty(Gehano JF. et al.,1998, Gehano JF. et al.,1999Mg¢thon M. et al.,1999,
Wright SW. et al., 1999).

Ve studii, ktera sledovala vyskyt nediagnostikov@nynfekciB. pertussisv dosglé
populaci, bylo zji&no, Ze v plibéhu peti let m¢lo signifikantni zvySeni hladin
protilatek IgA nebo IgG 90 % zdravotriikz toho 55 % zdravotnikmélo laboratorg
potvrzené d¥ infekce, 17 % rdo tii infekce a 4 % zdravotnikétyii infekce (Deville
JG. et al., 1995)

Cilem akovani proti pertusi vtéto skuginje zabranit onemoe¢ni zdravotnik
a ochranit ped renosem pertuse zejménétské pacienty a imunosuprimované osoby
(WHO, 2010, Murphy TV. et al., 2008, Bryant KAalet2006)
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3.16.13 Ockovani téhotnych proti pertusi

Jednou z moznych strategii z&enych na ochranu nejmensicaHicroti pertusi je také
ockovéani thotnych. Hlavnim cilem axovani v thotenstvi je chranit nejmensitd
prostednictvim posileni maiekych protilatek. Hladina matgkych protilatek je
povazovana za nejtezitejSi faktor ochrany kojericpied onemoceénim. Nicmér po
narozeni dochézi wt velmi rychle k biologickému rozpadu megkych protilatek a az
95 % dti ve wku dvou ngsial jiz nema matiské protilatky detekovateln@/ysoka-
Burianova B., 1961, Van Savage J. et al., 1990akarM. et al., 2003, Healy CM. et
al., 2004, Bisgard KM. et al., 2004, Gonik B. et 8D05, Edwards KM. a Decker MD.,
2013, Healy CM. et al.,2014, Swamy GK. a GarciarBaot R., 2014, Swamy GK. a

Wheeler SM., 2014)

V¢étSina Zen fertilniho &ku byla sice v #dtstvi proti pertusi &kovana, ale ¢&kovani jim
neposkytuje celozivotni ochranu a nevede k trvatéomnosti ochrannych tiir
protilatek(Celko A. et al., 1984).

Oc¢kovani v poslednim trimestruehotenstvi proti pertusi dasré zvySi ochranné
matdské protilatky, kteréigchazi od matkyies placentu jejimu nenarozenémuétdit
Mate'ské protilatky chrani ditv prvnich dvou mésicich Zivota, nez fite byt ékovano
proti pertusi. Ehotné je doporteno @kovat jednou davkou kombinované vakciny
Tdap proti tetanu, difterii a pertusi (vakcina satéckym toxoidem, se shizenym
mnozstvim difterického toxoidu a acelularni pertumo slozkou) Bhem ghotenstvi,

idealrt mezi 28. a 36. tydnenghotenstvi.

Oc¢kovani proti pertusi kombinovanou Tdap vakcinouraviglité je jiz oficialne
doporwovano v mnoha statech.ckbvani €hotnych Zen provadi néglad USA,

Kanada, Izrael, Novy Zéland, Velka Britanie, Be|gistralie.

Aplikace Tdap vakcinyhotnym mezi 28. a 36. tydnem vede k protilatkovpaxidi u
matek a k optimalnimu fpnosu pasivnich matkych protilatek proti pertusi do
krevniho okhu plodu. Koncentrace protilatek v pdpéové krvi je vySSi nez v krvi
mateéské, coz s¥déi o aktivnim transplacentarnimigmosu. VySe hladiny protilatek
a tim mira protektivity pro novorozence je zavisi&radt faktori, mimo jiné na dog,

kterd uplynula od &ovani matky. Vyznamh vysSi hladiny protilatek maji
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novorozenci, jejichz matka byla proti pertusikovana v gravidit (Public Health
England, 2014, Centers for Disease Control and Enéion, 2013, Bechini A. et al.,
2012, Gal SA. et al., 2011).

Hlavni divody, které vedly k dopoteni @ékovat €hotné Zeny proti pertusi:

v

v
v

U kojendi nenmize byt @kovani proti pertusi zahgjendide nez od dvou &siai
veéku.

95 % dkti ve Wku 2 nEsial jiz nema matiské protilatky.

Nejvice jsou pertusi ohroZzeny rigované nebo neupdrockované malé &i.

Ochrana ped zavaznym onemoémim pertusi u &i nastupuje az cca 14 dni po 2.
davce pertusové vakciny.

Dosud neexistuje monovakcina proti pertusi.

Dospeli, a pra¥ zejména matka, jsou repstjSim zdrojem pertuse pro nejmensi
déti.

»,cocoon” strategie (&kovani nejblizSich kontakt kolem kojence — &kovani
rodi¢t, sourozenit, prarodéu, zdravotnik, petovateli) snizuje pertusi u kojeii¢
ale méa sva omezeni.

Ockovani v thotenstvi je d@inngjSi nez vakcinace postpartum — po por¢dysoka-
Burianova B., 1961, Van Savage J. et al., 1990akarM. et al., 2003, Healy CM.
et al., 2004, Bisgard KM. et al., 2004, Gonik Bakt 2005, Edwards KM. a Decker
MD., 2013, Healy CM. et al., 2015, Swamy GK. a @aRutnam R., 2014, Swamy
GK. et al., 2014)

Terranella et al. (Terranella A. et al., 2013%rovnavali nemocnost, pet

hospitalizovanych a get umrti u kojentt a atkovani Zzen proti pertusi ¥hotenstvi vs.

otkovani matek po porodu. Z vysladkvyplyva, Ze vakcinace veéhotenstvi je

preferovana v prevenci kojenecké pertuisstpakcinaci postparturtab. €. 5.
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Tab. €. 5: Srovnani poklesu nemocnosti, gitu hospitalizovanych dti a potu
amrti kojenci u Zen @kovanych proti pertusi v téhotenstvi a po porodu (upraveno

podle Teranella et al.)

Postpartum Oc¢kovani
imunizace v téhotenstvi
Pokles nempcnoost pertuse 020 % 033 %
kojencii
Pokles hli)spltallzovanych 019 % 038 %
ojenci
Pokles amrti kojenai 016 % 049 %

Bezpe&nost a dinnost vakciny s tetanickym toxoidem pghatné a novorozence byly
potvrzeny v dubnu 2014 komisi WHOhe Global Advisory Committee on Vaccine
Safety, WHO" v publikaci ,Safety of Immunization kg Pregnancy{WHO, 2014).
Vtomto pehledu WHO jsou zmimy také vysledky analyzy databaze VAERS
(Vaccine Adverse Event Reporting System, USA) 2@25 — 2010. Nebyly potvrzeny
obavy tykajici se nasledkpro €hotné Zeny, &i a plod po ¢kovani vakcinou Tdap
(Zheteyeva YA. et al, 2012)

Americky kongres porodnika gynekolog (The American Congress of Obstetricians
and Gynaecologists) na zaktadepidemiologické situace v USA v souladu
s aktualizovanym dopotenim Advisory Committee on Immunization Practic&EIP)
doporuil v roce 2012 ¢kovani €hotnych kombinovanou vakcinou proti tetanu, difteri
a pertusi(Centers for Disease Control and Prevention. 2028mmittee on Obstetric
Practice. 2012) Po zavedeni akovani thotnych v USA vzrostla pr@sovanost

Z paiateenich 18,8 % v roce 2012 na 41,7 % v roce 2Klga(banda EO. et al., 2016).

Nebylo prokazano zvysené riziko vedlejSich reakciTdap vakcinaci u¢hotnych Zen
ve tretim trimestru a ani u jejichétd (Munoz FM. et al., 2014, Donegan K. et al., 2014,
Sukumaran L. et al., 2015, Kharbanda EO. et al1l&)0

V Anglii a Walesu bylo dopokieni pro @ékovani ghotnych proti pertusi zavedeno na
podzim roku 2012. Hl&Sena nemocnost pertusi v AngliWalesu vroce 2012
dosahovala 19,07/100 000 obyvatel. V roce 2012 hidSeno 14 umrti na pertusi do
jednoho roku — vSechny¢tl zentely jeS€ pred zavedenim nového vakcémdho
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programu. V roce 2013 byla hlaSena 3 umrtiti, gejichz matky nebyly véhotenstvi
oc¢kovany. Po zavedeni programtkovani thotnych doslo k poklesuiipadi pertuse
0 78 % a hospitalizace o 68 % utiddo # meésiol véku (Amirthalingam G. et al.,
2014).

3.17 O¢kovani v CR

Pravidelné plosné dovani trivakcinou s inaktivovanou celolidnou komponentou
proti pertusi bylo \VCR zah&jeno v roce 1958.¢kbvani se aplikovalo celkemétp
davkamiceskoslovenské dovaci latky proti diftérii, tetanu a pertusi s aaliré¢nou
pertusovou slozkou, jejiz slozeni bylo upravovaromle aktuald kolujicich kmeii

B. pertussis/ populaci.

Jiz v predchazejicich letech bylo provémb ackovani vybranych éskych kolektivi
zahranénimi monovakcinami proti pertusi (z Anglie, SvydarsFrancie), ale dinnost
téchto akovacich latek nebyla dostate, jednak proto, Ze SarZze bylyzné kvality
a jednak proto, Ze nebylo vzdy dodrZzovano schétkavani uvadné vyrobcem a také

proto, Ze se &kovalo velmi nesystematick¥ysoka-Burianova B., 1961).

Az do roku 1994 se aktivni imunizace pro#adpodle nasledujiciho schématu: 1. davka
od 9. tydne Zivota dite, 2. davka za 6 - 8 tydrpo 1. davce a 3. davka za 6 - 8simal
po 2. davce. Revakcitiai davky se podavaly vetku 3 a 6 let.

Vroce 1994 doSlo ke zn¢ ockovaciho schématu s cilem posilit imunitni stav
nejmladsi dtské populace a bylo upraveno podle vystediérologickych pehledi
nasledovi: od 9. tydne Zivota se¢tbm podavaly prvniti davky v 1 - 2 nisicnich
intervalech tak, aby 3. davka byla podana do kdnaeku Zivota, 4. davka v 18. - 20.
mesici vku podle schématu, néjed vSak za pl roku po 3. davce a 5. davka veku 5

let.

V roce 2001 nahradila domaci wP vakcinu (ALDITEPBRApravidelném &kovani
zahranéni celobug¢nd vakcina (TETRAct-HIB) proti difterii, tetanu, nbesi
aHaemophilus influenzagp b.

Od roku 2002 byla na trhu k dispozici aP vakcitapauze z indikace pediatra nebo za
Ghradu. V roce 2005 byla zavedena aP vakcina dadetaého ¢kovani jako 5. davka.

Od roku 2007 je aP vakcina sdgti pravidelného akovani: podle vyhlasky
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¢. 537/2006 ze dne 29. listopadu 2006 dkavani proti infeknim nemocem se od
zatatku roku 2007 pouzivala prockovani d@ti hexavakcina DaPT,Hib,VHB, Polio
podle nésledujici upravy: ,Zakladni¢lmvani se provede v ddbod zapdatého
tiinactého tydne po narozenidé, vzdy vSak az po zhojeni postvak¢imareakce po
ockovani proti tuberkuloze, a téeimi davkami hexavalentntkovaci latky s acelularni
pertusovou slozkou a inaktivovanotkovaci latkou proti fenosné &ské obri (dale
jen "hexavalentni &ovaci latka") v pitb¢hu prvniho roku Zivota dite, podanymi
v intervalech nejmén jednoho misice mezi davkami, @tvrtou davkou podanou
nejmér 6 mssicl po podaniieti davky.Ctvrta davka hexavalentnickovaci latky se
poda nejpozgi pred dovrSenim osmnactéhoésice ¥ku ditte. Reatkovani proti
z&Skrtu, tetanu a davivému kasli se provedkowaci latkou proti amto infekcim

v doke od dovrSeni patého do dovrSeni Sesteho reku ditte.”

Vzhledem k piznivé epidemiologické situaci ve vyskytu tuberkayiéna tzemiCR a
z divoda prodlouzeného zahajovani zakladnihidkavani kwvili nehojici se chrarice
bylo zruSeno ploSnéckovani proti tbc. Zahajeni zakladnihdkovani wetrg ockovani
proti pertusi se posunulo. Podle vyhlasky MZ 273/2006 Sb., o dgovani proti
infekénim nemocem, v platném &m, probiha od 9. tydne Zivotaetni davkami
v pribéhu prvniho roku Zivota, podanymi v intervalech n@gnjednoho nisice mezi
davkami, actvrtou davkou podanou nejmE&En6é mesial po podani feti davky
a nejpozdji pred dovrSenim osmnactéha@sice ¥ku ditte. Reatkovani proti zaskrtu,
tetanu a pertusi se provedékovaci latkou protidmto infekcim v dob od dovrSeni

patého do dovrSeni Sestého rokkwditte.

Od krezna roku 2009 podle vyhlasky MZ 65/2009 Sb., byla do povinnéhokovani
zarazena Sesta, posilovaci (booster) davka proti giestacelularni pertusovou slozkou
od dovrSeni desatého do dovrSeni jedenactého rokku Wditte (spolu se
z&Skrtem, tetanem attdkou enosnou obrnou) s ohledem na incidenci onerrdcn

V nejvice postizenéskove skupiw.

V poloviné roku 2011 byla Narodni imunizai komisi @i Ministerstvu zdravotnictvi
vydana Narodni strategie ¢kovani proti pertusi pro doslou populaci:
http://www.mzcr.cz/Verejne/dokumenty/narodni-stgaeockovani-proti-
pertusi_5195 1985 5.html
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8. prosince 2015 byla Narodni strategé&avani proti pertusi dopéma o Doporteni
pro akovani thotnych zen proti pertusi:
http://www.mzcr.cz/Verejne/dokumenty/doporuceniatai-imunizacni-

komisenikopro-ockovani-tehotnych-zen-proti-per_12.11985 5.html

V Ceské republice jsou registrovany nasledujici vakgiroti pertusi: Adacel (Tdap),
Adacel Polio (Tdap-IPV), Boostrix (Tdap), Boost®clio (Tdap-IPV), Hexacima
(DTaP-Hib-HBV-IPV), Infanrix (DTaP), Infanrix HepiDTaP+HBV), Infanrix Hexa
(DTaP-Hib+HBV+IPV), Infanrix Hib (DTaP-Hib), Infant Polio (DTaP-IPV), Pediacel
(DTaP-Hib-IPV).

v

V tabulce ¢ 4 je uvedeno zakladni slozenitkovacich latek pouzivanych GR
s acelularni pertusovou slozkou. Upraveno podle @@otlivych vakcin ke dni 4. 6.
2016, SUKL.
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Tab. & 4: SloZzeni @kovacich latek pouzivanych VCR s acelulami pertusovou sloZkou (upraveno podle SPC ke t#.6.2016, SUKL,
informace k Adacel Polio vzhledem k nedostupnostspu z roku 2015

. ADACEL BOOSTRIX Infanrix

SLOZENI ADACEL POLIO BOOSTRIX POLIO Hexa INFANRIX | PEDIACEL | HEXACIMA
PT 2,5 pg 2,5 jg 8 1g 8 ug 25 jg 25 g 20 g 25 g
FHA S Hg S Hg 8 Hg 8 1g 25 jg 25 jg 20 g 25 g
PRN 39 39 2,519 2,59 8 1g 8 g 3g
FIM 2+3 5ug 5 ug 0 0 0 0 g 5 Ug
Diphtheriae anatoxinum 2IUC2LH [ 2IU(=2L) [ 21U (2,5LF) | 21U (2,5 L) 301U >2301U 30 Ul 201U
Tetani anatoxinum 20IU(5Lf) |20IU (X5 L) | 201U (5Lf) | 201U (5 Lf) 401U 240U 40 Ul 401U
Hep B 0 0 0 0 10 ug 0 0 10 ug
Inaktivovany viru poliomyelitidy typ 1
(Mahoney) 0 40D 0 40D 40D 0 40D 40D
Inaktivovany viru poliomyelitidy typ 2
(MEF 1) 0 8D 0 8D 8D 0 8D 8D
Inaktivovany viru poliomyelitidy typ 3
(Saukett) 0 32D 0 32D 32D 0 32D 32D
Polysacharid Haemophilus influenzae 10 ug 10 ug 12 ug
typu b (konjug. na tetan. anatoxin) 0 0 0 0 (20-40 pg) 0 (18-30 ug) | (22-36 ug)

1,5mg 1,5mg 1,5mg

Fosfore énan hlinity APO4 (0,33 mg A ] (0,33 mg Al) | 0,2mg Al 0,2 mg Al 0,32 Al 0 (0,33 mg Al) 0
Hydrat. hydroxid hlinity AI(OH)3 0 0 0,3 mg Al 0,3 mg Al 0,5 mg Al 0,5 mg Al 0 0,6 mg Al




Il. SPECIALNi CAST
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4 Popis pouzitych metod

4.1 Surveillance a data o vyskytu pertuse

Byla pouzita epidemiologickéa a mikrobiologicka datayskytu pertuse ze surveillance
programu pertuse, ktery je koordinovan Centremeapidlogie a mikrobiologie (CEM)

Statniho zdravotniho ustavu (SzU).

Onemockni pertusipodléhd \CR povinnému hlaSeni. Surveillance davivého kasle -
pertuse a parapertuse - byla v roce 2008 legiskatimkotvena ve vyhlaSce Ministerstva
zdravotnictviCR &. 473/2008 Sb., ve 2ni pozdjSich gedpigi.

Udaje o celkové nemocnosti pertusi v letech 194964 jsou archivovany v Narodnim
referenim centru pro analyzu epidemiologickych dat, SPata z let 1965 — 1981
jsou pouzita z Ustavu zdravotnickych informaci va#®, zlet 1982 — 1992
z Informaniho systému i@nosnych onemoéni. Data o jednotlivych ifpadech jsou
registrovana od roku 1992 priednictvim informaniho systému ignosnych
onemocini EPIDAT, ktery spravuje Odteni biostatistiky ve Statnim zdravotnim

ustavu.

Epidemiologicka surveillance pertuseCR spa@iva v pravidelném tydennim hlaseni
jednotlivych gipadi pertuse zasilanych na zakiaddaji od osob poskytujicich pé
prostednictvim Krajskych hygienickych stanic (KHS) dara@niho registru EPIDAT,

jehoz odbornym garantem je SzU.

Pripady pertuse jsou hlaseny podle surveillance owe&nd na zaklad klinickych,
laboratornich a epidemiologickych kritérii podle atole legislativy. Vyhlaska
Ministerstva zdravotnictvi. 473/2008 Shb., o systému epidemiologickeldsti pro
vybrané infekce ve Zmi pozdjSich gedpidi, stanovi v klinickych kritériich pertuse, Ze
do Kklinického obrazu pertuse patkaSel trvajici minimalkh 2 tydny s jednim
z nasledujicich iiznaki: zachvaty kasSle, kokrhavy kasSel nebo zvraceni §chwvatu
kasle bez jinych zjevnych fgin nebo apnoicka pauza u kojéncV listu

epidemiologického S#ni kazdéhoifpadu pertuse je dokladovanizpb laboratorniho
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vySeteni. Laboratorni diagn6za pertus€R je provadna kultivatnim, sérologickym
a PCR vySéenim.

Pro hlaSeni fipadi v predchozim obdobi byla pouZzita definicéipadu z \&stniku
Ministerstva zdravotnictvi a podle direktivy EvrégsKomise, dale byly pouzity platné
smernice @islusnych informénich systém a zasady surveillance pertuse zakotvené

legislativnimi pokyny.

Do studovaného souboru byly fraaeny dti ve wku do jednoho roku Zivota
s laboratory potvrzenym onemoeénim pertusi, které byly v obdobi 1997 - 2013
registrovany progednictvim systémuignosnych onemoéni. Celkem bylo ve &ku do
jednoho roku Zivota ve vybraném obdobi nahlaser®o ®@6. Vek déti v mésicich pro

potreby této prace byl stanoven podle us@meho nisice ¥ku v dok& onemocsni.

4.2 Data o poctech zemielych na pertusi

Data o potech zemelych na pertusi ¥eské populaci jsou ziskdvana ptedhictvim
hlaSeni |ék# ze dvou zdrdj. V archivu SZU jsou dostupna data o umrtnostiKasel
davivy, zadusni, zajikavy) na Uzemi historicky&skych zemi ptinaje rokem 1890.
(Pelc H., 1929) Data o po¢tech zenkelych od roku 1919 jsou dostupna na strankach
Ceského statistickéhoradu €SU) ,Zenteli podle podrobného seznamti¢m smirti

a wku“.

Udaje o pti zenrelych osobéach v souvislosti s pertusi byly vyhlgdafEPIDATuU a ve
spolupraci s KHS byly vyzadany zdravotni zaznamy.

4.3 Laboratorni diagnostika

Laboratorni¢ast surveillance pertuse vede Narodni ref@reraboraté (NRL) pro
pertusi a difterii Centra epidemiologie a mikrobigie SZU. Surveillance se sklada
z identifikace kmefn B. pertussisa B. parapertussis piipadré dalSich kmef rodu
Bordetella dorwenych do NRL vramci surveillance. Dale labotatprovadi
vySetovani protilatek protiB. pertussisa B. parapertussisa zaji§uje pimo v SzU
odkery na kultiva&ni a PCR vysééni.
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4.3.1 Izolaty Bordetella pertussis

Pri studiu a porovnavani kmeérm. pertussignolekulari biologickymi metodami byly
pouzity sbirkové a recentni klinické izolaB; pertussis které byly v rdmci narodni
surveillance pertuse dareny do NRL pro pertusi a difterii Statniho zdravbtnistavu.

Pfi NRL existuje unikatni sbirka kménB. pertussisa B. parapertussiskteré byly

ziskany z laboratd klinické mikrobiologie a z laboratb hygienickych stanic
a zdravotnich UstaCR od roku 1964.

Od svého zaloZeni tato unikatni sbikkt celkem 191 vzork zaslanych do NRL od
nemocnych s pertusi v programu narodni surveilla@e roku 1964 do roku 2004
sbirka zahrnuje 99 kménuchovavanych v lyofilizovaném stavu, od roku 2087
cervna roku 2015 shirka obsahuje 92 kihekteré se uchovavaji v zamrazeném stavu
pri teplo& -70 °C.

4.3.2 Molekularné biologické metody

Izolaty B. pertussisziskané v rdmci surveillance pertuse byly vigigg molekulari
biologickymi metodami. Metodou multilokusové antigé sekvenéni typizace
(MAST) byly detekovany a porovnany sekvence koédujiejdilezit¢jSi povrchové
imunogenni struktury - gen pro S1 podjednotku eveho toxinu (ftxA) oblast 1

a oblast 2 genu pro pertaktiprfA), gen pro fimbrie typu 3fin3)— a oblast promotoru
genu pro pertusovy toxinp(xP) odpovdného zatfizeni exprese pertusového toxinu

a dalSich vyznamnych fakitovirulenceB. pertussis

Pro metodu MLVA (multilocus variable number tandeepeat analysis) byla rigje
provedena PCR amplifikace UseRNA obsahujicich analyzované tandemové repetice
a nasleda vySetena v genetickém analyzatoru. Zggal se poet VNTR (Variable
number of tandem repeat), variabilnihoc¢too tandemovych repetic u jednotlivych
kmeni B. pertussis Hodnoty délek VNTR repetic byly porovnany s howmoi
uvedenymi pro jednotlivé VNTR v mezinarodni datab@ [ww.mlva.net]. Pro kazdy
testovany kmen bylo provedeno 5 VNTR reakci a psletthé analyze produkt
auceni alel byl stanoven MLVA profil. MLVA profil je woren kombinaci 6

piirozenych ¢isel oznaujicich pdet repetic u jednotlivych VNTR alel. Kazdému
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MLVA profilu bylo ptifazeno pirozenécislo, ozndujici péislusny MLVA typ (MT).
Znamé MT byly pitazeny porovnanim v databédzi znadmych MT [www.mlvé.ne
Kmeny, jejichz MLVA profily neodpovidaly Zzadnémudosud znamych MT, byly pro
ovéreni p@tu repetic testovany sekvenaci a odeslany do RINRykginstituut voor

Volksgezondheid en Milieu, Nizozemsko), kéteni a pirazeni MT.

Metodou multilokusové sekveéni typizace (MLST) byla zji®vana klonalni diverzita
58 kmerii B. pertussisKkmeny, izolované 'R bshem obdobi 1967 - 2010, byly voleny
na zaklad liSicich se charakteristik ziskanych metodami MASWILVA.

Metoda sleduje fragmenty sedmi gemdk, fumC, glyA, tyrB, icd, pep@Apgm,které
byly analyzovany v kapilarnim sekvenatoru. Dataabiyasledé vyhodnocena pomoci
software Lasergene (DNASTAR, USA). Porovnanim aigka sekvetnich dat

s celos¥tovou MLST databézi (http://pubmist.org/bordetglliayly urceny alelické
varianty jednotlivych genovych lokéis jejich kombinaci sekveéni typy (ST).

4.4 VySetreni citlivosti k antibiotikiim volby a alternativam u

kment Bordetella pertussis

Ke stanoveni citlivosti kmenB. pertussiszolovanych od paciefits davivym kaslem
vletech 1967 — 2010 vramci néarodni surveillaneatyse v CR byla pouZita
antibiotika @Zn¢ pouzivand pro terapii pertuse: erytromycin, ktartycin,
azitromycin, ciprofloxacin a kotrimoxazol. Minimalrinhibi¢ni koncentrace (MIC)
antibiotik byla vySatna referetni dilucni agarovou metodou, na Bordet-Gengou agaru

s 15 % defibrinované @y krve.
4.5 Statistické metody

K porovnavéani dat byly pouzityébné statistické ukazatele, jako je nemocnostéitéur
vybrané skupi&é populace, specifikované zejméngkem a pohlavim. Byl sledovan
pocet hospitalizovanych osob akmvani proti pertusi. Epidemiologicka data byla
analyzovana zejména podle specifické nemocnostiesem k ¥ku, s dirazem na

pertusi nejvice ohroZzenou skupinttidio jednoho roku Zivota.

K stanoveni celkové a specifické nemocnostijpgdré umrtnosti, byla pouzita
demograficka data pravidelzverejiovanaCSU.
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Laboratorni data ziskana molekul&rbiologickymi metodami ze sekvenatoru byla

nasledg vyhodnocena pomoci software Lasergene (DNASTARAUS
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5 Prehled dosazenych vysledkt

5.1 Trend pertuse u déti do jednoho roku Zivota v Ceské

republice v letech 1997 - 2013

U déti do jednoho roku Zivota, podobjako v cel&eské populaci, byl od devadesatych
let minulého stoleti zaznamenan trvaly tsdrhlaSené incidence onemeénn pertusi.

V dlouhodobém trendu hlasené incidence pertusétiudd jednoho roku jsou znatelné
pravidelné 3 — 4leté cyklické vykyvy v zavislost apidemickém a neepidemickém

roku, graf €. 2

Graf ¢&. 2: Pertuse, celkova incidence a incidence &tildo 1 roku zivota na 100 000
obyvatel, CR, 1997 - 2013
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Do studovaného souboru byly raaeny dti ve wWku do jednoho roku Zivota
s laboratory potvrzenym onemoeénim pertusi, které byly v obdobi 1997 - 2013
registrovany progednictvim systému ipnosnych onemoéni EPIDAT. Nejnizsi
hlaSena incidence pertuse &¢tidlo jednoho roku Zivota byla zaznamenana v r@&8s81
incidence 1,1/100 00Oi@dstavovala pouze jederfigad; jednalo se o onemaen
mesicni hokicky. NejvysSi hldSena incidence byla evidovana er@013, kdy bylo
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hlaSeno 34 fipadh pertuse u &i do jednoho roku Zivota, incidence 31,3/100 000
obyvatel.

Ve sledovaném obdobi 1997 — 2013 bylo nahlaSeno @igadi pertuse u &i do
jednoho roku zivota.

VétSina dti ve sledovaném obdobi onemeken béhem prvnichétyd mésiai Zivota,
témet 77 % (204/265), respektivétem Sesti isial Zivota - 87 % (231/265).

Ve skupirg mirne pievazoval poet chlapd nad divkami; onemoe¢io 137 (51,7 %)
chlapdi a 128 divek (48,3 %).

Pertuse, @&kovani
Ze sledovaného souboru 26&idchebylo ged z&atkem, prvnimi fiznaky onemoaini
oc¢kovano proti pertusi 79 %t (209/265) graf €. 3.

Graf ¢. 3: Pertuse, pdéet davek @kovani u déti do jednoho roku Zivota podle
dosaZeného résice ¥ku pied onemocinim, CR, 1997 — 2013
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Nejvice neodkovanych dti ze sledované skupiny, 69 % (182/265) resp. 13.99/265),
onemocslo béhem prvnichityt, respektive Sesti ésial.

Pred vznikem onemoeéni bylo jednou az iemi davkami vakciny proti pertusi
oc¢kovano 21 % &i (56/265): jednou davkou bylaikovano 29 dti, dwma davkami 9

dati a femi davkami 18 é&ti.
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Kontraindikace okovani n€lo 19 % dti (50/265). NejastjSi kontraindikace

k ockovani byly neurologické, dale nizkyk/ nebo nedonoSenost, nachlazeni nebo
nezhojena chradka po BCG vakcinaci.

PodrobrjSi rozbor pdétu davek okovani, které byly é&em aplikovany fed
onemocgnim, ukazuje, Ze uk@ené tidavkové ékovani u dti do jednoho roku Zivota
bylo dosazeno pouze u 6,8 % sledovanykth(d8/265).

Pertuse, hospitalizace

Ve sledované skupén bylo v souvislosti s pertusi vletech 1997 — 20d€8kem
hospitalizovano tést 75 % dti (198/265). V jednotlivych letech kolisal ¢
hospitalizovanych &i od 55 do 100 %. &tSina dti byla hospitalizovana
s onemoc#nim v prvnich étyfech mésicich Zivota - tégf 81 % (161 ze 198
hospitalizovanych), respektive v Sestiésitich Zivota 90 % (180/198). Nejvice
hospitalizovanych &i podle jednotlivych résial véku bylo po ukoteném prvnim
mEsici Zivota, tens 27 % dti (53/198),graf ¢. 4.

Graf ¢. 4: Pertuse, hospitalizace u &i do jednoho roku Zivota podle dosazeného
mésice ¥ku, CR, 1997 — 2013
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Pertuse, umrti

Ve sledovaném obdobi 1997 — 2013 do3lGeské republice kstyfem umrtim dti do
jednoho roku Zivota: v roce 2005 umrtiésigniho chlapce, v roce 2007 damrti
ctyfmésiéni divky, vroce 2008 umrtityitydenni haticky a v roce 2009 umrti
dvounesicni divky. Tri déti nebyly atkovany proti pertusiz divodi nizkého ¥ku.

U ¢tvrtého ditte bylo zahajeni&kovani odloZzeno pro nachlazekieré v3ak jiz pdilo

k prvnim giznakim fatalniho onemoemi pertusi Ve vSech¢tyiech gipadech byl

zdrojem onemoaini ¢len blizké rodiny.

5.2 Vypracovani podkladia k navrhu aktualizace vakcinaéni

strategie

Kontinudlni naiist pertuse v mnoha statech je velkym problémem é®gns ohledem
na pertusi nejohroz&si vekovou skupinu &i do jednoho roku Zivota. Se vi&tajici
nemocnosti dospivajicich a deékgh se zvySuje riziko onemoéni nejmensich &ti.
Onemocgni pertusi je nejrizikadjSi pro nedkované nebo neuptockované malé éi

vzhledem k moZnému rozvoji zadvaznych komplikadipadnému umrti.

Na zaklad dlouhodobého vzestupného trendu nemocnosti peutudii do jednoho
roku Zivota VCR jsme vypracovali dopoteni pro ékovani ghotnych Zen proti pertusi,
které bylo pedloZzeno Ministerstvu zdravotnict'R. Po projednani odbornymi
spol&nostmi bylo doporéeni dne 8. 12. 2015 publikovano na strankach Narodn
imunizani komise (NIKO) pi Ministerstvu zdravotnictvi  CR.

http://www.mzcr.cz/Verejne/dokumenty/doporuceni-namodni-imunizacni-

komisenikopro-ockovani-tehotnych-zen-proti-per 1118 1985 5.html

Hlavnim cilem ¢kovani v €hotenstvi je chranit nejmen&étdprostednictvim posileni
transplacentalnihoipnosu specifickych matgkych protilatek na plod a do mekého
mléka. Dostaténa hladina matskych protilatek je povazovana za negkitejSi faktor
ochrany ped onemocEnim u novorozenc a kojené@ do doby, neZz u nich bude
zahajeno &ovani. \ktSina Zen fertilniho &ku byla v dtstvi proti pertusi &kovana,
nicméré ockovani v dtstvi ani prodlané onemoacini neposkytuje celozivotni ani
dlouhodobou ochranu.d®ovani v poslednim trimestrahotenstvi proti pertusi dasre

zvySi ochranné maiské protilatky, které igchazi od matky ips placentu jejimu
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nenarozenému dfi. K prestupu matiskych protilatek dochazi po 30. tydrilhotenstvi
a @i ockovani v ptibéhu tretiho trimestru ghotenstvi dochazi kipnosu nejvysSich
koncentraci matskych protilatek. Renesené maiteké protilatky pasivé chrani di¢
v prvnich 2 - 3 misicich Zivota, nez fize byt @ékovano proti pertusi. #® o¢kovani
v pribéhu €hotenstvi je dosahovano vysSich hladin specifickymtotilatek v
matégském mléce nezipockovani Zen po porodu. DalSim cilemkovani ghotnych
Zen je navozeni ochrany u samotné Zeny a snizeikaripg'enosu nakazy na

nea:kovaného novorozence a kojence.

Téhotnym Zenam je dopafano nechat se ¢kovat jednou davkou kombinovane
vakciny proti pertusi, difterii a tetanu (Tdap, eaka s tetanickym toxoidem, se
snizenym mnozstvim difterického toxoidu a acelulgoartusovou slozkou) ¢hem

tehotenstvi, idedkmezi 28. a 36. tydnenghotenstvi.

Zenam, které nebylysovany v ghotenstvi proti pertusi, je dopa@eno podani jedné
davky Tdap vakciny ihned po porodu, aby se minipaatalo riziko genosu

onemockni na novorozence.

5.3 Studium souboru izolati B. pertussis molekularnimi

metodami

Ve spolupréci s NRL pro pertusi a difterii se paeegoprvé VCR zavést molekularni
metody studia izolétB. pertussismultilocus variable number tandem repeat analysis
(MLVA), multilocus antigen sequence typing (MASTdmoci sekvenace geérprnA
oblast 1,prnA oblast 2,ptxA ptxP a fim3 na automatickém sekvenatoru, a metoda

multilocus sequence typing (MLST).

VysSetovany byly izolaty ze sbirky kménB. pertussisNarodni refere¢ni laboratde

pro pertusi a difterii. Soubor izotatpokryva vice jak padesatileté obdobi pouzivani
celoburgcné a acelularni vakciny. Z archivnich lyofilizovahykmer se podélo
oZivit pouze 44 izoldi z iznych obdobi. P feSeni projektu bylo tedy ze sbirky izdlat

B. pertussisanalyzovano celkem 136 archivnich a recentnich Kmen
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5.3.1 Vysledky sekvenace, MAST

Ve studii bylo analyzovano 136 kmeB. pertussiz obdobi 1967 — 201%5€rven),
které bylo rozdleno na Xasové useky:
1: 1967 — 1980, obdobtkovani celobu&nou vakcinoweskoslovenské
vyroby a klesajiciho trendu vyskytu pertuse,
2: 1990 — 2007, obdobi satAmého pouzivani zahramich vakcin, celobugné
i acelularni vakciny a gatku vzestupného trendu vyskytu pertuse,
3: 2008 — 2015, obdobikovani zahrarni acelularni vakcinou a pokigiciho

vzestupneého trendu vyskytu pertuse.

Sekvenaci oblasptxP bylo zjiS€no, Ze u izolat z roku 1980 a starSich se vyskytovala
pievazmrt alelicka variantgptxP(1) V roce 1970 se vyskytl kmen s netypickou varianto
ptxP (tabulka 1). U izolat zlet 1990 az 2007 se s@sré s variantouptxP(1)
vyskytovala i variant@txP(3) kterd od roku 2008 zcelaqvazila.

Pokud jde o sekvengitxA u kmeri izolovanych do roku 1980 se vyskytovaly sasré
varianty ptxA(1) a ptxA(2) U kmeni izolovanych od roku 1990 se jiz vyskytuje pouze
variantaptxA(1)

V piipact oblastiprnA se u kmei izolovanych do roku 1980 vyskytovaly s@sré
varianty prnA(1) a prnA(3), v roce 1970 se vyskytl kmen s netypickou variarmmA
(tabulka 1). V obdobi 1990 — 2007 se vyskytovalgiargty prnA(1), prnA(2) aprnA(3),
od roku 2008 pevazuje variantgrnA(2) V roce 2010 se vyskytl netypicky kmen, u
néhoz se sekvence oblagtinA shodovala se sekvenci typickou pro knBordetella
parapertussisV roce 2014 se vyskytl kmen s netypickou varianpsnA(2) a v roce

2015 se vyskytly 3 kmeny s alelickou variantouA{d).

Sekvenace oblastim3 ukazala, Ze kmeny izolované do r. 1980 byly nasékdlické
variantyfim3(1), vobdobich 1990 - 2007 a 2008 — 2010 se vyskytujansy fim3(1)
afim3(2)

Alelicky profil (AP) izolati ve tech srovnavanych obdobich se liSi. V prvnim obdobi
(1967 — 1980, wP vakcina) byly kaptji zjistény profily: ptxP(1), ptxA(2), prnA(1),
fim3(1) ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1)e druhém obdobi (1990 - 2007#ephod
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na aP vakcinu) byl n&gsgji zjisteén profil ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2Ye tetim
obdobi (2008 — 2015, aP vakcina) zcelaviadaly dva alelické profily, které se
v prvnim obdobi wbec nevyskytovaly:ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2); ptxP(3)
ptxA(1), prnA(2), fim3(1).

U izolati z obdobi 1967 — 1980 a 1990 — 2007 se vyskytoyltadré sérotyp Fim3,
v obdobi 2008 — 2015 se vyskytuji sérotypy FimaZEiFim2,3.

U izolati z paatku sledovaného obdobi (1967-1999), kdy aslddku aplikace
celoburgéné vakciny poklesla nemocnost pertusCR (70. a 80. léta), byla
identifikovana genova struktura, ktera odpovidaldtire antigennich slozek pogd

vyvinutych acelularnich vakcin.

U izolath z obdobi po roce 2007 byly zjsty strukturni zrdiny u sledovanych markier
(ptxA, prnA, fim3 (tabulka ¢&. 7). S timto nalezem koreluje téz strukturniénmptxP,

kde doslo k mutaci indukujiciB. pertussigvysenou produkci toxinu.

Sekvenaci oblasti genonpixP, ptxA prnA afim3 u kmeri B. pertussidyly potvrzeny
zmeny alelickych variantéchto oblasti. Vyskyt kme&nnesoucich nové alelické varianty
narista po roce 1995 na ukor knienesoucich variantygpodni. Vysledky studie Ize
interpretovat jakocast&ny geneticky unik patogennich kmierB. pertussismimo

acinnost pertusovych vakcifZavadilova J. et al., 2015)
5.3.2 Vysledky metody MLVA

Analyza souboru 136 izokatrozdtleného natt skupiny s ohledem na trend vyskytu

onemocgni pertusi na GzentiR a na pouzivanoukovaci latku, ukazuje, Ze:

» v obdobi @¢kovani celobu&nou vakcinouc¢eskoslovenské vyroby a klesajiciho
trendu vyskytu pertuse byly u izolar let 1967 — 1980 zji&y MLVA analyzou
negasgji dva klonalni komplexy MT12 a MT29, metodou MASTjisteny
negastji dva profily
v ptxP(1) ptxA(2) prnA(1), fim3(1)a
v ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1),

e v obdobi sou&ného pouzivani zahranich vakcin, celobuftné i acelularni
vakciny a poatku vzestupného trendu vyskytu pertuse, tedyecketl990-2007,
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byl MLVA analyzou v Uvodu zjign klonalni komplex MT29 a od roku 1993 byl
nahrazen komplexem MT27, metodou MAST bylkasgji zjistén profil
v ptxP(3, ptxA(1), prnA(2, fim3(2).,

* v obdobi @kovani zahrarini acelularni vakcinou a pokagiciho vzestupného
trendu vyskytu pertuse, tedy od roku 200&dovna 2015, byloip MLVA analyze
zZjisténo, Ze zcelaievladal klonalni komplex MT27, metodou MAST bylasgjno,
Ze zcela pevladaly dva fibuzné profily, které se v prvnim obdobi nevyskylgv
v ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2)

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

MLVA analyzou souboru kme&nB. pertussisizolovanych z klinického materidlu na
tzemiCR v obdobi 1967-2015¢¢rven) byl prokazan pokles genetické diverzity ve
studované populaci a Zmy v zastoupeni &etnosti jednotlivych MT. Tyto zémy Ize
charakterizovat jako postupny @&t vyskytu celosstové rozstenych MT vCeské
republice na ukor MT region&irunikatnich. Fevazujicim MT, stejf jako ve tSing
geografickych oblasti s dlouhodbproatkovanou populaci, je MT2{LzZicarrova D. et
al., prjaty k tisku, 2016)
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Tabulka €. 7: Pfrehled vyslediki MAST analyzy

Obdobi i;;’féeﬁ; Pt Alelicky profil (AP) Cepost gg”(‘&s)'
ptxP(1), ptxA(2), prnA(1), fim3(1) 14 43,7%

1967- ptxP(1), ptxA(1), prnA(1), fim3(1) 5 15,63

1980 32 4 ptxP nova, ptxA(2), prnA(1) nova, 1 313
fim3(1) ’
ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1) 12 37,5
ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1) 3 23,08

1990- ptxP(1), ptxA(1), prnA(1), fim3(1) 1 7,69

2007 13 5 ptxP(1), ptxA(1), prnA(2), fim3(1) 1 7,69
ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(1) 2 15,38
ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2) 6 46,1%
ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(1) 49 56,04
ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2) 37 39,56
txP(3), ptxA(1), prn-parapert.,

2008 g1 | g | sy o .
ptxP(3), ptxA(1), prnA(4), fim3(1) 3 3,3
txP(3), ptxA(1), prnA(2) nova,
ﬁmS((l)) PXA(L), pPrnA(2) 1 1,09

5.3.3 Vysledky MLST

Metodou multilokusové sekveéni typizace (MLST) byla zji®vana klondlni diverzita
58 kmerii B. pertussisStudované kmeny, izolovan& R za obdobi 1967 — 2015, byly
voleny na zaklaglliSicich se charakteristik ziskanych metodami MASVILVA.

Izolaty vykazovaly jednotny sekvémi typ ST-2 Bhem celého studovaného obdobi.
Zawrem této analyzy je zhodnoceni metody MLST jakoandiskrimina&ni a tudiz

nevhodné pro detaiéfsi studium kmet B. pertussis

V souladu s navrzenymi praktickymi vystufggeni projektu bylyigdloZzeny podrobné
molekularni charakteristiky zji&é u studovaného souboru izdaldB. pertussiske
kuratorskému posouzeni. Udaje byly umiigt v celos¢tové databazi, na

hitp://pubmlst.org/bordetella/ obrazek €. 5. Centralni databazové prieti zaji$uje

odbornikim operativni dostupnost informaci o molekularnicte@demiologickych
charakteristikach kmeén patogefi, vyskytujicich sec¢i Siticich se ve sMovych
regionech. Do databaze byly poskytnuty podrobngeldAST analyzy¢eskych izolai
B. pertussis- obrazek¢. 6.
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5.4 Srovnani ¢eskych izolati B. pertussis v mezinarodni studii

Pt spolupraci na projektu “Coordination of activiidor laboratory surveillance of
whooping cough in Member States and EEA countiis$$ odeslano k analyze celkem
20 ¢eskych izolai B. pertussigz let 2008 - 2012, které byly zpracovany metodolarbu
gelové elektroforézy (PFGE, pulsed field gel elgghoresis). Navic byly tyto kmeny
vySeteny metodou MLVA a MAST, genotypizaci a sérotypizamenyB. pertussis
k vySeteni metodou PFGE byly poslany do National InstifateHealth and Welfare ve
Finsku a kmeny k vyS&gni metodou MLVA, genotypizaci a sérotypizaci bghjeslany
do National Institute for Public Health and the Eoment v Nizozemi.

Ve studiibylo vySeteno celkem 466 izolatB. pertussize 13 evropskych zemi z let
1998 — 2012. Metodou MAST byly sekvenovany oblgst promotor pertusového
toxinu a dalSi geny kodujici proteiny pouzivanécglalarnich vakcinach: pertusovy
toxin, pertaktin, fimbrie 2 a fimbrie 3. Vysledky alekularni analyzy ukazuji na
podobnost populac8. pertussisve 12 zemich, kde seckuje vakcinou s acelularni
pertusovou sloZzkou, a na Zmau odliSnost izoldt z Polska, kde se dosudkoje

vakcinou s celobunou pertusovou slozkou.

V Evrope sowasre pouzivané aP vakciny obsahpjkA2 a ptxA4 polska wP vakcina
obsahujeptxA2 Soubor studovanych izotatbyl v alele prxA homogenni; ze 429
analyzovanych kme&nobsahovalo celkem 428 izaldtevakcinalni alelptxAl

Souwasre pouzivané aP vakciny obsahpjhl a prn7, polska wP vakcina pouzenl
Ve studii byly ve 12 zemich identifikovangrnl, prn2, prn3 a prnl3. Alela prn2
dominovala v letech 1998 — 2001 s frekvenci 84 &§, frekvence se postupn

navysovala az na 99 % v letech 2007 — 2012.

Ve studii byly nalezeny BtxP alely, ptxP1, ptxP3a ptxP20(alelaptx20byla nalezena
v CR v letech 2007 — 2012). Ve 12 zemi ve studii bglgistrovano zvyseni prevalence
ptxP3izolati, z 57 % v letech 1998 — 2001 na 97 % v letech 20@D12. V Polsku

dominovaly izolaty ptxP1

Zawry studie ukazuji, Zeipsrovnani izolét B. pertussismélo 12 stab (Belgie, CR,

Dansko, Finsko, Francie,&Wecko, Irsko, Nizozemi, Norsko, Sgtsko, Svédsko a
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Velka Britanie) velmi podobnou popula8. pertussis zatimco polské izolaty byly
vyznammé odliSné. lzolaty, které cirkulovaly ve vSech zemibyly odliSné od kmen
vakcinalnich v jednom nebo vice sledovanych anggk(Van Gent M. et al., 2015)

5.5 VySetieni minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotik u

kmenti B. pertussis

V ramci pertusové problematiky jsme se zabyvdilieditou otazkou, zda kmenB.
pertussiskolujici vceské populaci jsou dostédte citlivé na cilenou antibiotickou

terapii. Studie citlivostB. pertussisia antibiotika nebyla ¢R nikdy provedena.

Dohodli jsme se na spolupraci s Narodni refémériaboratdéi pro antibiotika pi
vySetovani minimalni inhikini koncentrace antibiotik u sbirkovych a recentnich

kmeni B. pertussis

Cilem prace bylo vyS&ni citlivosti k antibiotiim volby a alternativam ip léceni
pertuse u 70 kmeénB. pertussiszolovanych od paciefits davivym kaSlem v letech

1967 — 2010 v ramci narodni surveillance pertus®ky

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) erytromycinu, klaritromycinazitromycinu,
ciprofloxacinu a kotrimoxazolu byla vy$eha referetni dilucni agarovou metodou, na

Bordet-Gengou agaru s 15 % defibrinovanéi éwve.

VSech 70 kmein vySetovaného souboru bylo inhibovano éva koncentracemi
erytromycinu a azitromycinu (0,06 a 0,12 mg/l), rklamycin inhiboval kmeny ve
ttrech koncentracich (0,03; 0,06 a 0,12 mg/l), nejvkéacentrace v rozmezi MIC byla
u téchto ti podobnych antibiotik identicky 0,12 mg/l. Koncexde erytromycinu
inhibujici 90 % kmen byla o jeden stugieredni dvojnasob#& geometrick&ady nizsi
(0,06 mg/l) nez byla Mlgy u klaritromycinu a azitromycinu (0,12 mg/l). Viegh
kmeny inhibovala jedina koncentrace 0,06 mg/l dips@cinu a d¥¢ koncentrace

kotrimoxazolu (0,12 a 0,25 mg/l).

Studovany soubor 7@&eskych kmeti B.pertussis se podle vysledk jevi jako
homogenni co se & minimalni inhibéni koncentrace antibiotik, netbeSechny kmeny

byly inhibovany d¢ma az temi nizkymi koncentracemi.
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Ve sbhirceceskych izolal nebyl potvrzen zadny kmeR. pertussisinhibovany vyssi
koncentraci  erytromycinu, klaritromycinu, azitronmye, ciprofloxacinu ani
kotrimoxazolu(Jakubi V. et al. 2015)
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Obrazek ¢. 5: Ukazka registracec¢eskych izolati Bordetella pertussis/ celosétové
MLST databazi

£ Searchfbrowse database - Bordetella PubMLST - Internet Explorer

pubmist.ora)
(2 Searchfbrowse database -B... %

Query: Search | Profile/ST P
Breakdown: Isclate fields | Scheme/alleles | Publications
Links: Centents | Home | Options | Profiles/sequences definitions

)

Search or browse Bordetella PubMLST database

Enter search criteria or leave blank to browse all records. Modify form parameters to filter or enter a list of values.
Isolate provenance/phenotype fields Display/sort options
country I~][= [Czsch Repubiic [+]e Order by: [id |gescending[]
Display- [10 - records per page &

Action

Reset Submit

16 records returned (1 - 10 displayed). Click the hyperlinks for detailed information.

Pace {2 =) (o

Isolate fields @

MLST
[disease] country [vear| host |adk umc [olyA B[ cd] popA [pgm ST|clonal complex [rdA 765
1 1 3 1 1 1 2

3288 CR 121 CR 84837 B. pertussis nasopharynx pertussis Czech Republic 2003 human 1 ST-2 complex

g7 CR 117 B. pertussis nasepharynx pertussis Czech Republic 2003 human 1 1 1 3 1 1 1 2 ST-2complex

396 CR 135 B. pertussis nasopharynx pertussis Czech Republic 2008 human 1 1 1 3 1 1 1 2 ST-2 complex

395 CR 130 B. pertussis nasopharynx pertussis Czech Republic 2008 human 1 1 1 3 1 ¥ ¥ 2 8T-2 complex

394 CR 116 B. pertussis nasopharynx pertussis Czech Republic 2008 human 1 1 1 3 G § 1 1 2 8T-2 complex

393 CR 114 B. pertussis nasopharynx pertussis Czech Republic 2008 human 1 1 1 3 j ¢ 1 1 2 8T-2 complex

392 CR122 B. pertussis nasopharynx pertussis Czech Republic 2008 human 1 1 1 2 1 1 1 2 ST-2 complex

391 CRS9 B. pertussis nasopharynx: pertussis Czech Republic 2004 human 1 1 1 3 T 1 1 2 8T-2complex

390 CR 314 B. pertussis nasopharynx pertussis Czech Republic 1993 human 1 1 1 3 1 1 1 2 8T-2 complex

339 CR 1420 B. pertussis nasepharynx pertussis Czech Republic 1967 human 1 1 1 2 a1 1 2 ST-2complex ¥
[Rs% -~

Obrazek ¢. 6: Ukazka udaja v MLST databéazi u vybranéhoéeského izolatu

e Query: Search | Profiie/ST
¥ ‘,/' Breakdown: Isolate fields | Scheme/alleles | Publications
Links: Contents | Home | Opfions | Profiles/sequences definitions |

_ Toggle: @
| Full information on isolate CR 121

Provenance/meta data

id: 388 comments: 13 yr-cld female, ptxP{3)}-pbcA(1 }-prnA(2)-im3(2);
isolate: CR 121 supported by IGA MZ CR NT/14058-3
alias: CR 84237 sender: Jana Zavadilova, National Institute of Public Health,

Prague, Czech Republic

curator: Karen Register, Respiratory Diseases of Livestock
Research Unit, USDA/ARS/National Animal Disease
Center, Ames, |A USA (E-mail

species: B pertussis
site: nasopharynx
disease: periussis

couniry: Czech Repubiic karen register@ars usda.gov)
region: South Bohemia update history: |1updste| show details
year: 2008 date entered: 2015-03-16
host:  human datestamp: 2015-03-16

Schemes and loci

F105% -
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6 Diskuze

6.1 Epidemiologicka situace a vakcinace

Rozbor epidemiologickych charakteristik gtiddo jednoho roku Zivota €R v letech
1997 az 2013 prokazal stoupajici trend oneroicnktery ve svém vyvoji tési
kopiruje trend nemocnosti celé populace. Obdobm@ase je rovéZ popisovana
v mnoha dalSich zemich, kde doSloikghodu z celobuiné vakciny proti pertusi na
vakcinu s acelularni pertusovou slozkou. Sist@m pdétu nemocnych u adolescént
a dosplych stoupa nemocnost a umrtnost nejmenséth(\@HO, 2014).

HlaSena onemoeni pertusi viiznych zemich vykazuji cyklicky charakter stejako
v predvakcingni &e, coz znamena, Zeuyodce onemocii, bakterie Bordetella
pertussis stale koluje v populadiCherry JD., 2012, Mattoo S. a Chery JD., 2005)
U vékové skupiny dti do jednoho roku Zivota €R vletech 1997 aZ 2013 se
v dlouhodobém trendu hlasené incidence vyskytiijiak ctyileté epidemické cykly.
Tyto cykly koresponduji s dlouhodobym cyklickym rideem pertuse v celéeskeé

populaci.

Patty hlaSenych fipadi mohou byt ovliviny mnoha faktory. Obe¢rse ale odhaduje,
Ze hlaSené fipady pertuse twd jen malouc¢ast skuténého stavu, kolem 1 — 36 %
(Miller E. et al., 2000, Strebel P. et al., 200&n&inson D., 1995Nemocnost pertuse
je zn&né podhlasend; studie z Nizozemi dokonéedpoklada, Zze na 1 hlasengigad
piipada 685 fipadh nehlasenychde Melker HE J Infect 2006V CR je v pd@tu
hlaSenych fipadi stale znany rozdil, jak podle &u, tak v jednotlivych okresech.
Rozdil je dan mnoha faktory, zejména rozdilnyistopem v aplikaci surveillance
pertuse, vetné dostupnosti diagnostikujicich laboréito moznostmi |ékal cilerg
pacienty vySdbvat a v neposledriadd spolupraci ek a pacienta a zodp&nosti
pacienfi kK sol# a ke svému okoli, ochotou |ékahlasit infekni onemoc#ni atd.
(Fabianova K. et al. 2013)

Ve skupirg dosglych jsme v hldSenychiipadech dlouho registrovali dvaetelné
protichidné smdry: na jedné stranvyrazny pokles hlaSené incidence po devatenactém

roce ¥ku, vzhledem k vysoké incidenci pertuse u teenagédanliw nelogicky, a na
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straré druhé zarovie postupi se zvysSujici p&et gipadi u adolesceiit a dosglych.
Nanist diagnostikovanychifpadi ve skupig nad 19 let je dan praypodobr lepsi
informovanosti 0 mozném vyskytu onem&ch u dosplych, a tim i snahou
identifikovat pivodce onemoani ze strany laické a odbornérgmosti, nez skut@aym
naristem pertuse. Jiz vvroce 1952 #mje profesor RasSka moznost pertuse
u dosglych a jeji ptibéh jako atypicky, lei. Na tuto moznost séasem zaponiho
a onemoc#ni zistavalo a mnohde staléstava doménouétského Iékestvi a u dosglé
populace je tudiz podievané, nepoznané, podhlasené. Hlavninodem paradoxniho
dlouhodol sledovaného prudkého poklesu nemocnosti kolemaigho roku Zivota
bude pravdpodobré - v disledku znény praktického lék&e - i znE€na v gistupu
k onemocsni, k pfipadné pracovni neschopnosti apod., kterd vychébzilédan

a pacieni samotnychFabianova K. et al. 2013)

Hlavnim @inosem ©kovani proti pertusi je sniZzeni rizika zavaznychibghi
onemockni u ckti. Prioritou WHO je dosahnout u vSechitid 90% a vysSSi
proatkovanosti alespp tiemi davkami pertusové vakciny. Prvni davku WHO
doporiuje v 6. tydnu Zivota, nasledujici @wdavky by ngly byt v rozestupu 4 - 8
tydnd, pricemz posledni davka zakladnihékovani by ngla byt aplikovana do 6.
mesice ¥ku (WHO, 2010) Obecr plati, Ze pro ochranurgd onemocknim gripadre
pied zavaznym gibéhem onemockni je feba aplikovat minimakhdwve davky vakciny

s acelularni pertusovou slozkou. Podle Svédskdesmig@tem davek klesa incidence

onemockni v populaci dti do jednoho roku ZivotéGustafsson L. et al., 2006)

Od zahajeni celoplodnéhockmvani vCR vroce 1958 bylo didavkové schéma
ockovani proti pertusi sa@asti @kovaciho kalend& ckti. Podle udaj poskytovanych
WHO se u nas pra@iovanost temi davkami proti pertusi minimanv poslednich
deseti letech udrZuje nad hranici 97(WHO vaccine-preventable diseases: monitoring
systém, 2015) O¢kovani vSak neposkytuje celozivotni ochrandi Rbzboru dat

o ogkovani u hladenychifpad: pertuse VCR za obdobi 1998 - 2008 bylo zfi§ib, ze
ockovano proti pertusi bylo celkem 90,1 % osob. Koetpl ackovani @ti pripadre
vice davkami bylo vykazano u 75,3 %igadi. Ve wkové skupig 10 - 14 let, ktera
méla nejvysSi nemocnost ve sledovaném obdobi, onetftmaelkem 46,6 % osob.
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VSech 5 davek &ovani proti pertusi podle platného schématu bylikavano u 91,3

% piipadi z této wkové skupiny(Fabianova et al., 2009)

Zacatek @kovani se \CR postupt upravoval z pivodnich ti aZ pti mésiai ditste

vroce 1958, fes 9. a 13. tyden az na 9. tyden Zivotdjnu 2010. Posledni posun
v ockovani byl mimo jiné zfisoben narstajicim pdtem gipadi pertuse v populaci
a zvySenym rizikem onemo&mi pro nejmensi &i. V pribéhu obdobi 1997 — 2007
doSlo postup® k nahrazovani celobatné vakciny okovaci latkou s acelularni
pertusovou sloZzkou. Vroce 2007 aP vakcina zcelaradidla dosud pouZivanou

celoburg¢nou akovaci latku proti pertusi.

V ceském okovacim kalenda je stanoveno, aby prvniitdavky vakciny proti pertusi
byly détem aplikovany do jednoho roku Zivota. Ze sledoyangouboru 265di nebylo
pied z&atkem onemocami ockovano proti pertusi ani jednou davkou vakciny 269
(79 %). KtSina nedkovanych dti vSak nedosahla v ddlmnemocini véku nutného
pro zahgjeni ¢kovani. Kontraindikace aovani nélo 50 cti. Nejvice nedkovanych
déti ze sledované skupiny, celkem 75 %tid199), onemoatio béhem rizikovych
prvnich Sesti ®sial Zivota; podle doporteni WHO by ale tyto &i jiz mély byt
ockovany temi davkami. Podle platného &m ockovaci vyhlasky by &i v naSem
souboru nily byt poprvé dkovany mezi 9. az 13. tydnem Zivota. Od ud@meho
tretiho nesice do roku Zivota vSak nebylo ani jednou davke&koweano 74 dti. Z 265
hlaSenych fipadi pertuse bylo 56 @i (21 %) @&kovano jednou aziémi davkami
vakciny proti pertusi: jednou davkou bylékovano 29 dti, dwéma davkami 9 &i
a ttemi davkami pertusové vakciny 1&tid V pribéhu Sesti tydi onemocslo po
prvnim akovani 27 dti, po druhém ¢&kovani 6 dti. Lze gedpokladat, ze &Sina
Z chto dti byla akovana jiz v inkub&ni dok& onemocgini nebo se s onema#imim
setkala v kratké dabpo aikovani, pravdpodobré od nejblizSich¢lena rodiny, jak

potvrzuji recentni studie.

Onemocsini pertusi je pro nejmensétdzavazné svym fibchem a zejména moznymi
komplikacemi. Proto by di mély byt vzdy hospitalizovany a dény na
specializovanych pracovistich. V USA bylo hosp#aliano vice jak 50 %éti do
jednoho roku Zivota, které onematnpertusi. \étSina z hospitalizovanychsti byla ve
véku do Sesti nssial (CDC, 2014) V naSem sledovaném souboru bylo v souvislosti
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s pertusi hospitalizovano v letech 1997 — 2013vgrné¢ 75 % dti. V jednotlivych
letech kolisal péet hospitalizovanychdti od 55 do 100 %. V prvnicttyfrech nésicich
Zivota byla ¥tSina dti hospitalizovana s onemasrim, téngi 81 %.

Ve sledovaném obdobi 1997 - 2013 bylo nahldSencstipdmictvim systému
pienosnych onemoéni 265 gipadi pertuse u &i do jednoho roku Zivota. &Sina dti
naseho souboru onemata bechem prvnichétyt mésiai Zivota, téndt 77 % respektive
béhem Sesti iésial Zivota - 87 %, tedy v obdobi, které je z hledisk@mocgni pertusi
pro nejmensi &i nejvice rizikové. Onemoeni nejmensSich &i mize probihat velmi
zavazg, zejména do 6 wtsial veku, a jejich |€ba by vzhledem k moznym Zivot
ohrozujicim komplikacim ®a probihat vzdy ve zdravotnickémiizaeni. Zavaznost
onemocgni pro malé ¢ti potvrdila v roce 2010 nef¥Si kalifornska epidemii pertuse za
poslednich 63 let. HIASena nemocnoXf do 6 nésial byla 441,7/100 000 obyvatel,
coz predstavovalo 1257ffpadi, a zentelo 10 d@ti ve wku < 2 mesice (California
Department of Public Health, 2011)

V sledovaném souboruéd vCR ve wku do jednoho roku Zivota bylo celkem
hospitalizovano tégt 75 % dti, nicmér v pribéhu jednotlivych let dochazelo
k zna&nym vykywim v paitu hospitalizovanych &i. U novorozent a kojené byva
typickému klinickému obraz(Swamy GK. a Wheeler SM., 20B4hrozi tak nebezpe
oddéaleni spravné diagn6z§asna diagnostika a terapie je ipads pertuse u malych
déti velmi dilezita. Je proto nezbytné pouzit k laboratornimivizeni pertuse u
malych dti vSechny dostupné metody, zejména PCR a kultivagiipact kultivace
B. pertussige Zadouci posilat izolaty do NRL pro difterii arfusi Statniho zdravotniho
Ustavu Praha k dalSi charakterizadi. &hamnéze a diagnostice u malychi ge nutné

patrat i po zdravotnim stavuiipadré onemocsni blizkych kontaki ditéte.

Podle vyhlasky Ministerstva zdravotnictR ¢. 306/2012 Sb. by #h byt kazdy gipad
akutni pertuse hospitalizovan. Je tidedity pozadavek zejména z epidemiologického
hlediska; ¥asna izolace nemocného a cilena antibioticka teragabrani $éeni
onemoceni na dal3i osoby. Dlouhod®le viak VCR primérné roéné hospitalizovano
ze vS8ech hlaSenych osob s pertusi pouze 10 %. plElgt hospitalizovanych osob

s pertusi s¥d¢i zejména o problematické a pozdni diagnéze one#émdcna které se
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podili mnoho faktar (Fabianova K., 2011).Adolescenti a dosfi se tak stavaji
zdrojem onemocmi pro své okoli. Pro nejmensitdjsou nefasgjSim zdrojem pertuse
praw rodinni gislusnici a pibuzni Bisgard KM. et al., 2004, Schellekens J. et al.,
2005, Kretsinger K. et al., 2006, Wendelboe AMalet2007, Wendelboe AM. et al.,
2007)

Od roku 1919 byly na Gzemi byvaléfieskoslovenska hladenyerg desitky az stovky
piipadi Umrti v souvislosti s pertusi. Prochazka a Kryhgopise Prakticky Iéka roku
1959 uvedli, Ze v letech 1949 — 1956 #elm v souvislosti s pertusi 2972 osob, z toho
96 % byly d@ti do & meésiar véku (Prochazka J. a Kryl R., 1959Jejich data jsou
porgkud odlisna od dat umrtnostiGSU. V dostupnych datech o Gmrtich na pertusi
dochazelo a dochazi k diskrepancim, které jsotsdpeny zejména historickymi
zménami ve zfisobu hlaSeni a &ovanim primarni ficiny umrti, ktera ne vzdy
respektuje zakladni onemaan. Rikladem je nasledujici dohlaSeni umrti v roce 2012.
Umrti v souvislosti s pertusi bylo dohlaSeno u dkewaného ditte z roku 2008.
Jednalo se atyitydenni divenku, narozenou ve 36. gé&stan tydnu, kterd byla
hospitalizovana pro akutni bronchitidu s nasledmgavojem fatélni rozsahlé bilateralni
pneumonie. Umrti v souvislosti s pertusi bylo débio po epidemiologickém semi

na zaklad laboratornich vysledkditéte aclena rodiny poétyrech letechi{Fabianova K.

et al. 2013)

Zavedenim chloramfenikolu doclgy pertuse a celoplosnéh@kovani v padesatych
letech minulého stoleti doslo rychle k vyraznémilesu incidence adtiské umrtnosti.
Od roku 1960 do roku 1983 bylo zaznamenano celkemn2rti v souvislosti s pertusi.
Od roku 1984 do roku 2004 nebylo hlaSeno zadnéiukrstudovaného souborwtd
byla v pfibéhu 17 let registrovana 4 umrti; v letech 2005, 200008 a 2009, kdy
v souvislosti s pertusi zaely ctyfi dosud nedkované dti. Ve trech gipadech se
jednalo o dti, které byly ¥kowve prilis malé pro zahajenickovani, vectvrtém gipads
bylo zahajeni &ovani odloZzeno pro respinai infekt, ktery vSak byl jiz kataralnim
stadiem pertuse. Podle epidemiologickéhoieset byl ve vSech ifpadech zdroj

onemocgni v rodirs.

Sledovéani hladiny a dynamiky transplacentdpienesenych protilatek proti pertusi
prokézalo, Ze ve 4. tydnu Zivota ma protilatkygduze 21 % &i a ve 2. nisici Zivota
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je wtSina dti naprosto bez obrannych latek proti onemtoc¢rzpisobenénB. pertussis.
Biologicky polatas pasiva ziskanych matskych protilatek je totiz relativnkratky
(Espozito S. et al., 2012, Castagnini LA. et all20/ysoka-Burianova B., 196T)ato
skute&nost byla jednim zi/odi posunu zahajenickovani vCeské republice ¥jnu
2010 do 9. tydne Zivota. Koncentrace protilatelkupgnikové krvi je vySSi nez v krvi
mateéské, coz s¥déi o aktivnim transplacentarnimigmosu. VysSe hladiny protilatek
a tim mira protektivity pro miminko je zavisla re faktori, mimo jiné na dof ktera
uplynula od ¢kovani matky (Bechini A. et al.,, 2012)Vyznamri vysSi hladiny
protilatek maji novorozenci, jejichz matka byla fpqmertusi ékovana v gravidit (Gall
SA. et al.,, 2011)Viak zemi, napiklad v USA, Kanad, Velké Britanii, Izraeli,
Islandu, bylo od roku 2010 postupdoporieno a zahajenoc¢kovani thotnych zen
vakcinou s acelularni pertusovou slozkou se snizemihozstvim antigen (Tdap).
Podle recentnich studii neredukujekavani matek po porodu a ,cocoon“ strategie
onemocgni pertusi u &i do 6 nesiar véku. Cckovani thotnych Tdap vakcinou v
kombinaci s ,cocoon” strategii se proto dogaje v mnoha statech jako néjpangjsi

metoda, ktera snizuje morbiditu a mortalitu nejniemskti.

Vzhledem k néistu pertuse Ceské republice je nutné a nezbytné pro ochranu
nejmensich é&i udrZet i nadale co nejvySsSi ptkovanost a zavest takova ofeati,
kterd by minimalizovala fignos pertuse na n#d@vané dti. Znamena to co nejlépe
vyuZzit sodasné dostupné vakciny proti pertusi. Dogeni pro é¢kovani €hotnych Zen

je na&jnéfteseni, nez budou k dispozici vakciny nové generace.

6.2 Antigenni variabilita kment Bordetella pertussis izolovanych

v Ceské republice
Sekvenaci oblasti genonmixP, ptxA prnA a fim3 u kmerii B. pertussiszolovanych
v CR byly potvrzeny zrtny alelickych variantdchto oblasti. Vyskyt kmennesoucich

nové alelické varianty nastal po roce 1995 na uUkor kmiemesoucich varianty

pavodni.

Zmeny ve struktile antigennich determinarB. pertussis,které vedou ke zvySeni

odolnosti kmenf cirkulujicich v hostitelské populaci a% selekcnimu tlaku
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postvakcinanich protilatek, mohou byt jednou #Efn narstajici incidence pertuse

v populacich s vysokou prékovanostiMooi FR., 2010).

Nejcastjsi alelicky profil ptxA(1), ptxP(3), prnA(2), fim3(2pn fim2(1) sowasré
cirkulujicich kmeri ve s¥té je odliSny od profilu kmein pouzitych k vyrob vakciny
(Litt DJ. Et al., 2009, Van Loo IH. a Mooi FR., Z)0Navic gibyvaji izolaty, které
neexprimuji PRNBouchez V. et al., 2009, Lam C. et al., 2014)

Alelicka variantaptxP(3) v sowtasnosti ve sst¢ dominuje(Kallonen T. a He Q., 2009)
a rekteré studie indikuji, Ze kmeny gifwmnosti variantyptxP(3) maji zvySenou
virulenci ve srovnani s kmeny s varianfaP (1) (King AJ. et al., 2013)

Nejnowjsi studie ve Velké Britanii prokazala, Zze geny jgd antigeny aP vakciny se
meéni vice, nez geny ostatnich povrchovych prdteifioto platilo jiz fed zavedenim
ockovani proti pertusi, ale po zavedeni aP vakcimy js/to zngny vice vyjadeny
(Sealy KL. Et al., 2014)

V zemich s dlouhoda@bvysoce protkovanou populaci se po ri&tu incidence pertuse
z&tala sledovat geneticka variabilita oblasti kédaficintigenni determinanty nebo
faktory patogenityMooi FR. et al., 1998, Mooi FR. et al., 1999, B¥K. et al., 2001,
Hallander HO. et al., 2005, Gzyl A. et al., 200¥yznamna variabilita byla zji&a

v oblastech kédujicich S1 podjednotku PT, promgiemu pro PT, oblast 1 genu pro
PRN, velkou podjednotku fimbrii typu 2 a(@an Loo IH. et al., 2002, Litt DJ et al.,
2009)

Nejrozstensjsi aP vakcina, pouzivana k plodné vakcinaci tak®yobsahuje antigeny
piipravené z typového kmene Tohama I. Tento kmenomtelem alelickych variant
ptxP(1), ptxA(2) a prnA(1) (Bart MJ. et al., 2014)tedy €ch, které jsou v populad.

pertussisna Uzem{CR na Ustupu, ifpadré jiz vymizely. To miZze byt gicinou snizené

acinnosti aP vakciny.

Vysledky naSi studie odpovidaji nalez v dalSich evropskych i mimoevropskych
regionech s dlouhodébvysokou prodkovanosti populace. Bt hlaSené nemocnosti
pertuse \CR, zpisobené krom dalSich faktok také antigen® zmenénymi kmeny,

sowasné aP vakciny dlouhodbbeovlivni.
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6.3 Minimalni inhibi¢ni koncentrace u kmenti B. pertussis

K vySeteni minimalni inhibini koncentrace antibiotik bylo poskytnuto 70 Kklkych
izolath B. pertussiskteré byly v programu narodni surveillance pestdsrieny do
Narodni referetni laboratde pro pertusi a difterii v letech 1967 az 2010. [8wuse
podle nasich vysledkjevi jako homogenni co se¢ty MIC antibiotik, neb6 vSechny
kmeny byly inhibovany déma - femi nizkymi koncentracemi antibiotik. Nebyl tudiz
potvrzen zadny kmen inhibovany vyssi koncentragir@mycinu ani Zadného jiného ze

¢tyi dalSich vySébvanych antibiotik.

K antibiotické terapii pertuse se pouzival chloraniiol, pozdji erytromycin. Res
pievazre dobrou klinickou odpad na l&bu infekci zg@sobenychB. pertussisbyl
erytromycin pro vyskyt nezadoucichc¢itki posléze nahrazen lépe snaSenym
klaritromycinem nebo azitromycine(Mandell GL. et al., 2009, John Hopkins POC-IT
Guides, Hoppe JE., 1996, Mertsola J. a He Q.).

Selhani 1éby u pertuse se vyskytuje zcela vyjim& Nicmérg od roku 1982 je
zaznamendvan sporadicky vyskyt kmeB. pertussisrezistentnich k erytromycinu
(Bannatyne RM. a Cheung R., 1982, Bannatyne RMean@ R., 1984, Lewis K. et al.,
1995, Korgenski K. a Daly JA., 1997, Hill BC. et,&000, Yao SM. et al., 2008).
Podrobné analyzy &Siny takovych pipadi ukazaly jako prawgpodobnou ficinu
selhani Iéby nedostat&ou imunologickou kompetenci pacienta infikovan&hmenem
B. pertussisktery bylin vitro inhibovan nizkymi koncentracemiiplusnych antibiotik
pouzivanymi k jeho k&b¢ (Hoppe JE., 1996, Halsey N. et al., 1980zhledem k tomu,
Ze tyto rezistentni kmeny vegmvznikly mutaci v genu 23S rRN¢@Bartkus JM. et al.,
2003), nehrozi jejich epidemické rozéni, jak by tomu mohlo byt u rezistence
zpisobené geny vazanymi na plazmidu, nicénpro heterogenni charakter rezistence

mohou takové kmeny unikat pozornosti.

Pro dobry klinicky efekt antibiotik volby afedpokladanou citlivostigwodce k ¢émto
a mnoha jinym antibiotikn se nedoporiwje provadt rutinni vySeteni antibiotické
citlivosti, neba@ standardni metoda doposud neni k dispozici, zé&keysledky jsou
obvykle zatizeny inherentnimi chybami a v rutinnirap maji nizkou

reprodukovatelnost.ii®inou jsou nut@ini naroky a nizkatstova rychlosB. pertussis
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Existuje nejednotnost v dopa@enych metodach pro vy$eni citlivostiB. pertussisve
volbé pady, druhu krve a jeji koncentrace #dg, a v koncentraci inokulaertsola J. a
He Q., Hoppe JE. a Tschirner T., 1995, Hoppe JEaalus T., 1998).

Pres tyto nesnaze se dopéuje provadt surveillance antibiotické citlivosti kmén
B. pertussisizolovanych z geograficky definovaného Uzemi volaldi, ktera ma
pottebné zkuSenosti s vysehim MIC nardnych bakterii. Je nutno zvolitigu, obsah
a druh krve dodavané daiqly, kterA umo#uje dostatény rist kmeri, neinterferuje
v8ak s dinnosti antibiotik. V tomto usgadani Ize ziskat vysledky, které informuji
o dynamice &inku antibiotik v definované populaci bakterii achgtit vyskyt kmerd,

které jsou inhibovany vyssimi koncentracemi antikio
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7 Zavér a zhodnoceni cila

Soubor izolat Bordetella pertussig CR pouZzity v praci je jedin@my svym rozsahem
a délkou obdobi, které pokryva. Studium sbirkovgctecentnich izolatB. pertussis
metodami molekularni biologie poskytldadu prioritnich vysledk které byly
publikovany.

Byly potvrzeny zngny alelickych variant genomptxP, ptxA prnA a fim3 u kmeri
B. pertussigzolovanych vCR v obdobi 1967 — 2015. Bylo zji#io, Ze vyskyt kmei
B. pertussis CR nesoucich nové alelické varianty isté po roce 1995, tedy v souladu

s celkovou hlaSenou nemocnosti pertuse.

Sekvenaci oblasti genonpixP, ptxA prnA afim3 u kmeri B. pertussidyly potvrzeny
zmeny alelickych variantéchto oblasti. Vyskyt kmennesoucich nové alelické varianty
nariista po roce 1995 na ukor knienesoucich variantytpodni. Vysledky studie Ize
interpretovat jakocast&ny geneticky unik patogennich kmierB. pertussismimo

acinnost pertusovych vakcin.

MLVA analyzou souboru kme&nB. pertussisizolovanych z klinického materidlu na
tzemiCR v obdobi 1967-2015 byl prokazan pokles genetitikérzity ve studované
populaci a zrany v zastoupeni @etnosti jednotlivych MLVA tyf. Tyto zneny lze
charakterizovat jako postupny Bétr vyskytu celosstové rozstenych MT vCeské
republice na ukor MT region&inunikatnich. Fevazujicim MLVA typem je MT27.
Tento vyvoj je moZzné pozorovat celéswe v oblastech s dlouhodstproatkovanou

populaci proti pertusi.

Bylo zjiSténo, Ze vybrané izolatB. pertussimevykazovaly fi studiu metodou MLST
klonalni diverzitu; podél celého studovaného obdgliazovaly jednotny sekveéni typ

ST-2. Bylo konstatovano, Zze metoda MLST jako méakkmiminani je nevhodna pro

Vi s

Metodami molekularni biologie jsme prokazali, Z&€R se vyskytuji nové klony
B. pertussisvzniklé selektivnim tlakem vakcinace s vlastnostkigré jim umo#uji

vyhnout se dostateé &innosti pouzivanych vakcin.
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Data ziskand metodami molekularni biologie byla kgtaita do mezinarodnich
databézi (MLST, MLVA) k o¥teni a registraci.

Bylo zjisténo, Ze soubor izolatB. pertussisz CR je homogenni co sed& minimalni
inhibi¢ni koncentrace antibiotik, neb@Sechny kmeny byly inhibovany jednou &nhi
nizkymi koncentracemi antibiotika. Nebyl tudiz paen Zadny kmen inhibovany vyssi

koncentraci erytromycinu ani Zadného jinéh@tge dalSich vysébvanych antibiotik.

Rozborem epidemiologické situace bylo potvrzenoy & od 90. let minulého stoleti
stoupad nemocnost pertusi ve vSechkovych kategoriich. Nést hlaSenych ifpadi
pertuse \Weské populaci je spojen se zvySenou nemocnostiendjich dti, véetns
hospitalizace a komplikaci spojenych s onen¢éa@m. \étSina dti do jednoho roku
zivota vVCR onemocni pertusi éhem prvnich ii mésiai Zivota, tedy je% pred

zahajenim pravidelnéhakovani.

Ministerstvu zdravotnictviCR byl v pitibhu feSeni projektu i@dlozen néavrh
doporweni k ugesréni vakcin&ni strategie proti pertusi GR. Na zaklad
dlouhodobého vzestupného trendu nemocnosti pentudti do jednoho roku Zivota
v CR jsme vypracovali dopoteni pro @ékovani ghotnych zen proti pertusi aeuloZili
Ministerstvu zdravotnictv€R. Po projednani odbornymi spét®stmi bylo doporéeni
dne 8. 12. 2015 publikovano na strankdch Narodohip&ni komise pi Ministerstvu

zdravotnictviCR.
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8 Souhrn

Cilem bylo zdokumentovat vyvoj a vyskyt oneméainpertusi VCR zejména s ohledem
na pertusi nejohrozéj$i skupinu dti do jednoho roku zZivota. S&asti prace bylo
zodpowzeni otazky, zda recentni vzestup nemocnosiRvneni zfisoben novymi
liniemi B. pertussisproti nimZ jsou satasné vakciny ne&inné, a zda jsou cirkulujici

kmenyB. pertussigitlivé na antibiotika volby.

Byla pouzita data o vyskytu pertuse ze surveillgprogramu. Do studovaného souboru
bylo zaazeno 265 &i ve wWku do jednoho roku Zivota s laboratérpotvrzenym
onemocgnim pertusi z obdobi 1997 — 2013.

Izolaty B. pertussisziskané v rdmci surveillance pertuse byly vig®y molekulari
biologickymi metodami — MAST, MLVA a MLST.

Bylo provedeno stanoveni citlivosti kmerB. pertussisizolovanych od paciefit

v letech 1967 — 2010 k zakladnim antibidtik pro I&bu pertuse.

Rozborem epidemiologické situace bylo potvrzenoy €& stoupa od 90. let minulého
stoleti nemocnost pertusi ve vSeakovych kategoriich, §etng déti do jednoho roku
Zivota. Témdt 77 % dti onemocslo pertusi Bhem prvnich¢tyi mésial Zivota jesk
pied zahajenim pravidelnéh@kovani; 79 % ¢&ti nebylo ged z&atkem onemocmi
ockovano proti pertusi ani jednou davkou vakciny.

Metodami molekularni biologie bylo prokazano, z&€R se vyskytuji nové klony
B. pertussisvzniklé selektivnim tlakem vakcinace s vlastnostkigré jim umo#uji
vyhnout se dostateé &innosti pouzivanych vakcin.

Ve sbhirceceskych izolat nebyl potvrzen zadny kmeR. pertussisinhibovany vyssi
koncentraci  erytromycinu, klaritromycinu, azitronmye, ciprofloxacinu  ani

kotrimoxazolu.

K lepSimu monitorovani situace byla @tids potvrzenym onemoénim pertusi do
jednoho roku Zivota od 1. 1. 2015 zavedena zvySamm@eillance ve spolupréci
s Ministerstvem zdravotnictvi a krajskymi epideromy. Ministerstvu zdravotnictvi byl

predlozen navrh dopoteni pro @ékovani thotnych Zen proti pertusiOR.
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9 Summary

The aim was to document the trend in pertussieendzech Republic (CR) with regard
to the infant population under one year of age,ctvhs at highest risk for pertussis.
Another point was to answer two questions: 1) wiiethe recent rise in pertussis cases
in the CR is caused by new lineages Bofpertussis,against which the available
vaccines are not effective, and 2) whether theukiting strains ofB. pertussisare

susceptible to antibiotics of choice.

Data on pertussis cases were derived from the ifanae programme. Two hundred
and sixty-five children under one year of age wiboratory confirmed pertussis,
diagnosed between 1997 and 2013, were includethanstudy.B. pertussisisolates
obtained within the surveillance of pertussis wekamined by molecular biological
methods — MAST (multiantigen sequence typing), MLYfAultilocus variable-number
tandem-repeat analysis), and MLST (multilocus seqedyping).B. pertussisstrains
isolated from patients between 1967 and 2010 vested for susceptibility to first-line
antibiotics for the treatment of pertussis.

The analysis of the epidemiological situation conéd an upward trend in pertussis in
the CR since the 1990s in all age categories, divatuchildren under one year of age.
Nearly 77 % of children acquired pertussis during first four months of life before
receiving the vaccine; 79 % of children with pesiaswere not even recipients of a
single dose of pertussis vaccine.

Molecular biological methods revealed new clonesBopertussisin the CR, that
emerged under vaccine selection pressure, withegptiep enabling vaccine escape.

No strain of B. pertussisfrom the collection of Czech isolates required ightér
concentration of erythromycin, clarithromycin, &zdamycin, ciprofloxacin, or co-

trimoxazole for inhibition.

To improve the monitoring of the situation, enhahsarveillance of children under one
year of age with confirmed pertussis has been imeided in cooperation with the
Ministry of Health and regional epidemiologistsc@rl January 2015. The proposal of
the recommendation for pertussis vaccination igpaacy was submitted to the
Ministry of Health of CR.
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Trend pertuse u déti do jednoho roku zivota
v Ceské republice vletech 1997-2013

ICentrum epidemiologie a mikrobiologie, Statni zdravotni Ustav, Praha
ZQddéIeni biostatistiky a informatiky, Statni zdravotni Ustav, Praha
3Ustav epidemiologie, 3. LF UK, Praha

SOUHRN

Cil prace: Popis epidemiologické situace u déti ve véku
do jednoho roku Zivota, které onemocnély pertusi v letech
1997-2013 v Ceské republice.

Material a metodiky: Do souboru byly zafazeny déti ve véku
do jednoho roku zivota s laboratorné potvrzenym onemoc-
nénim pertusi, které byly v obdobi 1997-2013 registrovany
prostrednictvim systému pfenosnych onemocnéni. Celkem
bylo ve vybraném obdobi nahlaseno 265 déti ve véku do
jednoho roku zivota. U déti v sledovaném souboru byla hod-
nocena vybrana demograficka data, pocet hospitalizovanych
déti a ockovaci anamnéza.

Vysledky: U déti do jednoho roku zivota byl od devadesa-
tych let minulého stoleti zaznamenan trvale stoupajici trend
hlasené incidence onemocnéni. Nejnizsi hlasena incidence
pertuse u déti do jednoho roku Zivota byla zaznamenana
v roce 1998 (1,1/100 000 obyvatel), nejvy$si v roce 2013
(31,3/100 000). V obdobi 1997-2013 bylo v CR prostfednic-
tvim systému prenosnych onemocnéni hlaseno celkem 265
déti ve véku do jednoho roku Zivota s onemocnénim pertusi,
128 divek a 137 chlapct. Vétsina déti ve sledovaném obdobi

ABSTRACT

Fabianova K., Sebestova H., Bene$ €., Zavadilova J.,
K¥izova P., KFiz B.: Pertussis trend in children under one
year of age in the Czech Republic in 1997-2013

Study objective: To characterize the epidemiological situa-
tion of pertussis in children under one year of age in the
Czech Republic in 1997-2013

Material and methods: The study cohort consisted of chil-
dren under one year of age with laboratory confirmed per-
tussis reported to the communicable disease system from
1997 to 2013. A total of 265 pertussis cases were reported
in children under one year of age over the study period.
Selected demographic data, need for hospitalization, and
vaccination history were evaluated in the study cohort.
Results: Children under one year of age have shown a steady
upward trend in reported cases of pertussis since the 1990s.
The reported incidence of pertussis in this age group was the
Jowest in 1998 (1.1/100 000 population) and the highest in
2013 (31.3/100 000). In 1997-2013, 265 pertussis cases were
reported in children under one year of age, 128 females and
137 males, to the communicable disease system in the Czech

UvobD

Ped tficeti lety byl ve svété zaznamendn navrat pertuse
ve v&tginé vyspélych statd. Dramaticky nartist pfipadi je
registrovan zejména v poslednich deseti letech. Hld$end one-
mocnéni pertuse vykazuji v soucasnosti pravidelny cyklicky
charakter podobné jako v pfedvakcinaéni éfe, coz znamena,
e Bordetella pertussis stale koluje v populaci [1, 2]. Onemocnén{
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onemocnéla béhem prvnich ctyf mésictl Zivota, témér 77 %.
Z 265 déti nebylo pred zacatkemn onemocnénim ockovano
79 %, minimalné jednou davkou vakciny proti pertusi bylo
v dobé onemocnéni ockovano 21 %. Hospitalizovano v sou-
vislosti s pertusi bylo 75 % déti. Vétsina déti, témér 81 %, byla
hospitalizovéna s onemocnénim v prvnich ctyfech mésicich
ivota, respektive v sesti mésicich zivota - 90 %.

Zavéry: Béhem obdobi 1997-2013 byl v Ceské republice
zaznamenan stoupajici pocet pripadl onemocnéni pertusi
u déti do jednoho roku Zivota. Vétsina z déti onemocnéla
v prvnich &tyfech mésicich zivota a nebyla v dobé onemoc-
néni otkovana proti pertusi. Tato skutecnost jednoznacné
podporuje dliraznéjsi doporucovani,,cocoon” strategie; tedy
o¢kovani proti pertusi u nejblizsich kontakt( kojence, déle po-
silovaci ,booster” davku pro osoby ve véku 25 let a zaroven
otevira otdzku zavedeni ockovani téhotnych.

KLiCOVA SLOVA:

pertuse u déti do jednoho roku Zivota - incidence - mor-
talita - hospitalizace - ockovéni

Republic. Most of these children, nearly 77 %, developed
pertussis within the first four months of life. Of the 265
children, 79 % were not vaccinated before the onset of the
disease and 21 % were immunized with at least one dose of
pertussis vaccine before developing the disease. As many as
75 % of the children with pertussis needed hospitalization.
Most of them, nearly 81 %, were hospitalized with pertussis
in the first four months of life and 90 % of them in the first
six months of life.

Conclusions: In 1997 - 2013, an upward trend was observed
in pertussis cases in children under one year of age. Most
children developed the disease within the first four months
of life while not vaccinated against pertussis. This fact un-
ambiguously supports the ,,cocoon* strategy, i.e. vaccination
of the closest contacts of the child, and a booster dose at 25
years of age. At the same time, a question arises whether to
provide vaccination to pregnant women

KEY WORDS:

pertussis in children under one year of age - incidence -
mortality - hospitalization - vaccination

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol, 63, 2014, ¢. 4, s. 270-277

pertusi se vyskytuje ve viech vékovych skupinich; u déti,
adolescentfi a dospélych. Zejména u adolescentt a dospé-
Iych ma onemocnéni &asto atypicky priibéh a zfistava proto
nepoznano. Pravé dospéli a dospivajici, zejména nejblizsi
piibuzni, jsou nejéastéjsim zdrojem onemocnéni pro vni-
mavé kojence [3, 4]. ZvySeny vyskyt osob s pertusi v populaci
miiZe vést ke zvy$eni nemocnosti a imrtnosti u déti [5]. Déti,
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Kkteré maji nizky vék pro otkovani nebo nejsou plné ockované
tfemi davkami vakciny proti pertusi, jsou ve vysokém riziku
onemocnéni a ptipadnych komplikaci [6, 7]. K vét§iné Gmrti
spojenych s pertusi dochdzi u kojencti, ktefi maji nizky vék pro
ockovani, tedy mladsich t¥i mésict véku. ZvySeni nemocnosti
atmrtnosti u déti do jednoho roku Zivota hlasené z vétsiny vy-
spélych zemi, napi. zUSA, Kanady, Australie, Velké Britanie,
je alarmujici [8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15].

Také v Ceské republice je od 90. let minulého stoleti u déti do
jednoho roku Zivota, podobné jako u celé populace, zazname-

nan trvale stoupajici trend hldgené incidence onemocnéni’

pertusi. Po dlouhé dobé byla evidovana i 4 amrti kojenctl
(vletech 2005-2009).

V ptedkladané praci jsou popsany vybrané epidemiologické
charakteristiky 256 déti do jednoho roku Zzivota, které one-
mocnély pertusi v letech 1997-2013.

MATERIAL A METODIKA

V Ceské republice patii pertuse k povinné hlagenym infeké-
nim onemocnénim prostfednictvim osob poskytujicich péci
a krajskych hygienickych stanic. Data o jednotlivych ne-
mocnych jsou hldSena od osob poskytujicich péci tizemnim
pracovistim krajskych hygienickych stanic (KHS). Z KHS
jsou pfes informaé¢ni systém pfenosnych nemoci EPIDAT
shromazdovana v Narodnim referenénim centru pro analyzu
epidemiologickych dat ve Statnim zdravotnim astavu (SZU).
Piipady pertuse byly hldSeny podle surveillance onemocnéni
na zakladé klinickych, laboratornich a epidemiologickych
kritérii. Do souboru byly zafazeny déti ve véku do jednoho
roku Zivota s laboratorné potvrzenym onemocnénim pertusi,
které byly v obdobi 1997-2013 registrovany prostfednictvim
systému prenosnych onemocnéni. Celkem bylo ve véku do
jednoho roku Zivota ve vybraném obdobi nahldSeno 265 déti.
Vék déti v mésicich pro potieby této prace byl stanoven podle
ukon&eného mésice véku v dobé onemocnéni.

Data o poétech zemfelych na pertusi byla pfevzata ze strinek
Ceského statistického ufadu (CSU).

VYSLEDKY

Pertuse, incidence a poéet pfipadii, pohlavi

U déti do jednoho roku Zivota, podobné jako v celé Ceské po-
pulaci, byl od devadesitych let minulého stoleti zaznamenan
trvale stoupajici trend hld§ené incidence onemocnéni pertusi.
V dlouhodobém trendu hlasené incidence pertuse u déti do
jednoho roku jsou znatelné pravidelné 3-4leté cyklické vykyvy
v zavislosti na epidemickém a neepidemickém roku.
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Graf 1. Pertuse, celkova incidence a incidence u déti do 1roku
Zivota na 100 000 obyvatel, CR, 1997-2013

Fig. 1. Pertussis, overall incidence and incidence in children

under one year of age per 100,000 population, Czech Republic,
1997-2013
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Nejnizsi hldSena incidence pertuse u déti do jednoho roku
Zivota byla zaznamenana v roce 1998: incidence 1,1/100 000
predstavovala pouze jeden pfipad; jednalo se o onemocnéni
mési¢ni holdicky. Nejvyssi hlagend incidence byla evidovana
v roce 2013, kdy bylo hlaSeno 34 pfipadl pertuse u déti do
jednoho roku zivota, incidence 31,3/100 000 obyvatel.

Ve sledovaném obdobi 1997-2013 bylo nahldseno prostfednic-
tvim systému pfenosnych onemocnéni 265 piipadil pertuse
u déti do jednoho roku zZivota - tabulka 1.

Vétsina déti ve sledovaném obdobi onemocnéla béhem prv-
nich étyf mésicti Zivota, téméf 77 % (204/265), respektive béhem
Sesti mésich Zivota - 87 % (231/265) - tabulka 2.

Ve skupiné mirné pfevazoval pocet chlapci nad divkami;
onemocnélo 137 (51,7 %) chlapcti a 128 divek (48,3 %) - tabulka 3.

Pertuse, ockovani

Ze sledovaného souboru 265 déti nebylo pfed zacdtkem
- prvnimi pfiznaky - onemocnéni ockovano proti pertusi
79 % déti (209/265) - tabulka 4. Kontraindikace o¢kovani mélo
19 % déti (50/265). Nejastéjsi kontraindikace k o¢kovani byly
neurologické, dile nizky vék nebo nedono$enost, nachlazeni
nebo nezhojend chranicka po BCG vakcinaci.

Nejvice neotkovanych déti ze sledované skupiny, 69 %
(182/265), respektive 75 % (199/265), onemocnélo béhem prv-
nich &tyf, respektive Sesti mésicil.

Jednou az tfemi davkami vakciny proti pertusi bylo pfed
onemocnénim ockovano 21 % déti (56/265): jednou davkou
bylo o&kovano 29 déti, dvéma davkami 9 déti a tfemi dav-
kami 18 déti.

Podrobné&jsi rozbor pottu davek otkovani, které byly détem
aplikovany pfed onemocnénim, ukazuje, Ze ukoncené t¥idav-
kové okovani u déti do jednoho roku Zivota bylo dosaZeno
jen u 18 z 265 sledovanych déti - tabulka 5.

V pritb&hu 1.-26. tydne po ofkovani prvni ddvkou postupné
onemocnélo 29 déti, z toho 6 déti v prvnim tydnu po ockova-

Tabulka 1. Pertuse, pocet pii_padﬁ a incidence na 100 000
obyvatel, déti do 1roku Zivota, CR, 1997-2013

Table 1. Pertussis, cases and incidence per 100,000 population,
children under one year of age, Czech Republic, 1997-2013

Rok Pocet Incidence
1997 5 56
1998 1 11
1999 7 7.8
2000 14 15,6
2001 4 45
2002 9 98
2003 7 18,2
2004 9 94
2005 13 13,0
2006 n 10,6
2007 16 14,5
2008 32 273
2009 32 268
2010 7 14,4
20m 13 n.4
2012 31 28,5
2013 34 31,3
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Tabulka 2. Pertuse, pocet pFipad(i do jednoho roku zivota, CR, 1997-2013
Table 2. Pertussis, cases in children under one year of age, Czech Republic, 1997-2013

0 0 0 1 2 0 1 1 1 1 0 3 5 =S 5 0 4 5 30 n3
1 o] 1 2 2 0 1 1 2 3 1 3 10 10 3 3 6 il 59 223
2 1 0 0 2 1 2 5 2. 2 3 5 2 3 3 0 8 9 48 18,1
3 0 0 1 1 1 1 6 0 5 1 1 8 3 4 2 6 3 43 16,2
4 0 ] 0 0 0 0 0 1 1 1 3 4 5, 2 4 2 1 24 91
15 0 0 1 2 0 1 0 2 0 2 0 2 2 2 1 1 2 18 68
6 0 0 1 1 0 3 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 il 9 34
% 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4 0 7 26
8 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 4 15
9 i 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 4 15
10 2 0 0 2 1 0 1 0 0 0 1 0 4 0 1 0 0 12 4,5
n 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 7 26
Celkem 5 1 7 14 4 9, 17 9 13 n 16 82 32 17 13 31 34 265 100,0

ni, 4 déti ve druhém tydnu, 7 déti ve tfetim tydnu, 3 déti ve
¢tvrtém tydnu, 5 déti v patém tydnu, 2 déti v Sestém tydnu
a po jednom ditéti ve dvacatém patém a dvacitém Sestém
tydnu po ockovani. Po ockovani druhou davkou vakciny proti
pertusi onemocnélo celkem 9 déti; vzdy dvé déti v prvnim
a tfetim tydnu a pak po jednom ditéti ve ¢tvrtém, Sestém,
dvanactém, ¢trnactém a tficitém sedmém tydnu. Po ofkova-
ni tfeti divkou vakciny proti pertusi onemocnélo v rozmezi
od Sestého do tficatého ¢tvrtého tydne 18 déti - tabulka 6.
V tabulce byly vynechany tydny s nulovym hlaSenim.

Pertuse, hospitalizace

Ve sledované skupiné bylo v souvislosti s pertusi v letech
1997-2013 celkem hospitalizovano téméf 75 % déti (198/265).
Vjednotlivych letech kolisal pocet hospitalizovanych déti od
55do 100 %.

Tabulka 3. Pertuse, pocet divek a chlapcii do jednoho roku Zivota,
CR, 1997-2013

Table 3. Pertussis, cases in females and males under one year
of age, Czech Republic, 1997-2013

0 15 15 30
1 30 29 59
2 23 25 48
3 24 19 43
4 14 10 24
5 10 8 18
6 5 4 9
7 3 4 7
8 2 2 4
9 4 0 4
10 4 8 12
1 3 4 7

Celkem 137 128 265

Tabulka 4. Pertuse, pocet ockovanych a neokovanych déti
do jednoho roku Zivota v letech, CR, 1997-2013

Table 4. Pertussis, cases in vaccinated and unvaccinated children
under one year of age, Czech Republic, 1997-2013

0O ova eo ova
0 0 30 30
| 0 59 59
2 2 46 48
3 14 29 43
4 6 8 24
5 5 13 18
6 5 4 9
7 4 3 7
8 3 1 4
9 4 0 4
10 7 5 2
n 6 1 7
Celkem 56 209 265

Vétdina déti byla hospitalizovana s onemocnénim v prvnich
Etyfech mésicich Zivota - téméf 81 % (161 ze 198 hospita-
lizovanych), respektive v Sesti mésicich Zivota 90 %
(180/198).

Nejvice hospitalizovanych déti podle jednotlivych mésicit
véku bylo po ukon¢eném prvnim mésici Zivota, téméf 27 %
déti (53/198) - tabulka 7.

Pertuse, umrti

Ve sledovaném obdobi 1997-2013 doslo v Ceské republice ke
tyfem umrtim déti do jednoho roku Zivota: v roce 2005 Gmrt{
mési¢niho chlapce, v roce 2007 umrt{ Etyfmési¢ni divky,
v roce 2008 umrti ¢tyitydenni hol€icky a v roce 2009 Gmrti
dvoumeésicéni divky. THi déti nebyly ofkovany proti pertusi
zdtivodli nizkého véku. U Etvrtého ditéte bylo zahdjeni ofko-
vani odloZeno pro nachlazeni, které viak jiz pattilo k prvnim

2014,63,¢. 4
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Tabulka 5. Pertuse, pocet davek ockovani u déti do jednoho roku
Zivota pfed onemocnénim, CR, 1997-2013

Table 5. Pertussis, number of vaccine doses in children under one
year of age administered before disease, Czech Republic, 1997-2013

0 30 0 0 0 30
1 59 0 0 0 59
2 46 2 0 0 48
3 29 13 1 0 43
4 18 5 1 0 24
5 13 3 2 0 18
6 4 2 2 1 9
7 5 1 1 2 7
8 1 1 1 1 4
9 0 0 0 4 4
10 5 1 1 5 12
n 1 1 0 5 7
Celkem 209 29 9 18 265

piiznakiim fatdlniho onemocnéni pertusi. Ve vSech étyfech
ptipadech byl zdrojem onemocnéni ¢len blizké rodiny.

DISKUSE

Rozbor epidemiologickych charakteristik u déti do jednoho
roku Zivota v CR v letech 1997-2013 prokazal stoupajici trend
onemocnéni, ktery ve svém vyvoji témeéf kopiruje trend ne-
mocnosti celé populace. Obdobna situace je rovnéZ popisovana
vmnoha dalsich zemich, kde dolo k pfechodu z celobunécné
vakciny proti pertusi na vakcinu s aceluldrni pertusovou sloz-
kou. S naristern poétu nemocnych u adolescentii a dospélych
stoupa nemocnost a tmrtnost nejmensich déti [5].

Hlaena onemocnéni pertuse v riznych zemich vykazuji
cyklicky charakter, stejné jako v piedvakcinacni éfe, coz
znamena, Ze plivodce onemocnéni, bakterie Bordetella pertus-
sis, stale koluje v populaci [1, 2]. U vékové skupiny déti do
jednoho roku zivota v CR v letech 1997-2013 se v dlouhodobém
trendu hlaSené incidence vyskytuji tii az ¢tyileté epidemické
cykly. Tyto cykly koresponduji s dlouhodobym cyklickym
trendem pertuse v celé Ceské populaci.

Hlavnim pfinosem ofkovani proti pertusi je snizeni rizika
zavaznych pritbéhli onemocnéni u déti. Prioritou WHO (World
Health Organization) je dosdhnout u vSech déti 90% a vyssi
prookovanosti alespori tfemi ddvkami pertusové vakciny.
Prvni ddvku WHO doporucuje v 6. tydnu Zivota, nasledujici
dvé davky by mély byt v rozestupu 4-8 tydni, piiemz po-
sledni davka zdkladniho ockovani by méla byt aplikovana do
6. mésice véku [16]. Obecné plati, Ze pro ochranu pfed one-
mocnénim pfipadné pfed zavaznym priabéhem onemocnéni
je tfeba aplikovat minimalné dvé davky vakciny s acelularni
pertusovou slozkou (aP). Podle §védské studie s poctem davek
Kklesd incidence onemocnéni v populaci déti do jednoho roku
Zivota [17].

0d zahéajeni celoploiného otkovani v CR v roce 1958 bylo pé-
tidavkové schéma ockovani proti pertusi soucasti ockovaciho
kalendafe déti. Podle tdajii poskytovanych WHO se u nas
proockovanost tfemi davkami proti pertusi minimalné v po-
slednich deseti letech udrzuje nad hranici 97 % [18]. Zacatek
o&kovani se postupné upravoval z ptivodnich tif aZz péti mésict
ditéte v roce 1958, pies 9. a 13. tyden az na 9. tyden zivota
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v H{jnu 2010. Posledni posun v o¢kovani byl mimo jiné vyvoldn
nartistajicim pottem pfipadl pertuse v populaci a zvySenym
rizikem onemocnéni pro nejmensi déti. V priibéhu obdobi
1997-2007 doslo postupné k nahrazovani celobunécné vakciny
olkovaci latkou s acelularni pertusovou slozkou. V roce 2007
aP vakcina zcela nahradila dosud pouZivanou celobunéénou
ockovaci latku proti pertusi.

V ceském ockovacim kalendafi je stanoveno, aby prvni tfi
davky vakciny proti pertusi byly détem aplikovany do jed-
noho roku Zivota. Ze sledovaného souboru 265 déti nebylo
pred zatitkem onemocnéni ofkovano proti pertusi ani jed-
nou davkou vakciny 209 déti (79 %). VétSina neockovanych
déti viak nedosahla v dobé onemocnéni véku nutného pro
zahijeni ofkovani. Kontraindikace o¢kovani mélo 50 déti.
Nejvice neotkovanych déti ze sledované skupiny, celkem
75 % déti (199), onemocnélo béhem rizikovych prvnich Sesti
mésici Zivota; podle doporuceni WHO by jiz tyto déti mély
byt ofkovany tfemi davkami. Podle platného znéni ockovaci
vyhlagky by déti v nagem souboru mély byt poprvé ockovany
mezi 9.-13. tydnem Zivota. Od ukonceného tfetiho mésice do
roku Zivota viak nebylo ani jednou davkou o¢kovano 74 déti.
Z 265 hlasenych pfipadil pertuse bylo 56 déti (21 %) ockovano
jednou aZ tfemi ddvkami vakciny proti pertusi: jednou davkou
bylo ofkovano 29 déti, dvéma davkami 9 déti a tfemi davkami
Tabulka 6. Pertuse, pocet tydnd, které uplynuly od posledniho
o¢kovani do onemocnéni, CR, 1997-2013

Table 6. Pertussis, number of weeks from the last vaccine dose
to disease, Czech Republic, 1997-2013

Tyden Pocet Pocet Pocet Celkem

onemocnéni  pfipadiipo  pfipadiipo pfipadiipo  pfipadil
poockovani  1.ockovani  2.ockovani 3. ockovani

1 6 2 0 8
2 4 0 0 4
& 7 2 0 9
4 3 1 0 4
5 5 0 0 5
6 2 1 1 4
10 0 0 1 1
12 0 1 0 1
13 0 0 1 il
14 0 1 0 il
16 0 0 1 1
19 0 0 2 2
20 0 0 1 1
21 0 0 3 3
22 0 0 1 1
23 0 0 2 2
24 0 0 1 1
25 1 0 1 2
28 0 0 1 1
29 0 0 J; 1
34 0 0 1 1
36 1 0 0 1)
37 0 1 0 1
Celkem 29 9 18 56
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pertusové vakciny 18 déti. V priibéhu Sesti tydnt onemocnélo
po prvnim ockovani 27 déti, po druhém ockovani 6 déti. Lze
predpokladat, Ze vét§ina z téchto déti byla ockovana jiz v in-
kubaéni dobé onemocnéni nebo se s onemocnénim setkala
v kratké dobé po ockovani.

Onemocnéni pertusi je pro nejmensi déti zavazné svym prii-
béhem a zejména moznymi komplikacemi. Proto by déti
mély byt vzdy hospitalizovany a 1éceny na specializovanych
pracovistich. V USA bylo hospitalizovdno vice nez 50 % déti
do jednoho roku Zivota, které onemocnély pertusi. VétSina
z hospitalizovanych déti byla ve véku do Sesti mésict [19].
Podle vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi CR &. 306/2012
Sb. by mél byt kazdy piipad akutni pertuse hospitalizovan.
Je to dfileZity pozadavek také z epidemiologického hledis-
ka; v¢asnd izolace nemocného a cilend antibioticka terapie
zabrani §ifeni onemocnéni na dalsi osoby. Dlouhodobé je
vSak v CR priimérné ro¢né hospitalizovano s pertusi pouze
10 % osob. Maly pocet hospitalizovanych osob s pertusi svédci
zejména o problematické a pozdni diagnéze onemocnéni [20].
Adolescenti a dospéli se tak stavaji zdrojem onemocnéni pro
své okoli. Onemocnéni nejmensich déti miiZe probihat velmi
zavazné, zejména do 6 mésicti véku, a jejich 1écba by vzhledem
kmoznym Zivot ohrozujicim komplikacim méla probihat vzdy
ve zdravotnickém zafizeni. ZavaZznost onemocnéni pro malé
déti potvrdila v roce 2010 nejvétsi kalifornska epidemie pertuse
za poslednich 63 let. Hla8end nemocnost déti do 6 mésicii
Dbyla 441,7/100 000 obyvatel, coz piedstavovalo 1257 piipadi,
a zemfelo 10 déti ve véku < 2 mésice [21].

V sledovaném souboru déti v CR ve véku do jednoho roku
Zivota bylo celkem hospitalizovano téméf 75 % déti, nicméné
v pritbéhu jednotlivych let dochazelo k zna¢nym vykyviim
v poctu hospitalizovanych déti. Unovorozencl a kojenc byva
diagnostika pertuse narofnéjsi, protoze u nich ¢asto pribéh
onemocnéni neodpovida typickému klinickému obrazu [22],
a hrozi tak nebezpe¢i oddaleni spravné diagnézy. Casna dia-
gnostika a terapie je v piipadé pertuse u malych déti velmi
dfileZit4. Je proto nezbytné pouzit k laboratornimu potvrzeni
pertuse u malych déti véechny dostupné metody, zejména
PCR, kultivaci, pfipadné pritkazem protilatek. V piipadé kulti-
vace B. pertussis je Zadouci posilat izoldty do Narodni referencni
laboratofe pro difterii a pertusi Statniho zdravotniho tstavu
Praha k dal$i charakterizaci. Pfi anamnéze a diagnostice
umalych déti je nutné patrat i po zdravotnim stavu, ptipadné
onemocnéni blizkych kontaktt ditéte.

0d roku 1919 byly na tizemi byvalého Ceskoslovenska hldgeny
ro¢né desitky az stovky piipadl tmrti v souvislosti s pertusi.
Zavedenim chloramfenikolu do 1é¢by pertuse a celoplosného
ockovani v padesatych letech minulého stoleti doslo rychle
k vyraznému poklesu incidence a détské iimrtnosti. Od roku
1960 do roku 1983 bylo zaznamenano celkem 21 umrti v sou-
vislosti s pertusi. Od roku 1984 do roku 2004 nebylo hldseno
74dné tmrti. U studovaného souboru byla v pribéhu 17 let
registrovana 4 umrti; v letech 2005, 2007, 2008 a 2009, kdy
v souvislosti s pertusi zemfely ¢tyfi dosud neockované déti.
Podle epidemiologického $etfeni byl ve vSech pfipadech zdroj
onemocnéni v rodiné.

Sledovani hladiny a dynamiky transplacentarné prenesenych
protilatek proti pertusi prokazalo, Ze ve 4. tydnu Zivota md
protilatky jiZ pouze 21 % déti a ve 2. mésici zivota je vétSina déti
naprosto bez obrannych latek proti onemocnéni zptisobeném
B. pertussis. Biologicky polocas pasivné ziskanych matefskych
protilatek je totiZ relativné kratky. Tato skute¢nost byla jed-
nim z dfivodfi posunu zahajeni oc¢kovani v Ceské republice
v Hjnu 2010 do 9. tydne Zivota [23, 24, 25]. Koncentrace pro-
tilatek v pupecnikové krvi je vyssi nez v krvi matefské, coz
svédéi o aktivnim transplacentarnim prenosu. Vyse hladiny
protilatek a tim mira protektivity pro miminko je zavisla na
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Tabulka 7. Pertuse, hospitalizované déti do 1 roku Zivota podle
mésic, CR, 1997-2013

Table 7. Pertussis, number of hospitalized children under one year
of age by month, Czech Republic, 1997-2013
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fadé faktori, mimo jiné na dobé, kterd uplynula od o¢kovani
matky [26].

Vyznamné vy$si hladiny protilatek maji novorozenci, jejichz
matka byla proti pertusi ofkovana v gravidité [27]. V fadé zemi,
naptiklad v USA, Kanadé, Velké Britinii, Izraeli, Islandu,
bylo od roku 2010 postupné doporudeno a zahijeno ofkovani
téhotnych Zen vakcinou s aceluldrni pertusovou slozkou se
sniZenim mnozstvim antigent (Tdap). Podle recentnich studif
neredukuje o¢kovani matek po porodu a ,cocoon“ strategie
onemocnéni pertusiu déti do 6 mésicti véku. O¢kovani téhot-
nych Tdap vakeinou v kombinaci s ,,cocoon* strategii se proto
doporucuje v mnoha statech jako nejucinnéjsi metoda, ktera
sniZuje morbiditu a mortalitu nejmensich déti.

Vzhledem k narlistu pertuse v Ceské republice je nutné a ne-
zbytné pro ochranu nejmensich déti udrzet i nadale co nejvyssi
proockovanost a zavést takova opatfeni, kterd by minima-
lizovala pfenos pertuse na neofkované déti. Znamena to co
nejlépe vyuzit soucasné dostupné vakciny proti pertusi, a tedy
zahdjit dal$i preventivni opatfeni, at jiz formou posilovaci
»booster davky vakciny proti pertusi pro osoby ve véku 25
let, nebo G¢innou medializaci ,,cocoon strategie pro blizké
kontakty v okoli budouciho miminka a zaroven doporuceni
pro ofkovani téhotnych jako nadéjného teseni, nez budou
k dispozici vakciny nové generace.

ZAVER

Hlasend incidence pertuse v Ceské republice nartistd od de-
vadesdtych let minulého stoleti. Pfipady jsou evidoviny ve
vSech vékovych kategoriich. V letech 1997-2013 byl pozorovin
jednoznacny nériist hldSené incidence u déti do jednoho roku
Zivota. Vét§ina z téchto déti onemocnéla béhem prvnich étyt
mésich Zivota, proto je§té nemohlo byt zahajeno ofkovani
podle platného ofkovaciho kalendate. Vétsina déti byla v sou-
vislosti s pertusi hospitalizovana. V souvislosti s pertusi doglo
ke ¢tyfem umrtim nejmensich déti.

Je proto nezbytné zvysit povédomi laické a odborné vefejnosti
o onemocnéni a jeho zdvaZnosti a minimalizovat viemi do-
stupnymi prostfedky pfenos onemocnéni na nejmensi déti.

Podékovani: Prace byla podporena vyzkumnym grantem NT/14058-3
Interni grantové agentury (IGA) MZ CR. Podékovéni vsem, ktefi se podi-
leji na surveillance pertuse v Ceské republice.
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Abstract Despite more than 50 years of vaccination, pertus-
sis is still an endemic disease, with regular epidemic out-
breaks. With the exception of Poland, European countries
have replaced whole-cell vaccines (WCVs) by acellular vac-
cines (ACVs) in the 1990s. Worldwide, antigenic divergence
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in vaccine antigens has been found between vaccine strains
and circulating strains. In this work, 466 Bordetella pertussis
isolates collected in the period 1998-2012 from 13 European
countries were characterised by multi-locus antigen sequence
typing (MAST) of the pertussis toxin promoter (ptxP) and of
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the genes coding for proteins used in the ACVs: pertussis
toxin (Ptx), pertactin (Pm), type 2 fimbriae (Fim2) and type
3 fimbriae (Fim3). Isolates were further characterised by fim-
brial serotyping, multi-locus variable-number tandem repeat
analysis (MLVA) and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).
The results showed a very similar B. pertussis population for
12 countries using ACVs, while Poland, which uses a WCV,
was quite distinct, suggesting that ACVs and WCVs select for
different B. pertussis populations. This study forms a baseline
for future studies on the effect of vaccination programmes on
B. pertussis populations.

Introduction

Pertussis, or whooping cough, is a highly contagious human
infection of the upper respiratory tract caused by the Gram-
negative bacterium Bordetella pertussis [1]. Despite the intro-
duction of vaccination against pertussis more than 50 years
ago, the disease is still a public health problem worldwide,
with epidemic outbreaks occurring every 3—5 years. In the last
10 years, a resurgence of pertussis was observed in countries
with highly vaccinated populations, including Australia [2],
Norway [3], Poland [4], the Netherlands [5], the United King-
dom [6] and the United States [7]. One of the hallmarks of the
pertussis resurgence is the shift in prevalence from young
infants to older persons with waning vaccine-induced immu-
nity [8, 9]. Several causes have been proposed for the resur-
gence of pertussis, including improved diagnosis, increased
awareness [10, 11], decreased vaccine efficacy, waning im-
munity and pathogen adaptation [12, 13]. The contribution of
these factors to the resurgence of pertussis may differ between
countries.

European countries use different vaccines and vaccination
schedules for pertussis (Table 1 and http://vaccine-schedule.
ecdc.europa.eu/Pages/Scheduler.aspx). Partly due to the side
effects of the whole-cell vaccines (WCVs), all European
countries, except Poland, have replaced WCVs by acellular
vaccines (ACVs) since the 1990s [14]. WCVs are composed
of killed B. pertussis bacteria, while ACVs consist of 1-5
purified B. pertussis proteins: pertussis toxin (Ptx), pertactin
(Pm), filamentous haemagglutinin (FHA), type 2 fimbriae
(Fim2) and type 3 fimbriae (Fim3). Worldwide, variation in
these vaccine antigens have been found between strains used
for the production of the vaccines and isolates that are circu-
lating in those countries where these vaccines have been used
extensively [2, 15-25].
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Table 1  Pertussis vaccines currently used in European countries™*
Country Vaccine

Belgium ACV3

Czech Republic ACV3 or ACVS
Denmark ACV1

Finland ACV2 or ACV3
France ACV2, ACV3 or ACVS
Germany ACV2 or ACV3
Ireland ACV3

Norway ACV3

Poland WwCV

Spain ACV3

Sweden ACV2 or ACV3
The Netherlands ACV3

United Kingdom ACV3 or ACVS

*Vaccine compositions: ACV1: Ptx; ACV2: Ptx and FHA; ACV3: Ptx,
FHA and Pm; ACVS: Ptx, FHA, Prn, Fim2 and Fim3

Besides antigenic variation, recently, B. pertussis isolates
have emerged which produce higher levels of a number of
virulence factors in vitro, including Ptx [5, 26]. These isolates
carry a new allele for the Ptx promoter, ptxP3, and have
replaced the resident ptxP/ isolates in many countries. The
emergence of ptxP3 isolates is associated with the increase in
pertussis notifications in the Netherlands since 1996 [5].
Nowadays, ptxP3 isolates are found worldwide [20-22, 25,
27-30]. Moreover, recently, B. pertussis isolates have been
observed that do not express one or more vaccine compo-
nents, in particular, Prn [7, 31-39].

Monitoring changes in the European B. pertussis popula-
tions and studying the impact of these changes on the disease
burden are important in order to establish the most effective
pertussis vaccines and vaccination strategies. To study these
changes, a European network, designated EUpertstrain, was
created in 2001, with the main aim of collecting and typing of
European B. pertussis isolates. The number of participating
countries increased from five in 2001 to nine in 2013 [40-43].
Members of the EUpertstrain group collected and typed iso-
lates on a regular basis between 2001 and 2013. Typing
involved multi-locus antigen sequence typing (MAST), fim-
brial serotyping, multi-locus variable-number tandem repeat
analysis (MLVA) and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).
However, direct comparison of these isolates collected during
the study period was only performed by PFGE analyses
[41-43].

This present study is part of a European Centre for Disease
Control and Prevention (ECDC)-funded network, EUpert-
labnet, which focuses on the laboratory surveillance of
whooping cough in EU Member States and European Eco-
nomic Area (EEA) countries. In this study, we present the
typing results of isolates collected from 13 countries
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(Belgium, the Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Ireland, Norway, Poland, Spain, Sweden, the Neth-
erlands and the United Kingdom) between 2000 and 2012.
Further, the typing of previous collections was extended and
the results were combined to give an overview of B. pertussis
isolates circulating in European countries between 1998 and
2012.

Materials and methods
B. pertussis isolates

B. pertussis isolates were grown on Bordet-Gengou (BG)
agar with 15 % sheep blood and incubated for 3 to 4 days at
35 °C. In total, 466 B. pertussis isolates were included in this
study (Supplementary Table S1). Isolates collected between
1998 and 2009 were previously analysed by PFGE [41-43].
Here, we extended these analyses by typing more isolates
from this period. Further, we present novel data from five
EU countries; Belgium (2=20, isolated in 2000-2012), the
Czech Republic (=20, isolated in 2008-2012), Ireland (n=
20, isolated in 2003-2012), Poland (n=20, isolated in 2000—
2012) and Spain (n=12, isolated in 2004-2012).

Multi-locus antigen sequence typing (MAST)

Polymorphisms in the genes for proteins used in the ACVs
(PtxA, Prn, Fim2 and Fim3) were analysed as described
previously [5, 15, 44, 45]. The pertussis toxin promoter, ptxP,
was also included, as previous studies have shown that the
ptxP3 allele is an important characteristic of successful iso-
lates [5, 20-22, 25, 27-30]. For DNA isolation, bacterial cells
were lysed in Tris-EDTA buffer (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht,
the Netherlands, 1.0 M Tris—HCI, containing 0.1 M EDTA,
100x concentrated) at 95 °C for 5 min, centrifuged briefly and
used in a polymerase chain reaction (PCR) assay.

Serotyping

A bacterial suspension was mixed on a glass slide with mono-
clonal or polyclonal antibodies against Fim2 or Fim3 (Nation-
al Institute for Biological Standards and Control (NIBSC),
South Mimms, UK). Agglutination was determined after a
maximum of 30 s to avoid false-positive agglutination [44].
Bacterial suspensions were mixed with a physiological salt
solution to determine auto-agglutination.

Multi-locus variable-number tandem repeat analysis (MLVA)
For MLVA, the variable number of tandem repeats in six loci

(VNTRI1, VNTR3a, VNTR3b, VNTR4, VNTRS5 and
VNTR6) was determined as described previously [23, 46].

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

All EUpertstrain isolates were previously analysed by PFGE
at the Swedish Institute for Communicable Disease Control
(SMI) [43]. PFGE of isolates from Belgium, Ireland and
Poland was performed by the respective countries, whereas
PFGE of isolates from the Czech Republic and Spain was
performed at the Finnish National Institute for Health and
Welfare (THL). Gel images of all isolates from the five coun-
tries were also analysed at the Finnish THL. The PFGE
protocol, reference strains used and profile analysis were the
same as those previously described [43]. The profiles were
analysed by using BioNumerics software version 4.61 (Ap-
plied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). The Swedish
nomenclature was used and based on cluster analysis with
the group method with 1 % band tolerance and 1 % optimi-
sation settings. The resulting profiles were designated BpSR1,
BpSR2, BpSR3 etc. for those isolates with profiles first de-
tected in Sweden. Isolates first identified in a country other
than Sweden, such as Finland, were designated BpFINRI,
BpFINR2 etc.

Results
The EUpertstrain and EUpert-labnet collections

One of the aims of the EUpertstrain network is to collect
isolates from different European countries in order to assess
the emergence and spread of new variants of B. pertussis. A
secondary aim is to determine the effect, if any, of different
vaccination strategies on the pertussis burden and the emer-
gence of new variants. Analyses of the three EUpertstrain
collections isolated between 1998 and 2009 by PFGE and
analysis of the EUpert I collection isolated between 1998 and
2001 by MLVA have already been published [40-43].

Here, we extend this work to the EUpert-labnet collection
by including five more EU countries: Belgium, the Czech
Republic, Ireland, Poland and Spain (Table 2). Further, addi-
tional typing was performed on previously collected isolates.
The old and new data were integrated to give an overview of
(country-specific) changes of the B. pertussis populations in
the participating European countries. Isolates collected be-
tween 1998 and 2012 were aggregated in three periods to
obtain a comparable number of isolates per year; 1998-2001
(n=106), 2002-2006 (n=165) and 2007-2012 (n=195). As
PCR is replacing culture for pertussis diagnosis, obtaining
sufficient strains for population studies has become difficult.
The number of participating countries for the three periods
was 7, 11 and 12, respectively (Table 2). For Finland, France,
the Netherlands and Sweden, 17 to 23 isolates were available
for each period. In contrast, for Norway and the Czech
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Table 2 Number of Bordetella pertussis clinical isolates used in this
study

Country 19982001  2002-2006  2007-2012  Total
Belgium 2 8 10 20
Czech Republic 0 0 20 20
Denmark 0 20 23 43
Finland 20 20 17 57
France 20 20 20 60
Germany 17 18 0 35
Ireland 0 5 15 20
Norway 0 0 20 20
Poland 11 7 2 20
Spain 0 2 10 12
Sweden 17 20 20 57
The Netherlands 19 23 20 62
United Kingdom 0 22 18 40
Total 106 165 195 466

Republic, isolates were only available for period 2007-2012.
Table 1 shows the pertussis vaccines currently used in Euro-
pean countries.

Changes in allele frequencies

We investigated changes in frequencies of the alleles for
four proteins used in ACVs: ptxd, prn, fim2 and fim3.
The pertussis toxin promoter, ptxP, was also included, as
several previous studies have shown that the ptxP3 allele
is an important characteristic of recent clinical isolates [5,
20, 28]. Isolates were also serotyped to assess expression
of the fim2 and fim3 genes. All allelic variants discussed
here are associated with changes in protein structure. An
overview of allelic and protein variants is provided in
previously published reviews [12, 47].

For our analysis, we included data only if at least five
isolates were available in a particular period. In general,
Poland was found to be distinct, while the remaining 12
countries showed minor differences in their B. pertussis pop-
ulations. Therefore, except for the p#xA alleles and serotypes,
we limited the comparisons to Poland and pooled the remain-
ing 12 countries. All data are represented in Supplementary
Table S1.

pixA alleles

The ACVs currently used in the European countries contain
ptxA2 and ptxA4 [12] and the Polish WCV contains only
pixA2 [48]. Essentially, no differences were found between
the 13 countries with respect to ptx4 alleles. The non-vaccine
type allele ptxA! was identified in 428 out of the 429 isolates
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analysed. One isolate, isolated in Sweden in 1998, harboured
the ptxA2 allele.

prn alleles

The ACVs currently used in the European countries contain
pral and prn7 [12] and the Polish WCV contains only prnl
[48]. In the group of 12 countries, four prn alleles were
observed in this study, prnl, prn2, prn3 and prni3. The
prnl3 allele was detected once in Sweden during the period
1998-2001. The prn3 allele was found in all three periods but
decreased in frequency from 10 % in 1998-2001 to 4 % in
20022006 and to 1 % in 2007-2012. The two minor prn
alleles prnl3 and prn3 were combined into one group in
Fig. la. In the 12 countries, prn2 predominated in 1998
2001 with a frequency of 84 %, increasing to 91 % in 2002—
2006 and to 99 % 2007-2012 (Fig. 1a). In Poland, the fre-
quencies of prnl in the periods 19982001 and 2002-2006
were, respectively, 55 and 43 % (Fig. 1b). Two Polish isolates
were available in 2007-2012, both containing prnl.

pixP alleles

Three ptxP alleles were found in this study, p&xP1, ptxP3 and
ptxP20. ptxP20 was found once in the Czech Republic in
2007-2012 and not included in Fig. 2. An increasing preva-
lence of ptxP3 isolates was observed in the group of 12
countries from 57 % in 1998-2001 to 87 % in 2002-2006
and to 97 % in 20072012 (Fig. 2a). In Poland, a distinct trend
was found. ptxPI predominated in both periods 1998-2001
and 2002-2006, with frequencies of 82 and 100 %, respec-
tively (Fig. 2b). Only two Polish isolates were available in
2007-2012, both containing ptxP1.

fim2 alleles

Two fim2 alleles have been found worldwide, fim2-1 and
fim2-2[47]. Only fim2-1 is present in the currently used ACVs
[12] and the Polish WCV [48]. In this collection, fim2-2
isolates were only detected in Poland and Belgium, while
the remaining isolates harboured the fim2-1 allele. In Belgium,
one fim2-2 isolate was observed in the period 2002-2006. In
Poland, the fim2-2 frequencies were 55 % in 1998-2001 and
43 % in 2002-2006 (Fig. 3). Only two Polish isolates were
available for the period 2007-2012: one isolate harboured the
fim2-1 allele and one harboured the fim2-2 allele; therefore,
the prevalences for the period 2007-2012 were not included in
the figure.

fim3 alleles

Five fim3 alleles were found in this study, fim3-1 (found in
ACVs [12]) and the Polish WCV [48)), fim3-2, fim3-3, fim3-4
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Fig. 1 Frequencies of the prn alleles in the period 1998-2012. Isolates
were aggregated in three periods, 1998-2001, 2002-2006 and 2007—
2012. a Allele frequencies in the 12 pooled countries: Belgium, the
Czech Republic, Denmark, Finland, France, Germany, Ireland, Norway,
Spain, Sweden, the Netherlands and the United Kingdom. b Allele
frequencies in Poland. Due to the limited availability of Polish isolates
in the period 2007-2012 (n=2), no data are included for this period. The
percentages and number of strains analysed in the different periods are
indicated

and fim3-6. Two fim3-3 isolates were found, one in the Neth-
erlands (in the period 2007-2012) and one in Denmark (in the
period 2007-2012). A fim3-4 isolate was found in France (in
the period 2007-2012) and a fim3-6 isolate was found in
Belgium (in the period 2007-2012). The three minor fim3
alleles, fim3-3, fim3-4 and fim3-6, were combined into one
group in Fig. 4a. In the group of 12 countries, fim3-/ was
found with frequencies of 50, 41 and 56 % in the periods
1998-2001, 20022006 and 20072012, respectively (Fig. 4).
In Poland, fim3-1 predominated in the period 1998-2001
(frequency 82 %) and increased in frequency to 100 % in
the period 2002-2006 (Fig. 4b). Only two Polish isolates were
available for the period 20072012, both containing fim3-1.

Fimbrial serotyping

B. pertussis produces two serologically distinct fimbriae, des-
ignated serotype 2 (Fim2) and serotype 3 fimbriae (Fim3). A
B. pertussis isolate may produce a single serotype or both
serotypes. Therefore, three combinations are possible: Fim2,
Fim3 and Fim2,3. Ireland and Poland were distinct with

A

100%

ptxP alleles 12 pooled countries

M ptxP1

80% M ptxP3

60%
40%

20%

0%
1998-2001  2002-2006

N=93 N=89

2007-2012
N=192

ptxP alleles Poland
100%

80%
60%
40%

20%

0%

1998-2001

2002-2006

N=11 N=7
Fig. 2 Frequencies of the pixP alleles in the period 1998-2012. See
caption of Fig. 1 for further details

2007-2012

respect to fimbrial serotypes, whereas minor differences were
found between the remaining 11 countries. Therefore, Ireland
and Poland were treated separately, while the data of the
remaining 11 countries were pooled. Fim3 predominated in
the group of 11 countries with frequencies of 69 % in 1998—
2001, 93 % in 2002-2006 and 86 % in 2007-2012 (Fig. 5a).
In Ireland, lower frequencies of Fim3 were found: 60 % in

fim2 alleles Poland

100% -  fim2-1

80% - W fim2-2
60% -
40% -

20% -

0% -
1998-2001 2002-2006
N=11 N=7

Fig.3 Frequencies ofthe fim2 alleles in the period 1998-2006 in Poland.
Two periods are indicated, 1998-2001 and 2002-2006. Due to the limited
availability of Polish isolates in 2007-2012 (n=2), no data are included
for this period. In the remaining 12 countries, only fim2-1 was observed,

with the exception of Belgium, where one fim2-2 isolate was identified

2007-2012
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Fig. 4 Frequencies of the fim3 alleles in the period 1998-2012. See
caption of Fig. 1 for further details

2002-2006 and 40 % in 2007-2012. No Irish isolates were
available for the period 1998-2001 (Fig. 5b). In Poland, Fim2
predominated in 1998-2001 and 2006-2006 (frequencies of
73 and 100 %, respectively) (Fig. 5c). Only two Polish isolates
were available in 2007-2012, both of which were Fim2. The
Polish WCV is derived from strains which produce both Fim2
and Fim3 [49]. One strain, isolated in Spain in 2010, was
found to be auto-agglutinable (data not shown).

Multi-locus variable-number tandem repeat analysis (MLVA)

Thirty-four MLVA types (MTs) were found in the 13 coun-
tries. MTs that were found less than five times in the group of
12 countries or in Poland were combined and designated as
group R in Fig. 6a, b. MT27 predominated in the group of 12
countries (frequencies from 54 to 100 % per country) but was
found once in Poland (in 1994-2001). MT27 predominated in
1998-2001, with a frequency of 49 %, which increased to
86 % in 2002-2006 and decreased to 74 % in 2007-2012
(Fig. 6a). MT29 predominated only in 1998-2001, with a
frequency of 22 %, which decreased to 0 % in 20022006
and increased slightly to 1 % in 2007-2012. MT78 predom-
inated in Finland in 2007-2012 (data not shown) (frequency
53 %). MT78 was found once in Norway (in the period 2007—
2012) and once in Germany (in the period 1998-2001). In
Poland, MT70 predominated, with frequencies of 55 % in
1998-2001 and 14 % in 2002-2006 (Fig. 6b). Besides Poland,
MT70 has been found once in Belgium in the period 2002—
2006. During the period 2002-2006, MT29 predominated in
Poland, with a frequency of 57 %.

@ Springer

A serotypes 11 pooled countries

100% T,
80% |— e e —
60% Lo - = Fim3
93%
a0% e B B mrim23
i i "
0% il BB
1998-2001 2002-2006 2007-2012
N=95 N=153 N=178
B serotypes Ireland
100% I —
80% |———— 0% —
60% f|—— | o ’ Fim3
20% ® Fim2,3
20% M Fim2
0% - —
1998-2001 2002-2006 2007-2012
N=5 N=15
C serotypes Poland
100%
80%
60% Fim3
40% W Fim2,3
20% B Fim2
1998-2001 2002-2006 2007-2012
N=11 N=7

Fig.5 Frequencies of the serotypes in the period 1998-2012. a Serotype
frequencies of the 11 pooled countries; Belgium, the Czech Republic,
Denmark, Finland, France, Germany, Norway, Spain, Sweden, the
Netherlands and the United Kingdom. b Serotype frequencies in
Ireland. ¢ Serotype frequencies in Poland. See caption of Fig. 1 for details

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

Eighty-seven PFGE types were found in the 13 countries.
PFGE types that were found less than five times in the group
of 12 countries were combined and designated as group R in
Fig. 7a. In the group of 12 countries, increasing frequencies
were observed for BpSR3 (0 % in 1998-2001 to 23 % in
2007-2012) and BpSR10 (10 % in 1998-2001 to 19 % in
2007-2012). Decreasing trends have been found for BpSR11
(29 % in 1998-2001 to 13 % in 2007-2012). No differences
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Fig. 6 Frequencies of the predominating multi-locus variable-number
tandem repeat analysis (MLVA) types in the period 1998-2012. See

caption of Fig. 1 for further details

2007-2012

were found for the frequencies of BpSR5 (7 % in 1998-2001,
9 % in 2002-2006 and 11 % in 2007-2012) and BpSR12 (4 %
in 1998-2001, 8 % in 2002-2006 and 5 % in 2007-2012)
(Fig. 7a). In Poland, BpSR23 predominated in the period
1998-2001 (frequency 46 %). The predominating PFGE type
in Europe, BpSR11, was found once in Poland, in the period
1998-2001 (Fig. 7b).

Discussion

In this study, we analysed B. pertussis isolates from 13 Euro-
pean countries during the period 1998-2012. In general, our
comparison showed that 12 countries had very similar
B. pertussis populations (Belgium, the Czech Republic, Den-
mark, Finland, France, Germany, Ireland, the Netherlands,
Norway, Spain, Sweden and the United Kingdom), while
Poland was quite distinct. As noted previously, in all
countries, circulating isolates were distinct from vaccine
strains with respect to one or more of the investigated
antigens [2, 15-25].

The pitxA gene was found to be highly monomorphic and,
with one exception, all circulating isolates carried the non-

Predominating PFGE types 12 pooled countries
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Fig. 7 Frequencies of the predominating pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) types in the period 1998-2012. See caption of Fig. 1 for further
details

vaccine type allele ptxAl. Three ptxP alleles were observed in
this collection of isolates, ptxP1, ptxP3 and ptxP20. A notable
observation was the low percentage of ptxP3 isolates in Po-
land (10 %, n=20) compared to the other countries (average
72 %, range 37-100 %). Interestingly, the two Polish ptxxP3
isolates were found in the first period, 1998-2001, but not in
the later periods. Possibly, ptxP3 isolates do not have a fitness
advantage in Poland, in contrast to the other 12 countries.
Further, although the non-vaccine type allele prn2 was found
at frequencies of 45 and 57 % in the periods 1998-2001 and
2002-2006 in Poland, respectively, these percentages were
lower than those observed in the remaining 12 countries
(average 83 %, range 37-100 %). Comparing the clinical
outcome between ptxP/- and ptxP3-infected individuals, es-
pecially in Poland, would be useful.

In Poland, two fim2 alleles circulated in approximately
equal frequencies, fim2-1 (the vaccine type in Poland) and
fim2-2. In contrast, in the remaining countries, only fim2-1
was observed, with the exception of Belgium, where a single
fim2-2 isolate was identified. The Belgian fim2-2 isolate was
linked to the same MLVA and PFGE type (MT70 and
BpBGRA4, respectively) as 30 % of the Polish fim2-2 isolates,
suggesting that the fim2-2 isolate was introduced in Belgium
from Poland. The fim2-2 allele was also observed in the pre-
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vaccination era in the Netherlands (57 %, n=7), while all
isolates from 1965 or later harboured fim2-1 [45]. More re-
cently, fim2-2 isolates were observed in Moscow (89 % in the
period 1990-2004) and Australia (36 % in the period 1998
2008) [50, 51]. In both Poland and Australia, a significant
percentage of the fim2-2 isolates were linked to MT70 (80 and
88 %, respectively), possibly suggesting a common origin.
However, independent genesis and fixation of the fim2-2
single nucleotide polymorphism (SNP) by different
B. pertussis lineages may also be possible. The latter would
suggest that the mutation has a significant effect on fitness.

The limited distribution of fim2-2 isolates in Europe compared
to Moscow and Poland could be due to geographic isolation, as
travelling to Poland and/or Moscow from Western Europe was
restricted until the late 1980s. However, in the Czech Republic,
which was also located in the former Eastern Europe, no fim2-2
isolates have been observed. Another cause for the observation
that the distribution of fim2-2 isolates was limited to Poland and
Russia could be the use of the pertussis vaccines, as in Poland
and Moscow, a WCV is still used, while an ACV has already
been introduced in the Czech Republic in 2007.

The Polish and Irish populations showed higher Fim2
frequencies compared to the other 11 countries (80 and
30 %, respectively). An association between Fim2 and the
prevalence of fim2-2 isolates has been found previously in the
United Kingdom, where isolates collected between 1920 and
2002 were studied [52]. All isolates with the fim2-2 allele (n=
20) were Fim2. This was also observed in Poland, where 90 %
of the fim2-2 isolates were Fim2. However, no fim2-2 alleles
have been found in Ireland in this study.

MT?27 is the predominating MT in Europe. Previous Euro-
pean studies showed a linkage between ptxP3 and MT27 [17,
18,46]. Indeed, 97 % of MT27 isolates in this study harboured
the ptxP3 allele. MT27 was also the predominating MT in
countries outside Europe, including Australia [2], Japan [25]
and the United States [22]. One of the two Polish ptxP3
isolates was also typed as MT27.

The Fim and Pm types of Danish isolates were similar to
the isolates found in other countries, except Poland. Since the
Danish vaccine contains only Ptx, the changes to the Fim and
Prn types in Danish isolates may be the result of overflow
from neighbouring countries, rather than selective pressure
from the Ptx vaccine.

Five predominant PFGE types have been found in Europe,
BpSR3, BpSR5, BpSR10, BpSR11 and BpSR12 [43]. These
PFGE types were also predominant in at least one Canadian
province, where 317 out of 434 (73 %) isolates collected
between 1998 and 2006 belonged to the PFGE types BpSRS5,
BpSR11 and BpSR12 [24]. However, no isolate with PFGE
types BpSR3 and BpSR10 have been found in Canada so far,
suggesting some geographic differences in isolates.

The present study showed minor differences in European
countries which used ACVs based on MAST, fimbrial
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serotyping, MLVA and PFGE. However, Poland, the only
country included in this study where a WCV is still used,
showed a distinct population.

A distinct population compared to Europe has also been
found in Serbia, where a WCV has been continued to be used
since 1957 [53]. Both countries, Poland and Serbia, have a
vaccination history including several changes of strain com-
positions since the 1960s, which could explain the distinct
B. pertussis populations compared to the European countries
where an ACV is used. The Polish and Serbian B. pertussis
populations both show high prnl frequencies, 43 % in 2002—
2006 and 47 % in 1985-2000, respectively [43], compared to
high prn2 frequencies (>90 %) in European countries, where
ACVs have been used for many years.

The immune response induced by the two vaccines is
different. WCVs induce a broad immune response, but with
relatively low titres, whereas ACVs induce high titres against
only a few antigens. Theoretical studies suggest that a change
from a broad to a narrow immune response will favour the
emergence of escape variants [54]. Indeed, several studies
have shown the emergence of Prn-deficient strains in popula-
tions where ACVs are used [7, 31-39]. This is in contrast with
Poland and Serbia, where a WCV has been used for many
years. No Prn-deficient strains have been detected in both
countries [48, 53].

This study has some limitations. Isolates were not sampled
randomly and the sample size from some countries was small.
However, as culture is being replaced by PCR, less and less
isolates are available for typing and most members of this
study sent all isolates available. Further, it was not possible to
establish relationships between strain type and vaccination
status, as very limited vaccination data were available. Fur-
ther, FHA, also a component in some ACVs, was not includ-
ed, as the large size of the gene precluded analyses. Interest-
ingly, FHA-deficient isolates have been described [32]. In the
future, targeted sequencing of genes for vaccine antigens may
be replaced by whole genome sequencing, which may reveal
other relevant loci to be included in MAST [51, 55]. This
study was not set up to identify isolates not producing Prn in
Europe, as a recent study has already addressed this issue [38].
Overall, low prevalences (<4 %) of Prn-deficient strains were
found, except in Norway and France (25 % in 20072009 and
15 % in 2013, respectively [56]).
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ABSTRACT

Aim of the study: To test the susceptibility to first-line and
alternative antibiotics of 70 Bordetella pertussis (B. pertus-
sis) strains recovered from patients with whooping cough
through national pertussis surveillance in the Czech Republic
(CR) in1967-2010.

Material and methods: The minimum inhibitory concentra-
tions (MICs) of erythromycin, clarithromycin, azithromycin,
ciprofloxacin, and co-trimoxazole were tested by the refe-
rence agar dilution method on Bordet-Gengou agar with
15 % defibrinated sheep blood.

Results: Each of the 70 study strains was inhibited by two
concentrations of erythromycin and azithromycin (0.06 and
0.12 mg/1) and by three concentrations of clarithromycin
(0.03, 0.06, and 0.12 mg/1), with the highest concentration of
the MIC range being 0.12 mg/! for all these similar antibiotics.

SOUHRN

Jakubi V., Zavadilova J., Fabianova K., Urbaskova P.:
Minimalni inhibiéni koncentrace erytromycinu a dalSich
antibiotik u €eskych kmenii Bordetella pertussis

Cil prace: Vysetien citlivosti k antibiotikim volby a al-
ternativdm u 70 kmen( Bordetella pertussis (B. pertussis)
izolovanych od pacientl s davivym kaslem v letech 1967 az
2010 v rémci narodni surveillance pertuse v Ceské republice
(CR).

Material a metodika: Minimalni inhibi¢nf koncentrace (MIC)
erytromycinu, klaritromycinu, azitromycinu, ciprofloxacinu
a kotrimoxazolu byla vysetrena referencni dilucni agarovou
metodou, na Bordet-Gengou agaru s 15 % defibrinované
ovei krve.

Vysledky: Vsech 70 kmenl vysetfovaného souboru bylo in-
hibovano dvéma koncentracemi erytromycinu a azitromycinu
(0,06 a 0,12 mg/1), klaritromycin inhiboval kmeny ve tfech
koncentracich (0,03; 0,06 a 0,12 mg/l), nejvyssi koncen-

EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE 2015, 64, ¢. 1

Tested in a 2-fold geometric dilution series, the concentration
of erythromycin required to inhibit 90 % of the study strains
(MIC,,) was one dilution step lower (0.06 mg/!) than those of
clarithromycin and azithromycin (0.12 mg/1). All study strains
were inhibited by a single concentration of ciprofloxacin
(0.06 mg/I) and two concentrations of co-trimoxazole (0.12
and 0.25 mg/I)

Conclusion: The panel of 70 Czech strains of B. pertussis
appears to be homogeneous in terms of the MICs of the an-
tibiotics tested, with two to three low concentrations being
effective against all strains. To be inhibited, no strain required
a higher concentration of erythromycin, clarithromycin,
azithromycin, ciprofloxacin, or co-trimoxazole.

KEYWORDS:
Bordetella pertussis - minimum inhibitory concentration
(MIC) - antibiotics

trace v rozmezi MIC byla u téchto tfi podobnych antibiotik
identicky 0,12 mg/I. Koncentrace erytromycinu inhibujici
90 % kmen(i byla o jeden stupen fedéni dvojnasobné geomet-
rické rady nizsi (0,06 mg/I) nez byla MIC,, u klaritromycinu
aazitromycinu (0,12 mg/D. Vsechny kmeny inhibovala jedina
koncentrace 0,06 mg/| ciprofloxacinu a dvé koncentrace
kotrimoxazolu (0,12 a 0,25 mg/1).

Z&veér: Soubor 70 Ceskych kmenl B. pertussis se podle
vysledki jevi jako homogenni co se tyce MIC antibiotik,
nebot viechny kmeny byly inhibovany dvéma/tfemi nizkymi
koncentracemi. Nebyl tudiz potvrzen zadny kmen inhibovany
vyssi koncentraci erytromycinu, klaritromycinu, azitromycinu,
ciprofloxacinu ani kotrimoxazolu.

KLiCOVA SLOVA:

Bordetella pertussis - minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) - antibiotika

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol, 64, 2015, ¢. 1, 5. 12-15
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INTRODUCTION

Erythromycin, a newer macrolide clarithromycin, or the
azalide azithromycin are standard first-line therapies
in patients with infection caused by Bordetella pertussis
(B. pertussis) [1, 2, 3]. Co-trimoxazole [1, 3, 4] or one of the
fluoroquinolones (2, 3] are alternatives in intolerant
patients. Given the global rise in laboratory confirmed
cases of B. pertussisinfection and so far sporadic reports of
erythromycin resistant strains appearing since the 1990s
[5,6,7,8], itis vital to pay attention to the epidemiology
and biological properties of this species and its resistance
to the first-line antibiotics and their alternatives at the
national level.

MATERIAL AND METHODS

Bacteria

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of
the relevant antibiotics were determined for 70 cli-
nical isolates of B. pertussis referred to the National
Reference Laboratory for Pertussis and Diphtheria
within the national pertussis surveillance pro-
gramme in 1967-2010. These strains were recove-
red from patients with clinical pertussis in Prague
(22 strains) and the following administrative regi-
ons: South Bohemian (27 strains), South Moravian
(4 strains), Central Bohemian (1 strain), Liberec
(1strain), North Moravian (1 strain), and East Bohemian
(1strain). The geographical origin of 13 strains could not
be identified. The age of the patients ranged from one
month to 47 years but remained unknown for 10 sam-
ples. B. pertussis isolates from 1967 to 2004 were stored
lyophilised while those recovered since 2007 were kept
frozen at -70 °C. The strains of B. pertussis were cultured
on Charcoal agar (OXOID CZs.r.0.) plates and incubated
under normal air conditions at 35 + 1 °C for 96 hours.
To confirm the species identification, the diagnostic
serum for Bordetella pertussis (Remel Ltd, USA) was used
in accordance with the manufacturer’s instructions.

Minimum inhibitory concentration (MIC)
determination

The MIC was determined using the agar dilution method
[9, 10]. The substances of erythromycin, clarithromycin,
azithromycin, ciprofloxacin as a representative of the
fluoroquinolones, trimethoprim, and sulfamethoxazole
with known activity were purchased from the Sigma -
Aldrich company (Czech Republic). Using the respecti-
ve diluents and solvents [10] (for clarithromycin, in
accordance with the manufacturer’s instructions), the
stock concentrations of 19000 mg/1 and 1000 mg/1 were
obtained from the substances of sulfamethoxazole and
the other five antibiotics, respectively. The 1000 mg/l
stock concentration of co-trimoxazole containing tri-
methoprim and sulfamethoxazole at a ratio of 1:19 was
obtained by mixing 1.5 ml of the 1000 mg/1 concentration
of trimethoprim and 1.5 ml of the 19000 mg/1 concentra-
tion of sulfamethoxazole.

Medium

Bordet-Gengou Agar (BGA) (Difco) was prepared in accor-
dance with the manufacturer’s instructions on the day of
MIC determination. BGA was cooled to ca 52 °C and added
with defibrinated sheep blood (LabMediaServis, Ltd) to
a final concentration of 15%. To remain liquefied, the

medium was maintained on a water bath at 52 °C before
the plates with antibiotics were prepared.

Preparation of plates with antibiotics

On the day when the plates with antibiotics were prepa-
red, 12 working concentrations were obtained from the
stock concentrations in a geometric dilution series invol-
ving two-fold dilution steps for each antibiotic in a range
of 0.02 to 40 mg/l, i.e. 10 times higher than the final
concentrations required. The final plate concentrations
in a range from 0.002 to 4 mg/1 for each antibiotic were
obtained by mixing 2 ml of the working concentration
with 18 ml of BGA with 15% of sheep blood. The plates
were shortly pre-dried before seeding.

Inoculum

Strains of B. pertussis were seeded onto Charcoal agar plates
and incubated under normal air conditions at 35 + 1 °C
for 72 hours. The inocula for susceptibility testing were
prepared by suspending the colonies in Mueller-Hinton
(MH) broth thermostated to 35 °C. The turbidity of the
inoculum was adjusted to that of a 0.5 McFarland stan-
dard, which corresponds to a bacterial concentration of
about 5 x 10® cells/ml.

Seeding and incubation of plates

The surface of each of 12 plates with antibiotics arranged
from the lowest to highest concentration was seeded with
the inocula of multiple strains using a 36-pin inocula-
tor. Two plates containing BGA with 15% of sheep blood
without antibiotics were added to each series as growth
controls (one was seeded before and the other after see-
ding the plates with antibiotics). The final concentration
of the inoculum at the pin print on the test medium was
about 5 x 10° cells/ml. Thirty-five test strains and one
control strain were used in each series. The seeded plates
were incubated upside down under normal air conditions
at35°C=+1°Cfor72 hours.

Quality kontrol

For the purpose of antibiotic dilution quality control,
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) ATCC 49619 with
the known MICs of the antibiotics tested was used [11].
The MIC of this control strain was determined using the
same protocol as was used for the test strains, except
for the preparation of the inoculum from the Columbia
agar plate.

Evaluation

After incubation, the antibiotic concentration which
clearly inhibited the growth of the strain tested was read.
This concentration was considered as the MIC.

RESULTS

All70 strains tested for antibiotic susceptibility showed
good growth on the control medium BCA with 15% of
sheep blood. The MICs of four antibiotics tested for the
control strain S. pneumoniae ATCC 49619 were in the requi-
red range reported for this strain [11]: erythromycin 0.06
mg/l, azithromycin 0.06 mg/1, clarithromycin 0.03 mg/1,
and co-trimoxazole 0.5 mg/1. The MIC of ciprofloxacin,
which has not been indicated for this control strain, was
0.5mg/l. It means that the concentrations of antibiotics
in the test media were in accordance with those stated.

2015, 64, ¢.1
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Table 1. MIC ranges and MICs, for 70 strains of Bordetella pertussis

Tabulka 1. Rozmezi minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC)
a MIC,, u 70 kmend Bordetella pertussis

Antibiotic MIC90* (mg/I) MIC range (mg/1)
Erythromycin 0.06 0.06 -0.12
Clarithromycin 0.12 0.03-0.12
Azithromycin 0.12 0.06-0.12
Ciprofloxacin 0.06 0.06-0.06***
Co-trimoxazole** 0.25 0.12-0.25

*MIC,,: concentration inhibiting 90 % of the strains
**trimethoprim and sulfamethoxazole at a ratio of 119
**+all strains were inhibited by a single concentration

*MIC,, koncentrace, kterd inhibuje 90 % kmen(i

**trimetoprim a sulfamethoxazol v poméru1:19
***ySechny kmeny inhibovala jedina koncentrace

On the test medium, BGA with 15% of defibrinated sheep
blood, the strains investigated were clearly inhibited
by the respective concentrations of the antibiotics and
therefore, the MICs were easily read.

The MIC ranges and MICs,, of erythromycin, clarithro-
mycin, azithromycin, ciprofloxacin, and co-trimoxa-
zole for 70 strains of B. pertussis are given in Table 1. All
strains of the panel investigated were inhibited by two
concentrations of erythromycin and azithromycin (0.06
and 0.12 mg/1) and by three concentrations of clarithro-
mycin (0.03, 0.06, and 0.12 mg/l), with the highest
MICs of these three similar antibiotics reaching equally
0.12mg/1. The concentration of erythromycin inhibiting
90 % of the strains was one dilution step of the two-fold
geometric series lower (0.06 mg/l) than the MICs,, of
clarithromycin and azithromycin (0.12 mg/1). All strains
were inhibited by a single concentration of ciprofloxacin
(0.06 mg/l) and two concentrations of co-trimoxazole
(0.12and 0.25 mg/1).

DISCUSSION

Despite a generally good response of patients with
B. pertussis infection to erythromycin therapy, which was
later replaced, due to side effects, by better tolerated
clarithromycin or azithromycin therapy [2, 3, 4, 12],
sporadic cases of treatment failure have been reported.
A detailed analysis showed that the most probable cause
of treatment failure was mostly low immunocompetence
of the patients infected by a B. pertussis strain that was
inhibited in vitro by low concentrations of the clinically
relevant antibiotics used in the treatment of this infec-
tion [4, 13]. Nevertheless, since 1982, sporadic strains of
B. pertussis resistant to erythromycin have been reported
[6,7, 8,14, 15, 16]. As such resistant strains result from
mutation in the 23S rRNA gene [5], their epidemic spread
is unlikely, in contrast to when the resistance is confer-
red by plasmid-bound genes. Nevertheless, given the
heterogeneous nature of their resistance, such strains
may escape attention.

Considering the good clinical effect of the first-line anti-
biotics and expected susceptibility of the causative agent
to these and many other antibiotics, it is not recommen-
ded to perform routine antibiotic susceptibility testing,
since a standard method has not yet been available and
the results are subject to inherent errors and suffer from
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low reproducibility. The reason lies in low nutritional
requirements and slow growth of B. pertussis. No general
guidelines are available concerning the method to be
used for B. pertussis susceptibility testing, culture medi-
um suitable for this purpose, type and concentration
of blood to be added to the medium, and concentration
of the inoculum [12, 17, 18]. Despite the discordances,
it is recommended that the surveillance of antibiotic
susceptibility of B. pertussis strains recovered from a geo-
graphically defined area be performed by a laboratory,
which is experienced and skilled in MIC determination
of fastidious bacteria. The culture medium and blood
type and its quantity to be added to the medium should
be selected to allow for adequate growth of strains and,
at the same time, not to interfere with the efficacy of the
antimicrobial tested. Such approach makes it possible to
obtain results indicative of the dynamics of antimicrobial
activity in a defined bacterial population and to detect
the strains that are inhibited by higher concentrations
of antibiotics.

Of the three culture media most often used for B. pertussis
susceptibility testing, the most suitable appears to be
MH agar with 5% of blood [1, 18, 19, 20] whose compos-
ition does not affect the activity of antimicrobials, thus
being the medium of choice for fastidious bacteria in
accordance with both the European [21] and US autho-
rities for [10] standardization of laboratory methods.
Nevertheless, despite meeting all conditions required,
only half of our panel of 70 strains yielded adequate and
reliable growth when seeded onto this culture medium.
The failure to grow on MH agar with blood may have been
related to the age of strains recovered between 1967 and
2010. Therefore, BGA with 15% of sheep blood was used
for B. pertussis susceptibility testing where all panel strains
showed good growth. The MICs of antimicrobials were
determined by the agar dilution method in compliance
with the standard €SN [9] using the globally recognized
standard protocol [10]. This is the reference method for
MIC determination which provides the basis for all other
susceptibility testing methods. Our results of MIC ranges
and MICs, of erythromycin, clarithromycin, azithromy-
cin, ciprofloxacin, and co-trimoxazole are identical to
those reported by others on the same culture medium [5,
8,17,18, 22] and are also in accordance with those obtained
on MH agar [17, 18, 19, 20]. Based on our results, the panel
of 70 Czech strains of B. pertussis appears to be homogene-
ous in terms of MICs, as all strains were inhibited by one
to three low concentrations of antibiotics. None of the
panel strains was inhibited by a higher concentration of
erythromycin or any of the other four antibiotics tested.
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Antigenni variabilita kment Bordetella pertussis
1zolovanych vletech 1967-2010 v Ceské republice
— mozné vysvétleni vzestupu nemocnosti pertusi?

afova D.', Musilek M., Kfizova P.!, Fabianova K."?

'Centrum epidemiologie a mikrobiologie, Statni zdravotni stav, Praha

2Ustav epidemiologie, 3. LF UK, Praha

Cil préace: Porovnani antigennich struktur kmenl Bordetella
pertussis (B. pertussis) z let 1967-2010 v Ceské republice.
Material a metodiky: Do studie bylo zafazeno 70 kmen(
B. pertussis, které byly v rdmci surveillance pertuse doruceny
do Narodni referen¢ni laboratore (NRL) pro pertuy 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 kmen( B. pertussis byly
sekvenacni analyzou prokazany zmény ve vsech sledo-
vanych oblastech genomu. Alelicky profil izolatll ve tfech
srovnavanych obdobich se lisi. V prvnim obdobi (1967-1978,
pouzivani celobunééné pertusové vakciny (wP)) byly
nejcast&ji zjistény dva profily: ptxP(D, ptxA), prnA),

ABSTRACT

Zavadilova J., LZi¢afova D., Musilek M., K¥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 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 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

EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE ~ 2015, 64,¢.3

fim3(); ptxP(D), ptxA(D, prnA(3), fim3(1). Ve druhém obdobf
(1990-2007, pfechod na acelularni pertusovou vakcinu (aP))
byl nejcastéji zjistén profil ptxP(3), ptxA(D), prnA2), fim3(2).
Ve tfetim obdobi (2008-2010, pouzivani aP) zcela prevladaly
dva alelické profily, které se v prvnim obdobi viibec nevy-
skytovaly: ptxP(3), ptxA(D, prnA(2), fim3(2); ptxP(3) ptxA(D),
prnAQ), fim3(D.

Z&véry: Sekvenaci oblasti genomu ptxP, ptxA, prnA a fim3
u kmen( B. pertussis izolovanych v CR v obdobf 1967-2010
byly potvrzeny zmény alelickych variant téchto oblasti.
Vyskyt kmend nesoucich nové alelické varianty narlista
po roce 1995 na ukor kmen( nesoucich varianty plvodni.
Vysledky studie Ize interpretovat jako ¢astecny geneticky
unik patogennich kmend B. pertussis mimo ucinnost per-
tusovych vakcin.

KLICOVA SLOVA:

kmen Bordetella pertussis - izolat - sekvenace - epide-
miologie - vakcina

vaccine (wP), the following two profiles were the most com-
mon: ptxP(1), ptxA(2), prnA(D, fim3(1) and ptxP(D), ptxA(D),
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(D), 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(l), prnA(2), fim3(2) and ptxP(3)
PtxAD, 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

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol., 64, 2015, ¢. 3, 5. 130-138

174



Uvob

Pfed zavedenim ockovani patfilo onemocnéni pertusi
mezi hlavni pfiiny nemocnosti a imrtnosti déti. Plodna
vakcinace proti pertusi (davivému, cernému kasli) byla
ve vétSiné statl zavedena v poloviné 20. stoleti, coz
piispélo k vyznamnému sniZeni nemocnosti a imrt-
nosti déti na pertusi. V sedmdesatych letech se pak
v zemich s dobrou dostupnosti vakcin a vysokou pro-
ockovanosti détské populace snizily poéty nemocnych
na minimum.

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

PUOVODNI PRACE

V CR bylo zahéjeno pravidelné ockovani proti pertusi
v roce 1958. K vakcinaci byla pouZita wP vyrobena
v Ustavu sér a o¢kovacich latek z ,,domacich“ aktuilné
kolujicich kmend B. pertussis v kombinaci s difterickym
a tetanickym toxoidem (ALDITEPERA). Oc¢kovani déti
probihalo v pétidavkovém schématu. Od roku 2001 byla
pro pravidelné ockovani pouzivina wP zahrani¢niho
vyrobce. Od roku 2002 byla jiZ na ¢eském trhu k dispo-
zici i vakcina aP aplikovana z indikace pediatra nebo
za ihradu. Od roku 2005 aP nahradila pitou davku
ockovani proti pertusi a v roce 2007 se aP stala soucasti
pravidelného oc¢kovani. Od roku 2009 bylo zavedeno
pfeockovani 6. davkou aP. O¢kovaci latka aP pouzivana
v ramci pravidelného ofkovani 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, kterd obsahuje PT, PRN,

Tabulka 1. Souhrnna charakteristika kmenii B. pertussis, Ceskd republika, 1967-2010

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

1526 1967 1 2 1 1 3

1385 1967 1 2 1 1 %

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 5 1 3

17 1969 1 1 3 1 3

866 1969 1 1 3 1 3

| 3 1221 1970 1 1 3 1 3
1S 1554 1970 1 1 3 1 3
o 3305 1971 1 2 1 1 3
an 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

7 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 9 1 3
S : 638/95 1995 3 1 2 1 3
3 A 602 1995 3 1 2 2 3
2 624/95 1995 3 1 2 P 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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Alelické varianty

h Rok izolace Sérotyp Fim
PtxP ptxA prnA fim3

n4 2008 3 1 > 1 3
122 2008 3 1 2 1 3
130 2008 3 1 V) 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 7 ) 7
155(7782) 2008 3 1 2 9 3
116 2008 3 1 2 2 3
135 2008 3 1 2 2 3
85(15030) 2008 3 1 2 2 3
7 2008 3 1 2 2 3
72 215) 2008 3 1 2 2 3
121 2008 3 1 2 2 3
2s 312 2008 3 1 2 2 3
3 g 342 2008 3 1 2 2 3
§ S 25 2008 3 1 2 2 3
303/08 2008 3 1 2 7 3
341/08 2008 3 1 2 7 3
55/09 2009 3 1 ) 1 23
110/09 2009 3 1 2 1 3
139/09 2009 3 1 2 1 3
140/09 2009 3 1 7 1 23
144/09 2009 3 1 2 1 23
3/2010 2010 3 1 Z 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 P #
08/10 2010 3 1 2 ) 3

wP - celobunééna pertusova vakcina, aP - acelularni 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 izolatt 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
wP WP +aP aP
(n=20) (n=9) (n=41)

ptxP(1), ptxA(2), prnACD), fim3(1) 8 0 0 8
ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1) 8 1 0 9
ptxP(D), ptxA(D), prnA(1), fim3(1) 4 0 0 4
ptxP(D, ptxA(1), prnA(2), fim3(1) 0 1 (0] 1
ptxP(3), ptxA(D), 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 - celobunéénad pertusova vakcina, aP - acelularni pertusova vakcina, ptxP - promotor genu pro pertusovy toxin,
ptxA - gen pro S1 podjednotku 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 ur€ena pouze pro pieockovani.

Incidence a imrtnost pertuse po zavedeni pravidelného
olkovéani v CR rychle klesala z pfivodnich desetitisicti
piipadi ro¢né na 5-48 ptipadii od druhé poloviny 70. let
do roku 1992; vétsina piipadt byla u déti mladsich tif let.
Od roku 1993 ma hlisena incidence pertuse v CR trvale
vzestupny trend. V CR se proo¢kovanost udrzuje na velmi
dobré trovni, ktera umoziiuje nastoleni kolektivni imu-
nity. Napiiklad u déti do dvou let véku dosahuje 99 % [10].
Ndvrat pertuse do populace s vysokou proo¢kovanos-
ti mGZe byt zplisoben mnoha faktory. Mezi nejéasté&ji
uvadéné patii zkvalitnéni surveillance a laboratorni dia-
gnostiky onemocnéni, lepsi povédomi odborné a laické
vefejnosti o pertusi, druh pouZivanych vakcin a vyvanuti
(,waning*) imunity po o¢kovani [7, 11].

Kvyznamnym faktorim naristu onemocnéni patii také
adaptace piivodce onemocnéni, bakterie B. pertussis, na
imunitu zprostfedkovanou ofkovanim; tedy §ifeni kme-
nil B. pertussis antigenné odli$nych od kment pouZitych
ve vakcinach. Nové klony B. pertussis vzniklé selektivnim
tlakem vakcinace maji vlastnosti, které jim umoziuji
vyhnout se dostatecné G¢innosti pouzivanych vakcin [12].
Pro sekvenacni analyzu byly zvoleny oblasti genomu
ptxP, ptxA, prnA a fim3. Jde o genomové sekvence kédujici
struktury vyznamné se uplatiiujici v patogenezi pertuse
a dostatecné polymorfni pro ticely typizace. Tyto struk-
tury jsou zaroveri slozkami aP dostupnych v CR.

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

Oblast genomu PtxA B. pertussis kdduje S1 podjednotku PT.
PT je tvofen celkem 6 podjednotkami, S1-S5, S1 je podjed-
notkou katalytickou. Toxin ptisobi mechanismem ADP
ribosylace G-proteinti eukaryotnich bunék. Polymorfni
oblast podjednotky S1 ma zasadni vyznam pro vazbu na
receptor T lymfocytl (TCR) [18]. Ostatni podjednotky
maji transportni funkci, tvoii transportni systém typu
1V [13]. V oblastech kédujicich ostatni podjednotky PT
nebyl pozorovan vyznamnéjsi polymorfismus [19]. PT je
jedinym znamym faktorem patogenity odpovédnym za
klinickou manifestaci pertuse - u imunologicky naivnich
jedinct (v nasich podminkach vesmés dosud neockované
déti, pfedevsim kojenci) zptisobuje vyraznou leukocytézu
s absolutni lymfocytézou a syndrom plicni hypertenze,
ktery mliZe byt pficinou respiraéniho a ob&hového se-
1héani a smrti [20, 21].

Dalsi vyznamnou funkci PT je inhibice ¢asné zanétlivé
odpovédi, pfedev§im produkce prozanétlivych cytokinfi
achemokinti a migrace neutrofilnich leukocytii do mis-
ta infekce, coZ usnadriuje kolonizaci sliznic hostitele
v inicialni fazi infekce [13, 14]. V sou¢asné dobé je znamo
8 alelickych variant sekvence ptxA [17]. Inaktivovany PT
je soulasti vSech aP dostupnych v CR.

PrnA je variabilni oblast 1 genu kédujiciho PRN, au-
totransportni sekre¢ni protein s funkci adhezinu [13,
22]. Vazebnym mistem pro adhezi je u PRN triplet ami-
nokyselin Arg-Gly-Asp (RGD), zndmy jako misto vaz-
by (protein-protein) s eukaryotni burikou. Variabilni
oblast 1 se nachdzi 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 prA se li§i poctem repetic aminokyselin GCXXP
(Gly-Gly-X-X-Pro) ve variabilni oblasti 1, celkem je zndmo
13 variant [22]. V genu pro PRN se nachézi i druhd poly-
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morfni oblast prnB, jeji sekvenace je vSak doporuc¢ovana
pouze v piipadé zjisténi nové alelické varianty prnA [22].
PRN je obsaZen ve vét§iné aP pouzivanych v CR.
Oblasti fim2 a fim3 koduji velkou (major) podjednot-
ku fimbrif, vlaknitych povrchovych struktur bilko-
vinné povahy, jejichZz pfedpokladanou funkci je
zprostfedkovani adherence k respira¢nimu fasinko-
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 iplnost. Vla-
boratorni charakteristice kment B. pertussis je velkd pod-
jednotka fimbrii strukturou urcujici sérotyp Fim2/3/2,3
[25]. Fimbrie typu 2 a 3 obsahuje jedna z aP pouZivanych
v CR pro pteockovani (5 let, 10-11 let, dospéli).

MATERIAL A METODIKA

Kmeny Bordetella pertussis

Do studie bylo zafazeno 70 kment B. pertussis, které byly
v ramci 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 izolati1) - obdobi wP + Klesajici nemocnost
pertuse.

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

«2008-2010 (41 izolat1) - obdobi aP + pokracujici vzestup
nemocnosti pertuse.

Do roku 2004 byly kmeny uchovavany v lyofilizova-
ném stavu, od roku 2007 jsou uchovavany zmrazenim
pfi -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-
noklonalnich protilatek Monoclonal Antibody for Serotyping
Bordetella pertussis Fimbrial Antigen 2,1st WHO IS (NIBSC, UK)

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

VYSLEDKY

Ve studii bylo analyzovano 70 kment 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).

Piehled zjisténych alelickych variant je uveden v tabulce 1.
Sekvenaci oblasti ptxP bylo zji§téno, Ze u izolatl z roku
1978 a star$ich se vyskytovala vyhradné alelicka varianta
ptxP(1). Uizolatl zlet 1990 aZ 2007 se soucasné s variantou
ptxP(1) vyskytovala i varianta ptxP(3), kterd od roku 2008
zcela pfevazila.

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

V ptipadé oblasti prnA se u kment 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, unéhoz se sekvence oblasti prnA shodo-
vala se sekvenci typickou pro kmen Bordetella parapertussis.
Sekvenace oblasti fim3 ukazala, ze kmeny izolované
do r. 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 izolati ve tfech srovnavanych obdobich se
1i8f - tabulka 2 a grafy 1-3. V prvnim obdobi (1967-1978,
wP vakcina) byly nejcastéji zjiStény dva profily: ptxP(1),
PEXA(2), prnA(1), fim3(1); ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fim3(1). Ve

1967-1978

w ptxP(1), ptxA(2), prmA(1), fim3{1)
HptxP(1), ptxA(1), pmA(3), fim3(1)
O ptxP(1), ptxA(1), prA(1), fim3(1)

a Monoclonal Antibody for Serotyping Bordetella pertussis Fimbrial
Antigen 3,1st WHOIS (NIBSC, UK) podle [25].

Sekvenace DNA

1zolace DNA byla provedena soupravou QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, SRN).

Kmeny byly studovany analyzou genomovych sekvenci
koédujicich povrchové imunogenni 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 pertusovy toxin (ptxP) odpovédny za fizeni
produkce pertusového toxinu. Amplifikace genovych
oblasti byly provedeny podle publikovanych postupt
[19, 16, 22] pti uZziti 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. Sekvenaéni produkty byly ziskany pfi 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 tseki byly ziskany analyzitorem 3130xL (Applied

Graf 1. Alelicky profil izolatt 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

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

briae gene 3
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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 pfevladaly
dva alelické profily, které se v prvnim obdobi viibec ne-
vyskytovaly: ptxP(3), ptxA(1), prnA(2), fim3(2); ptxP(3) ptxA(1),
proA(2), fim3(1).

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

DISKUSE

Zmény ve struktufe antigennich determinant B. pertussis
vedouci k zvySeni odolnosti kment cirkulujicich v hosti-
telské populaci viici selekénimu tlaku postvakcinaénich
protildtek mohou byt jednou z pfi¢in narfistajici 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
odliny od profilu kment pouZitych k vyrobé vakciny [26,
27] a izolaty, které neexprimuji PRN pfibyvaji [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 kddujici antigeny aP
vakciny se méni vice, nez geny ostatnich povrchovych
proteinfi. Toto platilo jiZ pfed zavedenim o¢kovani proti
pertusi, ale po zavedeni aP vakciny jsou tyto zmeény vice
vyjadfeny [33].

Dals$imi pfi¢inami naristu incidence pertuse, o kterych
seuvazuje, jsou vyvanuti (waning) postvakcina¢ni i post-
infekéni imunity a zmény v diagnostice a fungovani sys-
tému surveillance. V podminkach CR jde také o zlepseni
povédomi 1ékaiské vefejnosti o problematice pertuse, pre-
devsim u star$ich déti, dospivajicich a dospélych, a uplat-
néni citlivych a efektivnich diagnostickych postupi.
Nejedna se tedy piimo o zmeény, ale spiSe o zefektivnéni
postupli v ramci stavajiciho programu surveillance. Pro
posledni uvedeny diivod hovoii vyznamné rozdily v rela-
tivnim poctu hlasenych piipadd mezi nékterymi zemémi
s vysoce proockovanou populaci, proti pak idaje ze zemi,
kde se v ramci surveillance sleduje pocet hospitalizaci
v souvislosti s diagnézou pertuse (divody pro hospitalizaci
jsou v Case stabilnéjsi, protoZe vychézeji ze zivaznosti
stavu pacienta) a kde je pozorovin nariist hospitalizaci
svédcici pro skute¢ny, nikoli arteficidlni nariist incidence
pertuse [34].

Geneticka variabilita oblasti kédujicich antigenni de-
terminanty nebo faktory patogenity se zacala sledovat
v zemich s dlouhodobé vysoce proofkovanou populaci po
narlstu incidence pertuse [35, 36-40]. Byla providéna
sekvenacni analyza oblasti genomu kédujicich rtizné
faktory patogenity s cilem nalézt oblasti genomu s op-
timalni mirou polymorfismu a sledovat jejich zmény
v Case. Polymorfismus byl prokdzan v genech bipA, fhaB,
fim2, fim3, ompQ, ptxS3, tcfA, a vag8 [41, 42]. Vyznamna
variabilita byla zjiSténa v oblastech kddujicich 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 proteinfi.

Studie v Nizozemi a ve Finsku prokazaly polymorfismus
v genech, které koduji dva dalezité faktory virulence
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@ptxP(1), ptxA(1), prnA(3), fims(1)
OptxP(1), ptxA(1), prnA(2), im3(1)
EptxP(3), ptxA(1), prA(2), fim3(1)
BPtxP(3), ptxA(1), prA(2), im3(2)

Graf 2. Alelicky profil izolatl B. pertussis, Ceska republika,
1990-2007

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

PptxP - 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

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

fim3(2)

@ 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 izolatd 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

PtxP - pertussis toxin promoter gene, ptxA - pertussis toxin S1
subunit gene, prnA - pertactin gene region 1, fim3 - type 3 fimbriae
gene, parapert - B. parapertussis

B. pertussis: PRN a PT. [35]. Pravé protildtky proti PRN
a PT byly pro ochranu pfed infekci povaZzovany za velmi
vyznamné a dileZité [43-44].

K sekvenacni typizaci B. pertussis neni mozné pouzit tzv.
housekeeping geny, jako je tomu u jinych bakteridlnich
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druhti. Druh B. pertussis je geneticky vysoce monomorfni
[45] a v oblasti housekeeping gentl 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].

Pfi 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 alelickd
varianta promotoru genu pro ptx-ptl operon, podminujici
zvySenou 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 miiZe pfi jeho zvy$ené produkci byt zapotfebi
vy$si koncentrace sérovych protildtek proti PT [15]. Bart
et al. [47] datuji v praci, zabyvajici se charakteristikou
celosvétové populace B. pertussis a jejich genetickych
zmén ve vztahu k okovani, vznik alelické varianty
ptxP(3) do rozmezi let 1974-1977, jeji predominanci pak
po roce 1995. Tomu odpovidaji vysledky pfedklddané stu-
die. V Nizozemsku zaznamenali Mooi et al. [16] ¢asovou
koincidenci narfistu poltu hlasenych piipadi pertuse
s nartistem vyskytu kmeni nesoucich alelickou variantu
ptxP(3). Porovnani Cetnosti hospitalizaci a tmrtnosti
v obdobich s riiznou mirou vyskytu varianty ptxP(3) v této
praci nepfimo ukazuje na vy$si miru virulence kment
nesoucich tuto variantu.

V oblasti ptxA kédujici S1 podjednotku PT byly sekvenaci
kment pochazejicich z izemi CR zjitény 2 alelické va-
rianty, ptxA(1) a ptxA(2). Do roku 1971 byly obé zastoupe-
ny rovnomeérné, po roce 1971 byla u vSech studovanych
kment zjisténa pouze varianta ptxA(1). Vznik alely ptxA(1)
pfedpokladaji Bart et al. mezi roky 1921 a 1932, narQst
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 rizné alelické varianty,
prnA(1), prnA(3) a prnA(2). V obdobi pfed rokem 1995 pfeva-
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 nartst vyskytu
kment nesoucich prnA(2) je patrny i v celosvétovém
trendu [47]. Protilatky proti PRN jsou specifické pro va-
rianty PRN kédované raznymi alelickymi variantami.
Varianta prnA(1) je obsaZena v genomu vakcinacnich
kment [49] a izolatd z obdobi pied zahdjenim plosné
vakcinace a kratce po ném. Navozuje srovnatelné ucin-
nou imunitni odpovéd proti varianté prnA(3), ale nikoli
proti prnA(2) [23]. U varianty prnA(3) se pfedpokladd jina
selekéni vyhoda, napf. 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 celosvétové, vyskyt fim3(2) narsta 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].

Samotnd sekvenacni analyza zminénych oblasti geno-
mu B. pertussis nedava odpovéd na otazku, zda kmeny
nesouci nové alelické varianty patii k mnoha vzajemné
nepfibuznym klonim, u kterych doslo ke shodnym
zménam mechanismem genetického transferu a které
se §ifi v riznych populac¢nich celcich vlivem selek¢-
niho tlaku postvakcina¢nich protilatek, nebo zda jde
o celosvétovou expanzi kmend naleZejicich k témuz
klonu. Pro porozuméni tomu, zda a jak se populace
B. pertussis pfizptisobuje selek¢nimu tlaku postvakci-
nacnich protilatek a do jaké miry jsou kmeny nesouci
totozné alelické varianty polymorfnich oblasti genomu
kédujicich faktory patogenity evolu¢né ptibuzné, je
Kkli¢ova znalost struktury a evolu¢ni historie populace
B. pertussis na celosvétové trovni [50]. Vysledky sekvenac-
ni analyzy v kombinaci s metodou PFGE (pulzni gelova
elektroforéza) [45], microarray hybridiza¢ni techniky
v kombinaci se sekvenaci vybranych oblasti genomu
[52, 53] a analyzy SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
mutaci pro uréeni vzijemné genetické pribuznosti izo-
14t B. pertussis z riiznych geografickych lokalit [17, 50]
hovoii pro druhou moznost. Celosvétoveé se §ifici klon
je nositelem alelickych variant ptxP(3), ptxA(1), prnA(2)
[50]. Pro vliv selek¢niho tlaku vakcina¢nich protilatek
na vznik a §ifeni tohoto klonu svéd¢i vyssi podil SNP
mutaci v oblastech kédujicich antigenni determinanty
oproti oblastem tzv. ,backbone“ genti (geny, jejichz
produkty odpovidaji za udrzovani zakladnich Zivotnich
funkci organismu) [50].

Nejroz§ifenéjsi aP vakcina, pouzivand k plosné 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, které jsou
v populaci B. pertussis na tiizemi CR na ustupu, pfipadné
jiz vymizely. To miize byt pficinou sniZené ucinnosti
aP vakciny.

Vysledky studie odpovidaji naleztim v dal$ich evropskych
imimoevropskych regionech s dlouhodobé vysokou pro-
ockovanosti populace. Nar@stajici hldSenou incidenci
pertuse v CR, zpfisobenou kromé dal§ich faktor také
antigenné zménénymi kmeny, se soucasnym ockovacim
schématem nedafi potladit.

ZAVERY

Sekvenaci oblasti genomu ptxP, ptxA, prnA a fim3 u kme-
nil B. pertussis izolovanych v Ceské republice v obdobi
1967-2010 byly potvrzeny zmeény alelickych variant téchto
oblasti. Vyskyt kmenti nesoucich nové alelické varianty
narasta po roce 1995 na tiilkor kment nesoucich varianty
plvodni. Vysledky studie 1ze interpretovat jako ¢astecny
geneticky unik patogennich kmend B. pertussis mimo
ucéinnost vakein.
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