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 RESUM/ABSTRACT 

RESUM 
 

La tosferina és una malaltia infecciosa aguda causada generalment per Bordetella 

pertussis, un cocbacil gramnegatiu, de reservori exclusivament humà i amb una 

elevada transmissibilitat per via aèria. Es caracteritza per presentar un quadre 

respiratori de tos intensa que, sovint, pot perllongar-se durant setmanes o mesos.  

Es tracta d’una malaltia que s’observa majoritàriament en edat preescolar i escolar, 

essent els infants menors d’1 any els que presenten una major incidència de la 

malaltia i també les formes més greus (˂3 mesos), requerint sovint, l’atenció de cures 

intensives. En els adolescents i els adults, les formes clíniques solen ser més lleus o 

inespecífiques, el que implica que en moltes ocasions passi desapercebuda. Això fa 

que aquests siguin el principal reservori del microorganisme, tenint un paper crucial 

en la seva transmissió.  

Tot i que la vacunació és la millor estratègia per a la prevenció de la tosferina, 

observant-se un gran descens en la incidència de la malaltia amb la introducció de 

les vacunes de cèl·lules completes (DTPw) als anys cinquanta, així com de les morts 

associades, al llarg dels darrers vint anys, s’ha observat una reemergència de la 

infecció malgrat les extenses campanyes de vacunació i les elevades taxes 

d’immunització. Aquesta s’ha convertit, avui en dia, en una de les malalties que es 

pot prevenir mitjançant la vacunació amb una de les taxes d’incidència més altes. 

Entre les possibles causes implicades en el ressorgiment de la tosferina, destaca 

l’adaptació de B. pertussis a la immunitat conferida per les vacunes acel·lulars 

(DTPa), les quals es van introduir en el nostre entorn a finals dels anys noranta, així 

com l’emergència de noves espècies del gènere Bordetella, com és el cas de B. 

holmesii, contra la qual les vacunes utilitzades no confereixen protecció.  

Per una banda, el procés d’adaptació de B. pertussis a la immunitat induïda per les 

vacunes DTPa ha evidenciat com, coincidint amb la introducció d’aquestes, han 
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aparegut noves poblacions de B. pertussis que han anat reemplaçant de forma 

progressiva les variants antigèniques presents a les composicions vacunals 

utilitzades. En aquest sentit, s’ha observat un viratge en l’estructura de les 

poblacions de B. pertussis circulants, reflectida pel recanvi dels perfils electroforètics 

que han circulat entre els períodes d’ús de les vacunes DTPw i les vacunes DTPa, així 

com de l’emergència i posterior predomini del genotip MT27, el qual s’ha observat 

en el 79,3% dels aïllats de B. pertussis circulants després de la introducció de les 

vacunes DTPa. Addicionalment, en aquestes poblacions, les quals són les 

responsables de les últimes onades epidèmiques observades de la malaltia en el 

nostre entorn, s’han observat polimorfismes en els gens que codifiquen la toxina 

pertussis (ptxA) i en el seu promotor (ptxP), la pertactina (prn) i la fimbria de tipus 3 

(fim3). Així, la combinació al·lèlica ptxA1/prn2/fim3-2, la qual presenta formes 

antigèniques diferents a les que es troben contingudes en les vacunes DTPa, s’ha 

observat com a majoritària (52,7%) entre els aïllats que han circulat en el nostre medi 

després de la introducció d’aquest tipus de vacuna. Addicionalment, la presència 

majoritària (97,7%) del promotor de la toxina pertussis de tipus 3 (ptxP3) condiciona 

un increment de la producció d’aquest determinant de virulència en aquests aïllats 

de B. pertussis que el posseeixen. 

D’altra banda, s’ha posat de manifest la circulació d’aïllats de B. pertussis que deixen 

d’expressar l’antigen vacunal de la pertactina (PRN), mantenint la seva virulència i 

capacitat per produir malaltia. Aquests han suposat 27,2% del total d’aïllats, 

identificant-se únicament en el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa. En aquest 

sentit, l’aparició i disseminació exitosa, d’un clúster d’aïllats que han presentat una 

deleció en el promotor i part del gen que codifica aquest determinant de virulència 

(58,1%, prn::del(-292, 1340)), ha evidenciat l’expansió dels aïllats de B. pertussis que 

no expressen PRN en el nostre medi.  
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D’aquesta manera, la disseminació d’aïllats de B. pertussis que expressen antígens 

vacunals que posseeixen epítops no reconeguts pels anticossos generats mitjançant 

l’ús de les vacunes DTPa, així com la pèrdua de l’expressió d’aquests antígens com a 

importants mecanismes d’adaptació i evasió de la immunitat conferida per les 

vacunes antipertússiques utilitzades al llarg dels últims anys en el nostre medi, 

sembla ser un mecanisme que pot comprometre la seva eficàcia. 

Finalment, la descripció de l’emergència de B. holmesii com a agent causal de la 

tosferina, observant-se una prevalença d’aquest microorganisme del 3,9% l’any 2015 

i del 8,8% l’any 2016, demostra que la seva circulació ha pogut contribuir en el 

ressorgiment de la tosferina en el nostre medi. En relació amb aquests, no s’han 

observat diferències en les característiques clíniques-epidemiològiques dels casos 

originats per B. holmesii en comparació amb aquells causats per B. pertussis, ni s’han 

evidenciat complicacions o recidives després del seu tractament amb azitromicina. 

Així, el conjunt d’observacions reforça la necessitat d’adaptar les eines diagnòstiques 

actuals per la identificació correcta de les etiologies de la tosferina.  
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ABSTRACT 
 

Whooping cough is an acute infectious disease usually caused by Bordetella 

pertussis, a gram-negative coccobacillus, with an exclusively human reservoir and 

high airborne transmissibility. It is characterized by presenting a respiratory picture 

of intense cough that can often last for weeks or months. This disease is mostly 

observed in preschool and school age, presenting the highest incidence in and the 

most severe forms in children under 1 year of age and the most severe forms (˂3 

months), which often requiring intensive care support. Regarding adolescents and 

adults, clinical forms are usually milder or nonspecific, implying that it often goes 

unnoticed. Therefore, it makes them the main reservoir of the microorganism, 

playing a crucial role in its transmission. 

Although vaccination is the best strategy for the pertussis prevention and a major 

decline in the incidence of the disease is observed with the introduction of whole-

cell vaccines (DTPw) in the 1950s, as well as associated deaths, over the last twenty 

years, a re-emergence of infection has been observed despite extensive vaccination 

campaigns and high immunisation rates. Nowadays pertussis is one of the vaccine-

preventable disease with the highest incidence rates. Among the possible causes 

that are involved in the pertussis resurgence, the adaptation of B. pertussis to the 

immunity conferred by acellular vaccines (DTPa), which were introduced into our 

environment in the late 1990s, as well as the emergence of new species of the genus 

Bordetella, as is the case with B. holmesii against which the vaccines used do not 

confer protection, are some of the most important ones that have be considered. 

On the one hand, the process of adaptation of B. pertussis to the immunity induced 

by DTPa vaccines has been evidenced by the new populations of B. pertussis that 

have appeared and have gradually replaced the antigenic variants present in the 

vaccine, concurrently with its introduction. In this sense, a change in the structure of 

circulating B. pertussis populations has been observed, reflected by the replacement 
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of the PFGE electrophoretic profiles that have circulated within the different vaccine 

periods. Is remarkable the emergence and subsequent predominance of the MT27 

genotype, which has been observed in 79.3% of circulating B. pertussis isolates after 

the introduction of DTPa vaccines. Additionally, in these populations, which are 

responsible for the latest epidemic waves of the disease observed in our 

environment, polymorphisms in the genes encoding the pertussis toxin (ptxA) and 

its promoter (ptxP), pertactin (prn) and fimbria type 3 (fim3). Thus, the allelic 

combination ptxA1/prn2/fim3-2, which include different antigenic forms than those 

contained in DTPa vaccines, has been observed as the most prevalent (52.7%) among 

the isolates that have circulated in our environment after the introduction of this 

type of vaccine. Additionally, a high prevalence (97.7%) of the type 3 pertussis toxin 

promoter (ptxP3), which induces an increase in the production of this virulence 

determinant in these B. pertussis isolates, is found in isolates obtained after the DTPa 

vaccine. 

Other factor that has evidenced the B. pertussis adaptation is the emergence of 

pertactin (PRN) negative isolates maintaining its virulence and ability to produce 

disease.  In our study, PRN-negative isolates have accounted for the 27.2% of the 

total studied isolates. They have been identified only during the period of exclusive 

use of DTPa vaccines. In this sense, the emergence and successful dissemination of 

a cluster of isolates that possess a deletion in the promoter and part of the gene 

encoding this determinant of virulence (58.1%, prn::del (-292 , 1340)), has evidenced 

the expansion of most of the B. pertussis isolates that do not express PRN in our 

environment. 

Thus, the spread of B. pertussis isolates expressing vaccine antigens possessing 

epitopes not recognized by antibodies generated by the use of DTPa vaccines, as well 

as the loss of expression of these antigens as an important mechanism of adaptation 
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and evasion of immunity conferred by pertussis vaccines, seems to be a mechanism 

contributing to compromise the vaccine effectiveness. 

Finally, the description of the emergence of B. holmesii as the causative agent of 

pertussis, observing a prevalence of this microorganism of 3.9% in 2015 and 8.8% in 

2016, shows that its circulation has been able to contribute to the pertussis 

resurgence in our environment. In relation to these, no differences were observed 

in the clinical-epidemiological characteristics of the pertussis cases by B. holmesii 

and those caused by B. pertussis, nor were there any complications or relapses after 

its treatment with azithromycin. Thus, we describe the emergence of B. holmesii as 

a causative agent of whooping cough in Spain. Accurate diagnosis of the causative 

agent of this disease is crucial to determine the real incidence and prevalence of the 

microbial species involved, to assess its contribution to the epidemiology of 

whooping cough, to evaluate whether specific antimicrobial drug treatments should 

be implemented and, in terms of public health, to assess the efficacy of the pertussis 

vaccine. 
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1. Història de la tosferina 

Basat en registres històrics, en el segle VII, durant la dinastia Sui, el metge xinès de 

gran reputació Yuangfang Chao va recollir en un tractat un extens catàleg de 

malalties. En ell, apareix la descripció d’una malaltia pediàtrica perllongada en el 

temps coneguda en aquell moment com “la tos dels 100 dies”1. Altres observacions 

prematures inclouen brots de la malaltia registrats a Persia al segle XV i brots 

observats a París al llarg del segle XVI, suggerint que la malaltia s’ha distribuït 

àmpliament en poblacions humanes durant uns quants cents d’anys2. Guillaume de 

Baillou va ser el primer a parlar de la malaltia a Europa, descrivint-ne la fase 

paroxística i la seva propagació epidèmica a París durant l’any 1578. Aquest va 

descriure una nova malaltia a la que va denominar “quinte”, la qual afectava 

principalment els nens de 4 a 10 anys, presentant-se com a tos seca i violenta seguida 

de vòmit i associada a una elevada mortalitat3,4. Tres-cents anys després, l’any 1883, 

l’alemany Carl Burger va reconèixer per primera vegada bacils en una mostra d’esput 

tenyida d’un pacient amb clínica compatible amb una tosferina. Així i tot, no va ser 

fins passats vint-i-tres anys, l’any 1906, quan el belga Jules Bordet, juntament amb 

Octave Gengou, van poder fer créixer i aïllar amb èxit el microorganisme responsable 

del quadre de tosferina que patia el seu fill, mèrit que li va ser reconegut l’any 1920 

quan Jules Bordet va ser guardonat amb el Premi Nobel 1919 en Fisiologia o 

Medicina pel seu treball en el camp de la immunologia microbiana, inclòs el seu 

estudi de l’agent causal de la tosferina, Bordetella pertussis5,6.  

 

i. Breu definició de la malaltia 

La tosferina és una malaltia infecciosa aguda altament contagiosa causada 

generalment per B. pertussis, un microorganisme de reservori exclusivament humà i 

d’elevada transmissió per via aèria. És considerada una de les malalties que es pot 

prevenir mitjançant la vacunació amb una de les incidències més elevades a escala 
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mundial. Es caracteritza per presentar un quadre respiratori de tos intensa que es 

pot perllongar durant setmanes o mesos. S’observa majoritàriament en edat 

preescolar i escolar, encara que els adolescents i els adults són el principal reservori 

del microorganisme, jugant un paper crucial en la seva transmissió6.  

 

ii. Microbiologia de les espècies del gènere Bordetella  

Les espècies del gènere Bordetella són Beta Proteobacteries classificades dins l’ordre 

Burkholderiales i la família Alcaligenaceae. El gènere inclou un total de setze espècies 

diferents de petits cocbacils gramnegatius, encapsulats i en la seva gran majoria 

aeròbics estrictes, que creixen de forma òptima entre 35 °C i 37 °C. Es tracta 

d’espècies estretament relacionades genèticament, les quals es poden diferenciar 

per trets característics del seu creixement, identificant-se fenotípicament per 

tècniques bioquímiques o, alguna d’elles, per tècniques proteòmiques (matrix-

assisted laser desorption/ionization time-of-flight, MALDI-TOF). Degut a la seva difícil 

discriminació per seqüenciació del gen 16S de l’ARNr, per la identificació genètica de 

les diverses espècies que conformen el gènere Bordetella es recorre a la 

seqüenciació de gens concrets alternatius com el gen nrdA, el qual codifica la cadena 

alfa de la ribonucleòsid-difosfat reductasa, o altres gens essencials com el gen recA, 

així com a la seqüenciació del genoma complet7,8. Avui en dia, les espècies descrites 

del gènere són: Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, Bordetella holmesii, 

Bordetella bronchiseptica, Bordetella avium, Bordetella hinzii, Bordetella 

pseudohinzii, Bordetella trematum, Bordetella petri, Bordetella ansorpii, Bordetella 

bronchialis, Bordetella flabilis, Bordetella  sputigena, i les últimes en incorporar-se, 

Bordetella muralis, Bordetella tumulicola i Bordetella tumbae  (Figura 1)7,9–11.  
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Figura 1. Estructura filogenètica (neighbour-joining tree) d'acord a les seqüències del gen 16S de 
l’ARNr de les setze espècies descrites del gènere Bordetella. Figura de Yury V. Ivanov et al. 20169. 

 

D’aquestes, B. pertussis, B. parapertussis i B. bronchiseptica conformen el grup 

d’espècies clàssiques, que juntament amb B. holmesii tenen capacitat per causar 

malaltia a individus humans, produint principalment, afectacions a les vies 

respiratòries. B. pertussis, la qual és un patogen estrictament humà que no té un 

reservori animal conegut, és el principal agent etiològic de la tosferina, patologia que 

també pot ser originada per B. holmesii i per un llinatge concret de B. parapertussis 

adaptat a humans (B. parapertussishu). L’altre, el llinatge de B. parapertussis adaptat 

a ovins (B. parapertussisov), causa infecció respiratòria en animals domèstics, 

principalment en bestiar oví i porcí. B. bronchiseptica, tot i que ocasionalment s’ha 

identificat produint malaltia en persones amb contacte proper amb animals, 

produeix principalment patologia respiratòria en gossos, porcs, conills i gats. B. 

holmesii i B. bronchiseptica, a més de les afectacions a les vies respiratòries, poden 

produir afectacions sistèmiques en persones immunodeprimides12–27. B. avium i B. 

hinzii són considerades les espècies aviàries, sent B. avium l’agent etiològic de la 

Turkey coryza en aus salvatges o domèstiques, malaltia que també pot ser causada 

per B. hinzii. Ambdues espècies poden infectar de forma ocasional a persones amb 

immunosupressió, ja que s’han aïllat de pacients amb afectacions pulmonars 

subjacents o amb malalties cròniques de base. B. pseudohinzii es va diferenciar de B. 
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hinzii per la seva distància genètica, tractant-se d’una espècie que s’ha descrit com 

a causant de patologia respiratòria en ratolins9,28–38. B. trematum s’ha aïllat de lesions 

cutànies o d’infeccions d’oïda en humans i B. petrii, tot i que es va descriure per 

primera vegada com una espècie ambiental trobada en mostres de sediments de 

rius, també s’ha aïllat de forma anecdòtica en humans39–43. B. ansorpii es va 

identificar per primera vegada en un exsudat purulent d’un quist epidèrmic i 

posteriorment s’ha trobat també en els hemocultius d’un pacient 

immunodeprimit44,45. B. bronchialis, B. flabilis i B. sputigena s’han identificat en 

mostres respiratòries de pacients diagnosticats de fibrosi quística11. Finalment, les 

incorporacions més recents del gènere Bordetella són les espècies ambientals B. 

muralis, B. tumulicola i B. tumbae, totes elles aïllades de mostres recollides de la 

superfície de la paret de guix de les pintures murals de les tombes Takamatsuzuka, a 

la localitat d’Asuka, al Japó. Aquestes, es van descriure per primera vegada l’any 

2015, unes troballes que recolzen l’evidència que membres del gènere Bordetella 

existeixen també en el medi ambient, podent ser ubics en el sòl i/o l’aigua10. 

 

D’aquesta manera, B. pertussis, juntament amb B. parapertussis i B. holmesii, són les 

úniques espècies que tenen capacitat per infectar els éssers humans causant un 

quadre respiratori clàssic de tosferina. Entre elles, el principal agent etiològic de la 

tosferina, B. pertussis, és un microorganisme no mòbil, oxidasa positiu, catalasa 

positiu, ureasa negatiu, exigent pel que fa a requeriments de creixement i 

relativament inert bioquímicament12. Les altres dues espècies del gènere que poden 

causar quadres respiratoris en humans similars a la tosferina causada per B. pertussis 

són B. parapertussis, un microorganisme similar a B. pertussis, sent també no mòbil 

i catalasa positiu, però diferenciant-se per ser oxidasa negatiu i ureasa positiu, per 

ser menys exigent en el creixement en cultiu i per produir un pigment marronós 

soluble en alguns medis de cultiu, i B. holmesii, un microorganisme oxidasa negatiu, 
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ureasa negatiu, productor d’un pigment marronós soluble en alguns medis de cultiu 

i poc exigent en el creixement en cultiu (Taula 1)7,46.  

 

Taula 1. Trets fenotípics i característiques bioquímiques o de creixement de les espècies del gènere 
Bordetella productores de tosferina*. 

   Espècie  

  B. pertussis B. parapertussis B. holmesii 

Tr
e

t 
fe

n
o

tí
p

ic
 o

 c
ar

ac
te

rí
st

ic
a

 

b
io

q
u

ím
ic

a 
o

 d
e
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re

ix
e

m
e

n
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Creixement en RL o 
BG 

+ (3-4 dies) + (2-3 dies) + 

Creixement en agar 
sang 

- +/- + 

Catalasa + + + 

Oxidasa + - - 

Ureasa - + - 

Reducció de nitrats - - - 

Hemòlisi de tipus 
beta 

+ + - 

Motilitat +/- - - 

Producció de 
pigments 

- + (marronós) + (marronós) 

* RL, medi de cultiu Regan Lowe; BG, medi de cultiu Bordet Gengou; +, positiu; -, negatiu; +/-, positiu 
en alguns casos i negatiu en altres. Dades del Laboratory manual for the diagnosis of whooping cough 
caused by Bordetella pertussis/Bordetella parapertussis, OMS 2014, Robbin S. Weyant et al. 1995 i 
Casandra L. Hoffman et al. 201927,46,47. 

 

2. Patogènesis de Bordetella pertussis 

B. pertussis és un bacteri patogen que estableix infecció per via respiratòria i roman 

localitzat, durant aquesta, a la mucosa del tracte respiratori superior humà, causant 

dany local i manifestacions sistèmiques. La patogenicitat d’aquest microorganisme 

involucra nombrosos factors de virulència, entre els quals s’inclouen toxines, 

endotoxines, sistemes de secreció, factors implicats en l’adherència, factors de 

resistència a sèrum i sistemes de regulació (Figura 2). La producció d’aquests factors 

de virulència permet la unió del microorganisme i l’evasió de les defenses de 

l’individu, contribuint al desenvolupament de la infecció i a la producció del quadre 

clínic associat. A conseqüència, es desencadena la posterior resposta immunitària 
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característica de la infecció, la qual té lloc pel paper immunomodulació de B. 

pertussis i en resposta al dany tissular causat per la pròpia infecció6,48. 

 

 

Figura 2. Interacció de B. pertussis amb les superfícies mucoses. Figura de Ilse Jongerius et al. 
201549. 

 

Breument, la hemaglutinina filamentosa (FHA), les fímbries (FIM) i la pertactina 

(PRN) són tres determinants de virulència importants durant el procés d’unió a 

l’epiteli respiratori de B. pertussis. La toxina pertussis (PTX), la qual actua també com 

una adhesina, és un dels principals factors de virulència del microorganisme. L’evasió 

de les defenses de l’individu ocorre principalment a través de la seva acció, així com 

del paper de la toxina adenilat ciclasa-hemolisina (AC-Hly). Addicionalment, un dels 

mecanismes que presenta el microorganisme per evitar l’acció del complement 
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vehiculada per anticossos és la producció de BrkA, una proteïna associada a la 

superfície amb un paper important en la resistència al sèrum. Per a la regulació de 

tots ells, B. pertussis presenta l’operó bvg (Veure Sistemes de regulació, pàgina ?), 

compost per bvgA i bvgS, els quals formen el sistema de transducció de senyals de 

dos components que controla els estats o fases virulentes i avirulentes de B. 

pertussis, expressió dels quals està regulada per factors ambientals. La major part 

del dany tissular local a les cèl·lules epitelials ciliades és produït per l’acció de la 

citotoxina traqueal (TCT) i la toxina dermonecrotica (DNT). A diferència d’altres 

malalties bacterianes, hi ha poques manifestacions sistèmiques degudes a la infecció 

per B. pertussis ja que aquesta no entra al torrent sanguini ni es dissemina. Tot i això, 

la PTX és el principal determinant de virulència que origina les manifestacions 

sistèmiques, entre les que s’inclouen la leucocitosis, la limfocitosis, la encefalopatia 

i la hipertensió pulmonar, observades en aquells quadres més greus de tosferina en 

els infants de menys edat6,48. 

 

i. Mecanismes patogènics 

Els principals mecanismes patogènics de B. pertussis, algun dels quals pot ser produït 

també per B. parapertussis i B. holmesii s’exposen i descriuen a continuació6,50,51:  

 

Toxines, endotoxines i sistemes de secreció 

Les principals funcions de les toxines i les endotoxines són danyar o inhibir els 

mecanismes de defensa de l’hoste, contribuint així a l’aparició de les manifestacions 

clíniques de la malaltia mentre que els sistemes de secreció participen en el seu 

alliberament. 
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▪ Toxina pertussis (pertussis toxin, PTX) 

La PTX és una proteïna periplasmàtica de 94 kDa formada per 5 subunitats produïda 

exclusivament per B. pertussis, sent la seva principal i característica toxina. No 

obstant això, el locus ptx-ptl es troba present tant en B. pertussis com en B. 

parapertussis, encara que en aquesta última acumula una sèrie de mutacions en el 

seu promotor que fan que no s’expressi (Taula 2). Es tracta d’una exotoxina de tipus 

AB5 secretada pel sistema de secreció de tipus IV, formada per una subunitat 

catalítica A (S1) amb activitat ADP-ribosiltransferasa i quatre subunitats B (S2-S5) 

d’unió als receptors cel·lulars. Presenta activitat enzimàtica que, a més de facilitar 

l’adhesió del microorganisme a l’epiteli del tracte respiratori humà, és responsable 

de diversos efectes en l’hoste, entre els quals es troba, la producció de limfocitosis, 

l’augment de la susceptibilitat a la histamina, la inhibició de la funció dels fagòcits i 

leucòcits i l’alteració en la secreció d’insulina. Tot això es manifesta amb un augment 

de les secrecions respiratòries així com la producció de la mucositat característica de 

la primera fase de la malaltia. Immunològicament, modifica la capacitat de resposta 

de les cèl·lules T i indueix la producció d’immunoglobulina (Ig) E, responsables de la 

immunitat perllongada generada per l’organisme enfront de la malaltia. És 

considerant un important immunogen, per la qual cosa és un dels principals 

components de les vacunes acel·lulars (DTPa)52–59. 

▪ Citotoxina traqueal (tracheal cytotoxin, TCT) 

La TCT és una exotoxina de 9,2 kDa produïda per B. pertussis i també per B. 

parapertussis (Taula 2). Es tracta d’un monòmer disacàrid-tetrapèptid derivat de la 

degradació de la paret cel·lular, un fragment del peptidoglicà, el qual té una gran 

afinitat específica per les cèl·lules epitelials ciliades. Actua estimulant la producció 

de citocines pro inflamatòries, induint la producció d’òxid nítric i causant danys a les 

cèl·lules ciliades de l’epiteli, altrament anomenat colòstasis. Actua alterant els 

mecanismes d’aclariment, neteja i regeneració de les cèl·lules del tracte respiratori, 
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la qual cosa origina la tos característica de la malaltia. A més, la seva acció es 

relaciona també amb la presència de febre, gall inspiratori i paroxismes59–64. 

▪ Toxina adenilat ciclasa-hemolisina (toxin adenylate cyclase-haemolysin, AC-

Hly) 

L’AC-Hly  és una proteïna extracitoplasmàtica secretada pel sistema de secreció de 

tipus I que presenta dos dominis funcionals C- i N- terminals activats per calmodulina 

de 25 kDa i 18 kDa, respectivament. És produïda tant per B. pertussis com per B. 

parapertussis, encara que la d’aquesta segona presenta patrons de modificació post-

traduccionals que fa que presenti propietats citotòxiques lleugerament diferents a 

les que presenta la de B. pertussis (Taula 2). S’uneix a les cèl·lules diana a través del 

domini C-terminal i transforma l’ATP en cAMP a través de l’extrem N-terminal. És 

una toxina bifuncional que presenta activitat enzimàtica tant d’AC-Hly, funcionant 

principalment com a factor antiinflamatori. Inhibeix la migració i activació dels 

fagòcits, bloqueja la producció d’òxid nítric bactericida per part dels macròfags, 

suprimeix l’efecte citotòxic dels neutròfils, monòcits i cèl·lules citocides naturals i 

inhibeix l’activació i quimiotaxis de les cèl·lules T, sent important pel bacteri durant 

la fase inicial de la malaltia. La infecció natural i, en menor mesura l’administració de 

les vacunes de cèl·lules completes (DTPw), estimulen la producció d’elevats títols 

d’anticossos contra l’AC-Hly, els quals perduren fins a l’edat adulta59,61,65–69. 

▪ Toxina dermonecròtica (dermonecrotic toxin, DNT) 

La DNT és una proteïna citoplasmàtica de 160 kDa de tipus AB, formada per un 

domini N-terminal d’unió al receptor (B) i un domini C-terminal amb activitat 

enzimàtica (A), produïda tant per B. pertussis com per B. parapertussis (Taula 2). Es 

tracta d’una toxina termolàbil, de la qual es desconeix amb exactitud el seu paper en 

la patogènesi de la malaltia. S’ha observat en ratolins i primats que a diferents dosis 

produeix vasoconstricció i necrosis isquèmica local. Tot i que falten evidències, és 
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probable que en humans produeixi la destrucció localitzada del teixit del tracte 

respiratori70,71.  

▪ Lipopolisacàrid (lipopolysaccharide, LPS) 

El LPS és una endotoxina que confereix protecció al bacteri enfront de la lisi cel·lular 

vehiculada pel complement, present en B. pertussis, B. parapertussis i B. holmesii. 

No obstant això, el LPS de B. pertussis, a diferència del de B. parapertussis i B. 

holmesii, manca de les cadenes laterals d’antigen O (lipooligosacàrid) a causa de la 

deleció dels gens wbm (Taula 2). D’aquesta manera, el LPS de B. pertussis es composa 

tan sols del nucli oligosacàrid i del lípid A. El LPS és el principal responsable de la 

presència de febre després de la immunització amb les vacunes DTPw, presenta 

propietats antigèniques i adjuvants, però no té capacitat protectora, no sent un 

component de les vacunes DTPa72–77. 

▪ Sistema de secreció de tipus III (type III secretion system,T3SS) 

El T3SS és un sistema compost per més de 20 proteïnes, el qual és utilitzat pel 

microorganisme per expulsar proteïnes efectores a les cèl·lules hoste eucariotes 

com, per exemple, BopB, BopN, BopD, Bsp22 i BopC/BteA, freqüentment 

relacionades amb la colonització i persistència a l’epiteli respiratori78–82.   

 

Adhesines i altres factors implicats en l’adherència 

La principal funció de les adhesines, entre les que s’inclouen la PRN, la FHA i les FIM, 

i els altres factors implicats en l’adherència és facilitar la unió del microorganisme a 

les cèl·lules epitelials ciliades del tracte respiratori humà.  

▪ Pertactina (pertactin, PRN) 

La PRN és una proteïna autotransportador de la superfície bacteriana de 69 kDa que 

intervé en la unió a les cèl·lules eucariotes a través del motiu RGD (Arg-Gly-Asp) i és 
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produïda per B. pertussis i B. parapertussis, la qual produeix una proteïna amb una 

gran similitud amb la PRN de B. pertussis (Figura 3 i Taula 2). Com totes les proteïnes 

autotransportadores, les quals formen part del sistema de secreció de tipus V, el 

polipèptid immadur de la PRN de 93 kDa inclou un domini passatger central 

flanquejat per una seqüència senyal (SS) a l’extrem N-terminal i un domina de porina 

a l’extrem C-terminal. La funció de la SS és dirigir el polipèptid al periplasma, 

escindint-se durant aquest procés, mentre que l’extrem C-terminal forma un canal a 

la membrana exterior per tal de que s’exporti el domini passatger a la superfície, el 

qual es plega per formar una estructura en hèlix. És una proteïna altament 

polimòrfica, especialment en dues regions anomenades R1 i R2, les quals presenten 

diverses repeticions dels motius GGXXP (Gly-Gly-Xaa-Xaa-Pro) i PQP (Pro-Gln-Pro), 

respectivament, utilitzades per definir els diferents al·lels descrits de la proteïna. La 

PRN és una proteïna resistent a l’aclariment vehiculat pels neutròfils i altament 

immunògena, la qual és un dels components en la majoria de composicions de les 

vacunes DTPa83–89. 

▪ Hemaglutinina filamentosa (filamentous haemagglutinin, FHA) 

La FHA és una proteïna filamentosa gran en forma de forquilla i altament 

immunogènica que presenta dues formes, una primera associada a la paret cel·lular 

i una segona en forma de proteïna secretada (Figura 3). Es tracta d’una adhesina 

produïda per B. pertussis, B. parapertussis i també per B. holmesii, la qual presenta 

una proteïna altament relacionada amb la FHA produïda per B. pertussis i B. 

parapertussis (Taula 2). La FHA és una proteïna autotransportadora que forma part 

del sistema de secreció de tipus V, sintetitzant-se com un precursor FhaB de 367 kDa, 

el qual modifica el seu extrem N-terminal i escindeix el seu extrem C-terminal per tal 

de formar la proteïna FHA madura de 220 kDa. La proteïna transportadora de la 

membrana externa FhaC és un dels principals membres de la via de secreció de la 

FHA, la qual interactua amb FhaB, forma porus i permet la secreció de la FHA, 
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ambdues classificant-se com els membres del sistema de secreció de dos socis TPS. 

L’escissió de la forma lliure de la FHA al medi extracel·lular és conseqüència de l’acció 

de la proteasa SphB1. La FHA presenta un domini d’unió a heparina i un motiu de 

reconeixement de carbohidrats (CRD), a més del motiu RGD (Arg-Gly-Asp), compartit 

amb la ja esmentada PRN. Gràcies a aquests, la seva activitat intercedeix en l’adhesió 

inicial del microorganisme a les cèl·lules de l’epiteli del tracte respiratori superior així 

com és essencial per superar l’aclariment mucociliar i facilitar la progressió de la 

infecció al llarg del tracte respiratori, promou la fagocitosi per macròfags i neutròfils 

polimorfonuclears, indueix l’alliberament de molècules antiinflamatòries i suprimeix 

la producció de molècules proinflamatòries per part dels macròfags i les cèl·lules 

dendrítiques. Es tracta d’un dels principals components de la majoria de 

composicions de les vacunes DTPa90–98.  

▪ Fímbries (fimbriae – type I pili, FIM) 

Les FIM són projeccions filamentoses de naturalesa proteica de la superfície 

bacteriana, produïdes per B. pertussis (Figura 3). B. parapertussis, tot i presentar els 

gens que codifiquen les fímbries, no les expressen (Taula 2). Hi ha dos tipus de 

productes FIM segons la seva subunitat principal, el 2 i el 3, els quals són susceptibles 

a patir variacions polimòrfiques i representen dos serotips específics d’aglutinògens. 

Els gens fim estan subjectes a una variació de la fase fimbrial per un aparellament 

incorrecte en el tram de residus de citosina ubicats entre les posicions -10 i -35 dels 

promotors fim2 i fim3. Tots dos presenten una subunitat menor o antigen FimD com 

a estructura comuna d’unió a la integrina VLA5 de la superfície dels monòcits i als 

sucres sulfatats. FIM2 i FIM3 són dos components importants en el procés de 

colonització de la mucosa respiratòria inferior i amb implicació en l’adherència del 

microorganisme i la supressió de la resposta inflamatòria inicial a la infecció. Les FIM 

estan incloses d’algunes composicions de les vacunes DTPa17,97,99–103. 
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Figura 3. Presentació de la PRN, la FHA i les FIM a la superfície cel·lular de B. pertussis. Figura 
modificada de Jeffrey A. Melvin et al. 201465. 

 

▪ Factor de colonització traqueal A (tracheal colonization factor A, TCF-A) i 

BapC (autotransporter protein C) 

El TCF-A i la BapC són dues proteïnes autotransportadores de superfície 

exclusivament produïdes per B. pertussis (Taula 2). El primer, a banda de ser una 

proteïna de superfície és també una proteïna secretada de 60kDa, la qual actua 

principalment en el procés d’adherència. La segona, es tracta d’una proteïna d’entre 

90 i 100 kDa que, de la mateixa manera que la primera, està fonamentalment 

involucrada en l’adherència del microorganisme a les cèl·lules de l’hoste. Ambdues 

presenten el mateix motiu RGD (Arg-Gly-Asp) que la PRN i la FHA i, a diferència 

d’aquestes, el motiu addicional SGXG (Ser-Gly-Xaa-Gly), punt d’unió del 

glicosaminoglicà, una estructura de naturalesa glucídica present en el teixit epitelial, 

entre altres104–107. 
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Factors de resistència al sèrum 

B. pertussis utilitza nombroses estratègies per evadir el sistema immunològic, inclosa 

la capacitat per resistir a la mort a través del complement. En aquest sentit, les 

proteïnes autotransportadores de superfície Vag8 i BrkA, d’aproximadament 100 

kDa i de 73 kDa, respectivament, són els principals factors de resistència al sèrum 

(Taula 2). Concretament, Vag8, identificat tant en B. pertussis com en B. 

parapertussis, actua unint-se a l’inhibidor de l’esterasa C1 (C1inh), una proteïna 

reguladora del sistema del complement, mentre que BrkA, per la seva banda, 

participa en la resistència al complement prevenint l’acumulació de C4 depositat i la 

formació del complex d’atac de membrana108–111. 

 

Sistemes de regulació 

Molts dels factors de virulència de B. pertussis estan activats pel sistema regulador 

de dos components (BvgAS), format pel sensor quinasa BvgS i pel regulador de la 

resposta BvgA (Figura 4).  

 



 

 
17 

 INTRODUCCIÓ 

 

En condicions no inductives, un nivell basal de transcripció del promotor de 

bvgA/bvgS (PbvgA/S) produeix una quantitat baixa de BvgS i BvgA no fosforilada. En 

presència d’un senyal, BvgS s’activa i fosforila a BvgA (BvgA-P), facilitant-se la seva 

dimerització així com la transcripció activa d’aquells gens de virulència primerencs 

activats per promotors de tipus vag, entre els que es troben els promotors de la FHA 

i les FIM. L’augment de la transcripció del promotor PbvgA/S resulta en un augment 

dels nivells de BvgA i BvgA-P, donant lloc a l’activació dels promotors d’aquells gens 

de virulència tardans, com són els promotors de l’AC-Hly i la PTX. D’aquesta manera, 

la fosforilació de BvgA és necessària pel microorganisme, ajudant-lo en el procés 

d’adaptació i colonització de les vies respiratòries. Contràriament, amb la manca de 

senyal, el nivell de BvgA-P disminueix ràpidament degut a l’activitat fosfatasa de 

BvgS, induint-se aquells gens de virulència reprimits per promotors de tipus vrg, 

 

Figura 4. Esquema de la xarxa reguladora BvgAS. Figura modificada de Alice Boulanger et al. 2015112. 
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l’activació d’algun dels quals implica la síntesi de polisacàrid capsular o l’expressió 

de gens flagel·lars i de quimiotaxis65,112–120. 

 

Taula 2. Presència i absència dels diversos factors de virulència entre les espècies del gènere Bordetella 
productores de tosferina*. 
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* PTX, toxina pertussis; TCT, citotoxina traqueal; AC-Hly, toxina adenilat ciclasa-hemolisina; DNT, toxina 
dermonecròtica; LPS, lipopolisacàrid; T3SS, sistema de secreció de tipus 3; PRN, pertactina; FHA, 
hemaglutinina filamentosa; FIM, fímbries; TCF-A, factor de colonització traqueal A; BapC, 
autotransportador BapC; Vag8, factor de resistència a sèrum Vag8; BrkA, factor de resistència a sèrum 
BrkA; BvgAS, sistema de regulació BvgAS; +, presència; -, absència; d, degenerat. Dades de Paul E. 
Kilgore et al. 2016, Laure F. Pittet et al. 2016 i Bodo Linz et al. 20166,50,51. 

 

 

3. Epidemiologia de la tosferina  

Quan no es disposava de vacunes per prevenir la tosferina, aquesta va ser una 

malaltia important i una de les principals causes de mort entre els infants. Amb la 

introducció de les vacunes a la dècada dels anys quaranta, la taxa d’incidència de la 

tosferina es va veure reduïda de forma dràstica, especialment des de finals dels anys 

vuitanta i principis dels anys noranta coincidint amb l’augment de les cobertures 

vacunals en primovacunació a escala mundial121. Tant en l’era prevacunal com en 

l’era vacunal, la tosferina s’ha caracteritzat per ser una malaltia endèmica cíclica, 

amb pics epidèmics que ocorren cada 3-5 anys, com a resultat del cicle immunològic 

de la població. Això és degut a que ni la infecció natural ni la immunització enfront 

de la tosferina indueixen una immunitat de per vida122,123. Recentment, al llarg dels 

últims vint anys, la tosferina ha ressorgit a escala global malgrat la immunització i les 

bones cobertures vacunals, suposant un augment en la incidència de la malaltia, les 

hospitalitzacions i les morts associades. La raó d’aquest ressorgiment és, 

probablement, multifactorial6,14. 

 

i. Global 

La tosferina és una malaltia endèmica tant en països amb rentes altes com en països 

amb rentes baixes, amb freqüents brots que ocorren de forma esporàdica en 

diferents llocs arreu del món. L’Organització Mundial de la Salut (OMS) va situar els 

casos de tosferina comunicats mundialment per sota dels 2 milions de casos anuals 

a partir de l’any 1980, xifra que anys més tard, a partir de l’any 1990 i coincidint amb 
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un clar augment dels valors de cobertures vacunals en primovacunació (˃70%), es va 

col·locar per sota dels 0,5 milions de casos de tosferina anuals (Figura 5)121. És 

evident com, al llarg de les últimes dècades, la vacunació rutinària enfront de la 

tosferina ha fet reduir de forma dràstica la incidència de la malaltia. No obstant això, 

en els darrers vint anys s’ha observat un canvi en l’epidemiologia de la malaltia, la 

qual inicialment afectava majoritàriament als nens menors de 6 anys. Actualment, 

l’evolució epidemiològica de la infecció observada en adolescents i adults, els quals 

són els grups d’edat amb major potencial com a transmissors del microorganisme, 

és especialment preocupant a escala mundial, inclús en països amb economies 

relativament fortes i altes taxes de vacunació infantil124–131. Les últimes dades de les 

quals es disposa a nivell global són de l’any 2019, amb 132.754 casos de tosferina 

notificats mundialment121.  

 

 

Figura 5. Incidència global de la tosferina reportada anualment i cobertura vacunal en 
primovacunació. Figura modificada de la World Health Organization: Immunization, Vaccines and 
Biologicals Programme. Pertussis [Internet]. Geneva (Switzerland): The Organization; [updated 
2020 Aug14]121. 
“https://www.who.int/immunization/monitoring_surveillance/burden/vpd/surveillance_type/passi
ve/pertussis/en/” 
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Tot i això, encara existeixen molts desafiaments a l’hora d’estimar la incidència 

global de la tosferina, com són: 1) infraestructura de vigilància limitada en molts 

països en vies de desenvolupament, la qual no facilita l’oportuna notificació dels 

casos sospitosos; 2) absència de laboratoris o laboratoris amb pocs recursos en molts 

països en vies de desenvolupament per recolzar les proves rutinàries de tosferina i 

poca uniformitat entre països en la disponibilitat de proves per tal de fer el diagnòstic 

microbiològic molecular de la malaltia; i 3) falta de personal sanitari en moltes àrees, 

la qual cosa limita la identificació clínica de la malaltia. A més, l’OMS ha assenyalat 

l’absència d’uniformitat en l’aplicació del conjunt de definicions estandarditzades de 

tosferina dins del marc de la vigilància132,133. De fet, l’any 1999, un estudi va estimar 

la possible incidència global de la tosferina en 48,5 milions de casos totals i 3,9 

milions de morts, 30,6 milions dels quals i 390.000 morts en infants menors de 5 

anys, xifra extraordinàriament superior a la comunicada per l’OMS en aquell mateix 

any (˂0,5 milions de casos)134. Recentment, un nou estudi va situar la incidència 

global estimada de la tosferina a l’any 2014 per als infants menors de 5 anys en 24,1 

milions de casos i 160.700 morts anuals135. Addicionalment, estimar la càrrega de la 

tosferina global és un repte important a causa de diversos factors, com són els canvis 

amb el pas del temps en els sistemes de vigilància i mètodes de diagnòstic o els canvis 

en els calendaris vacunals nacionals així com en les composicions de les vacunes. És 

per això que, un dels principals desafiaments a l’hora d’estimar la càrrega de la 

tosferina a nivell global fa referència a la informació comunicada pels diversos 

sistemes de vigilància, notificant-se en alguns països tan sols aquells casos 

diagnosticats clínicament o en d’altres, només aquells casos diagnosticats 

microbiològicament, sobre o infravalorant-se, en moltes situacions, la càrrega real 

de la malaltia. A més, la baixa sospita de tosferina entre els adolescents i els adults, 

per als quals el patró de tos o les manifestacions clíniques poden ser atípiques, fa 

assumir una important infranotificació dels casos en aquest grup136–144. 
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ii. Europa 

A Europa, la European surveillance network for selected vaccine-preventable diseases 

(EUVAC-NET) del European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) va xifrar 

en 35.627 els casos de tosferina notificats l’any 2018 entre trenta Estats Membre de 

la Unió Europea (UE) i la European Economic Area (EEA), suposant una taxa de 

notificació de 8,2 casos per cada 100.000 habitants. El nombre total de casos 

notificats ha mantingut una tendència molt similar des de l’any 2012, any en què es 

va observar un fort augment en el nombre de casos detectats a Europa, amb un total 

de 42.572 casos i una taxa de notificació d’11,6 casos per cada 100.000 habitants 

(Figura 6). Alemanya, Països Baixos, Noruega, Espanya i Regne Unit van representar 

el 72% del total de casos notificats al The European Surveillance System (TESSy) l’any 

2018, sent el 62% individus majors de 15 anys. El grup d’infants menors d’1 any, que 

en moltes ocasions no van completar la sèrie de primovacunació enfront de la 

tosferina a causa de la seva curta edat, van presentar la taxa d’incidència més 

elevada (44,4 casos per cada 100.000 habitants), sent el grup d’edat més afectat 

seguit del grup d’edat de 10 a 14 anys (22 casos per cada 100.000 habitants)145,146. 
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Figura 6. Distribució dels casos de tosferina per cada 100.000 habitants declarats durant l'any 2018 
entre els països de la UE. Figura del European Centre for Disease Prevention and Control. Pertussis. 
In: ECDC. Annual epidemiological report for 2018. Stockholm: ECDC; 2020145. 

 

iii. Espanya i Catalunya 

A Espanya, la tosferina és una malaltia de declaració obligatòria des de l’any 1982. A 

més, des de la creació de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiológica (RENAVE), es 

tracta d’una malaltia de declaració obligatòria individualitzada, de manera que, des 

de l’any 1996 es notifiquen tots els casos sospitosos, probables i confirmats de la 

malaltia. Addicionalment, tots aquells brots amb interès comunitari es comuniquen 

nacionalment amb caràcter urgent, pels quals es remet un informe amb les dades 

epidemiològiques bàsiques fins tres mesos després de la finalització d’aquest. Des 

de l’any 1982 i fins a l’any 1998, la incidència de la tosferina a Espanya va presentar 

una marcada tendència decreixent, més acusada des de l’any 1996, any en el qual es 

va incloure la quarta dosis de la vacuna antipertússica en el calendari sistemàtic de 

vacunacions, mantenint-se una incidència aproximada d’1 cas per cada 100.000 
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habitants i suposant un descens en el nombre de casos superior al 95%. Entre 1998 

i 2010, amb cobertures vacunals en primovacunació superiors al 90%, es van produir 

tres onades epidèmiques de la malaltia (1998-2001, 2002-2005 i 2006-2009), amb 

incidències anuals que no superaven els 2 casos per 100.000 habitants. L’any 2010, 

coincidint amb l’inici de la quarta ona epidèmica (2010-2013) ocorreguda des de 

l’any 1998, es va començar a detectar un augment dels casos notificats de tosferina, 

arribant als 1,9 casos per 100.000 habitants i trobant-se la malaltia, en una situació 

d’epidèmia sostinguda des de llavors. Als anys 2011 i 2012, la incidència es va 

multiplicar per quatre, arribant als 7,2 i 7,5 casos per 100.000 habitants, 

respectivament. Finalment, l’última ona epidèmica (2014-2018) que ha tingut lloc es 

va iniciar l’any 2014, arribant a un pic màxim d’incidència a l’any 2015, de 18 casos 

per 100.000 habitants, seguida de 10,6 casos i 7,8 casos per 100.000 habitants en els 

anys 2017 i 2018, respectivament, anys de descens de l’última ona epidèmica de 

tosferina (Figura 7)147. 
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Figura 7. Incidència de la tosferina a Espanya i cobertura vacunal en primovacunació. Figura 
modificada de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiológica. Centro Nacional de Epidemiologia-
ISCIII. Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social. Instituto Nacional de Estadística148. 
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/VigilanciaSaludPublicaRENAVE/EnfermedadesTransmi
sibles/Documents/archivos%20A-Z/TOSFERINA/Gr%C3%A1fico_%20tosferina_2019.pdf 

 

Pel que fa a la mortalitat de la malaltia, segons l’estadística de mortalitat per causa 

de mort del Instituto Nacional de Estadística (INE), en l’era prevacunal, les morts per 

tosferina superaven els 30 casos anuals a Espanya. Amb la introducció de la 

vacunació enfront de la tosferina, a partir dels anys setanta, la mortalitat per 

tosferina es va anar reduint, arribant a no registrar-se gairebé defuncions en la 

dècada dels noranta per aquesta causa. Al llarg del període 1997-2017, a Espanya hi 

ha hagut un total de setanta-quatre morts per tosferina, el que suposa una taxa de 

letalitat del 0,5%, totes elles registrades en infants menors de 4 mesos149.  Entre els 

anys 2000 i 2006, la mitjana va ser d’una mort per tosferina a l’any, mentre que al 

llarg del període 2007-2016, la mortalitat es va incrementar fins a les cinc morts de 

mitjana anuals, arribant a registrar-se vuit defuncions als anys 2011 i 2015, coincidint 
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amb els pics de màxima incidència de la malaltia de les dues últimes onades. 

Finalment, l’any 2016 es van notificar a Espanya quatre morts per tosferina147. 

Catalunya, durant el període 2005-2018, s’ha situat sempre entre les tres primeres 

comunitats autònomes d’Espanya amb major incidència de tosferina per cada 

100.000 habitants, comunicant dades d’incidència d’entre 2,5 i 21 casos per cada 

100.000 habitants entre els anys 2005 i 2014. Posteriorment, a l’any epidèmic 2015 

es va informar d’una incidència de 49,2 casos per cada 100.000 habitants a Catalunya 

i incidències de 26,3, 24,6 i 18,2 casos per cada 100.000 habitants en els següents 

anys 2016, 2017 i 2018, respectivament, consolidant la tendència creixent de la 

malaltia al llarg dels darrers anys (Figura 8)150. 

 

 

Figura 8. Incidència de la tosferina a Catalunya. Figura modificada del Butlletí Epidemiològic de 
Catalunya (BEC). Registre de malalties de declaració obligatòria (MDO). Agència de Salut Pública 
de Catalunya150. 
https://canalsalut.gencat.cat/web/.content/_Actualitat/Butlletins/Promocio_proteccio_salut/bec_
butlleti_epidemiologic_de_catalunya/2019/bec-mar-2019.pdf  
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iv. Incidència de la malaltia per grups d’edat 

Infants 

La tosferina és una malaltia majoritàriament infantil, la qual afecta sobretot al grup 

d’infants menors d’1 any, especialment als menors de 3 mesos, seguits del grup 

d’infants d’1 a 4 anys i del grup d’infants de 5 a 9 anys. A Espanya, des de l’any 2011, 

la tosferina en nadons menors d’1 any ha anat en augment, passant d’assolir un 

màxim d’incidència de 197,9 casos per cada 100.000 habitants durant l’ona 

epidèmica 2010-2013, amb pic epidèmic l’any 2011, a un màxim d’incidència de 

457,2 casos per cada 100.000 habitants durant l’última ona epidèmica, amb pic 

epidèmic  l’any 2015. Entre aquests, el grup de nadons menors de 3 mesos és el que 

acumula el major nombre de casos, amb una incidència màxima l’any 2015 de 

1.114,3 casos per cada 100.000 habitants. Aquest mateix comportament s’observa 

per a la resta de grups d’edat en infants, arribant, durant l’última ona epidèmica 

(2014-2018), amb un màxim pic epidèmic l’any 2015, a valors d’incidència per sobre 

dels registrats en prèvies onades epidèmiques. La vacunació infantil és la principal 

eina per combatre la tosferina en aquesta població, recomanant-se la immunització 

dels nadons a partir dels 2 mesos d’edat. Avui en dia, la tosferina segueix sent una 

malaltia relacionada amb la infància i especialment preocupant, per la seva gravetat, 

en aquells nadons que encara no han rebut la vacuna147. 

 

Adolescents i adults  

L’epidemiologia de la tosferina ha patit un viratge al llarg de les últimes 2 o 3 dècades 

en molts països, observant-se un augment important dels casos en adolescents i 

adults. Actualment, les bones cobertures de vacunació entre la població infantil no 

limiten la circulació de B. pertussis entre la població adolescent i adulta. A Espanya, 

en el període 1998-2018 la incidència de tosferina en el grup d’edat de 10 a 14 anys 

ha passat de 2,3 casos per cada 100.000 habitants a finals de la dècada dels anys 

noranta a registrar-se una incidència de 68,2 casos per cada 100.000 habitants l’any 
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2015, coincidint amb l’últim pic epidèmic de la malaltia. La mateixa tendència 

ascendent s’ha observat per al grup d’edat de 15 a 49 anys, amb una incidència de 

0,1 casos per cada 100.000 habitants l’any 1998 i assolint una incidència de 7,3 casos 

per cada 100.000 habitants l’any 2015, així com per al grup d’edat de majors de 50 

anys, pel qual es va reportar una incidència l’any 2015 de 3,7 casos per cada 100.000 

habitants. L’augment observat en el nombre de casos comunicats entre els 

adolescents i adults és atribuït, en gran part, a una disminució de la immunitat, la 

qual es produeix anys després de la vacunació infantil. Aquesta immunitat minvant 

pot tenir un paper important en la transmissió de la tosferina per part dels 

adolescents i els adults als seus contactes estrets147.  

 

v. Estacionalitat 

Al llarg d’uns anys, l’estacionalitat de la tosferina es va posar en dubte ja que, a 

diferència d’altres patògens respiratoris, B. pertussis està molt associada a brots 

uniformes que no mostren un patró estacional clar. El estudis realitzats en aquest 

sentit no demostraven que la tosferina tingués una estacionalitat marcada, doncs, 

es trobaven resultat ambigus comunicats per diversos treballs realitzats en diferents 

països i en distints contextos epidemiològics. Els experts remarcaven que 

probablement el comportament de la malaltia depenia d’un conjunt de factors com 

són l’edat, el clima, el nivell socioeconòmic o el comportament social, entre d’altres, 

de cada territori129,151–159. Tot i això, malgrat observar-se brots de la malaltia en 

diferents èpoques de l’any, també s’apuntava que la tosferina solia presentar un 

augment durant els mesos d’estiu i tardor160.  

Recentment, alguns estudis duts a terme als EUA o a Alemanya són partidaris de 

parlar que la tosferina presenta un patró estacional definit, observant-se pics 

d’activitat coincidint amb els estius161,162. Aquesta dinàmica de la malaltia s’ha vist 

reflectida de forma més o menys constant a Europa, on per exemple, al passat any 
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2018, el nombre més elevat de casos es va registrar a l’agost mentre que el més baix 

va ser a l’abril. Un any abans, el 2017, la tendència va ser lleugerament diferent, sent 

el maig el mes amb més casos informats i el desembre el mes amb el nombre més 

baix de casos informats. No obstant això, considerant el període 2014-2018, el 

nombre de casos de tosferina informats pels diferents països va arribar al seu màxim 

cada estiu146. 

 

vi. Dinàmica de la transmissió 

La tosferina és una malaltia altament contagiosa de distribució mundial. Es transmet 

de persona a persona amb una gran eficiència a través del contacte amb gotes 

transportades per l’aire, altrament conegudes com a aerosols. Els individus 

colonitzats o infectats tenen la capacitat d’aerosolitzar les partícules bacterianes a 

través de la tos, els esternuts o les secrecions respiratòries. Estudis de transmissió 

de les malalties infeccioses han estimat diverses vegades el nombre bàsic 

reproductiu (R0), el qual defineix el nombre esperat de casos secundaris originats de 

mitjana a partir d’un cas primari confirmat en una població completament 

susceptible. Basant-se en estimacions del R0 publicats l’any 1993, la tosferina va ser 

considerada molt més contagiosa que la poliomielitis, la verola, la rubèola, les galters 

i la diftèria, demostrant que una persona infectada de tosferina pot trametre la 

malaltia a 12-17 persones susceptibles més, xifra similar al R0 del xarampió (12-18), 

mentre que els R0 de la poliomielitis i la verola (5-7), la rubèola (6-7), les galteres (4-

7) i la diftèria (6-7) són substancialment inferiors163. Posteriorment, l’any 2010 es va 

notificar que el R0 per a la tosferina en cinc països europeus (Finlàndia, Alemanya, 

Itàlia, Països Baixos i Regne Unit) durant els anys noranta era d’aproximadament 5,5, 

xifra inferior a l’observada en estimacions d’estudis previs164.  

D’altra banda, pel que fa al temps transcorregut en la presentació dels símptomes 

entre el cas primari i el secundari, una revisió de l’any 2014 va estimar que l’interval 
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mitjà des de l’aparició dels símptomes en el cas primari i l’aparició dels símptomes 

en el cas secundari és de 22,8 dies165. De la mateixa manera, es va estimar que la 

taxa d’atac secundari per la tosferina, indicador epidemiològic que s’usa per mesurar 

la comorbiditat entre les persones que conviuen amb una persona infectada, se situa 

entre el 80% i el 90%166,167. Addicionalment, un estudi de contactes de casos de 

tosferina en infants i adolescents de fins a 16 anys dut a terme a l’Hospital 

Universitari Vall d’Hebron entre els anys 2005 i 2009, va mostrar una prevalença de 

contactes positius del 33,2%, essent el risc de tenir un contacte positiu 3 vegades 

superior en el cas dels menors de 6 mesos d’edat168.  

L’anàlisi de les dades epidemiològiques demostren com la vacunació massiva de la 

població infantil ha provocat un viratge en el patró epidemiològic i la dinàmica de 

transmissió de la tosferina per grups d’edat (Figura 9). En l’era prevacunal, la 

tosferina era una infecció típica de la infància, especialment associada a infants de 

fins a 10 anys, els quals adquirien immunitat natural després de passar la malaltia i 

posteriorment amb reforços de la immunitat per contacte amb individus infectats al 

llarg de la seva vida. Els nounats rebien per transferència placentària anticossos 

protectors materns durant l’embaràs, que posteriorment perdien convertint-se en 

susceptibles durant la seva infància. Contràriament, les altes cobertures de 

vacunació infantil característiques de l’era vacunal i la consegüent pèrdua 

d’immunitat amb els anys, no eviten la circulació de B. pertussis entre la població 

adolescent i adulta. Aquesta població adolescent i adulta jove actual, que van rebre 

la primovacunació i les dosis de record durant la seva infància, bé sigui amb la 

immunització a través de les vacunes DTPw com a través de les vacunes DTPa, 

perden la immunitat quan arriben a l’edat adolescent o adulta jove, especialment 

aquella població immunitzada amb les vacunes DTPa (Veure apartat 7.ii.). A 

conseqüència d’això, els nounats no tenen anticossos materns protectors, persistint 

susceptibles a la infecció fins a l’inici de la vacunació sistemàtica. Tanmateix, els 

adolescents i els adults joves passen a ser susceptibles a la infecció i capaços de 
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transmetre-la a altres individus susceptibles, especialment perillós per als infants 

menors d’1 any169. És per aquest motiu que, amb la immunització de l’embarassada 

es persegueix reduir la incidència de la malaltia entre els infants acabats de néixer 

així com reduir la gravetat i la mortalitat de la tosferina en aquest grup de població170. 

 

 

Figura 9. Cicle epidemiològic de B. pertussis abans i després de l'ús generalitzat de les vacunes 
enfront de la tosferina. Figura modificada de Erik L. Hewlett et al. 2005169. 

 

Posant el focus en l’epidemiologia de la malaltia en l’era vacunal, molts països van 

notificar una disminució dels casos de tosferina des de la introducció de la vacunació. 

No obstant això, avui en dia també és notori el ressorgiment de la malaltia arreu 

malgrat les polítiques vacunals establertes i les bones cobertures vacunals assolides. 

Aquest fenomen no coincideix en el temps a escala global, sinó que es considera que 

s’ha produït en diferents moments al llarg d’un període de transició de prop de 20 

anys. Malgrat la variació espacial i temporal, poden existir grans patrons en 
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l’epidemiologia de la tosferina que donarien lloc a dues fases recents dominants, un 

període de declivi que finalitza entre els anys vuitanta i els anys noranta segons el 

país, seguit del ressorgiment posterior, el qual s’allarga fins a l’actualitat. Les causes 

de les fluctuacions en l’epidemiologia de la tosferina són, ara com ara, un important 

tema de controvèrsia entre els experts, encara que molts estudis apunten que 

l’evolució de B. pertussis, l’evanescència de la protecció conferida per les vacunes 

antipertússiques, la transmissió persistent entre els adolescents i els adults, els quals 

presenten quadres simptomàtics menys evidents, l’actual disponibilitat de millors 

proves diagnòstiques ràpides i senzilles, la millora en els sistemes de vigilància que 

faciliten la notificació dels casos o el recanvi de les vacunes DTPw per les vacunes 

DTPa podrien explicar el ressorgiment de la tosferina. Altres factors que s’apunten 

són l’augment de les bosses de subimmunització, les quals condueixen a una 

acumulació de persones susceptibles d’on poden sorgir brots i les respostes 

immunes variables entre els grups objectiu, podent-se traduir en la disminució dels 

nivells d’anticossos protectors en algunes persones. Així doncs, ens trobem 

actualment davant d’un important augment dels casos i de la incidència global de 

tosferina6. 

 

4. Aspectes clínics 

L’espectre de símptomes clínics observats a conseqüència de la infecció per B. 

pertussis i la seva presentació varia segons l’edat del pacient, el grau d’immunitat, 

l’ús d’antibiòtics i la presència de coinfecció respiratòria48,171. 

 

i. Presentacions clíniques 

En els pacients infectats amb B. pertussis, el període d’incubació generalment té una 

durada de cinc a deu dies, tot i que aquest es pot perllongar fins a les tres setmanes. 

Encara que la malaltia es presenta clínicament en major freqüència com un quadre 
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tos persistent de llarga durada, el ventall de signes i símptomes associats és molt 

ampli, variant entre els nadons, els adolescents i els adults. Els infants manifesten 

una gran varietat de símptomes, des de la malaltia asimptomàtica o lleu del tracte 

respiratori superior fins a la malaltia greu, amb tos persistent i progressiva que es 

pot perllongar durant setmanes o mesos. El símptoma clàssic de la tosferina, a partir 

del qual en deriva el nom de la malaltia, consisteix en la tos violenta amb una 

expulsió ràpida d’aire dels pulmons, seguida de la posterior inhalació d’aire 

acompanyada d’un fort soroll. En infants, generalment, el curs clínic de la tosferina 

progressa a través de tres etapes consecutives després de l’exposició i la incubació, 

tardant d’entre dos a quatre mesos en completar-se la recuperació (Figura 10)172,173: 

▪ Fase catarral 

La tosferina té un inici insidiós amb símptomes catarrals indistingibles dels de les 

infeccions comunes de les respiratòries superiors , entre els quals s’inclouen la rinitis, 

els esternuts, la conjuntivitis no purulenta amb llagrimeig excessiu, la febrícula, el 

malestar general i la tos lleu i ocasional, la qual gradualment es converteix en més 

severa. La fase catarral sol durar de mitjana entre una i dues setmanes. En la fase 

catarral prematura, la tosferina és altament contagiosa, amb una taxa d’atac 

secundari d’entre un 80% i un 90% entre els contactes domèstics no immunes. Els 

pacients no tractats poden transmetre la infecció fins tres setmanes després o més 

des de l’inici de la tos, disminuint-se ràpidament la transmissibilitat després de la 

fase catarral172,173.  

▪ Fase paroxística 

La tos, que inicialment és intermitent pot esdevenir paroxística. En els casos típics, 

els paroxismes acaben amb un esforç inspiratori llarg acompanyat d’un agut crit al 

final o “gall inspiratori”, podent anar associats al vòmit posttussigen. Altres 

símptomes característics d’aquesta fase són la cianosi i el cansament. Els paroxismes 

de tos, que solen tenir un predomini nocturn, generalment augmenten en freqüència 
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i gravetat a mesura que avança la malaltia, podent observar-se una mitjana de quinze 

atacs diaris.  La fase paroxística té una durada d’entre tres i sis setmanes, encara que 

pot persistir fins a les deu setmanes, caracteritzada per un augment de la freqüència 

de la tos al llarg de les primeres una o dues setmanes, una fase sostinguda de tos 

durant dues o tres setmanes i una posterior disminució gradual172,173.  

▪ Fase de convalescència 

En la fase de convalescència, disminueixen els atacs de tos i la seva intensitat. 

Aquesta fase té una durada variable d’entre una i dotze setmanes172,173.  

 

 

 

Figura 10. Esquema del curs clínic d'un quadre típic de tosferina. Figura modificada de Dipesh P. 
Gopal et al. 2019171. 

 

Els adolescents i els adults parcialment protegits mitjançant la vacunació poden 

infectar-se amb B. pertussis, presentant manifestacions clíniques atípiques i més 
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lleus que els afectats en edats infantils. Alguns d’aquests casos poden mantenir-se 

asimptomàtics, d’altres poden presentar quadres simptomàtics que van des d’un 

refredat lleu a una tos persistent de més d’una setmana de duració, sense vòmit ni 

gall inspiratori. De fet, es va arribar a estimar que entre un 12% i un 32% dels quadres 

de tos de més d’una setmana de durada en adults es deuen a una tosferina174. De  

mitjana, la durada de la tos en adults amb tosferina és de 36 a 48 dies175. Aquestes 

presentacions lleus i atípiques en adolescents i adults fa que molts casos no es 

diagnostiquin. És per això que, els adolescents i els adults solen ser, en moltes 

ocasions la font d’infecció dels infants. En aquest sentit, una revisió sobre la cerca de 

la font d’infecció en infants menors de 6 mesos, es va concloure que entre un 74% i 

un 96% dels casos de tosferina estudiats, els familiars es van identificar com l’origen, 

sent les mares la font d’infecció en un 39% dels casos, els pares en un 16% i els avis 

en un 5%. De forma més heterogènia, les estimacions per als germans i els contactes 

fora del domicili com a font d’infecció, van ser del 16-43% i del 4-22%, 

respectivament176. 

 

ii. Complicacions de la malaltia 

Per als pacients de totes les edats, el reconeixement clínic tardà de la tosferina pot 

estar associat a una major probabilitat de resultar en complicacions clíniques i  

seqüeles. En general, els nounats tenen un major risc de patir un quadre de tosferina 

greu, arribant a estar associat a la insuficiència respiratòria greu o la mort. Al voltant 

de la meitat dels infants menors d’1 any que contrauen tosferina necessiten rebre 

atenció mèdica a l’hospital, requerint-se amb més freqüència pels lactants de menor 

edat6,149,151,177–180. 

Les complicacions menys greus són l’anorèxia i la deshidratació, degudes al vòmit i a 

la disminució de la ingesta. Els efectes de l’augment de la pressió intrapulmonar 

durant els atacs de tos pot provocar incontinència, pneumotòrax, epistaxis, 
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hematomes subdurals, hemorràgies subconjuntivals, fractures de costelles, hèrnies 

i prolapses rectals181. Les complicacions neurològiques, com les convulsions o 

l’encefalopatia, són rares, succeint en un 0,5-1% dels casos, solen ser el resultat de 

l’acció directa de les toxines o poden ser conseqüència de la hipòxia, les hemorràgies 

o les oclusions vasculars secundàries degudes als atacs paroxístics de tos i els 

episodis d’apnea. La complicació més greu de la malaltia, la tosferina maligna, es 

caracteritza per un ràpid progrés a la fallida respiratòria, leucocitosis i limfocitosis 

severa, manifestacions neurològiques i finalment, hipertensió pulmonar, la qual 

porta a la mort del pacient en un elevat percentatge de casos malgrat l’aplicació de 

mesures terapèutiques intensives182–187. En lactants i infants petits, la tosferina pot 

anar acompanyada de la coinfecció amb altres patògens respiratoris. Les 

sobreinfeccions bacterianes i víriques poden agreujar el curs clínic de la malaltia, 

podent-se presentar en forma de sinusitis, otitis mitjana i pneumònia. La més 

freqüent és la pneumònia, la qual pot ser causada també per la pròpia infecció per 

B. pertussis, afecta en major proporció als infants menors de 6 mesos d’edat, 

especialment als recent nascuts menors d’1 mes d’edat (10-18%)181,188. D’altra 

banda, el virus respiratori sincitial causa coinfecció en fins al 33% dels infants 

hospitalitzats per tosferina. El progrés ràpid de la pneumònia i la hipertensió 

pulmonar pot donar lloc a la fallida cardíaca o a arrítmies cardíaques greus134,175,188–

191. 

Els adolescents i els adults també poden presentar complicacions per la tosferina, 

però aquestes solen ser menys greus en aquests grups d’edat, especialment en 

aquells individus que han estat vacunats. Pel que fa als adults, fins al 12% dels casos 

requereixen hospitalització. Les complicacions en aquest grup solen incloure 

insomni, apnea, pèrdua de pes, incontinència urinària, síncope i fractura de costelles. 

Menys freqüentment, s’inclou la pneumònia, l’otitis mitjana i en molt rares ocasions, 

la mort6,192–194. 
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iii. Definició de cas 

L’OMS defineix com a cas sospitós de tosferina un individu de qualsevol edat amb 

tos d’almenys dues setmanes d’evolució, un lactant amb tos de qualsevol durada o 

qualsevol persona en un entorn de brot, sense un altre diagnòstic probable i, bé amb 

presència d’almenys un dels següents símptomes: paroxismes de tos, gall inspiratori, 

vòmit posttussigen o vòmit sense una altra causa aparent i apnea en els menors d’1 

any, o bé tenint la sospita clínica de tosferina. En aquest últim cas s’ha de tenir en 

compte que un quadre de tosferina en pacients immunitzats o prèviament infectats 

pot presentar-se sense els signes clàssics de tosferina, per la qual cosa podria no ser 

captat per la definició de cas sospitós anterior. D’altra banda, l’OMS estableix que un 

cas confirmat es pot determinar mitjançant la confirmació de laboratori o per 

vinculació epidemiològica, definint com a cas confirmat de tosferina un individu que 

compleix amb la definició de cas sospitós i té confirmació de laboratori, sigui per 

l’aïllament de B. pertussis, sigui per la detecció d’àcid desoxiribonucleic (ADN) 

genòmic de B. pertussis mitjançant l’assaig de reacció en cadena de la polimerasa 

(PCR), o sigui per la detecció d’alts nivells d’anticossos IgG enfront de la PTX en un 

individu major d’11 anys després d’almenys un any d’haver rebut l’última dosi de la 

vacuna. L’OMS especifica que un cas de vincle epidemiològic és aquell individu que 

compleixi amb la definició de cas sospitós amb un contacte proper a un cas confirmat 

pel laboratori o a un cas vinculat epidemiològicament a un brot durant les tres 

setmanes prèvies a l’inici de la tos. En aquest context, s’entén per contacte proper 

el fet de tenir una exposició directa amb un cas, la qual inclou els convivents o els 

contactes familiars, individus que han passat la nit a la mateixa habitació que un cas 

i individus que tenen contacte amb secrecions respiratòries, orals o nasals d’un cas 

confirmat pel laboratori. Finalment, es defineix com un cas possible de tosferina un 

individu que coneix un cas sospitós, però que no compleix amb la classificació de cas 

confirmat definit anteriorment, categoria que s’inclouen els casos sospitosos sense 



 

 
38 

 INTRODUCCIÓ 

tenir les proves diagnòstiques realitzades i els casos amb proves diagnòstiques 

negatives172. 

Els CDC van publicar l’any 2020 que els criteris clínics per considerar una tosferina 

són, en absència d’un diagnòstic més probable, la presència de tos amb almenys 

dues setmanes d’evolució i almenys un dels següents signes o símptomes 

acompanyants: tos paroxística, gall inspiratori, vòmit posttussigen o apnea, sigui 

amb presència o no de cianosis. De la mateixa manera, els criteris de laboratori per 

l’evidència confirmatòria poden ser, bé l’aïllament de B. pertussis en una mostra 

clínica o bé la PCR positiva per B. pertussis i el vincle epidemiològic com el contacte 

amb un cas confirmat pel laboratori de tosferina. Amb tot això, s’estableix que es 

reconeix com a cas probable de tosferina a l’individu que, en absència d’un 

diagnòstic més probable, compleix amb els criteris clínics de la malaltia o a l’individu 

que presenta malaltia amb tos de qualsevol durada i almenys la presència d’un dels 

altres símptomes acompanyants i que és vincle epidemiològic d’un cas de tosferina 

confirmat pel laboratori. Així mateix, es reconeix com a cas confirmat de tosferina a 

l’individu que presenta tos aguda de qualsevol durada i que té l’aïllament de B. 

pertussis en una mostra clínica o la PCR positiva per B. pertussis195.  

La definició de cas de tosferina revisada l’any 2018 per la UE publicada pel ECDC 

contribueix a posar de manifest les presentacions atípiques de la malaltia en adults, 

adolescents i persones vacunades, puntualitzant que és necessari posar el focus en 

les característiques de la tos, particularment si és de naturalesa paroxística, 

augmenta durant la nit i ocorre en absència de febre. Addicionalment, aclareix 

aspectes relatius a la confirmació en el laboratori, considerant criteris confirmatoris 

de laboratori pel diagnòstic directe l’aïllament de B. pertussis o la detecció d’ADN de 

B. pertussis en una mostra clínica, preferiblement en una mostra de la nasofaringe, i 

criteris confirmatoris de laboratori per diagnòstic indirecte la detecció de resposta 

d’anticossos específica per a B. pertussis, realitzada mitjançant Enzyme-Linked 
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ImmunoSorbent Assay (ELISA) amb la PTX altament purificada i de referència per 

l’OMS com a estàndard. Tot i això, la UE indica que els resultats de la prova 

d’anticossos han de ser interpretats d’acord amb l’estat vacunal del pacient enfront 

de la tosferina, de manera que si aquest està vacunat en els últims anys abans de la 

recol·lecció de la mostra, el títol d’anticossos específics contra la PTX de B. pertussis 

resultant pot ser conseqüència de, o modificat per, la vacunació prèvia196. 

A Espanya, la definició de cas segons els criteris clínics no difereixen del publicats per 

l’OMS, els CDC o el ECDC, prèviament descrits. Pel que fa als criteris de laboratori, la 

RENAVE puntualitza una sèrie de consideracions a tenir en compte en el diagnòstic 

microbiològic de la tosferina. Aquestes apunten que l’aïllament de B. pertussis 

mitjançant el cultiu és el gold standard en el diagnòstic de confirmació de la tosferina 

i que aquest, s’haurà de realitzar amb una mostra recollida durant les dues primeres 

setmanes des de l’inici de la tos o fins a una setmana després de l’inici de la tos 

paroxística, i abans d’iniciar el tractament antibiòtic. D’altra banda, indiquen que la 

PCR només s’han de realitzar quan la clínica és compatible amb un quadre de 

tosferina i dins de les dues primeres setmanes després de l’inici de la tos, encara que 

poden ser útils fins a la quarta setmana. Sobre el diagnòstic serològic, descriuen que 

és útil especialment davant la sospita de brots i en infants grans i adults que no hagin 

estat vacunats durant l’últim any, realitzant-se aquest durant les últimes fases de la 

malaltia. Finalment, pel que fa al criteri epidemiològic, aquest defineix el contacte 

amb un cas de tosferina confirmat pel laboratori entre sis i vint dies abans de l’inici 

dels símptomes. Així doncs, els casos es classifiques en cas sospitós, si l’individu 

compleix els criteris clínics, cas probable, si l’individu compleix els criteris clínics i té 

vincle epidemiològic amb un cas confirmat i cas confirmat si l’individu compleix amb 

els criteris clínics i de laboratori. A banda, segons la definició de brot, es considera 

amb l’aparició de dos o més casos de tosferina relacionats i que almenys un d’ells 

sigui un cas confirmat197. 
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De la mateixa manera, a Catalunya, segons l’Agència de Salut Pública de Catalunya 

(ASPCAT), la descripció clínica de la tosferina es defineix com una malaltia infecciosa 

que es caracteritza per l’aparició de tos de dues setmanes o més de duració, i atacs 

de tos o paroxismes tussígens, seguits d’estridor (gall) inspiratori, vòmit posttussigen 

o apnea. Pel diagnòstic de tosferina, tan sols cal la presència de només un d’aquests 

símptomes acompanyants de la tos, en absència d’una altra causa aparent. Per la 

seva banda, els criteris de laboratori per al seu diagnòstic són l’aïllament de B. 

pertussis o la detecció del seu ADN per tècniques d’amplificació en frotis nasofaringi. 

Addicionalment, l’ASPCAT afegeix l’aclariment que les proves serològiques no estan 

estandarditzades i que els resultats d’una serologia positiva requereixen sempre 

d’una avaluació individualitzada. Per considerar un cas confirmat, l’individu ha de 

presentar la malaltia confirmada pel laboratori o bé aquesta ha de ser clínicament 

compatible i relacionada amb un cas confirmat mentre que per considerar un cas 

sospitós, l’individu ha de presentar una malaltia clínicament compatible198. 

 

5. Diagnòstic microbiològic  

La reemergència de la tosferina fa fonamental disposar d’un diagnòstic microbiològic 

ràpid, estandarditzat, amb una elevada sensibilitat i especificitat, resultat del qual 

permeti implementar l’antibioteràpia adequada i establir les mesures necessàries 

per a prevenir la transmissió de l’agent causal. A més, el diagnòstic és especialment 

important a l’hora d’identificar canvis en l’epidemiologia de la malaltia a 

conseqüència d’alteracions en l’eficàcia vacunal, la disminució de la immunitat, 

l’emergència de soques de B. pertussis que escapin de la immunitat conferida per la 

vacuna o per identificar noves espècies de Bordetella productores de quadres clínics 

similars als produïts per B. pertussis i per les que les vacunes actualment utilitzades 

no són útils46.  
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Actualment, hi ha dos tipus d’enfoc en el diagnòstic de laboratori de la tosferina, el 

diagnòstic directe i el diagnòstic indirecte. Les tècniques de diagnòstic directe (cultiu 

i reacció en cadena de la polimerasa a temps real (RT-PCR)) sempre són l’opció 

preferida pel diagnòstic de la tosferina en la seva fase aguda, presentant una major 

especificitat que la les tècniques de diagnòstic indirecte (serologia). Aquestes últimes 

es reserven principalment per aquells casos en què han passat quatre setmanes des 

de l’inici de la tos i, tot i això, el fet que els nivells elevats d’IgG poden ser detectats 

durant més d’un any després de la infecció natural o de la vacunació, l’ús de la 

serologia pot comportar la detecció de falsos positius (Figura 11)46.  

 

 

Figura 11. Esquema del moment òptim per a realitzar les proves diagnòstiques en funció del curs 
clínic de la malaltia. Figura modificada de Centers for Disease Control and Prevention. Clinical 
Features i Centers for Disease Control and Prevention. Diagnosis Confirmation199,200. 
“https://www.cdc.gov/pertussis/clinical/features.html,https://www.cdc.gov/pertussis/clinical/diag
nostic-testing/diagnosis-confirmation.html” 

Diagnòstic directe 
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El diagnòstic directe consisteix a identificar el microorganisme responsable de la 

malaltia, sigui aïllant-lo en cultiu o detectant el seu ADN mitjançant l’ús de les 

tècniques basades en l’amplificació d’àcids nucleics, com la RT-PCR o les tècniques 

d’amplificació isotèrmica46. 

▪ Cultiu 

Tradicionalment, la confirmació de laboratori de la tosferina s’ha realitzat mitjançant 

l’aïllament del microorganisme responsable per cultiu, sent aquesta la tècnica gold 

standard pel diagnòstic confirmatori de la tosferina201. La sensibilitat del cultiu depèn 

tant de la qualitat de la mostra com del moment en què es recull, relacionant-se l’èxit 

d’aquest amb la presa de la mostra biològica i el seu transport i emmagatzematge, 

concretament si aquesta es realitza durant les dues o tres primeres setmanes des de 

l’inici de la tos i abans de començar el tractament antibiòtic (Figura 11). B. pertussis 

i B. parapertussis es poden aïllar de frotis nasofaringis recollits amb hisops d’alginat 

càlcic o dacró i no de cotó, d’aspirats nasofaringis o d’esputs extrets d’infants, 

adolescents o adults. Utilitzar l’aspirat nasofaringi augmenta la taxa de positivitat del 

cultiu, doncs hi ha estudis que demostren que s’obté un guany del 15% en la taxa 

d’aïllament del microorganisme quan s’utilitza com a mètode de recol·lecció de la 

mostra en nadons l’aspirat nasofaringi. Després de la recol·lecció, la mostra ha de 

ser guardada a temperatura ambient (15-30 °C) i transportada ràpidament al 

laboratori de microbiologia, ja que B. pertussis i B. parapertussis són bacteris làbils, 

observant-se un descens considerable de la taxa d’aïllament quan el transport de la 

mostra es realitza a 4 °C i durant més de 48 h. Pel transport de les mostres, s’han 

d’utilitzar medis específics de transport que garanteixin la viabilitat del 

microorganisme, entre els que s’inclouen la caseïna hidrolitzada amb àcid al 1% o el 

medi Amies amb carbó. Un cop al laboratori, les mostres s’han de sembrar en els 

medis de cultiu d’enriquiment selectius òptims per aquests microorganismes, 

podent utilitzar-se els medis Regan Lowe (RL) o Bordet Gengou (BG) suplementats 
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amb glicerol, peptones i de sang d’ovella (o preferiblement de cavall) desfibrinada, 

ambdós preparats amb 40 µg/ml de cefalexina per tal d’inhibir el creixement de la 

microbiota normal present a la nasofaringe. Les plaques sembrades s’incuben en 

condicions d’aerobiosi durant set dies, a 35-36 °C i amb condicions d’humitat, 

revisant-se als tres i als set dies posteriors a la sembra. Tot i que B. pertussis presenta 

un creixement més lent en el medi BG, les taxes de creixement del microorganisme 

passats set dies d’incubació són molt similars entre els medis BG i RL46,132.  

En l’examen microscòpic de les colònies crescudes passats tres o quatre dies 

d’incubació, les colònies típiques de B. pertussis o B. parapertussis es poden observar 

en les plaques de BG o RL com a colònies petites (1 mm de diàmetre), similars a gotes 

de mercuri i lluents. Microscòpicament, tant B. pertussis com B. parapertussis es 

poden observar com a petits cocbacils gramnegatius en la tinció de Gram. Per la 

posterior identificació de B. pertussis i B. parapertussis, l’OMS fa les següents 

recomanacions46: 

- Verificar la puresa del creixement mitjançant una tinció de Gram. 

- Comprovar que B. pertussis no creix en el medi Agar Sang. 

- Determinar les característiques bioquímiques de les colònies, com per exemple, 

l’oxidasa, la ureasa, el nitrat-reductasa o la utilització de carbohidrats, havent-

se mostrat anteriorment les característiques pròpies de cada espècie (Taula 1). 

- Realitzar l’aglutinació en portaobjectes amb anticossos monoclonals o 

policlonals enfront de B. pertussis i B. parapertussis. 

Malgrat les recomanacions que fa l’OMS en relació a l’ús de tècniques basades en 

característiques bioquímiques o l’ús de tècniques basades en l’aglutinació, a dia 

d’avui, l’espectrometria de masses MALDI-TOF és una eina àmpliament emprada en 

molts laboratoris de microbiologia, útil per a la identificació de les diferents espècies 

del gènere Bordetella202. 
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El cultiu és el mètode de diagnòstic de la tosferina més específic. No obstant, la seva 

sensibilitat varia àmpliament segons els mètodes emprats per la recol·lecció i 

transport de les mostres, així com de factor de l’individu com són la immunització 

prèvia, l’interval de temps transcorregut des de l’inici dels símptomes, l’ús 

d’antibiòtics i l’edat, tal i com s’ha descrit anteriorment. Diversos estudis han 

comunicat taxes de sensibilitat pel cultiu de B. pertussis que oscil·len entre el 15% i 

el 80%, observant-se els percentatges d’èxit més elevats entre els nadons. No 

obstant a això, tot i el baix rendiment del cultiu, és important continuar realitzant-lo 

per tal de poder disposar dels aïllats del microorganisme per a estudis d’evolució i 

adaptació del patogen, així com realitzar la vigilància de la resistència als 

antibiòtics46,132. 

▪ Reacció en cadena de la polimerasa en temps real (RT-PCR) 

El mètodes de detecció d’àcids nucleics com l’assaig RT-PCR són els més utilitzats 

actualment pel diagnòstic de la tosferina, presentant major rapidesa i una excel·lent 

sensibilitat en comparació amb el cultiu. La RT-PCR és una tècnica que es pot realitzar 

a partir de mostres respiratòries sense dependre de la viabilitat del cultiu, la qual 

cosa permet la detecció del bacteri inclús en aquells pacients amb tos persistent de 

més de dues o tres i fins a quatre setmanes d’evolució o tractats amb antibiòtics, 

pels quals el rendiment del cultiu és més baix (Figura 11)203. A l’hora de recollir la 

mostra, en aquest cas es prefereix utilitzar hisops de dacró, mentre que tampoc es 

recomana l’ús d’hisops de cotó, no sent la seva conservació i el seu transport uns 

factors que limitin l’eficiència de la tècnica. No obstant, també s’ha de tenir 

precaució alhora d’utilitzar-les ja que, degut a que la RT-PCR detecta material 

genètic, aquesta pot detectar bacteris no viables. A més, la principal preocupació de 

l’ús de les tècniques de detecció d’àcids nucleics és la contaminació. És per tot això 

que s’ha de ser prudent amb els resultats positius per RT-PCR en absència de 

confirmació clínica, serològica o de cultiu46,132. 
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Una seqüència d’inserció (IS) és un element genètic mòbil que presenta repeticions 

de seqüències invertides en els seus extrems i contenen un marc de lectura obert en 

el que es codifica una transposasa. Es troben en els genomes en múltiples còpies, de 

manera que són bones per ser considerades objectius per als mètodes de diagnòstic 

basats en RT-PCR. Encara que hi ha IS específiques per les diverses espècies del 

gènere Bordetella, l’intercanvi de material genètic entre elles fa que actualment 

moltes d’elles es trobin presents en varies espècies de Bordetella spp. a la vegada. 

Antigament, s’havia assumint que la IS481 i la IS1001 eren específiques de B. 

pertussis i B. parapertussis, respectivament, trobant-se la IS481 habitualment en més 

de dues-centes còpies en el genoma de B. pertussis i la IS1001 en aproximadament 

vint còpies en el genoma de B. parapertussis132. No obstant, posteriorment, ambdues 

IS s’han identificat en el genoma d’altres espècies, trobant-se la IS481 present també 

en el genoma de B. holmesii amb un nombre variable d’entre aproximadament deu 

i cinquanta còpies. De forma addicional, la IS481 es troba també present en un baix 

nombre de còpies en el 3% dels aïllats de B. bronchiseptica pertanyents al clúster I. 

Per la seva banda, la IS1001 no només es troba en el genoma de B. parapertussis, 

sinó també en el genoma del 29% dels aïllats de B. bronchiseptica pertanyents al 

clúster I. Finalment, la IS1002 es troba present tant en B. pertussis com en B. 

parapertussis, amb aproximadament cinc i nou còpies respectivament, i també en 

poques còpies en algun aïllat de B. bronchiseptica204–206. Addicionalment a aquestes 

tres elements, la h-IS1001 és exclusiva de B. holmesii, trobant-se en un nombre 

variable de còpies segons diversos autors, des de tres a cinc còpies fins a 

aproximadament setanta còpies en el genoma d’aquesta204. 

S’han descrit nombrosos assajos de RT-PCR dirigits a la detecció de les diverses IS, 

inclosos assajos de RT-PCR múltiple contra més d’una diana, presentant tots ells una 

elevada sensibilitat a causa de la presència de múltiples còpies d’aquests elements 

en el genoma de les diferents espècies del gènere Bordetella. Concretament, les RT-

PRCs múltiples per la cerca de les dianes IS481 i IS1001 són àmpliament utilitzades. 
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Totes elles també presenten una bona especificitat en la detecció de Bordetella spp., 

però tal i com s’ha descrit anteriorment, a causa de la presència d’aquestes dianes 

en diverses espècies del gènere, al llarg dels últims anys ha sigut necessari incloure 

dianes addicional per tal d’augmentar l’especificitat de les proves diagnòstiques 

utilitzades, podent identificar de forma correcte totes les espècies del gènere 

Bordetella. Aquestes solen ser altres IS com la IS1002 o la h-IS1001 o gens de còpia 

única com el promotor de la toxina pertussis (Pptx) i el gen recA o gens de funció 

desconeguda denominats BP0283, BP485 i BP3385, els quals garanteixen 

l’especificitat de la tècnica tot i que en comprometen la sensibilitat132. Breument, el 

conjunt de dianes utilitzades més comunament pel diagnòstic de Bordetella spp. per 

RT-PCR així com la interpretació suggerida pels resultats es recull a la Taula 3. 
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Taula 3. Possibles dianes utilitzades pel diagnòstic de Bordetella spp. per RT-PCR i interpretació suggerida dels resultats*. 

Diana Present en 

Nombre 
de còpies 

per 
genoma 

Combinacions de resultats possibles d’una 
RT-PCR de Bordetella 

Interpretació suggerida 

IS481 IS1001 IS1002 ptxP h-IS1001 

IS481 

B. pertussis 50-200 

Pos Neg Neg Neg Neg Bordetella spp. B. holmesii 8/10-49 

Alguna B. bronchiseptica ˂5 

IS1001 
B. parapertussis ~20 

Pos Neg Pos Pos Neg B. pertussis 
Alguna B. bronchiseptica 1-7 

IS1002 

B. pertussis 4-9 

Pos† Neg Pos† Neg Neg Bordetella spp./B. pertussis B. parapertussis 9 

B. bronchiseptica 1 

h-IS1001 B. holmesii 3/5-69 Neg Pos Pos Neg Neg B. parapertussis 

ptxP B. pertussis 1 Neg Pos† Neg Neg Neg Bordetella spp./B. parapertussis 

recA B. holmesii 1 Pos Neg Neg Neg Pos B. holmesii 

* RT-PCR, reacció en cadena de la polimerasa a temps real; IS481, seqüència d’inserció 481; IS1001, seqüència d’inserció 1001; IS1002, seqüència d’inserció 1002; 

ptxP, gen que codifica el promotor de la toxina pertussis; h-IS1001, seqüència d’inserció 1001 de B. holmesii; recA, gen que codifica la proteïna RecA; Pos, positiu; 

Neg, negatiu. Dades de Anneke van der Zee et al. 1996, Mike J. Loeffelholz et al. 2000, Kathleen M. Tatti et al. 2011, A. Tizolova et al. 2013 i Anneke van der 

Zee et al. 2015132,205,207–209. 

† En rares ocasions es podria tractar d’una B. bronchiseptica. 
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Diagnòstic indirecte 

El diagnòstic serològic de la tosferina està basat en la detecció d’anticossos 

específics enfront del microorganisme al sèrum d’un individu infectat. 

Concretament, la tècnica recomanada per l’OMS és la mesura d’anticossos anti-

PTX en un assaig ELISA en el sèrum d’una persona infectada després d’almenys 

dues o tres setmanes des de l’inici de la tos (Figura 11). A banda dels anticossos 

anti-PTX, els quals són específics d’una resposta enfront de B. pertussis, també es 

pot realitzar l’assaig serològic mesurant anticossos anti-FHA, anti-PRN, anti-FIM i 

anti-AC-Hly, sent tots aquests menys específics, ja que pot observar efectes de 

reactivitat creuada amb anticossos induïts per altres espècies de Bordetella o, 

inclús, per altres espècies bacterianes. És per això que, pel diagnòstic rutinari de 

la tosferina, es recomana la detecció d’anticossos anti-PTX, sent la PTX un antigen 

protector important en la resposta immune a la infecció i la immunització. Encara 

que existeixen proves ELISA per detectar IgG, IgA i IgM enfront de B. pertussis, les 

proves de IgG són les que s’utilitzen amb més freqüència com a proves 

diagnòstiques i són les més sensibles per a tots els grups d’edat, les millor 

estandarditzades i les més àmpliament disponibles. En aquest sentit, l’ELISA basat 

en la detecció de IgG anti-PTX presenta una sensibilitat del 92,2%46,132. 

No obstant això, es tracta d’una tècnica no recomanada en el cas dels lactants, ja 

que, com que són pacients amb sistemes immunitaris immadurs, podrien existir 

interferències amb els anticossos materns transferits via placentària durant 

l’embaràs. A més, és possible que els nounats no produeixin una resposta 

d’anticossos enfront de la PTX. D’altra banda, com que les IgG augmenten de dues 

a tres setmanes després de la infecció o la immunització primària i una setmana 

després de la immunització de record, fa difícil distingir entre aquestes dues 

respostes d’anticossos. És per això que, a menys que es tinguin sèrums 

emparellats pel diagnòstic serològic que evidenciïn una seroconversió 

significativa, tampoc es pot utilitzar com a prova diagnòstica durant l’any següent 
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a la vacunació, ja que no es detecten diferències entre els nivells d’anticossos 

produïts a causa de la infecció natural dels produïts per efecte de la 

vacunació132,210. 

 

6. Tractament 

Hi ha una quantitat limitada d’agents antimicrobians disponibles pel maneig d’un 

quadre de tosferina. A la Taula 4 es descriuen els principals antibiòtics utilitzats 

pel tractament de la tosferina, juntament amb la dosificació, la pauta de 

tractament i els possibles efectes adversos o contraindicacions de cadascun6.  

La selecció de l’antibiòtic pel tractament de la tosferina s’ha de fer d’acord a 

diverses consideracions com són l’edat del pacient, els efectes o les interaccions 

adversos relacionats amb el fàrmac, la tolerabilitat, l’adherència al règim de 

medicació i el cost. D’altra banda, l’eficàcia de la teràpia antibiòtica depèn de 

l’etapa en què s’administri. En aquest sentit, el paper dels antimicrobians en el 

tractament de la tosferina quan aquests s’administren de forma tardana en el 

curs de la malaltia genera certa controvèrsia, doncs el seu paper principal 

consisteix a disminuir la gravetat i la durada d’aquesta així com en disminuir el 

període de transmissibilitat i impedir la propagació de la infecció, la qual cosa 

s’assoleix amb la seva administració de forma primerenca, durant la fase catarral 

de la malaltia i no quan s’administren durant la fase paroxística. Aproximadament 

el 80-90% dels pacients amb tosferina no tractada eliminaran de forma 

espontània la presència de B. pertussis en la nasofaringe en un termini de tres o 

quatre setmanes des de l’inici de la tos. No obstant això, els lactants no tractats 

ni vacunats poden romandre positius fins més enllà de les sis setmanes211,212. 
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Taula 4. Agents antimicrobians pel tractament i profilaxi postexposició de la infecció per B. pertussis*¥. 

Agent Edat Dosificació 
Pauta de 

tractament 
Consideracions 

Eritromicina ˃ 1 mes 
˃ 1 mes: 40 mg/kg/dia (màx. 1-2 g/dia) en 4 dosis 

Adolescents i adults: 2000 mg/dia en 4 dosis 
7-14 dies 

Nounats: Interaccions amb fàrmacs metabolitzats 

pel citocrom P450, poca tolerància 

Adults: Major risc d’EPHI en nounats, droga de la 

categoria B per les embarassades segons la FDA 

Azitromicina 

No 

restriccions 

d’edat 

˂ 1 mes: 10 mg/kg/dia (màx. 500 mg) en 1 dosi 

≥ 6 mesos: 10 mg/kg el dia 1 i 5 mg/kg els dies 2-5 

Adolescents i adults: 500 mg el dia 1 i 250 mg els 

dies 2-5 

5 dies (˂ 6 mesos) 

o 2-5 dies (≥ 6 

mesos i adults) 

Nounats: Interaccions amb fàrmacs metabolitzats 

pel citocrom P450, bona tolerància 

Adults: Droga de la categoria B per les 

embarassades segons la FDA 

Claritromicina ˃ 1 mes 
˃ 1 mes: 15 mg/kg/dia en 2 dosis (màx. 1g/dia) 

Adolescents i adults: 1000 mg/dia en 2 dosis 
7 dies 

Nounats: Tolerància moderada 

Adults: Interaccions amb fàrmacs metabolitzats 

pel citocrom P450, droga de la categoria C per les 

embarassades segons la FDA 

Trimetoprim-

sulfametoxazole 
˃ 2 mesos 

˃ 2 mesos: 8 mg/kg/dia de trimetoprim i 40 

mg/kg/dia de sulfametoxazole en 2 dosis 

Adolescents i adults: 320 mg/dia de trimetoprim i 

1600 mg/dia de sulfametoxazole en 2 dosis 

14 dies 
Nounats: Tractament de segona línia pels que 

presenten resistència o intolerància als macròlids 
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Adults: Droga de la categoria C per les 

embarassades segons la FDA, contraindicat en 

dones embarassades i mares lactants 

* mg, mil·ligram; g, gram; kg, kilogram; h, hora; màx., màxim; EPHI, estenosi pilòrica hipertròfica infantil; FDA, Food and Drug Administration6,213,214. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

¥ Droga de la categoria B: els estudis en animals no han demostrat un risc fetal, però no existeixen estudis en humans, o bé, els estudis en 
animals han demostrat un risc per al fetus que no s’ha confirmat en estudis en humans. Les drogues d’aquesta categoria generalment es 
consideren segures.  
Droga de la categoria C: els estudis en animals han revelat efectes adversos en el fetus, però no hi ha estudis controlats en humans, o bé, no 
es disposa d’estudis en animals en animals i humans. Les drogues d’aquesta categoria es poden administrar a dones embarassades si el benefici 
per aquesta supera el risc per al fetus215. 
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Així doncs, la pauta recomanable pel tractament de la tosferina consisteix a 

administrar antibioteràpia en els majors d’1 any dins les tres primeres setmanes des 

de l’aparició de la tos i en els menors d’1 any i dones embarassades dins les sis 

primeres setmanes des de l’aparició de la tos, sent especialment rellevant actuar a 

curt termini en aquest segon grup. Tot i que el moment òptim per iniciar el 

tractament enfront de la tosferina i que aquest millori el curs clínic i eviti la 

transmissió de la infecció és durant la fase catarral de la malaltia, en moltes ocasions, 

aquest no s’inicia en aquesta fase. És per això que, organismes com els CDC 

encoratgen als clínics a iniciar el tractament antibiòtic segons el criteri clínic i inclús 

abans que es coneguin els resultats confirmatoris del laboratori de diagnòstic si hi ha 

una alta sospita clínica de tosferina, especialment en lactants, els quals corren el risc 

de patir les formes més greus de la malaltia216. 

Ni el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ni l’European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) han establert avui en dia els límits de 

susceptibilitat als agents antimicrobians pel tractament de B. pertussis, per tant, als 

laboratoris de diagnòstic microbiològic no se solen realitzar les proves de 

susceptibilitat corresponents, depenent l’efectivitat de la teràpia de l’estadi de la 

malaltia en què s’iniciï el tractament217,218. Tot i això, hi ha una història i una 

experiència considerable tant en la realització de les proves de susceptibilitat als 

antibiòtics per a B. pertussis com en el tractament clínic de la tosferina. D’aquesta 

manera, encara que les proves per estudiar la sensibilitat de B. pertussis als 

antibiòtics no estan suficientment estandarditzades, es recomanen les proves de 

susceptibilitat per disc difusió i Etest per l’estudi d’aïllats individuals i les proves de 

susceptibilitat per disc difusió, Etest o agar dilució per estudis a gran escala, 

utilitzant-se els estàndards provisionals per la interpretació dels resultats, els quals 

resten oberts a modificacions o reajustos en futures investigacions213. 
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i. Macròlids 

Els macròlids són els antibiòtics d’elecció pel tractament i la profilaxi postexposició 

de la tosferina. L’azitromicina és l’únic antimicrobià recomanat per als nounats fins 

a 1 mes d’edat, la qual presenta un perfil de seguretat elevat i és ben tolerada. No 

obstant això,  els macròlids s’han d’utilitzar amb precaució en aquest grup, ja que hi 

ha una associació entre l’exposició a l’eritromicina i a l’azitromicina amb un major 

risc de presentar estenosi pilòrica hipertròfica infantil (EPHI) en nounats, 

especialment en els lactants menors de 2 setmanes d’edat i quan aquestes són 

administrades via oral, inclosos aquells casos que la reben indirectament a través de 

la llet materna. Tot i això, l’azitromicina segueix sent el fàrmac d’elecció pel 

tractament o la profilaxi postexposició de la tosferina en els lactants menors d’1 mes 

d’edat, ja que el risc de desenvolupar un quadre de tosferina greu o complicacions 

potencialment mortals és molt alt. En aquests casos es recomana el control de 

l’administració de l’antibioteràpia en aquests pacients per tal de detectar de forma 

prematura l’aparició d’EPHI o altres afectes adversos greus211,219–224. Per als infants i 

adults, qualsevol dels tres antibiòtics pot ser utilitzat. No obstant això, l’azitromicina 

i la claritromicina permeten una dosificació menys freqüent, millorant d’aquesta 

manera l’adherència a la teràpia. A més, l’azitromicina presenta un efecte limitat o 

nul sobre el sistema del citocrom P450 així com menys interaccions amb altres 

fàrmacs com si presenten l’eritromicina i la claritromicina, ambdós amb potencial 

inhibitori del citocrom P450211,225. 

En un estudi publicat l’any 2007, en el qual es va fer una revisió de tretze assajos 

clínics per tal d’avaluar els riscos i beneficis del tractament antibiòtic i la profilaxi 

postexposició enfront de la tosferina, que incloïa més de 2000 participants, es va 

observar que l’administració de pautes curtes (azitromicina durant 3-5 dies o 

claritromicina o eritromicina durant 7 dies) són tan efectives per erradicar la 

presència de B. pertussis de la nasofaringe i prevenir la recidiva com l’ús de pautes 

llargues (eritromicina durant 10-14 dies)226.  
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Avui en dia, se sap poc sobre l’eficàcia de la teràpia antibiòtica d’elecció enfront de 

la infecció per B. pertussis pel tractament de la infecció per B. parapertussis i B. 

holmesii, però algunes dades in vitro suggereixen que els macròlids serien també 

efectius per tractar la produïda per ambdues espècies227. 

 

ii. Altres alternatives terapèutiques  

La principal alternativa als macròlids és el trimetoprim-sulfametoxazole, el qual es 

pot utilitzar en infants majors de 2 mesos d’edat i en adults en casos 

d’hipersensibilitat o al·lèrgia als macròlids. La seva administració no es recomana a 

dones embarassades, mares lactants o infants menors de 2 mesos d’edat a causa 

dels efectes adversos que pot produir a aquests grups211. D’altra banda, altres 

famílies d’antimicrobians com són els β-lactàmics (especialment l’ampicil·lina i 

l’amoxicil·lina), el cloramfenicol, algunes quinolones i algunes tetraciclines han 

demostrat una bona activitat in vitro, tot i que encara són necessaris estudis clínics 

que demostrin la seva eficàcia com a tractament i profilaxi postexposició214. Pel que 

fa a les quinolones, un únic treball realitzat al Japó va comunicar la detecció de sis 

aïllats de B. pertussis resistents a àcid nalidíxic recollits entre els anys 2004 i 2006, 

no descrivint-se casos de resistència a quinolones en cap altre treball228. 

Contràriament en el cas de l’ampicil·lina i l’amoxicil·lina, el cloramfenicol i les 

tetraciclines, no s’han descrit, a dia d’avui, casos de resistència en B. pertussis213,214. 

 

iii. Profilaxis postexposició 

L’ús prudent dels agents antimicrobians per la profilaxi postexposició és útil per 

erradicar la presència de B. pertussis de la nasofaringe en els contactes. Els agents 

antimicrobians disponibles per realitzar la profilaxis postexposició entre els 

contactes són els mateixos que es consideren pel tractament de la tosferina. Entre 

els contactes que han de fer profilaxis postexposició s’inclouen les persones que han 
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estat en contacte estret amb casos confirmats de tosferina, siguin cohabitants, 

cuidadors, personal sanitari o qualsevol persona que hagi tingut una exposició 

directa amb el pacient, hagi compartit espai durant almenys 1 h o hagi tingut 

contacte amb les seves secrecions respiratòries. En aquests casos, es recomana 

profilaxis postexposició per a tots els contactes propers asimptomàtics per tal de 

prevenir l’aparició de casos secundaris, independentment del seu estat vacunal, tot 

i que la decisió d’administrar-la depèn de factors com la gravetat de la malaltia, la 

durada i la càrrega de l’exposició i la immunocompetència dels subjectes exposats. 

Aquells casos propers que siguin simptomàtics s’han de tractar com a nous casos229.  

És aconsellable administrar la profilaxis postexposició en els contactes dins les tres 

primeres setmanes posteriors a l’exposició, especialment en entorns d’alt risc, 

utilitzant les mateixes dosis que en el tractament (Taula 4)216,229. En aquest sentit, un 

estudi dut a terme a Catalunya i Navarra entre els anys 2012 i 2013 conclou que la 

profilaxi postexposició va tenir una eficàcia global del 43,9% en prevenir la 

transmissió domiciliària, sent aquesta major quan l’azitromicina es va administrar 

durant els primers set dies des de l’inici dels símptomes del cas índex. A més, els 

autors puntualitzen que la profilaxi va ser ineficaç quan es va administrar passats 

catorze dies230. 

 

iv. Resistència a macròlids 

Pel que fa a la resistència a macròlids, la primera soca de B. pertussis altament 

resistent als macròlids es va detectar l’any 1994 al comtat de Yuma, Arizona. Aquesta 

es va aïllar d’un infant de 2 mesos d’edat i va mostrar una concentració mínima 

inhibitòria (CMI) a l’eritromicina de ˃64µg/ml231,232. A partir de llavors la detecció de 

soques de B. pertussis resistents als macròlids ha sigut puntual als EUA, Taiwan, la 

Xina, Iran, Brasil i Japó233–238. La primera observació a Europa es va detectar a França 

l’any 2012. Es tracta d’una soca aïllada d’un infant de 18 dies d’edat, la qual va 
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mostrar una CMI enfront de l’eritromicina de ˃256µg/ml239. Recentment, l’augment 

de la resistència a macròlids en B. pertussis ha sigut notable en països com la Xina, 

on dos estudis que es van dur a terme en els períodes 2012-2013 i 2013-2014, 

respectivament, van notificar que el 88% i el 92% dels aïllats de B. pertussis estudiats 

van ser resistents als macròlids240,241. Addicionalment i de forma més recent, a 

Vietnam han notificat que el 19% dels aïllats analitzats entre els anys 2016 i 2018 

han sigut resistents als macròlids242. La presència d’aquest elevat nombre d’aïllats de 

B. pertussis resistents als macròlids a la Xina i en altres països com Vietnam s’ha 

relacionat amb l’abús en l’ús d’aquests antibiòtics en aquests països. S’ha observat 

que aquestes soques resistents a macròlids posseeixen característiques genètiques 

particulars com són el Pptx de tipus 1 (ptxP1) i els multiple-locus variable-number 

tandem-repeat types (MT)s 104, 55 i 195, característiques poc comunes en les 

poblacions de B. pertussis que circulen en l’actualitat en la majoria de països 

d’occident242–246. No obstant això, diversos estudis duts a terme en altres països com 

Austràlia, els EUA, el Regne Unit o Finlàndia no han detectat la presència de soques 

de B. pertussis resistents als macròlids247–250. 

Fins al moment, l’únic mecanisme descrit en B. pertussis que li atorga resistència als 

macròlids és la presència de la mutació A2047G en el lloc d’unió de l’eritromicina, la 

claritromicina i l’azitromicina en el domini V de l’ARNr 23S, fàcilment detectable per 

PCR251,252. Malgrat que les soques resistents a macròlids són actualment poc 

freqüents en molts països i, per tant, els macròlids poden seguir sent considerats el 

tractament d’elecció a les guies terapèutiques actuals, la vigilància continuada 

mitjançant la realització d’estudis de sensibilitat segueix sent necessària per tal de 

poder detectar precoçment la possible aparició de resistències en B. pertussis i mirar 

de prevenir la seva disseminació248,250.  
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7. Vacunes i immunització 

La immunització enfront de la tosferina va sorgir com una possible estratègia eficient 

per a la prevenció i el control de la malaltia des del moment en què Jules Bordet i 

Octave Gengou, del Pasteur Institute of Brussels, van aconseguir aïllar B. pertussis 

l’any 1906. Charles Nicolle, del Pasteur Institute of Tunis, va utilitzar una vacuna viva 

com a tractament durant una epidèmia de tosferina a Tunísia l’any 1913, la qual va 

ser la primera d’una sèrie de vacunes que es van desenvolupar al llarg de les dues 

següents dècades. Els primers estudis de camp els va realitzar Thorvald Madsen, del 

Danish State Institute in Copenhagen, a les Illes Fèroe durant dues grans epidèmies 

de tosferina que van tenir lloc als anys 1923 i 1929, durant les quals es van 

immunitzar més de 2000 individus amb una vacuna viva atenuada a baixa 

temperatura. Aquesta estratègia va disminuir en més del 20% els casos de tosferina 

entre les persones vacunades en comparació amb les no vacunades, suposant un 

cert grau de protecció per part de vacuna. A més, es va observar que els símptomes 

en les persones vacunades que desenvolupaven la malaltia eren menys greus que els 

observats entre els no vacunats. No obstant això, va descriure dues reaccions 

mortals passades 48 h de la immunització. Al 1932, Pearl Kendrick i Grace Eldering 

van començar a treballar en una vacuna inactivada, en la qual van tractar el bacteri 

amb timerosal i refrigeració per a la seva inactivació. La primera vacuna moderna 

enfront de la tosferina va ser desenvolupada per Pearl Kendrick i Grace Eldering, del 

Michigan Department of Health in Grand Rapids, l’any 1942. Aquesta es tractava 

d’una vacuna inactivada de cèl·lules completes combinada amb els toxoides diftèrics 

i tetànics, la qual va ser aprovada l’any 1943 per la American Academy of Pediatrics 

i utilitzada de forma generalitzada als EUA a partir de l’any 1953253.  
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i. Tipus i composició de les vacunes 

Les vacunes antipertússiques són vacunes inactivades que tenen diferents tipus de 

presentació segons el tipus d’antígens immunitzants que contenen. Les vacunes de 

cèl·lules completes (DTPw), desenvolupades al llarg dels anys trenta, es fabriquen a 

partir de cultius estandarditzats de soques seleccionades de B. pertussis que 

s’inactiven mitjançant calor i formol mentre que les vacunes acel·lulars (DTPa), 

desenvolupades al llarg dels anys vuitanta, contenen un o més antígens purificats i 

inactivats del microorganisme, entre els quals es troben la PTX, la FHA, la PRN, la 

FIM2 i la FIM3. Per la seva banda, les vacunes DTPa, segons la quantitat d’antigen 

que contenen, poden ser de càrrega antigènica estàndard (Pa), utilitzades en la 

immunització primària, o de càrrega antigènica baixa (pa), utilitzades en la 

immunització de record i en la immunització de l’embarassada. Els agents 

immunitzants, tant de les vacunes DTPw com de les vacunes DTPa es presenten en 

una solució salina amb agents estabilitzants i sals d’alumini com a adjuvant, 

potenciador de la resposta immune. Totes elles són vacunes combinades amb altres 

antígens que confereixen immunitat enfront d’altres malalties, podent ser trivalents, 

tetravalents, pentavalents o hexavalents6.  

A Espanya, la vacunació enfront de la diftèria, el tètanus i la tosferina es va iniciar 

l’any 1965 a través de dues campanyes anuals, administrant-se en dues dosis en 

aquells infants que tenien entre 3 mesos i 3 anys d’edat. L’any 1967 es va decidir 

afegir-hi una tercera dosis. Fruit de l’èxit obtingut amb aquestes actuacions, es va 

constatar la necessitat de disposar d’un calendari continu de vacunacions, el qual es 

va implementar l’any 1975 i contemplava la vacunació enfront de la tosferina als 3, 

5 i 7 mesos d’edat. L’any 1995 es va aprovar per al següent any un nou calendari 

sistemàtic de vacunacions per franges, en el qual la pauta d’immunització primària 

enfront de la diftèria, el tètanus i la tosferina va passar als 2-3, 4-5 i 6-7 mesos d’edat, 

incorporant-se també la vacunació enfront de la tosferina en la immunització de 

record situada a la franja de 15-18 mesos d’edat. Fins llavors, les vacunes utilitzades 
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eren les vacunes DTPw, les quals presentaven un cert perfil de reactogenicitat local 

i efectes adversos a nivell sistèmic, tals com febres elevades i problemes neurològics, 

així com la seva eficàcia en la infància variava significativament en funció de diferents 

factors, com la variabilitat entre lots. És a finals dels anys noranta i principis del segle 

XXI quan diverses comunitats autònomes van substituir les vacunes DTPw per les 

vacunes DTPa, començant per la dosi que s’utilitzava als 18 mesos d’edat, 

considerant-se el període 1998-2005 com la franja de reemplaçament de les vacunes 

DTPw i la implementació de les vacunes DTPa. A partir de l’any 2000, es va anar 

incorporant de forma progressiva al calendari vacunal de les diferents comunitats 

autònomes l’administració d’una cinquena dosi de la vacuna DTPa als 4-6 anys 

d’edat. L’any 2005 es va substituir definitivament en totes les comunitats 

autònomes, i per a totes les dosis, l’ús de les vacunes DTPw per les vacunes DTPa. 

Les vacunes dTpa es van anar incorporant a partir de l’any 2011 en la dosi dels 4-6 

anys, després d’observar-se una tendència a una menor reactogenicitat mantenint 

una immunogenicitat similar. L’any 2012, la dosi de dTpa que anteriorment 

s’administrava als 4-6 anys es va fixar als 6 anys. Finalment, l’any 2017 es va fixar la 

immunització primària en dues dosis als 2 i 4 mesos d’edat i la immunització de 

record en dues dosis als 11 mesos i 6 anys. Aquesta s’administrava amb la composició 

DTPa en els casos que haguessin rebut anteriorment 3 dosis i amb la composició 

dTpa en els casos que haguessin rebut 4 dosis prèvies de la vacuna. Enguany, donada 

la limitada durada de la immunitat enfront de la tosferina, el Comité Asesor de 

Vacunas (CAV) de l’Asociación Española de Pediatría (AEP) insisteix en la 

recomanació d’incloure al calendari espanyol de vacunacions sistemàtiques una dosi 

de record amb dTpa per als adolescents, aconsellada entre els 12-14 anys. Tot i això, 

avui en dia, Astúries és l’única comunitat autònoma d’Espanya que des de l’any 2017 

inclou en el seu calendari sistemàtic de vacunacions la dosi de dTpa entre els 12-14 

anys, tal com recomana l’AEP254. La immunització de l’embarassada a Espanya es va 

iniciar entre els anys 2014 i 2016 segons cada comunitat autònoma, administrant-se 
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una dosi per cada embaràs entre les setmanes 27 i 36 de gestació, preferiblement 

entre les setmanes 28 i 32254–256. Pel que fa a la resta de països europeus, s’observen 

pautes vacunals similars amb lleugeres variacions en el nombre de dosis i els temps 

d’administració257. 

Actualment, l’any 2021, el programa vigent de vacunació a Espanya enfront de la 

tosferina al llarg de tota la vida inclòs en el calendari de vacunacions sistemàtiques, 

contempla les següents dosis254,255: 

- Vacunació en la lactància: immunització amb tres dosis de DTPa als 2, 4 i 11 

mesos, seguint la pauta 2+1 per la que es considera la primovacunació amb dues 

dosis i una primera dosi de record.  

- Vacunació en infants de 6 anys: immunització amb DTPa als menors vacunats 

als 2, 4 i 11 mesos (pauta 2+1) quan compleixen l’edat de 6 anys. Els menors 

vacunats als 2, 4, 6 i 18 mesos (4 dosis en total, pauta 3+1) reben una dosi de 

dTpa. 

- Recomanació per part del CAV de l’AEP de la vacunació dels adolescents de 12-

14 anys: immunització amb una dosi de dTpa a la franja entre els 12 i 14 anys. 

- Vacunació prenatal: immunització de l’embarassada amb una dosi de dTpa en 

cada embaràs a partir de la setmana 27 de gestació, preferentment en la 

setmana 27 o 28. 

Avui en dia, hi ha diverses vacunes enfront de la tosferina comercialitzades a Espanya 

(Taula 4)258. 
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Taula 5. Composició i indicacions de les vacunes enfront de la tosferina comercialitzades a Espanya*.  

Nom comercial 

(Laboratori) 

Components 

Antígens de tosferina Altres antígens Indicacions segons fitxa tècnica 

Vacunes amb elevada càrrega del component tosferina (Pa) 

Vacunes Hexavalents 

Infanrix Hexa® 

(GlaxoSmithKline, GSK) 

DTPa-VPI-Hib-HB 

PTX (25 µg) 

FHA (25 µg) 

PRN (8 µg) 

Toxoide diftèric, Toxoide tetànic, 

Antigen de superfície del virus de la 

Hepatitis B, Poliovirus inactivat, 

Polisacàrid de Haemophilus 

influenzae tipus b 

Immunització primària i immunització de record 

en lactants i infants entre les 6 setmanes i els 36 

mesos d’edat 

Hexyon® 

(Sanofi Pasteur) 

DTPa-VPI-Hib-HB 

PTX (25 µg) 

FHA (25 µg) 

 

Toxoide diftèric, Toxoide tetànic, 

Poliovirus inactivat, Antigen de 

superfície del virus de la Hepatitis B, 

Polisacàrid de H. influenzae tipus b 

Immunització primària i immunització de record 

en lactants i infants a partir de les 6 setmanes 

d’edat 

Vaxelis® 

(MSD) 

DTPa-VPI-Hib-HB 

PTX (20 µg) 

FHA (20 µg) 

PRN (3 µg) 

FIM2, FIM3 (5 µg) 

Toxoide diftèric, Toxoide tetànic, 

Antigen de superfície del virus de la 

Hepatitis B, Poliovirus inactivat, 

Polisacàrid de H. influenzae tipus b 

Immunització primària i immunització de record 

en lactants i infants a partir de les 6 setmanes 

d’edat (no estudiada en infants majors de 15 

mesos) 
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Vacunes amb baixa càrrega del components tosferina (pa) 

Vacunes Tetravalents 

Boostrix Polio® 

(GlaxoSmithKline, GSK) 

dTpa-VPI 

PTX (8 µg) 

FHA (8 µg) 

PRN (2,5 µg) 

 

Toxoide diftèric, Toxoide tetànic, 

Poliovirus inactivat 

Immunització de record a partir dels 3 anys 

d’edat i protecció passiva en la primera infància 

després de la immunització materna durant 

l’embaràs 

Vacunes Trivalents 

Boostrix® 

(GlaxoSmithKline, GSK) 

dTpa 

PTX (8 µg) 

FHA (8 µg) 

PRN (2,5 µg) 

Toxoide tetànic, Toxoide diftèric 

 

Immunització de record a partir dels 4 anys 

d’edat i protecció passiva en la primera infància 

després de la immunització materna durant 

l’embaràs 

Triaxis® 

(Sanofi Pasteur) 

dTpa 

PTX (2,5 µg) 

FHA (5 µg) 

PRN (3 µg) 

FIM2, FIM3 (5 µg) 

Toxoide tetànic, Toxoide diftèric 

 

Immunització de record a partir dels 4 anys 

d’edat i protecció passiva en la infància després 

de la immunització materna durant l’embaràs 

* DTPa, vacuna acel·lular enfront de la diftèria, el tètanus i la tosferina; dTpa, vacuna acel·lular de baixa càrrega antigènica enfront de la diftèria, el tètanus i la 

tosferina; VPI, virus de la poliomielitis inactivat; Hib, Haemophilus influenzae tipus B; HB, virus de l’hepatitis B; PTX, toxina pertussis; FHA, hemaglutinina 

filamentosa; PRN, pertactina; FIM2 i FIM3, fímbries de tipus 2 i 3; µg, microgram. Dades de la Asociación Española de Pediatría, Comité Asesor de Vacunas, 

Fichas técnicas de Vacunas, Tosferina258.  
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ii. Immunogenicitat, eficàcia i efectivitat de les vacunes acel·lulars 

Són diversos els assajos clínics que han demostrat que la majoria de vacunes DTPa 

actualment utilitzades en els diferents programes d’immunització indueixen 

respostes immunes robustes i bons títols d’anticossos després de la vacunació, 

mostrant una elevada eficàcia259–262. S’han descrit eficàcies per vacunes DTPa 

multicomponents d’almenys tres components (PTX, FHA i PRN) d’entre el 84-85% en 

prevenir la tosferina típica i d’entre el 71-78% en prevenir la tosferina lleu263. De la 

mateixa manera, s’ha estimat una eficàcia per a una vacuna DTPa de dos 

components (PTX, FHA) del 85%, el que va dur a la seva aprovació i implementació 

en els programes de vacunació264. Per la seva banda, la vacuna DTPa d’un sol 

component (PTX) se segueix utilitzant en països del nord d’Europa, com és el cas de 

Dinamarca, mostrant una eficàcia del 71%. Un estudi previ va apuntar l’eficàcia 

absoluta menor de les vacunes DTPa d’un o dos components (67-70%) en 

comparació amb els valors descrits per les vacunes DTPa de tres o més components 

(80-84%), ambdues lleugerament inferior amb l’eficàcia absoluta observada per les 

vacunes DTPw, la qual es va situar de forma heterogènia entre el 37-92%265. No 

obstant això, la comparació de l’eficàcia entre les vacunes DTPw i DTPa o entre 

diverses vacunes DTPa no ha dut a tenir conclusions clares, faltant, avui en dia, 

evidències que donin suport a la superioritat d’una vacuna DTPa respecta d’una 

altra266,267. Degut a la seva variabilitat, la comparació de l’eficàcia entre les vacunes 

DTPw i les vacunes DTPa, així com entre les diverses vacunes DTPa amb entre un i 

cinc components antigènics, no ha permès arribar a conclusions clares. Tot i així, la 

bona immunogenicitat demostrada per part de les vacunes DTPa, unida a la seva 

menor reactogenicitat, tant en la primovacunació com en la vacunació de record, 

van empènyer el recanvi de les vacunes DTPw265,268,269. No obstant a això, la pèrdua 

d’immunitat amb el temps així com l’expansió de clons de B. pertussis amb 

polimorfismes en els antígens inclosos en les composicions vacunals, fa palesa que 

l’efectivitat vacunal d’aquest tipus de vacunes no és òptima260. 
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Per la seva banda, en tots els assajos clínics realitzats amb les vacunes dTpa es va 

observar una adequada resposta immunitària un mes després de la vacunació amb 

dTpa en el 80% dels adolescents i adults, mentre que en infants s’ha demostrat una 

immunogenicitat similar a la de les vacunes DTPa i un bon perfil de seguretat260,270–

274. 

Es desconeix la durada de la protecció conferida per les vacunes DTPa, però se sap 

que, de la mateixa manera que també ocorre després de patir la malaltia o amb la 

immunitat adquirida amb les vacunes DTPw, no és de per vida i disminueix amb el 

temps275. Diverses estimacions apunten que la infecció natural proporcionaria de 7-

10 a 20 anys de protecció, mentre que la protecció obtinguda amb la vacunació 

oscil·laria entre els 4 i els 14 anys. Concretament, s’estima que la protecció conferida 

per les vacunes DTPw seria aproximadament d’entre 4 i 14 anys mentre que 

l’adquirida amb la vacunació DTPa duraria al voltant de 5 anys275,275–277. Per tal 

d’esclarir aquest últim punt, s’estima que per cada any després de l’última dosi 

rebuda de la vacuna DTPa, la probabilitat de tenir una tosferina augmenta un 27-

33%. Addicionalment s’apunta que no existeixen diferències entre diferents 

esquemes de vacunació (3 dosis o bé 5 dosis de DTPa) i que es podria estimar la 

durada de la immunitat després de la vacunació en una mitjana de 3 anys, 

mantenint-se protegits tan sols el 10% dels infants passats 8,5 anys de 

l’administració de l’última dosi275,277,278. De la mateixa manera, uns altres treballs, 

estimen que la probabilitat de contraure una tosferina augmenta de mitjana un 42% 

cada any després d’haver-se rebut l’última dosi de vacuna DTPa. Així doncs, una 

efectivitat inicial del 95% disminuiria al 71% passats cinc anys després de rebre 

l’última dosi mentre que una efectivitat inicial del 90% es reduiria al 42% en el mateix 

període de temps. Entre els infants de 5 a 9 anys, l’eficàcia superaria el 75%, 

aproximadament, i més del 65% dels infants romandrien immunes a la tosferina 

passats cinc anys de la darrera dosi de DTPa279,280. A conseqüència d’això, la 

immunitat conferida per la vacunació és minvant en el temps, fent que els infants 
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grans, els adolescents i els adults siguin susceptibles a la infecció per B. pertussis, 

justificant-se, per tant, la necessitat d’administrar dosis de record entre els 

adolescents i els adults per tal d’aconseguir una adequada protecció per a tots els 

grups d’edat275,279,281–283. D’altra banda, encara que molts casos de tosferina ocorren 

en individus vacunats, la gravetat de la malaltia i la presència de complicacions 

sembla estar fortament relacionada amb el temps transcorregut des de la vacunació 

o de l’episodi d’infecció natural, així com amb al fet de no rebre les dosis 

corresponents a l’edat recomanada segons un esquema vacunal adequat284. 

 

iii. Immunització de l’embarassada 

Entre els anys 2008 i 2011, el 83% de les morts per tosferina registrades pels CDC 

van tenir lloc entre els lactants menors de 3 mesos d’edat160. A més, diversos estudis 

duts a terme en diferents països apunten que els convivents són la principal font 

d’infecció per la tosferina en els infants126,134,176,285–291. A causa de la transmissió 

contínua de la tosferina entre la comunitat i els infants recents nascuts, els quals no 

poden ser immunitzats enfront de la tosferina, i amb l’objectiu de reduir la gravetat 

i la mortalitat associades a la tosferina durant els primers mesos de vida, l’Advisory 

Committee on Immunization Practies (ACIP) dels CDC van proposar l’any 2011 

l’administració de les vacunes dTpa a les dones embarassades i persones de contacte 

com una de les principals estratègies de prevenció de la tosferina en aquest grup, 

sent aquesta segura i immunogènica170,292–294. L’estratègia tenia el doble propòsit de 

generar protecció directa a les mares i prevenir la infecció i la transmissió al recent 

nascut i de proporcionar protecció indirecta del lactant mitjançant la transferència 

passiva a través de la placenta d’anticossos al fetus. D’aquesta manera, els EUA es 

van convertir en el primer país en introduir la vacuna de la tosferina en 

l’embarassada, amb una dosi de dTpa entre les setmanes 27 i 36 de gestació.  

L’efectivitat estimada de la vacuna en la prevenció de la tosferina durant els dos 
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primers mesos de vida en els lactants va ser del 91,4%, i del 69% durant els dotze 

primers mesos295. De la mateixa manera que els títols d’anticossos disminueixen 

passat un any de la vacunació amb dTpa en adults sans, els títols d’anticossos 

antipertússics materns també disminueixen de forma ràpida296–298. Per aquest motiu, 

les recomanacions de la immunització amb dTpa recau des de l’any 2012 en totes les 

dones embarassades i en cada embaràs, independentment de l’interval 

transcorregut entre aquests i de la prèvia recepció d’una dosi de dTpa, demostrant-

se una transferència d’anticossos eficient a través de la placenta, malgrat que els 

títols d’anticossos no siguin els òptims ni de llarga durada299–301. 

A Europa, l’any 2012 el Regne Unit va ser en primer país que va introduir la vacuna 

dTpa a les dones embarassades, aconseguint una cobertura del 64% en el primer any 

d’implementació i una efectivitat de la vacuna del 91% en la prevenció de la tosferina 

duran els dos primers mesos de vida302. Amb la introducció de l’estratègia es va 

observar un menor risc de contraure tosferina entre els lactants nascuts de mares 

vacunades, sense detectar-se un major risc de part prematur, mort fetal, mort 

materna o neonatal o altra complicació posterior a la immunització en aquest grup. 

Altres estudis duts a terme també al Regne Unit arran de la introducció de la vacuna 

dTpa a la dona embarassada, han situat l’efectivitat d’aquesta entre el 90-95%303–305. 

No obstant això, estudis duts a terme posteriorment en diversos països, han registrat 

valors d’efectivitat dels programes de vacunació enfront de la tosferina en gestants 

més heterogenis, amb valors d’entre el 69-91%306–311. L’any 2016, el departament de 

salut del Regne Unit, seguint l’evidència tranquil·litzadora d’un estudi suís, el qual 

demostrava una immunogenicitat adequada de la vacuna quan aquesta 

s’administrava en etapes primerenques de l’embaràs, va actualitzar les 

recomanacions de la vacunació prenatal per aconsellar-la en qualsevol moment 

entre la franja de les 16-32 setmanes de l’embaràs312. De fet, la immunització 

primerenca durant el segon trimestre de l’embaràs s’ha associat a títols més alts 

d’anticossos transferits enfront de la PTX i la FHA que els estimats quan la vacunació 
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es realitza a partir de la setmana 25 de l’embaràs. Tot i això, el moment òptim per 

fixar la immunització de l’embarassada encara genera certa controvèrsia312,313. 

A Espanya, la Comissió de Salut Pública va aprovar el programa de vacunació de 

l’embarassada l’any 2015, encara que aquest ja s’havia implementat en algunes 

comunitats com Catalunya, Navarra i Astúries l’any 2014. Des de llavors, el calendari 

sistemàtic de vacunació de l’embarassada inclou una dosi de dTpa entre les 

setmanes 27-28 i 36 de l’embaràs, idealment entre les setmanes 28 i 32. En aquells 

casos en què hi hagi una sospita de prematuritat, la immunització de l’embarassada 

es pot realitzar des de la setmana 16 de gestació, preferiblement a partir de la 

setmana 20 de l’embaràs. De la mateixa manera que les recomanacions prèvies en 

altres països, s’indica la vacunació de les dones en cada un dels embarassos, 

independentment de l’estat vacunal anterior314. La introducció de la immunització 

de l’embarassada a Espanya va suposar una reducció de la incidència 

d’hospitalitzacions per tosferina en el lactants, sent significativament menor en 

aquelles regions que van adoptar l’estratègia amb anterioritat. S’ha descrit una taxa 

d’hospitalització de 195,5 casos per cada 100.000 habitants i de 119,5 casos cada 

100.000 habitants als anys 2016 i 2017, respectivament, xifres que no s’havien 

observat des d’anys anteriors al 2011149. Des de l’any 2012, la raó de taxa 

d’incidència (RTI) comparant el grup d’edat en el que s’espera la reducció de la 

malaltia (<3 mesos) amb un altre grup d’edat en el que no s’espera la reducció de la 

malaltia (3-11 mesos) s’ha vist reduïda de forma progressiva, passant de 7,5 al 2012 

al 2,2 al 2016, anticipant-se el descens en aquelles comunitats autònomes que van 

implementar la immunització de l’embarassada abans de mitjans de l’any 2015147. A 

Espanya es disposa actualment de tres vacunes dTpa indicades per la immunització 

de l’embarassada enfront de la tosferina (Taula 5)258.  

Tot i la introducció de la l’estratègia de la immunització de l’embarassada, 

inicialment hi va haver certes preocupacions referent a seva l’aplicació, com són que 
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la seguretat de les vacunes dTpa tant per les mares com pels lactants no s’havia 

avaluat de forma exhaustiva, que l’elevada concentració d’anticossos tramesos a 

través de la placenta podria minimitzar la resposta immune induïda per la 

immunització enfront de la tosferina en el lactant, la possible interferència entre els 

anticossos materns i els anticossos generats pel lactant després de la seva vacunació, 

que la immunitat passiva enfront de la tosferina no permetria assolir una immunitat 

col·lectiva suficient per a protegir els lactants de les exposicions de la comunitat i 

que la durada de la protecció conferida per la transferència d’anticossos materns és 

tan breu que no té un impacte en la morbiditat de la tosferina fora de la 

infància301,315–317. Alguns d’aquests aspectes han sigut abordats en diversos estudis, 

observant-se títols d’anticossos de 2 a 20 vegades superiors en el grup de dones 

vacunades i títols d’anticossos de 3 a 36 vegades més alts en el cordó umbilical del 

grup de dones vacunades. També s’han observat concentracions adequades 

d’anticossos en aquells lactants amb mares vacunades durant l’embaràs, inclús 

després de rebre la primera dosi de les vacunes DTPa, mostrant una major resposta 

immunitària en néixer i dos mesos després. No obstant això, s’han observat lleus 

disminucions en la resposta immune després de completar la immunització primària 

amb les vacunes DTPa en aquells infants amb mares vacunades, sense identificar-se 

diferències en la resposta immune després de completar la immunització de reforç. 

Tot i que s’ha descrit un petit augment en la incidència de corioamnionitis en 

gestants vacunades, troballa que no ha sigut corroborada, no s’han observat 

reaccions greus associades a les vacunes dTpa en les mares, els fetus o els lactants, 

com ara prematuritat, ruptura prematura de membranes, retràs en el creixement 

intrauterí o malformacions. Estudis addicionals han suggerit que no hi ha evidència 

d’interferència entre els anticossos materns induïts per les vacunes dTpa i la 

immunització amb les vacunes DTPa en els lactants301,304,318–321.  

Actualment, la immunització de l’embarassada és considerada l’estratègia més 

eficaç per prevenir la tosferina en els lactants nounats que encara no poden ser 
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vacunats, per davant d’altres estratègies com la immunització dels contactes 

propers, observant-se una bona correlació entre les concentracions de IgG després 

de la vacunació materna i les observades en el cordó umbilical322. En les seves guies, 

els CDC recomanen l’ús de les vacunes dTpa durant cada embaràs amb 

l’administració d’una dosi entre les setmanes 27 i 36 de gestació, preferiblement 

durant la primera part d’aquest període per tal de maximitzar la resposta 

d’anticossos materns i la transferència passiva d’aquests a l’infant. D’altra banda, 

posen èmfasi en el fet que l’ús de les vacunes dTpa després del part no és l’òptim, ja 

que es perd l’efecte d’immunització al lactant, el qual queda vulnerable enfront de 

la infecció i les complicacions greus de la malaltia323. A Europa, segons dades de l’any 

2019, la vacunació de la dona embarassada està en vigor a divuit països, diferint 

entre ells els temps gestacionals en què s’administra. Per exemple, en països com 

Àustria, Liechtenstein, Suïssa o  Luxemburg, la immunització de l’embarassada està 

indicada a partir de la setmana 13 de l’embaràs mentre que a Dinamarca aquesta 

s’administra a partir de la setmana 32 de gestació257.  

 

iv. Cobertures vacunals 

La cobertura vacunal és un dels indicadors utilitzats per avaluar i monitorar els 

programes de vacunació utilitzats. L’OMS ha estimat una cobertura vacunal enfront 

de la tosferina a escala mundial per a les tres primeres dosis en infants menors d’un 

any del 85% l’any 2019, sent superior al 90% en la majoria de països. Els països amb 

cobertures vacunals inferiors al 80% es troben principalment a l’Àfrica, Sud-amèrica 

i Sud-est asiàtic (Figura 12)324.  
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Figura 12. Cobertura vacunal estimada per l'any 2019 a escala mundial per a la immunització 
primària enfront de la tosferina. Figura modificada de la World Health Organization: Immunization, 
Vaccines and Biologicals Programme. Pertussis [Internet]. Geneva (Switzerland): The 
Organization; [updated 2020 Aug14]121. 
“https://www.who.int/immunization/monitoring_surveillance/burden/vpd/surveillance_type/passi
ve/pertussis/en/”  

 

A Espanya la cobertura vacunal de la immunització primària es manté per sobre del 

95% des de fa més de vint anys, d’ençà que l’any 1999 va ser del 95,1%. Pel que fa a 

la immunització de record, la cobertura vacunal de la primera dosi ha oscil·lat entre 

el 89,5% i el 95,5% en el període 1998-2019, mentre que la cobertura vacunal de la 

segona dosi de record ha oscil·lat entre el 81,1% i el 91,6% des de l’any 2005325.  

Els programes d’immunització de l’embarassada es van iniciar a Espanya l’any 2014 

en funció de la situació epidemiològica i la disponibilitat de les vacunes en cada 

comunitat autònoma, aprovant-se la recomanació l’any 2015. Des de l’any 2016 la 

immunització de l’embarassada es realitza en totes les comunitats autònomes, amb 

una cobertura nacional per l’any 2016 del 81,6%, amb un rang de 52%-88,6% entre 

les catorze comunitats autònomes que van aportar dades. El percentatge de dones 

embarassades que van rebre la vacuna dTPa en el conjunt d’Espanya durant l’any 

2019 ha estat del 83,6%, registrant-se una cobertura vacunal del 82,8% a Catalunya 

aquell mateix any147,325. 
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8. Immunitat 

Més de cent anys després que Bordet i Gengou identifiquessin B. pertussis com 

l’agent causal de la tosferina, encara existeixen aspectes que es desconeixen en 

relació a com el microorganisme causa la malaltia o els mecanismes pels quals la 

immunitat de l’hoste o la vacunació confereixen protecció a la infecció326.  

 

i. Immunitat natural 

Tal com s’ha comentat prèviament, B. pertussis expressa múltiples factors de 

virulència que, o bé contribueixen directament a la seva patogènesi, o bé tenen un 

efecte immunomodulador sobre l’hoste. La interfície entre la resposta immune 

innata i l’adaptativa és clau pel reconeixement de B. pertussis i el control de la 

infecció que produeix (Figura 13). Durant el procés d’infecció natural, el 

reconeixement dels antígens bacterians per part dels receptors de les cèl·lules 

epitelials de la mucosa i de les cèl·lules immunitàries innates, com ara, els macròfags 

i les cèl·lules dendrítiques, condueixen a l’activació d’una cascada immunològica que 

inclou l’alliberació de molècules proinflamatòries, com són algunes interleuquines 

(IL-6, IL-1β, IL-8, IL-12, IL-23), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) i l’interferó 

de tipus 1 (IFN-I), les quals actuen en processos com la protecció enfront de la 

disseminació sistèmica o l’activació de la fagocitosi, així com molècules 

antiinflamatòries (IL-10). Les cèl·lules B i les cèl·lules T CD4+ són les principals 

cèl·lules efectores que brinden protecció enfront de les infeccions per B. pertussis. 

Les cèl·lules T CD4+, a més del seu paper en la producció d’anticossos, proporcionen 

també protecció a través d’un mecanisme independent d’anticossos326. Això es va 

observar a finals dels anys 90 quan es va demostrar la producció de citocines per part 

de les cèl·lules T productores d’interferó gamma (IFN-γ) a sang perifèrica en nens 

que s’havien recuperat d’un quadre de tosferina327. La rellevància d’aquestes 

cèl·lules va ser definida per l’observació que els clons de cèl·lules T CD4+ de memòria 
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generats a partir de les cèl·lules mononuclears de sang perifèrica (CMSP) en adults 

prèviament infectats, secretaven IFN-γ, induïen activitat antimicrobiana a les 

cèl·lules fagocítiques i facilitaven l’opsonització per part de les cèl·lules B. Això 

suggeria que les cèl·lules T CD4+ contribuïen a la protecció de la colonització per B. 

pertussis a través de mecanismes dependents d’IFN-γ328. Addicionalment, avenços 

més recents en l’estudi de les respostes de tipus Th17 han ampliat la comprensió de 

la resposta immune cel·lular enfront de la tosferina. La producció de citocina IL-23 

per part de les cèl·lules dendrítiques durant la infecció per B. pertussis, promotora 

de l’acció de les cèl·lules Th17, va suggerir la importància de la resposta Th17 en la 

protecció després de la infecció329,330. Estudis duts a terme en models babuïns van 

aportar més proves de la rellevància de les respostes Th1 i Th17 enfront de la infecció 

i colonització per B. pertussis, observant-se fortes respostes de tipus Th1 i Th17 que 

van resultar en la protecció contra els signes clínics de la malaltia331–333. A banda, s’ha 

constatat que la inducció de les cèl·lules de memòria residents als teixits (Tmr) 

productores d’IFN-γ i/o IL-17 observades en els pulmons de ratolins després de la 

infecció, juga un paper important en la memòria a llarg termini després de la infecció 

per B. pertussis en el model murí. Addicionalment, s’ha detectat en models animals 

la ràpida expansió de les cèl·lules Tmr al teixit pulmonar després de la reinfecció334–

336. 
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Figura 13. Procés immunològic induït per la infecció natural de B. pertussis. Figura modificada de 
Parul Kapil et al. 2019326.  

 

 

ii. Immunitat vehiculada per vacunes 

Els treballs que han comparat les respostes immunològiques induïdes per la infecció 

per B. pertussis i per la immunització amb les vacunes DTPw i les vacunes DTPa han 

demostrat que l’estimulació del sistema immunològic per part de les vacunes DTPa 

és diferent del de la infecció natural i la immunització a través de les vacunes DTPw 

(Figura 13 i 14)266,281,326,337. Els estudis immunològics desenvolupats al llarg dels 

últims vint anys suggereixen que el paper que juga la immunitat cel·lular és essencial 

per la resposta immunitària enfront de la tosferina que s’origina a conseqüència de 

la immunització amb les vacunes antipertússiques, siguin DTPw o DTPa327,338–340.  

Els estudis comparatius de les dues vacunes demostren que, tant les vacunes DTPw 

com les vacunes DTPa indueixen fortes respostes d’anticossos enfront dels antígens 

de B. pertussis. Les vacunes DTPa, les quals estan formulades amb un únic adjuvant 

i amb un conjunt limitat d’antígens, estimulen un perfil de resposta immunitària 

diferent, sent més restringida que les respostes originades per les vacunes DTPw o 

la infecció natural, amb les quals, l’organisme s’enfronta a una àmplia gamma 

d’antígens i adjuvants. Per una banda, els individus que han rebut les vacunes DTPw 

presenten alts títols d’anticossos de les subclasses IgG1, IgG2 i IgG3, amb la 

producció marginal de IgG4 mentre que aquells individus que han rebut les vacunes 
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DTPa mostren una resposta esbiaixada d’anticossos, amb la producció d’elevats 

títols d’anticossos IgG1 i IgG4, el qual és un primer mecanisme per explicar la menor 

eficàcia de les vacunes DTPa en comparació amb les vacunes DTPw (Figura 14). Els 

anticossos IgG4 no són capaços d’activar el sistema del complement, de manera que 

condueixen a una resposta inflamatòria subòptima. Les evidències apunten a que 

cada una de les dosis de vacuna DTPa rebuda fa augmentar la producció de IgG4, fet 

que sembla estar relacionat amb la tendència que la protecció conferida per les 

vacunes DTPa després de cada dosis de reforç és menor330,341,342. 

 

 

Figura 14. Immunitat induïda per la immunització amb les vacunes DTPw i DTPa. Figura modificada 
de Parul Kapil et al. 2019326. 

 

D’altra banda, pel que fa a la resposta immune cel·lular, els individus vacunats amb 

les vacunes DTPw o DTPa presenten diferències evidents en la polarització 

d’aquesta, de manera que les cèl·lules T CD4+ d’aquells individus que han rebut les 

vacunes DTPw produeixen elevats nivells d’IFN-γ i IL-17, associats a una resposta 

limfocitària de tipus Th1 i Th17, respectivament, mentre que les cèl·lules T CD4+ 
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d’aquells individus que han rebut les vacunes DTPa expressen alts nivells d’IL-4 i IL-5 

i baixes quantitats d’IFN-γ, associats a una resposta limfocitària de tipus Th2 (Figura 

14)343. Com que les citocines Th1 juguen un paper important en la immunitat enfront 

de la tosferina, aquesta troballa explica que tant la infecció natural com les vacunes 

DTPw ofereixin una millor protecció en comparació a les vacunes DTPa327,344. La 

contribució relativa de les respostes cel·lulars Th1, Th2 i Th17 a la protecció 

vehiculada per les vacunes difereix lleugerament entre espècies. En ratolins, la 

vacunació DTPa indueix la producció d’IL-4, IL-5 i IL-17 per part dels limfòcits T CD4+, 

d’acord amb la polarització d’una resposta de tipus Th2/Th17, mentre que la 

vacunació DTPw indueix una resposta de tipus Th1/Th17, amb la consegüent 

producció d’IFN-γ i IL-17330,339,345. El paper de les cèl·lules Th1 i Th17 en l’eliminació 

de B. pertussis a través de la producció d’IFN-γ i IL-17 ha estat àmpliament demostrat 

en estudis que han utilitzat ratolins deficients en citocines i receptors específics, 

demostrant-se el motiu d’una immunitat més curta induïda per les vacunes DTPa en 

comparació amb la immunitat derivada de la infecció natural o la immunització amb 

les vacunes DTPw346. En babuïns, la vacunació DTPa va donar com a resultat, fortes 

respostes de tipus Th2, conferint protecció enfront de la malaltia simptomàtica, però 

sense aconseguir prevenir la colonització asimptomàtica, el transport o la 

transmissió als animals cohabitants, posant-se en dubte la generació d’una 

immunitat col·lectiva, mentre que la vacunació DTPw va induir fortes respostes de 

tipus Th1/Th17, conferint protecció enfront de la malaltia i l’eliminació ràpida de la 

infecció333,347. En humans, després de la immunització amb vacunes DTPw o després 

de la infecció natural es generen nivells moderats o alts d’IFN-γ. Contràriament, 

després de la immunització amb les vacunes DTPa es produeixen alts nivells d’IL-4 i 

IL-5, la qual cosa reforça que la vacunació DTPa indueix fortes respostes de tipus Th2 

en humans, fenomen similar al descrit en el model babuí338,348,349. Tot i que hi ha una 

carència en la inducció de la resposta de tipus Th17 en humans després de la 

immunització infantil amb vacunes DTPa, un estudi recent ha demostrat la presència 
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d’elevats nivells d’IFN-γ i IL-17 després de la revacunació amb DTPa en aquells infants 

que havien rebut vacunes DTPw durant la primovacunació i alts nivells d’IL-4 i IL-5 

després de la revacunació amb DTPa en aquells infants que havien sigut immunitzats 

amb vacunes DTPa durant la primovacunació. A més, la protecció després de les 

dosis de reforç és més curta en aquelles persones que han rebut DTPa en la 

primovacunació, explicant-se d’aquesta manera l’augment de la incidència de 

tosferina observada entre els adolescents i els adults342,350,351. Concretament, els 

estudis il·lustren la importància d’administrar les vacunes DTPw durant la 

primovacunació dels individus, ja que s’ha observat que aquest grup és el que ha 

presentat una menor incidència de la malaltia, independentment del tipus de vacuna 

utilitzada en les dosis de record d’aquests individus352. 

La infecció natural per part de B. pertussis evoca una resposta immune tant a les 

mucoses com a nivell sistèmic mentre que les vacunes, que s’injecten per via 

intramuscular, indueixen una resposta a nivell sistèmic. Com que B. pertussis és un 

patogen que es localitza estrictament a les mucoses i només causa infecció fora del 

sistema respiratori de forma excepcional en pacients altament immunodeprimits, 

aquesta diferència és rellevant alhora de controlar la infecció a nivell immunològic. 

L’hàbitat de B. pertussis, localitzat estrictament a nivell de mucoses, suggereix que 

la immunitat de les mucoses és essencial per tal de prevenir la colonització i la 

transmissió de B. pertussis. A conseqüència d’això, les estratègies preventives com 

la immunització a través de vacunes DTPa, les quals no indueixen una resposta a 

nivell de mucoses, poden prevenir el desenvolupament de la malaltia però no poden 

evitar la infecció ni la transmissió. Estudis duts a terme amb animals han demostrat 

que la infecció natural s’associa a una forta resposta de IgA secretora a les vies 

respiratòries superiors i inferiors, així com la inducció de les cèl·lules Tmr, 

especialment aquelles que produeixen IL-17, la qual cosa es correlaciona a una 

protecció persistent enfront de la colonització de la nasofaringe336,353. 

Addicionalment, de forma recent s’ha descrit que la IL-17 i les cèl·lules CD69+ CD4+ 
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que secreten IFN-γ s’expandeixen a través del tracte respiratori després de 

l’exposició de ratolins immunitzats amb vacunes DTPw a B. pertussis, fenomen que 

no s’ha observat  amb les vacunes DTPa. El conjunt d’observacions suggereixen que 

la falta d’una resposta immune a les mucoses després de la immunització amb 

vacunes DTPa podria explicar la seva menor eficàcia en comparació amb les vacunes 

DTPw, així com la protecció de curta durada que presenten en comparació a la les 

vacunes DTPw o a la infecció natural327,339,340,354. Aquestes observacions fan plausible 

que l’estat de portador asimptomàtic juga un paper essencial en la transmissió i 

circulació de B. pertussis i que, juntament amb la disminució de la durada de la 

protecció d’aquells individus vacunats amb vacunes DTPa, han contribuït a 

condicionar l’actual epidemiologia de la tosferina333,355. Encara que la protecció de 

grup induïda per les vacunes DTPa és qüestionable, són necessaris estudis 

addicionals que avaluïn altres models i proporcionin evidències convincents sobre la 

immunitat col·lectiva generada per les vacunes DTPa enfront de la tosferina.  

L’associació que es fa del canvi de vacuna amb el ressorgiment de la tosferina, 

combinada amb una major comprensió de les diferències entre la immunitat 

conferida per les vacunes DTPw i la conferida per les vacunes DTPa, subjecta la 

hipòtesi que l’augment en la incidència de la tosferina és, en part, una conseqüència 

del reemplaçament de les vacunes DTPw per les vacunes DTPa. Altres factors que 

poden estar influint en l’actual epidemiologia de la malaltia és l’acumulació 

d’individus susceptibles en bosses de subimmunització així com la presència de 

respostes immunes variables en alguns grups com ara, les dones embarassades o els 

adolescents. Per aquesta raó, s’ha suggerit l’addició d’un lligand del toll-like receptor 

4 (TLR4) com a potent adjuvant, entre d’altres, com una estratègia per millorar les 

respostes de tipus Th1 i Th17 en les immunitzacions amb vacunes DTPa. Altres 

opcions que s’han plantejat per millorar la immunogenicitat i la seguretat de les 

vacunes antipertússiques són el desenvolupament de noves vacunes DTPa amb 

múltiples components, inclosos nous components antigènics com l’AC-Hly, 
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l’exploració de noves vies d’administració com la via intranasal o la via cutània o el 

retorn a les vacunes DTPw, aquestes amb el component LPS disminuït o 

detoxificat330,340,356,357. 

 

9. Desenvolupament de noves vacunes 

De forma recent, s’han realitzat múltiples intents per tal de millorar les vacunes 

enfront de la tosferina, entre els quals s’han contemplat diverses estratègies, des de 

millorar les vacunes DTPa actuals o buscar noves vacunes DTPw, fins a provar 

formulacions completament noves, com les vesícules de membrana externa (OMVs) 

i les vacunes vives atenuades. Addicionalment, també s’han buscat noves vies de 

vacunació com a alternativa a la via intramuscular, com són les vies intranasal i 

cutània358–362. 

Un dels nous enfocs per la vacunació enfront de la tosferina és l’ús de OMVs 

derivades de B. pertussis, les quals contenen múltiples antígens del microorganisme, 

incorporen propietats adjuvants i es poden preparar com una formulació liofilitzada 

estable. Per tal de garantir una protecció òptima, les vacunes basades en OMVs es 

preparen a partir de cultius de B. pertussis en fase Bvg+, quan el microorganisme 

produeix una major quantitat de factors de virulència. Es tracta d’una vacuna no 

replicant que es presenta com un candidat prometedor i atractiu, el qual 

proporciona una protecció significativa enfront de la colonització pulmonar per B. 

pertussis en ratolins després de la immunització intraperitoneal i subcutània, a nivells 

similars als proporcionats per les vacunes DTPw. La resposta immune protectora que 

indueixen les OMVs es caracteritza per ser una resposta mixta Th1/Th2/Th17, a més 

d’induir una àmplia resposta d’anticossos enfront de múltiples antígens com el BrkA, 

la PRN, el Vag8 i el LPS. A més, la vacunació amb OMVs indueix respostes 

inflamatòries més lleus en comparació a les originades per les vacunes DTPw, la qual 

cosa indica un millor perfil de seguretat de les OMVs. Tot i així per tal de millorar-ho, 
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es va disminuir la seva endotoxicitat mitjançant l’expressió del gen pagL de B. 

bronchiseptica a la soca de B. pertussis utilitzada per la preparació de les OMVs. 

Aquest codifica un lípid A 3-desaciclasa, el qual elimina el grup acil del 

lipooligosacàrid de B. pertussis, resultant en una disminució de la inducció de 

citocines pro inflamatòries i del reclutament de neutròfils sense afectar el potencial 

protector de les OMVs enfront de la colonització pulmonar de B. pertussis341,363–370. 

Es va observar que la immunització intranasal de ratolins amb OMVs va induir fortes 

respostes immunitàries a nivell de mucoses, amb la producció de IgA nasal i 

pulmonar, així com de IgA resident als pulmons i citocines pulmonars de tipus Th1 i 

Th17. De la mateixa manera, també va resultar en una millor eliminació de B. 

pertussis que la observada per la vacunació cutània.  Pel que fa a l’administració de 

les OMVs per via intraperitoneal en ratolins, aquesta va induir la producció de 

cèl·lules CD4+ Tmr productores de IFN-γ i IL-17 a nivell pulmonar, les quals es van 

expandir després de la infecció per B. pertussis, podent explicar la protecció a llarg 

termini induïda per les OMVs371,372. A dia d’avui, aquests candidats basats en les 

OMVs només s’han provat en models murins i no hi ha informació sobre el seu 

potencial en altres models animals, com és el babuí. De la mateixa manera tampoc 

han entrat en la fase de desenvolupament clínic360. 

La única vacuna nova enfront de la tosferina que es troba actualment en fase de 

desenvolupament clínic és la vacuna viva atenuada BPZE1372. Es tracta d’una vacuna 

d’administració via intranasal, de la qual es busca que sigui capaç de conferir una 

protecció eficaç i duradora a nivell de les mucoses, similar a la protecció induïda per 

la infecció natural353,373. El primer treball que va parlar d’una vacuna viva atenuada 

contra la tosferina es va publicar l’any 1990. En aquest es descrivia l’atenuació de B. 

pertussis deguda a una mutació que afectava la biosíntesis d’aminoàcids aromàtic 

per la inactivació del gen aroA mitjançant la inserció d’un gen de resistència a 

kanamicina. Després de l’administració d’aquesta soca aerosolitzada en el model 
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murí en repetides ocasions, es va observar la producció d’anticossos sèrics enfront 

de B. pertussis, encara que a nivell baixos, així com es va eliminar d’una forma ràpida 

B. pertussis del pulmons374. Per tal de millorar la immunogenicitat de la soca de B. 

pertussis atenuada es va construir un mutant aroQ, el qual es va descriure que 

persistia un xic més en els pulmons dels ratolins que el mutant aroA, i pel que, una 

sola dosi intranasal de 109 unitats formadores de colònies (UFC) va resultar en la 

producció d’anticossos i una bona resposta de citocines enfront de B. pertussis, així 

com a la protecció contra la colonització quan el model murí va ser exposat a 108 

UFC de B. pertussis virulenta375.  

No obstant això, la soca BPZE1 presenta una atenuació segons un altre enfoc, la qual 

va en direcció a factors de virulència del microorganisme, en particular a tres toxines 

de B. pertussis. Específicament a la soca BPZE1 se li ha eliminat la DNT, se li ha 

reemplaçat el gen ampG per aquest mateix gen de Escherichia coli, la qual cosa 

condueix a una reducció del nivells de TCT i finalment, se li ha modificat el gen ptx 

per tal que aquest codifiqui una PTX genèticament desintoxicada. Després de 

l’administració nasal, la soca BPZE1 va persistir en els pulmons del model murí durant 

gairebé tant de temps com la soca de B. pertussis virulenta, sense induir inflamació 

ni patologia pulmonar. Addicionalment, es va observar com, una sola dosi va ser 

suficient per induir fortes respostes d’anticossos sèrics i cèl·lules T CD4+ de tipus Th1 

i una immunitat innata potent, així com per produir IgA secretada i cèl·lules CD4+ 

Tmr productores de IL-17 en el teixit nasal, observant-se una protecció robusta a 

llarg termini enfront de la colonització nasal i pulmonar353,376–378. Al llarg dels anys, 

BPZE1 ha estat sotmesa a una exhaustiva avaluació de seguretat, durant la qual s’ha 

estudiat aspectes com que no causés pèrdua de pes, patologia pulmonar o la mort 

dels models murins, que no es disseminés fora del tracte respiratori o la seva 

estabilitat genètica després de setmanes de passes successius, observant-se que la 

soca mantenia totes les característiques genètiques originals378–380. Actualment, se 

sap que la fórmula liofilitzada desenvolupada de la vacuna és estable després de més 
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de dos anys d’emmagatzematge entre -20 i +22 °C381. En el model babuí juvenil, 

BPZE1 ha demostrat la inducció d’elevats títols d’IgG sèrica i IgA enfront dels antígens 

de B. pertussis, protegint els animals de la malaltia després de la infecció a dosis altes 

amb una soca de B. pertussis clínica. A banda, va demostrar ser eficaç en la 

disminució de la càrrega bacteriana de la nasofaringe, observant-se que els babuïns 

vacunats amb 1010 UFC de BPZE1 reduïen la càrrega bacteriana un 99,99% en 

comparació amb els babuïns control no vacunats. L’observació de la capacitat de 

protecció enfront de la colonització de la nasofaringe després de l’exposició ofereix 

una perspectiva única de bloquejar la circulació de B. pertussis, podent arribar a 

contribuir a la reducció de la incidència de la malaltia382. A dia d’avui, BPZE1 es troba 

a la fase de desenvolupament clínic, havent completat dos estudis de fase I duts a 

terme a Suècia amb adults humans voluntaris no vacunats prèviament contra la 

tosferina ni amb episodis d’infecció natural per B. pertussis passats coneguts. 

Aquests han demostrat que BPZE1 és segura i immunògena en humans joves sans, 

sent capaç de colonitzar de forma transitòria el tracte respiratori humà i induir 

respostes d’anticossos enfront d’antígens de B. pertussis després d’una sola 

administració via nasal en aquells individus sense anticossos protectors previs, 

especialment quan s’han administrat les dosis més elevades provades383,384. Tots els 

subjectes vacunats amb BPZE1 van mostrar fortes respostes d’anticossos específics 

enfront de B. pertussis, observant-se un augment significatiu en almenys un dels 

paràmetres següents: IgG (resposta exclusiva de IgG1 i IgG3), IgA i cèl·lules B de 

memòria pels antígens de B. pertussis, produint-se un perfil d’anticossos més ampli 

enfront de B. pertussis en comparació amb els anticossos produïts per la immunitat 

generada per les vacunes DTPa, uns anticossos enfront dels antígens inclosos en 

aquestes. A més, BPZE1 va mostrar una millor inducció d’anticossos opsonitzants, els 

quals estimulen la producció d’espècies reactives d’oxigen en els neutròfils, 

millorant-ne la funció bactericida. Addicionalment, les cèl·lules T específiques van 

mostrar un fenotip Th1, contrari al fenotip Th2 induït per les vacunes DTPa. És per 
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això que BPZE1 presenta perspectives prometedores de poder millorar l’eficàcia 

vacunal i la protecció enfront de la transmissió de B. pertussis373. Actualment es 

troben en marxa un parell d’estudis de fase II amb una dosi de 109 UFC d’una 

formulació de BPZE1 liofilitzada, estabilitzada i administrada com un aerosol nasal, 

del que s’espera que proporcioni una prova de concepte de que pot arribar a ser la 

vacunació nasal amb BPZE1, induint immunitat a nivell de mucoses i prevenint la 

infecció en humans381.  

Addicionalment, degut a que les respostes immunològiques a les fímbries presenten 

una gran contribució a la protecció enfront de B. pertussis, paral·lelament s’ha 

construït un derivat de BPZE1, anomenat BPZE1f3, el qual a diferència del primer, 

que només produeix fímbries del serotip 2, produeix ambdós serotips fimbrials. 

D’aquesta manera, amb la vacunació amb BPZE1f3 s’indueix la producció 

d’anticossos enfront FIM2 i FIM3 en proporcions similars, observant-se que la 

vacunació de ratolins amb BPZE1f3, en comparació amb la vacunació amb BPZE1, 

proporciona una protecció significativament més forta enfront dels aïllats de B. 

pertussis que tan sols produeixen FIM3385. 

 

10. Altres espècies del gènere Bordetella productores de tosferina 

i. Bordetella holmesii 

Bordetella holmesii es va descriure per primera vegada l’any 1995 pels CDC, rebent 

el nom en honor a Barry Holmes, qui fou un microbiòleg anglès important per les 

seves contribucions en la caracterització, classificació i identificació de patògens 

inusuals i bacteris oportunistes. Inicialment, les primeres quinze soques identificades 

es van assignar dins del gènere Bordetella segons els resultats dels seus perfils 

d’àcids grassos, els estudis de parentesc de l’ADN, la seqüenciació de l’ARNr 16S i 

l’anàlisi del seu contingut de guanina i citosina (G+C), resultats dels quals van indicar 

que es tractava d’una única espècie no descrita prèviament. Totes elles s’havien aïllat 
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originàriament d’hemocultius de pacients de nou estats diferents dels EUA, un 

pacient de Suïssa i un altre d’Aràbia Saudita, entre les quals, la primera havia estat 

aïllada d’un pacient de 37 anys esplènic de l’estat de Nova York, als EUA i datava de 

l’any 1983. És per això que, B. holmesii es va descriure inicialment com un agent 

responsable de bacterièmia i altres malalties invasives, com l’artritis o l’endocarditis, 

entre d’altres, especialment en pacients esplènics i immunocompromesos27,386. 

Cinc anys després de la seva primera descripció, quan B. holmesii es va aïllar de 

mostres respiratòries obtingudes de pacients amb simptomatologia respiratòria, es 

va documentar que B. holmesii també podia causar els símptomes típics d’un quadre 

de tosferina en individus sans. Posteriorment, es va informar per primera vegada que 

la majoria de tècniques d’ús freqüent en aquell moment pel diagnòstic de B. 

pertussis, les quals consistien en la detecció de la seqüència IS481, no eren 

específiques d’espècie. Això és degut a que, tot i que en un menor nombre de còpies, 

la IS481 es troba també present en el genoma de B. holmesii, observant-n’hi un 

nombre variable entre prop de deu i fins a gairebé cinquanta còpies. D’aquesta 

manera, es constatava el diagnòstic erroni de la infecció respiratòria originada per B. 

holmesii com a B. pertussis132,208. A partir de llavors, nombrosos grups es van centrar 

en desenvolupar proves diagnòstiques capaces de discriminar ambdues espècies. 

Algunes de les recomanacions que es van proposar per tal d’augmentar l’especificitat 

de les proves moleculars utilitzades pel diagnòstic de la tosferina van ser les 

d’incloure dianes específiques de B. holmesii com el gen que codifica la proteïna 

RecA (recA) o la seqüència h-IS1001 (Veure apartat 5)132. D’altra banda, molts autors 

van començar a re analitzar de forma retrospectiva aquelles mostres respiratòries 

positives per B. pertussis a fi de determinar en quina mesura B. holmesii estava 

contribuint a l’augment del nombre casos de tosferina observat a escala global. 

Estudis realitzats arreu han informat que B. holmesii podria ser l’agent causal d’entre 

el 0% i el 29% dels quadres simptomàtics similars a la tosferina51. La prevalença més 

elevada fins ara descrita es va comunicar a un estudi realitzat durant el brot de 
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tosferina a Ohio durant l’any 2010, on B. holmesii es va identificar en 

aproximadament un terç de les infeccions confirmades per Bordetella387. 

En quant a la seva patogenicitat, B. holmesii presenta un sistema de regulació dels 

factors de virulència que presenta certes similituds amb el sistema de dos 

components BvgAS de B. pertussis però que difereix significativament, tractant-se 

d’un sistema que presenta més similituds amb el que posseeix  B. avium. Pel que fa 

als factors patogènics clàssics de Bordetella, produeix una toxina molt similar a la 

FHA regulada pel locus bvgAS. També produeix LPS, component essencial de la 

membrana externa, tot i que l’expressió d’aquest difereix del que es troba en les 

altres espècies del gènere. Probablement la seva expressió, la qual compta amb 

l’antigen O, està relacionada amb el gran potencial invasiu de B. holmesii. 

Contràriament, no produeix moltes de les toxines o estructures de superfície 

associades a B. pertussis, com la PTX, la AC-Hly, el T3SS, la PRN o les FIM. Per últim, 

es desconeix si B. holmesii presenta o no càpsula, tot i que si aquest fos el cas, la seva 

presència podria arribar a explicar el major risc que tenen els pacients 

immunocompromesos de patir un infecció invasiva per B. holmesii50,388–394. 

Les manifestacions clíniques d’una infecció respiratòria originada per B. holmesii són 

molt similars a les de la tosferina, incloent febre lleu, tos paroxística, gall inspiratori 

i vòmit post-tussigen. La malaltia causada per B. holmesii també inclou les fases 

catarral, paroxística i de convalescència com un quadre típic de tosferina per B. 

pertussis, encara que B. holmesii està associada a presentacions clíniques menys 

greus i menys perllongades en el temps, possiblement degut a la manca de certs 

factors de virulència en aquesta espècie24,387,395.  

A dia d’avui, no es disposa de recomanacions basades en l’evidència respecte al 

tractament de la infecció per B. holmesii. Les proves de susceptibilitat in vitro de B. 

holmesii a diversos antibiòtics mostren com les cefalosporines de tercera generació 

no serien òptimes per tractar B. holmesii, sent la ceftazidima la millor opció entre els 
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antibiòtics d’aquesta classe. Contràriament, s’ha informat de la resistència de B. 

holmesii a ceftriaxona, cefotaxima i trimetoprim-sulfametoxazole. Tant els 

carbapenems com les fluoroquinolones han demostrat ser eficaços in vitro, els quals 

sovint són suggerits com el tractament més eficaç per a la infecció per B. holmesii. 

Per últim, pel que fa als macròlids, alguns resultats mostren com l’eritromicina 

presenta una activitat menor contra B. holmesii en comparació amb l’activitat que 

presenta aquest antibiòtic enfront de B. pertussis. Tot i això, la gran majoria de casos 

d’infecció respiratòria per B. holmesii són tractats amb un macròlid, tractament de 

primera elecció per un cas de tosferina, com si es tractés d’una infecció per B. 

pertussis. Això és degut a que els pacients que presenten símptomes similars a una 

tosferina són, en moltes ocasions, diagnosticats de forma errònia com a infectats per 

B. pertussis o a que els clínics inicien el tractament de forma empírica amb un 

macròlid davant la sospita d’infecció respiratòria per qualsevol espècie del gènere 

Bordetella. No obstant això, els macròlids poden no ser la millor opció per tractar B. 

holmesii, fet que es podria convertir en un problema si no es realitza de forma 

correcta la distinció entre les dues espècies48,51,227. 

D’altra banda, tal i com s’ha demostrat en un model animal, ni les vacunes DTPw ni 

les vacunes DTPa confereixen protecció suficient enfront de B. holmesii. 

Concretament, un estudi realitzat a Massachusetts va demostrar que, encara que les 

respostes immunes de cèl·lules T induïdes tant per les vacunes DTPw com per les 

vacunes DTPa reaccionarien de forma creuada amb B. holmesii, els anticossos 

específics induïts per la immunització amb les vacunes antipertússiques, no es van 

unir de forma eficaç a B. holmesii, degut a que la majoria d’antígens que reconeixen 

els anticossos contra B. pertussis són absents en B. holmesii o bé aquests presenten 

diferències, com és el cas de la FHA. Tot això suggereix la inducció d’una resposta 

immune creuada deficient per part de les vacunes utilitzades en la immunització 

enfront de B. pertussis263. A tall d’exemple, en un brot de tosferina que va tenir lloc 

a Ohio entre els anys 2010 i 2011, es va observar que el 60% dels pacients infectats 
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amb B. holmesii havien estat prèviament vacunats, en comparació amb el 44% dels 

pacients infectats amb B. pertussis387. 

 

ii. Bordetella parapertussis 

Pearl Kendrick i Grace Eldering van aïllar Bordetella parapertussis per primera vegada 

l’any 1938, com una causa d’infeccions similars a la tosferina. En comparació amb B. 

pertussis, B. parapertussis està involucrada amb molta menys freqüència amb la 

malaltia, sent responsable d’entre un 2% i un 20% dels casos de tosferina, 

generalment causant una malaltia respiratòria menys greu. Tot i això, B. 

parapertussis és considerat un agent causal de la tosferina, podent produir brots de 

la malaltia14,396,397. En molt rares ocasions, B. parapertussis també s’ha relacionat 

amb la producció d’infecció sistèmica, comunicant-se escassos casos en pacients que 

presentaven altres malalties subjacents397,398. 

B. parapertussis comprèn dos llinatges diferents, essent un d’ells restringit pels 

humans (B. parapertussishu) i l’altre, exclusivament oví (B. parapertussisov). L’anàlisi 

filogenètic de B. pertussis y B. parapertussishu va indicar que les dues espècies, les 

quals es troben estretament relacionades en l’adaptació als humans, van evolucionar 

de forma independent des d’un ancestre comú de B. bronchiseptica50. 

Addicionalment, la població de B. parapertussishu és genèticament molt 

homogènia399,400.  

En quant a la seva patogenicitat, a diferència de B. pertussis, B. parapertussis no 

expressa la PTX degut a l’acumulació de mutacions a la regió promotora del conjunt 

de gens que la codifiquen401. De la mateixa manera, encara que B. parapertussis 

presenta els gens que codifiquen les proteïnes fimbrials FIM2 i FIM3, aquestes, tal i 

com s’ha determinat per mètodes proteòmics, no s’expressen103,402. D’altra banda, 

el LPS de B. parapertussis presenta les cadenes laterals d’antigen O, la qual cosa li 

confereix protecció enfront de immunitat vehiculada pel complement, considerant-
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se un important factor de virulència del microorganisme77. Contràriament, B. 

parapertussis presenta la majoria de determinants de virulència que posseeix B. 

pertussis com són la PRN, la FHA, la DNT, la AC-Hly, la TCT i el T3SS, així com el sistema 

regulador BvgAS17. 
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 OBJECTIUS 

ESTUDI 1. Caracterització de l’epidemiologia molecular i la diversitat antigènica 

d’aïllats clínics de Bordetella pertussis causants de tosferina. 

Algunes de les causes per les quals es postula que la tosferina ha reemergit al llarg 

de les últimes dècades als països industrialitzats han sigut l’ús generalitzat de les 

vacunes acel·lulars, les quals són menys immunògenes i generadores d’una resposta 

immune de durada limitada, juntament amb l’aparició i adaptació de nous clons de 

B. pertussis capaços d’evadir amb major eficiència la immunitat conferida per les 

vacunes acel·lulars utilitzades. 

En aquest context, el present treball té com a objectiu realitzar una caracterització 

de l’epidemiologia molecular i la diversitat antigènica dels aïllats clínics de B. 

pertussis productors de tosferina que han circulat en el nostre context geogràfic al 

llarg dels últims trenta anys. Per això s’ha estudiat una col·lecció d’aïllats de B. 

pertussis obtinguts al Servei de Microbiologia de l’Hospital Universitari Vall d’Hebron 

procedents de mostres clíniques de pacients amb un quadre de tosferina i que han 

sigut atesos a hospitals i Centres d’Atenció Primària de Catalunya entre els anys 1986 

i 2015. 

Els objectius específics que en deriven són: 

1.1. Determinar l’estructura poblacional dels aïllats de B. pertussis obtinguts 

de pacients amb un quadre de tosferina, estudiant la seva diversitat clonal 

al llarg del temps. 

 1.2. Identificar els canvis evolutius en el contingut antigènic de B. pertussis 

aïllades de pacients amb un quadre de tosferina. 

1.3. Estudiar l’impacte que ha pogut tenir l’ús de les vacunes antipertússiques 

en l’evolució i l’adaptació de les poblacions de B. pertussis circulants, posant 

el focus en la contribució que ha tingut el recanvi de vacuna en la selecció 

de les poblacions actuals. 
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ESTUDI 2. Emergència de Bordetella holmesii com agent productor de tosferina a 

Barcelona. 

B. holmesii va ser descrita l’any 1995 com una causa infreqüent de bacterièmia i 

altres malalties invasives en individus amb immunosupressió. No obstant això, 

posteriorment es va identificar en mostres respiratòries de pacients amb símptomes 

de tosferina, reconeixent-se com un agent etiològic emergent d’aquesta malaltia. 

Avui en dia, s’han descrit brots importants d’infecció respiratòria associada a un 

quadre pertussoide causat per B. holmesii, així com una tendència a l’alça en la 

prevalença d’aquest microorganisme com agent causal de tosferina. 

En aquest context, el present treball té com a objectiu identificar si B. holmesii és un 

agent causant de tosferina en el nostre medi, avaluant-ne la prevalença i evolució al 

llarg dels últims anys, així com identificant les característiques clíniques dels pacients 

que pateixen una infecció respiratòria per aquest microorganisme. Per això, s’ha 

estudiat una col·lecció de mostres respiratòries recollides al Servei de Microbiologia 

de l’Hospital Universitari Vall d’Hebron i en diversos Centres d’Atenció Primària de 

l’àrea d’influència d’aquest hospital entre els anys 2013 i 2016, de pacients 

diagnosticats de tosferina, així com les seves característiques clíniques-

epidemiològiques.  

Els objectius específics que en deriven són:  

2.1. Identificar si B. holmesii és un agent productor de tosferina en el nostre 

medi i descriure l’evolució de la seva prevalença al llarg dels últims anys. 

2.2. Determinar el paper de B. holmesii en l’epidemiologia de la tosferina. 

2.3. Identificar les característiques clíniques-epidemiològiques dels pacients 

que desenvolupen tosferina per B. holmesii.  
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ESTUDI 3. Identificació i caracterització de Bordetella pertussis deficient en pertactina 

a Espanya.  

Al llarg dels últims anys s’ha posat de manifest en diversos països l’emergència de B. 

pertussis que ha deixat d’expressar alguns dels antígens inclosos en les composicions 

vacunals acel·lulars, sent la pertactina l’antigen que amb major freqüència s’ha vist 

afectat. Aquestes soques mantenen la virulència i la capacitat per produir la malaltia, 

comprometent la immunitat generada per les vacunes que actualment s’utilitzen, 

així com la seva eficàcia. 

En aquest context, el present treball té com a objectiu estudiar l’existència d’aïllats 

clínics de B. pertussis causants de tosferina que no expressen l’antigen de la 

pertactina, així com les seves característiques genètiques i l’evolució de la seva 

dinàmica poblacional al llarg dels últims trenta anys en relació amb el tipus de 

vacunes empleades. Per això, s’ha estudiat una col·lecció d’aïllats de B. pertussis 

obtinguts al Servei de Microbiologia de l’Hospital Universitari Vall d’Hebron 

procedents de mostres clíniques de pacients amb un quadre de tosferina i que han 

estat atesos a hospitals i Centres d’Atenció Primària de Catalunya entre els anys 1986 

i 2018. Addicionalment, s’ha estudiat una col·lecció d’aïllats de B. pertussis 

procedents de mostres clíniques de pacients amb un quadre de tosferina que han 

sigut atesos a hospitals de La Comunidad de Madrid, Castilla la Mancha i Castilla y 

León. 

Els objectius específics que en deriven són: 

3.1. Determinar la producció de pertactina de B. pertussis aïllades de pacients 

amb un quadre de tosferina.  

3.2. Identificar les causes genètiques associades a la pèrdua d’expressió de 

pertactina en aquells aïllats en els quals no es detecta la seva producció.  

3.3. Elaborar una anàlisi filogenòmica per identificar l’estructura poblacional 

de B. pertussis deficients en pertactina, estimant la data de la seva aparició, 
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distribució i evolució i relacionant-ho amb l’impacte que la introducció de les 

vacunes acel·lulars ha pogut tenir en l’adaptació i la circulació d’aquestes 

poblacions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTATS 
 

 

 

 



 

 

 
95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
96 

 RESULTATS 

ESTUDI 1. Caracterització de l’epidemiologia molecular i la diversitat antigènica 

d’aïllats clínics de Bordetella pertussis causants de tosferina. 

 

Population Dynamics and antigenic drift of Bordetella 

pertussis following whole cell vaccine replacement, 

Barcelona, Spain, 1986-2015 

 

Alba Mir-Cros, Albert Moreno-Mingorance, M. Teresa Martín-Gómez, Gema Codina, Thais 

Cornejo-Sánchez, Mireia Rajadell, Diego Van Esso, Carlos Rodrigo, Magda Campins, Mireia 

Jané, Tomàs Pumarola, Anna Fàbrega, Juan José González-López 

Emerging Microbes & Infections 2019, 8:1, 1711-1720 
DOI: 10.1080/22221751.2019.1694395 
2019 Journal Impact Factor: 5.776 (Q1) 

 

BREU RESUM DELS RESULTATS 

Entre els factors associats al ressorgiment de la tosferina, té una especial rellevància 

la capacitat d’adaptació de B. pertussis a la immunitat conferida per les vacunes 

DTPa. Per tal de comprendre el procés evolutiu i adaptatiu de B. pertussis, en el 

present treball es va avaluar l’impacte de l’estratègia de transició de les vacunes 

DTPw i les vacunes DTPa sobre la dinàmica poblacional de B. pertussis a Barcelona 

mitjançant l’estudi d’un total de 339 aïllats clínics de B. pertussis productors de 

tosferina recollits al llarg del període 1986-2015. La relació genètica entre els aïllats 

de B. pertussis es va determinar mitjançant electroforesi en camp polsant (pulsed-

field gel electrophoresis, PFGE) i l’anàlisi de les seqüències repetides en tàndem de 

diversos locus (multiple-locus variable-number tandem-repeat analysis, MLVA), 

mentre que la deriva antigènica es va estudiar mitjançant la seqüenciació dels gens 
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codificants de la PTX (ptxA) i del seu promotor (ptxP), de la PRN (prn) i de la FIM3 

(fim3), així com a través de la serotipificació fimbrial per la tècnica ELISA.  

D’acord amb els resultats obtinguts, es va observar un canvi en l’estructura 

poblacional de B. pertussis així com en el seu perfil antigènic coincidint 

temporalment amb la introducció de les vacunes DTPa al nostre medi. Quatre dels 

cinc perfils de PFGE més prevalents durant l’ús de les vacunes DTPw van ser 

reemplaçats per nous perfils després de la introducció de les vacunes DTPa. 

Únicament un perfil va persistir tant en el període que es van utilitzar les vacunes 

DTPw com en el que es van utilitzar les vacunes DTPa. No obstant això, amb la 

introducció progressiva de les vacunes DTPa l’any 1998, van emergir tres nous 

perfils, els quals es van convertir en predominants. Addicionalment, un últim perfil 

es va observar com a emergent a partir de l’any 2007, durant el període d’ús exclusiu 

de les vacunes DTPa. El tipus de MLVA (MT) 27 va ser el genotip dominant, 

observant-se un marcat augment de la seva freqüència, incrementant del 25% al 

79,3% després del reemplaçament de les vacunes DTPw.  

En relació amb la tipificació dels antígens vacunals dels aïllats estudiats, l’única forma 

antigènica que s’ha mantingut invariable al llarg de tot el període d’estudi és la 

corresponent a la de la PTX. Així, s’ha observat com la variant ptxA1, la qual el 

corresponent antigen no està inclòs en les vacunes DTPa, estava present en el 100% 

dels aïllats tant durant el període d’ús de les DTPw com durant el període d’ús de les 

vacunes DTPa. Encara que no s’ha observat un recanvi antigènic en la variant al·lèlica 

de la PTX circulant, coincidint amb la introducció de les vacunes DTPa, s’ha detectat 

una expansió del promotor ptxP3, el qual va passar d’observar-se en el 5% dels aïllats 

durant el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPw a detectar-se en el 97,7% dels 

aïllats durant el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa. La presència del promotor 

de la PTX de tipus 3 s’ha relacionat amb l’increment de l’expressió de la PTX, 

observant-se una producció d’1,62 vegades superior d’aquest antigen per part dels 

aïllats que el presenten, respecte d’aquells aïllats que posseeixen la variant al·lèlica 
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salvatge (ptxP1). Addicionalment, els resultats de la tipificació van demostrar 

l’existència d’una expansió de les noves formes al·lèliques prn2 i fim3-2, les quals no 

codifiquen les formes antigèniques que estan incloses en les composicions vacunals 

DTPa. Concretament, el principal recanvi antigènic que es va observar va ser el 

corresponent a la forma al·lèlica prn2, la qual es va detectar en el 3,7% dels aïllats 

obtinguts durant el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPw, mentre que durant 

el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa, aquesta va passar a estar present en el 

97,7% dels aïllats. Per la seva banda, la forma al·lèlica fim3-2 es va observar per 

primera vegada durant el període de transició de les vacunes DTPw a les vacunes 

DTPa, detectant-se una proporció similar entre les variants fim3-1 i fim3-2 d’ençà 

que les vacunes DTPa s’utilitzen de forma exclusiva (46,9% i 53,1%, respectivament). 

Per últim, els resultats de la serotipificació fimbrial van mostrar que, encara que el 

72,6% dels aïllats van expressar el serotip fimbrial FIM3 i aquest ha sigut el 

predominant durant tots els períodes d’estudi, es va detectar una reemergència del 

serotip fimbrial FIM2 en el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa, passant d’un 

0% durant el període de transició de les vacunes DTPw a les vacunes DTPa, a un 

25,7% durant el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa. 

Així, els perfils electroforètics predominants durant el període d’ús exclusiu de les 

vacunes DTPw (perfils VH5, VH7, VH8 i VH12) van presentar majoritàriament (58,8%) 

la combinació al·lèlica ptxA1/ptxP1/prn1/fim3-1, observant-se aquesta en el 42,6% 

dels aïllats de l’esmentat període. Posteriorment, els perfils electroforètics 

predominants durant el període de transició entre les vacunes DTPw i DTPa (perfils 

VH19, VH20 i VH22) van presentar tots ells la combinació al·lèlica 

ptxA1/ptxP3/prn2/fim3-2, detectant-se en el 56,3% dels aïllats del període. 

Finalment, encara que la combinació al·lèlica ptxA1/ptxP3/prn2/fim3-2 es va 

detectar en el 49,1% dels aïllats del període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa, 

l’emergència de la combinació al·lèlica ptxA1/ptxP3/prn2/fim3-1 es va observar en 

el 46,3% dels aïllats, associant-se aquest fenomen al reemplaçament dels perfils 
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circulants pels perfils que van predominar a partir de la segona meitat del període 

(perfils VH2 i VH26), els quals es van relacionar amb la presència de l’al·lel fim3-1. 

Pel que fa al serotip fimbrial, els perfils electroforètics que van predominar durant el 

període de transició de les vacunes DTPw a les vacunes DTPa es van associar 

principalment al serotip fimbrial FIM3 (92,2%), mentre que els perfils electroforètics 

pels quals van ser reemplaçats a partir de la segona meitat del període d’ús exclusiu 

de les vacunes DTPa, es van relacionar majoritàriament amb el serotip fimbrial FIM2 

(63,5%). Aquesta observació recolza l’emergència del serotip fimbrial FIM2 com a 

mecanisme adaptatiu de B. pertussis per deixar d’expressar la forma al·lèlica fim3-1, 

la qual codifica el tipus d’antigen de fímbria 3 inclòs en algunes de les composicions 

vacunals DTPa. 

El conjunt de resultats va ser consistent amb els descrits per altres treballs realitzats 

en països on l’ús de les vacunes DTPa ha sigut extensiu des de finals dels anys 

noranta, com són la majoria de països europeus, els EUA i el Canadà, on els perfils 

electroforètics detectats amb major prevalença en un període similar de vint anys 

coincideixen amb els que han circulat de forma majoritària en el nostre medi. A més, 

tant el MT27 com la combinació al·lèlica ptxA1/ptxP3/prn2 s’ha observat de forma 

extensiva en aquests mateixos països, així com a Austràlia, suggerint el paper de les 

vacunes DTPa en l’expansió de les actuals poblacions de B. pertussis. Contràriament, 

en països com Polònia, on se segueixen utilitzant les vacunes DTPw, s’han observat 

perfils electroforètics diferents, així com una major prevalença d’altres MT, tals com 

el MT29 i el MT70, posseïdors de la combinació al·lèlica ptxA1/ptxP1/prn1. 

Així doncs, els resultats d’aquest estudi confirmen l’existència de canvis poblacionals 

i recanvis antigènics en els aïllats de B. pertussis circulants en el nostre medi, 

probablement condicionats per la introducció de les vacunes DTPa.  
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ESTUDI 2. Emergència de Bordetella holmesii com agent productor de tosferina a 

Barcelona. 

 

Emergence of Bordetella holmesii as a causative agent of 

whooping cough, Barcelona, Spain 

 

Alba Mir-Cros, Gema Codina, M. Teresa Martín-Gómez, Anna Fàbrega, Xavier Martínez, 

Mireia Jané, Diego Van Esso, Thais Cornejo, Carlos Rodrigo, Magda Campins, Tomàs 

Pumarola, Juan José González-López 

Emerging Infectious Diseases 2017, 23:11, 1856-1859 
DOI: 10.3201/eid2311.170960 
2017 Journal Impact Factor: 7.422 (D1) 
 

 

BREU RESUM DELS RESULTATS 

A més de B. pertussis, altres espècies del gènere Bordetella poden causar una 

infecció de les vies respiratòries amb quadres clínics similars als produïts per B. 

pertussis. Aquest és el cas de B. holmesii, una espècie recentment identificada com 

a agent etiològic de tosferina. Durant molts anys, el diagnòstic molecular de la 

tosferina s’ha realitzat mitjançant la detecció de l’element IS481. No obstant això, 

aquesta diana s’ha identificat no només en el genoma de B. pertussis sinó també en 

el genoma de B. holmesii. Aquest fet ha posat de manifest l’existència de diagnòstics 

erronis de l’agent causal de la tosferina, infradiagnosticant-se els casos originats per 

altres espècies del gènere Bordetella. Per tal d’entendre la contribució de B. holmesii 

en l’epidemiologia de la tosferina en el nostre medi, en el present treball es va 

avaluar el seu paper com agent productor de tosferina a Barcelona. Per això, es van 

estudiar un total de 391 mostres nasofaringes de pacients diagnosticats d’aquesta 

malaltia al llarg del període 2013-2016 mitjançant l’ús de la diana IS481. Per tal de 



 

 
112 

 RESULTATS 

confirmar l’espècie del gènere Bordetella responsable de la infecció es va utilitzar 

una RT-PCR múltiple, la qual es va dissenyar amb encebadors específics per a la 

detecció de B. pertussis (promotor de l’operó de la PTX, ptxAPr) i B. holmesii (gen 

recA, Bh-RecA). Addicionalment, per aquelles mostres amb un resultat de RT-PCR 

positiu, es va confirmar la identificació de l’espècie a través de la seqüenciació del 

gen nrdA, el qual permet la discriminació de les diferents espècies del gènere 

Bordetella.   

D’acord amb els resultats obtinguts, es va descriure per primera vegada la detecció 

de B. holmesii com a causa de tosferina a Espanya, amb una prevalença del 3,9% 

l’any 2015 i duplicant-se fins a arribar al 8,8% l’any 2016. En el 62,5% dels casos 

positius per B. holmesii, aquest microorganisme es va detectar com a únic agent 

atribuïble al quadre clínic, mentre que en el 37,5% dels casos restants, es va 

identificar en combinació amb altres espècies del gènere Bordetella (83,3% B. 

pertussis i 16,7% B. parapertussis). 

Pel que fa a les característiques clíniques-epidemiològiques dels pacients amb un 

quadre clínic de tosferina causat per B. holmesii, no es van observar diferències 

significatives destacables en relació amb aquells casos els quals eren causats per B. 

pertussis, pel que fa a l’edat dels pacients, la presència de febre, gall inspiratori, 

paroxismes o tos de més de catorze dies, així com la necessitat d’hospitalització. No 

obstant això, es va observar una tendència per part de B. holmesii a infectar infants 

d’edat més avançada (B. holmesii: mediana d’edat de 9 anys i rang de 4-40 anys; B. 

pertussis: mediana d’edat de 5,5 anys i rang de 0,08-74 anys). Pel que fa a l’estat 

vacunal dels individus que desenvolupen tosferina per B. holmesii, el 87,5% dels 

pacients incloïa una mediana de 5 dosis de vacunes antipertússiques rebudes en el 

moment del diagnòstic, amb una mediana de 4,5 anys transcorreguts des de l’última 

dosi rebuda (rang 0,7-14,1 anys). Finalment, quant a la vinculació de B. holmesii a 

esdeveniments epidemiològics de rellevància per a la seva transmissió, es va 
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identificar que en el 87,5% dels casos positius per aquest microorganisme, els casos 

estaven vinculats a un brot, inclosos brots en l’àmbit escolar (85,7%) i brots en el 

context familiar (35,7%). 

En relació amb la terapèutica antimicrobiana dels pacients infectats per B. holmesii, 

quinze dels setze pacients identificats en aquest estudi van ser tractats amb 

azitromicina i en cap d’ells es van evidenciar complicacions o recidives després de la 

seva administració. Malgrat que actualment no es disposen de recomanacions clares 

de quina ha de ser la terapèutica d’elecció per tractar un pacient amb tosferina 

produïda per B. holmesii i que diversos estudis apunten a una menor activitat dels 

macròlids en comparació a altres agents antimicrobians, les dades observades 

apunten al fet que l’ús de l’azitromicina podria ser, a priori, considerat com un 

tractament efectiu. No obstant això, donat el reduït nombre de casos identificats fins 

al moment, es fa necessari continuar monitorant l’efectivitat d’aquest antimicrobià 

per tractar les infeccions respiratòries produïdes per B. holmesii.  

Així doncs, aquestes troballes posen de manifest l’emergència de B. holmesii com a 

agent causal de tosferina en el nostre entorn. Aquest fet demostra la necessitat 

d’adaptar les eines diagnòstiques utilitzades actualment per a la identificació de 

l’agent causal d’aquesta malaltia amb l’objectiu de poder fer un diagnòstic precís, 

així com determinar la incidència real dels diferents agents etiològics de la tosferina. 

Tot això, a més, serà essencial per a poder identificar i implementar les mesures 

terapèutiques i preventives adequades, conèixer la contribució que les espècies de 

Bordetella tenen en l’epidemiologia de la tosferina i poder establir de forma precisa 

l’eficàcia de les vacunes enfront de la infecció per B. pertussis.   
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RESULTATS ADDICIONALS 

ESTUDI 3. Identificació i caracterització de Bordetella pertussis deficient en pertactina 

a Espanya. 

 

BREU RESUM DELS RESULTATS 

Entre els processos d’adaptació de B. pertussis a la immunitat conferida per les 

vacunes DTPa s’ha identificat l’emergència de soques que deixen d’expressar els 

antígens inclosos en les composicions vacunals DTPa. Un dels esdeveniments més 

rellevants és la pèrdua de l’expressió de la PRN. Segons resultats prèviament 

comunicats per altres autors, aquestes soques mantenen la virulència, així com la 

capacitat de causar malaltia, en tant que pot veure’s compromesa l’eficàcia de les 

vacunes DTPa que s’utilitzen actualment403–405. En el present treball es va avaluar 

l’expressió de la PRN d’una col·lecció de soques de B. pertussis aïllades a Espanya, 

mitjançat l’estudi d’un total de 342 aïllats clínics de B. pertussis productors de 

tosferina recollits al llarg del període 1986-2018 a quatre comunitats autònomes 

d’aquest país. L’expressió antigènica de la PRN es va estudiar mitjançant ELISA, 

mentre que, tant la identificació de les causes genètiques responsables de la pèrdua 

de l’expressió, així com la relació de parentesc entre els aïllats es va determinar 

mitjançant l’aplicació de la seqüenciació de genomes complets (whole genome 

sequencing, WGS). Addicionalment, es va realitzar un estudi filogenòmic per tal 

d’identificar l’evolució de l’estructura poblacional del conjunt d’aïllats estudiats. 

D’acord amb els resultats obtinguts, es descriu per primera vegada l’emergència de 

B. pertussis deficients en l’expressió de PRN a Espanya, així com els mecanismes 

genètics implicats en la pèrdua de la producció d’aquest antigen. En global, els aïllats 

deficients en PRN van representar el 27,2% del total, els quals es van identificar 

únicament durant el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa, sent notòria la seva 
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presència des de l’any 2011 en endavant. Es van identificar set mecanismes diferents 

com a responsables de la pèrdua d’expressió de la PRN, dels quals la deleció entre 

les posicions -292 i 1340 del gen de la PRN (prn::del(-292, 1340)) es va observar en 

el 58,1% dels aïllats que no expressaven l’esmentat antigen vacunal. Altres 

mecanismes observats van ser la inserció de la seqüència IS481 entre les posicions 

1613˄1614 i 2735˄2736, sigui en posició directa o en posició indirecta (23,7%), la 

deleció d’una G a la posició 1494 (prn::499STOP-delG1494), la qual condiciona un 

canvi en la pauta de lectura i l’aparició d’un codó STOP a l’aminoàcid 499 (6,5%), la 

inversió d’un fragment d’aproximadament 22 kb a la posició -74 del promotor 

(prn::promoter_inv(-74)) (5,4%) i la deleció entre les posicions -614 i -75 del 

promotor (prn::del(-614, -75)) (1,1%). Tant la deleció prn::499STOP-delG1494 com la 

prn::del(-614, -75) van ser descrites per primera vegada en aquest estudi. 

L’anàlisi filogenòmica va situar l’ancestre comú més recent del subgrup d’aïllats 

deficients en PRN a causa de la mutació prn::del(-292, 1340) l’any 2007, durant el 

període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa. Aquest fet suggereix que la pressió 

selectiva exercida per l’ús d’aquest tipus de vacunes podria haver afavorit 

l’emergència i disseminació d’aquest mecanisme, fins a convertir-se en el 

mecanisme relacionat amb la pèrdua d’expressió de la PRN observat amb més 

freqüència entre els aïllats recollits del període 2013-2018 en el nostre medi. 

Contràriament, no s’ha observat un únic ancestre comú pels aïllats de B. pertussis 

deficients en PRN a causa de la inserció de la IS481 en el gen de la PRN, trobant-se 

aquests distribuïts de forma aleatòria en diverses branques al llarg de la filogènia de 

B. pertussis.   

Així doncs, el conjunt de troballes destaquen l’aparició i circulació d’aïllats de B. 

pertussis que no expressen PRN, un dels antígens més immunògens inclosos a la 

majoria de les composicions vacunals utilitzades en els programes sistemàtics de 

vacunacions de molts dels països industrialitzats. L’emergència d’aquest tipus de 
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soques està condicionada majoritàriament per l’aparició i disseminació exitosa d’un 

llinatge posseïdor d’una gran deleció del gen codificant d’aquest antigen. Aquest fet 

podria suposar un important mecanisme d’adaptació i evasió, per part de B. 

pertussis, de la immunitat conferida per les vacunes DTPa, a conseqüència de la 

pressió selectiva exercida pel seu ús.  
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Identification and characterization of pertactin-deficient Bordetella pertussis in 

Spain. 

Bordetella pertussis is the main causative 

agent of pertussis, an acute human upper 

respiratory tract infection. Vaccination is 

currently the most effective strategy for 

the prevention and control of this disease. 

However, despite extensive vaccination 

campaigns and high immunization rates, 

pertussis has resurged in the last twenty 

years and outbreaks of the disease have 

currently occurred worldwide. The 

evolution of circulating bacteria to 

vaccine-immunity-evasive phenotypes is 

one of the main causes postulated for the 

change of pertussis epidemiology. In 

Spain, pertussis immunization with 

whole-cell vaccine (WCV) was 

progressively replaced during the period 

1998 to 2005 by the acellular vaccine 

(ACV), which contains a combination of 

several antigens. Despite vaccines and 

vaccination programs might be different 

between countries, the 3-component 

ACV, containing pertussis toxin (Pt), 

filamentous hemagglutinin (Fha) and 

pertactin (Prn) is largely used for pertussis 

immunization in many countries, 

including Spain (Table 1). 

In 2007, after the introduction of ACV, 

Prn-deficient isolates were firstly 

observed in France and subsequently 

detected in different countries that have 

adopted ACV around the world (1–5). Prn-

negative strains have demonstrated a 

greater ability to colonise ACV-immunised 

animals than Prn-positive strains. Thus, 

the expansion of strains Prn-negative in 

human populations vaccinated with Prn-

containing vaccines indicates that such 

strains apparently have a selective 

advantage in these populations (6). 

In this study we investigate the 

prevalence of Prn-negative B. pertussis 

strains in Spain, elucidating whether the 

ACV replacement might have an impact 

on these results. The main objective was 

to study the selection of Prn-negative 

strains analyzing the B. pertussis 

population dynamics in Spain since ACV 

introduction.      
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Table 1. Changes on pertussis vaccination program used in Spain in the period 1986-2018*. 

 Primary doses Booster doses 

Year Vaccine 

type 

Schedule Pertussis 

components 

Vaccine 

type 

Schedule Pertussis components 

1975 DTPw 3, 5, 7 months Inactivated whole 

cell 

NA No booster NA 

1996 DTPw 2-3, 4-5, 6-7 

months 

Inactivated whole 

cell 

DTPw 15-18 months Inactivated whole cell 

1998-1999 DTPw 2-3, 4-5, 6-7 

months 

Inactivated whole 

cell 

DTPa 18 months Pt, Fha, Prn 

2001 DTPw 2, 4, 6 months Inactivated whole 

cell 

DTPa 18 months, 4-6 years Pt, Fha, Prn 

2004 NA NA NA dTpa  Health workers caring for 

newborns 

Pt, Fha, Prn or Pt, Fha, 

Prn, Fim2, Fim3a 

2005 DTPa 2, 4, 6 months Pt, Fha, Prn DTPa 18 months, 4-6 years Pt, Fha, Prn 

2012 DTPa 2, 4, 6 months Pt, Fha, Prn DTPa/dTpa 18 months (DTPa), 4-6 

years (dTpa) 

Pt, Fha, Prn or Pt, Fha, 

Prn, Fim2, Fim3a 

2013 DTPa 2, 4, 6 months Pt, Fha, Prn DTPa/dTpa 18 months (DTPa), 6 

years (dTpa) 

Pt, Fha, Prn or Pt, Fha, 

Prn, Fim2, Fim3a 



 

 

 RESULTATS 

123 

2014/2015c NA NA NA dTpa Between 27-28 through 

32-36 weeks of 

pregnancy  

Pt, Fha, Prn or Pt, Fha, 

Prn, Fim2, Fim3a 

2017 DTPa 2, 4, 11 months Pt, Fha, Prn DTPa/dTpad 6 years Pt, Fha, Prn or Pt, Fha, 

Prn, Fim2, Fim3a 

* NA: not applicable; DTPw: diphtheria-tetanus-whole cell pertussis vaccine; DTPa: diphtheria-tetanus-acellular pertussis vaccine; dTpa: diphtheria-tetanus-
acellular pertussis vaccine with reduced antigenic load of diphtheria, tetanus and pertussis; Pt: pertussis toxin; Fha: filamentous haemagglutinin; Prn: 
pertactin; Fim2: type 2 fimbriae; Fim3: type 3 fimbriae.  

aThe 5-component ACV, which also contains type 2 and type 3 fimbrial antigens (Fim2 and Fim3), is used in some cases of booster doses. 

bIntroduction of health workers vaccination. 

cIntroduction of maternal pertussis vaccination. 

dDTPa vaccine is administered to children vaccinated on the 2+1 schedule when they reach the age of 6 years. Children vaccinated with 3+1 schedule receive 
dTpa vaccine. 
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The Study 

A total of 342 non-duplicate B. pertussis 

clinical isolates collected from 1986 to 

2018 at four Spanish hospitals from 

different geographical locations were 

studied (Supplementary information, 

page 247). All the isolates were recovered 

from cultures of nasopharyngeal samples 

collected from patients diagnosed with 

pertussis, excluding isolates of the studies 

of contacts. The study period was divided 

into 3 parts based on the vaccine type/s 

used for routine vaccination in our 

setting: i) period 1 (1986-1997; n=46 

isolates) was defined by the single use of 

WCV; period 2 (1998-2005; n=51 isolates) 

was the transition period as ACV; and 

period 3 (2006-2018, n=245 isolates), 

when ACV completely replaced WCV. The 

isolates were collected from patients with 

different vaccination status: vaccinated, 

unvaccinated and partially vaccinated.  

Prn-production was evaluated by indirect 

whole-cell enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA), using a 

monoclonal specific anti-Prn antibody 

(97/558, NIBSC), as previously described 

(Supplementary information, page 247) 

(7). A partially random set of 184 isolates, 

including all Prn-negative isolates 

detected through ELISA, was sequenced 

using MiSeq system (Illumina, San Diego). 

The Bayesian phylogenetic reconstruction 

was obtained with BEAST v1.10.4, using 

GTR substitution model, strict clock and 

coalescent constant population. 

(Supplementary information, page 247).  

 

Temporal distribution of Prn-negative B. 

pertussis 

Among the 342 isolates analyzed, 93 

(27.2%) were found to lack Prn 

production. The temporal distribution of 

the Prn-negative strains according to the 

study-period showed that no Prn-

negative isolates were found within 

period 1 (1986-1997, 0/46 isolates) and 

period 2 (1998-2005, 0/51 isolates), while 

during period 3, when ACV was 

exclusively administered, 38% of B. 

pertussis were prn non-producing isolates 

(2006-2018, 93/245 isolates).  (Figure 1). 

A significant increase in the frequency of 

Prn-negative isolates was observed from 

period 2 to period 3 (p ˂ 0.0001). 
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Figure 1. Temporal distribution of the occurrence of Prn-negative B. pertussis isolates in Spain from 
1986 to 2018. 

 

The temporal distribution of Prn-negative 

isolates during period 3 is shown in Figure 

2. The first Prn-negative B. pertussis was 

isolated in 2007. Within that year, the 

prevalence of Prn-negative B. pertussis 

reached 29.4% of the total isolates 

collected. The number of Prn-negative 

isolates progressively increased from 

2009 to 2015, reaching the highest 

prevalence in 2015, the last epidemic year 

of the disease in our environment, when 

the 71.4% of the B. pertussis isolates 

obtained did not expressed this antigen. 

Thereafter, the prevalence of Prn-

negative isolates decreased the following 

years, being the 33.3% of the isolates 

collected during 2018 deficient in the 

production of this antigen.  

 

Molecular mechanisms of pertactin-

deficiency 

Seven different types of mechanisms 

involved in the non-Prn expression were 

identified within the 93 Prn-negative 

isolates. Among them, the previously 

described partial deletion of the promoter 

and the Prn gene located in positions -292 

and 1340 (prn::del(-292, 1340)) was found 

in 58.1% of the Prn-negative isolates 
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(n=54). This mutation was observed for 

the first time in one isolate collected in 

2009 (Figure 2). However, it was not until 

2011 when this mutation became the 

most prevalent, remaining as the most 

frequently detected mechanism of 

pertactin deficient until 2018, except for 

year 2012. Within 2011 and 2018, the 

highest prevalence of prn::del(-292, 1340) 

mutation was found in 2014, when 100% 

of the Prn-negative isolates possessed 

this mutation (Figure 2). The second most 

common mechanism of Prn production 

deficiency was the IS481 insertion at 

position 1613˄1614 in reverse 

orientation (prn::IS481-1613rev). This 

mutation was identified in the 12.9%  of 

the Prn-negative isolates, (n=12) being 

firstly identified in 2010 and remaining as 

a mechanism of Prn deficiency over the 

following years  except in the year 2014, 

when it was not found in any of the 

collected isolates (Figure 2). Punctually, 

other causes of non-Prn production were 

identified, including a G deletion at 

position 1494 leading to a stop codon in 

the amino acid 499 (prn::499STOP-

delG1494, 6 isolates, 6.5%), the insertion 

of IS481 element at position 1613˄1614 

in forward orientation (prn::IS481-

1613fwd, 5 isolates, 5.4%), the insertion 

of IS481 element at position 2735˄2736 

in reverse orientation (prn::IS481-

2735rev, 5 isolates, 5.4%), a large 

inversion of ~22kb at position -74 of the 

Prn promoter, conditioning a promoter 

rearrangement (prn::promoter_inv(-74), 

5 isolates, 5.4%) and a deletion upstream 

of the Prn gene affecting the Prn 

promoter, specifically located between 

positions -614 and -75 

(prn::promoter_del(-614, -75), 1 isolate, 

1.1%). Among these, prn::499STOP-

delG1494 and prn::promoter_del(-614, -

75) were mutations described for the first 

time in this study. Finally, it was not 

possible to identify the genetic 

mechanism underlaying Prn-deficiency on 

five isolates (5.4%), as no mutation in the 

Prn promoter nor the structural gene was 

identified. All of them were collected 

during 2007.  
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Figure 2. Temporal distribution of Prn-negative isolates and temporal trend of molecular 
mechanisms of Prn deficiency observed in Prn-negative B. pertussis isolates in Spain during the 
period 3, 2006-2018. 

 

 

Phylogenetic analysis   

Bayesian evolution analysis conducted 

with BEAST estimated the mean 

evolutionary rate of B. pertussis as 2.7x10-

7 substitutions/site/year (95% highest 

posterior density 2.4x10-7 to 3x10-7 

substitutions/site/year), corresponding to 

1.1 substitutions/genome/year. Bayesian 

model comparison confirmed that GTR 

substitution model, strict clock and 

coalescent constant population were the 

best fitting for the alignment.  To gain 

insight into the B. pertussis population 

dynamics in Spain, a Bayesian 

phylogenetic reconstruction was 

conducted with a selection of 184 isolates 

including the 93 Prn-negative isolates and 

91 Prn-positive isolates randomly 

collected during all the time period. 

According to the type 3 fimbriae allele and 

the genetic identity of the isolates, three 

different clades were defined within the 

phylogenetic tree (Figure 3; Clade I, Clade 

II and Clade III).  

Clade I included 13 isolates obtained 

between 1986 and 1999 and one 
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additional isolate collected in 2014. 

Among them, the 100% carried the ptxA1 

allele and the ptxP1 PTX promoter, while 

for Prn, 38.5% encoded prn2, 38.5% prn3 

and 23.1% prn1. Regarding fimbrial 

genotyping, 92.3% carried fim2-1 and 

7.7% fim2-2, and 100% encoded fim3-1. 

Overall, 84.6% presented the 

ptxA1/ptxP1/fim2-1/fim3-1 allelic 

combination.  Concerning fimbrial 

serotyping, 46.2% were Fim3, 38.5% Fim2 

and 15.4% Fim2/3. No Prn-negative 

isolates were observed among isolates 

belonging to this clade.  

Clade II included 64 isolates collected 

between 1998 and 2018, the 90.6% of 

them containing the 

ptxA1/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-2 allelic 

combination. Regarding fimbrial 

serotyping, 96.9% of Clade II isolates 

expressed Fim3, none expressed Fim2, 

and 3.1% expressed both type of fimbria 

simultaneously (Fim2/3). BEAST analysis 

estimated the time to the most recent 

common ancestor (MRCA) of Clade II 

isolates in 1989 [95% HPD 1987-1992], 

nine years before the first isolate 

belonging to this clade were obtained 

(November 1998). Regarding Prn-

production, 37.5% of isolates from this 

Clade were Prn-negative (n=24). Of these, 

54.2% (n=13) showed a mutation 

associated to any of the described IS481 

insertions at position 1613, being 

distributed in different branches within 

the clade. Among these isolates, a cluster 

of six isolates possessing the prn::IS481-

1613rev mutation was identified. They 

were obtained between 2011 and 2017 in 

Barcelona (range of 1-11 SNPs of 

difference among them). Additionally, 

25% (n=6) of the Prn-negative isolates 

within Clade II shared the prn::499STOP-

delG1494 mutation, all of them were 

genetically closely related, as they 

clustered together (range of 0-4 SNPs of 

difference among them). They were 

collected in Barcelona, and all but one 

was obtained between March and 

September of 2011. No epidemiological 

link was identified among patients from 

which these isolates were obtained. 

Finally, one Prn-negative isolate found in 

Clade II showed the prn::promoter_del(-

614, -75) mutation. All Prn-negative 

isolates from this clade, including 

prn::IS481-1613, prn::499STOP-delG1494 

and prn::promoter_del(-614, -75) 

mutations, presented Fim3 serotype.  

Among the Prn-producing isolates of this 

clade, 95% of them expressed Fim3 while 
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the remaining 5% expressed Fim2/3 

serotype.  

Clade III consisted of 107 isolates 

collected between 2005 and 2018, 87.9% 

of them presenting the 

ptxA1/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-1 allelic 

combination. Regarding fimbrial 

serotype, 72% of the isolates of this clade 

expressed Fim2 and 28% Fim3. BEAST 

analysis situated the MRCA of Clade III 

isolates in 1995 [95% HPD 1992-1998], 

ten years before the first isolate belonging 

to this clade were collected (July 2005). 

Regarding Prn-production, 64.5% of 

isolates of this clade were Prn-negative 

(n=69). Of these, the 78.3% (n=54) 

possessed the prn::del(-292, 1340) 

mutation, originating a large cluster of 

isolates (range of 0-19 SNPs of difference 

among them) which were obtained 

between 2009 and 2018 in Barcelona, 

Madrid and Salamanca (estimated 

divergence dating in 2007 [95% HPD 

2005-2008]). Additionally, two other 

minor clusters of Prn-negative isolates 

with a same mechanism of Prn deficiency 

were identified into Clade III. The first 

one, included the 7.2% (n=5) of the Prn-

negative isolates within the clade (range 

of 0-5 SNPs of difference among them), all  

shared the prn::IS481-2735rev mutation, 

and were collected between 2010 and 

2011 in Barcelona, Madrid and Salamanca 

(estimated diverge dating in 2009 [95% 

HPD 2007-2010]). The second one, 

included the 7.2% (n=5) of the Prn-

negative isolates within the clade (range 

of 3-20 SNPs of difference among them), 

had the prn::promoter_inv(-74) mutation 

and were obtained between 2011 and 

2017 in Barcelona, Madrid and Salamanca 

(estimated divergence dating in 2008 

[95% HPD 2006-2010]). Finally, 4 isolates 

(5.8%) of Prn-negative isolates of this 

clade, showed a mutation associated to 

any of the described insertions of IS481 at 

position 1613, all of them distributed 

randomly at different branches along the 

clade. Combining the deficiency of Prn 

and fimbrial serotype, prn::del(-292, 

1340) isolates  were associated with Fim2 

expression  whereas prn::IS481-2735rev 

and  prn::promoter_inv(-74) isolates were 

related with Fim3 serotype.   Finally, 50% 

of Prn-negative isolates of Clade III 

presenting the prn::IS481-1613 mutation  

expressed Fim2 and 50%  possessed Fim3 

serotype. Among the Prn-producing 

isolates of this clade, 55.3% expressed 

Fim2 serotype and 44.7% Fim3. In 

general, in Clade III, Fim2 isolates 

replaced the previously predominant 
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fimbrial serotype Fim3 from 2013, 

coinciding with the increment of 

frequency of Prn-negative isolates (Figure 

4). 
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Figure 3. Bayesian phylogenetic reconstruction of 184 B. pertussis isolates collected in Spain between period 1986-2018 and the reference Tohama I 
(GenBank accession no. NZ_CP031787). Shaded regions indicate time periods of WCV, WCV/ACV and ACV use. PRN production are represented for each 
isolate with colored dots at the end of the tree branches. Alleles of ptxA, ptxP, prn, fim2 and fim3 are indicated for each isolate on the right, as detailed in 
the key. Additionally, data related to the expression (serotyping) of Fim2/Fim3 is also indicated for each isolate. 
MRCA, most recent common ancestor; WCV, whole cell vaccine; ACV, acellular vaccine; FIM, fimbrial serotype.   
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Figure 4. Evolution of fimbrial serotypes and Prn-negative frequency of B. pertussis isolates collected 
in Spain between period 2006-2018. 

 

 

Discussion 

Prn-negative isolates has been reported 

in several countries with a large history of 

ACV immunization with Prn component. 

In this study we report the emergence of 

Prn deficient isolates in Spain, 

concurrently with the introduction of ACV 

as noted in other countries (4,8,9).  

In Spain, the ACV booster vaccination was 

introduced in the late 1990s and the ACV 

primary vaccination in the early 2000s. 

We identified the first Prn-negative 

isolate in 2007. Since then, an increase in 

the prevalence of these isolates was 

detected from 2011 (maximum 

prevalence of 71.4% in the year 2015 and 

minimum prevalence of 33.3% in the year 

2018), suggesting that the use of the ACV 

has likely driven and antigenic shift of B. 

pertussis.  

Different studies supported that the 

emergence of Prn-negative isolates is 

dependent on the timing since the 

introduction of ACV containing Prn in its 

composition (2,8). An increase of Prn-

negative isolates was observed in Japan, 
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the United States (US) or Australia after 

the introduction of ACV. Thus, in Japan, 

ACV was introduced for the first time in 

1981 and a 41% of Prn-negative isolates 

were detected between 2005-2007. 

Similarly, in the US, where ACV was 

introduced in 1991,  85% of B. pertussis 

were Prn-negative during the period 

2011-2013, while in Australia, the 

proportion of Prn-negative reached the 

78% in 2012, after the introduction of ACV 

in 1997 (4,10,11). However, a study 

conducted in Japan revealed a surprising 

decrease in the prevalence of Prn-

deficient B. pertussis to below 10% in the 

period 2014-2016. The most likely 

explanation for this fact was the effect of 

the introduction in 2012 of ACV not 

including the Prn component. This 

observation supports the hypothesis that 

Prn-negative isolates are selected on 

response to the host immunity against 

Prn (10).  

In Europe, where ACV were introduced at 

the end of the 90s in several countries, 

the proportion of Prn-negative isolates 

increased in the period 2012-2015 (8). 

However, in countries where 

monocomponent vaccines (including only 

pertussis toxin) or WCV were used, Prn-

negative isolates were also observed. An 

example of this are Denmark or Poland, in 

were 14.8% of isolates collected between 

2012 and 2015 and 15.4% of isolates from 

2010 to 2016, respectively were Prn-

negative (8,12). Probably, the inter-

country circulation of these isolates 

among neighbor countries in which ACV 

vaccine is used would explain the 

dissemination of Prn-negative isolates in 

these countries. Contrary, no or few Prn-

negative isolates were detected in 

countries like Iran or Argentina, where 

WCV is used in primary vaccination, as 

there may be less selection pressure and 

less advantage for Prn-deficient strains to 

emerge in a WCV immunized population 

(13,14). 

Unlike other antigens of B. pertussis also 

included in ACV compositions, Prn is the 

main determinant of virulence that has 

experienced the vaccine pressure. Prn is a 

highly immunogenic autotransporter that 

plays an important role in the adhesion to 

cell membrane of the host (15). However, 

Prn-deficient strains show higher invasion 

ability of human monocyte-derived 

dendritic cells (moDCs), increasing the 

production of pro-inflammatory cytokines 

by these cells. These observations suggest 

an immunomodulatory role for Prn 

(16,17). In this sense, many studies have 
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shown that Prn-deficient isolates cause 

classical pertussis symptoms, including 

prolonged cough (1,9,11). Additionally, 

Prn-deficient isolates showed increased 

survival in mice vaccinated with ACV 

compared to Prn-expressing isolates, 

suggesting that Prn-negative isolates may 

have a selective advantage in ACV 

immunized population (6,11,18).  

The emergence of Prn-deficient B. 

pertussis isolates in Spain has not been 

due to a clonal event emergence and 

dissemination, as no single common 

ancestor has been found for these 

isolates. Diverse mechanisms of prn gene 

disruption originated in different lineages 

distributed throughout the phylogeny of 

B. pertussis. This same phenomenon has 

also been described in United States, 

Japan, Australia and some European 

countries (2,19-21). 

Seven different genetic mechanisms 

responsible of the Prn-deficiency in B. 

pertussis were identified in our study. The 

prn::del(-292, 1340) was the most 

prevalent mechanism of disruption 

observed (58.1%). We detected this 

mutation, that encoded a deletion of 

~1.6kb, for the first time in 2017 (22). 

Surprisingly, although being identified in 

isolates from other countries, as far as we 

know it has not been detected as a major 

mechanism of Prn deficiency as we have 

observed in Spain. This deletion has been 

recently described in the US in one isolate 

obtained in 2016 and has been reported 

in the 5.9% and 2.9% of the isolates of 

Slovenia or Australia in studies conducted 

in 2006-2017 and 2013-2017, respectively 

(19,22,23). As far as we know, no other 

description of prn::del(-292, 1340) 

isolates has been made to date. 

In our study we have seen that isolates 

carrying the prn::del(-292, 1340) 

mutation cluster together in the B. 

pertussis phylogeny and that divergence 

dating places their most recent common 

ancestor in 2007. This is within the period 

of ACV usage in Spain, suggesting that 

ACV implementation might have induce 

Prn-immune pressure towards the 

selection of this kind of Prn deficient B. 

pertussis strains in our environment. 

Although its great prevalence, the genetic 

distance they possess (0-19 SNPs of 

difference among them), the fact that 

they are found in different regions of 

Spain and within different years (2009 to 

2018), suggest that its high prevalence is 

not due to an event of outbreak-related 

dissemination. Therefore, the expansion 
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of this isolates in our geographic area and 

not in other countries could be 

understood as a successful diffusion at 

regional level of these linage of isolates. It 

will be necessary to continue monitoring 

their prevalence and evolution.  

The second cause of Prn deficiency that 

we have found is the IS481 insertion 

(23.7%) at different sites along the Prn 

gene (at positions 1613˄1614 and 

2735˄2736) either in forward or reverse 

orientation. In contrast to our findings, 

this is the most frequently detected 

mechanism of Prn deficiency in the 

studies performed until that moment by 

other authors. This is the case of recent 

studies conducted in Australia, Europe 

and the US where the 88.6%, the 48.5% 

and the 47.4% of the B. pertussis collected 

showed IS481 as the main mechanism 

involved in non-Prn production (8,19,20).  

The prn::promoter_inv(-74) mutation, 

found in the 5.4% of  Prn-negative isolates 

has also been detected in a low 

prevalence in  a study conducted in the US 

(7%) (22). However, it has been observed 

in 27.3% of the Prn-negative isolates 

included in a European multicenter study, 

being globally the second most prevalent 

mutation detected (8). Finally, mutations 

prn::499STOP-delG1494 and 

prn::promoter_del(-614, -75) were found 

among the 6.5% and 1.1% of the Prn-

negative isolates, respectively. As far as 

we know, this would be the first 

description of this kind of mutation 

among Prn-negative B. pertussis. We 

detected prn::promoter_del(-614, -75)  in 

only one isolate obtained in 2007, while 

prn::499STOP-delG1494 was detected in 

six isolates collected in the period 2009-

2011 in Barcelona. Within the phylogeny 

theses isolates are found in a genetically 

closely related cluster and as no 

epidemiological link was identified among 

patients from which they were obtained, 

short-term hidden transmission events 

might be involved in their dissemination.  

This study has revealed that the fimbrial 

serotype of the B. pertussis circulating 

strains has shifted throughout the years. 

Previous studies have shown that Fim3 

serotype were more prevalent in Europe 

at the beginning of the ACV era, especially 

in those countries in which the ACV that 

was used did not include fimbrial antigens 

among its components (24,25). However, 

isolates expressing Fim2 gradually 

reemerged posteriorly. This fact suggests 

that the change in frequency from Fim3 to 

Fim2 is most likely originated by the 
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immune response induced because of the 

natural infection caused by B. pertussis 

with different fimbriae genotypes (26–

28). In this study, no clear association was 

observed between fimbrial serotype and 

Prn-production. However, comparing the 

fimbrial serotype with Prn-deficiency we 

observed that, Prn-negative isolates 

collected at the beginning of ACV period 

(2007-2012) were mostly associated with 

Fim3. In the same way, Prn-negative 

isolates collected in the last years of ACV 

period (2013-2018) were mostly 

associated with Fim2, concurring with the 

observed fimbrial serotype shift in the 

circulating B. pertussis population. 

Coinciding with the fimbrial serotype 

shift, the isolates with the prn::del(-292, 

1340) mutation emerged. This fact may 

suggest a possible link between both 

characteristics, which could suppose an 

adaptive advantage of the isolates to 

escape the protection conferred by 

pertussis vaccines.  

In conclusion, concurring with the 

introduction of ACV in our country, the 

first non-Prn producing strains emerged. 

Several mechanisms are responsible for 

this phenomenon, the main one being the 

mutation-mediated prn::del(-292, 1340), 

which is not the most frequently cause of 

loss of Prn expression in other countries in 

our environment, suggesting that other 

factors may have contributed to 

dissemination of Prn-negative isolates. 

These results underscore the importance 

of long-term surveillance of B. pertussis 

antigen production to identify the role 

that the different pathogen adaptation 

mechanism may have in the emergence of 

pertussis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 RESULTATS 

137 

References 

1. Bouchez V, Brun D, Cantinelli T, Dore G, Njamkepo E, Guiso N. First report and detailed 

characterization of B. pertussis isolates not expressing Pertussis Toxin or Pertactin. Vaccine. 

2009 Oct 9;27(43):6034–41.  

2. Zeddeman A, van Gent M, Heuvelman CJ, van der Heide HG, Bart MJ, Advani A, et al. 

Investigations into the emergence of pertactin-deficient Bordetella pertussis isolates in six 

European countries, 1996 to 2012. Euro Surveill. 2014 Aug 21;19(33).  

3. Otsuka N, Han H-J, Toyoizumi-Ajisaka H, Nakamura Y, Arakawa Y, Shibayama K, et al. 

Prevalence and Genetic Characterization of Pertactin-Deficient Bordetella pertussis in Japan. 

PLoS One. 2012 Feb 14;7(2):e31985. 

4. Lam C, Octavia S, Ricafort L, Sintchenko V, Gilbert GL, Wood N, et al. Rapid Increase in 

Pertactin-deficient Bordetella pertussis Isolates, Australia. Emerg Infect Dis. 2014 

Apr;20(4):626–33.  

5. Pawloski LC, Queenan AM, Cassiday PK, Lynch AS, Harrison MJ, Shang W, et al. Prevalence 

and molecular characterization of pertactin-deficient Bordetella pertussis in the United 

States. Clin Vaccine Immunol. 2014 Feb;21(2):119–25.  

6. Safarchi A, Octavia S, Luu LDW, Tay CY, Sintchenko V, Wood N, et al. Pertactin negative 

Bordetella pertussis demonstrates higher fitness under vaccine selection pressure in a mixed 

infection model. Vaccine. 2015 Nov 17;33(46):6277–81.  

7. Barkoff A-M, Guiso N, Guillot S, Xing D, Markey K, Berbers G, et al. A rapid ELISA-based 

method for screening Bordetella pertussis strain production of antigens included in current 

acellular pertussis vaccines. Journal of Immunological Methods. 2014 Jun;408:142–8.  

8. Barkoff A-M, Mertsola J, Pierard D, Dalby T, Hoegh SV, Guillot S, et al. Pertactin-deficient 

Bordetella pertussis isolates: evidence of increased circulation in Europe, 1998 to 2015. Euro 

Surveill. 2019 Feb;24(7).  

9. Williams MM, Sen K, Weigand MR, Skoff TH, Cunningham VA, Halse TA, et al. Bordetella 

pertussis Strain Lacking Pertactin and Pertussis Toxin. Emerging Infect Dis. 2016 

Feb;22(2):319–22.  

10. Hiramatsu Y, Miyaji Y, Otsuka N, Arakawa Y, Shibayama K, Kamachi K. Significant Decrease 

in Pertactin-Deficient Bordetella pertussis Isolates, Japan. Emerging Infect Dis. 2017 

Apr;23(4):699–701.  

11. Martin SW, Pawloski L, Williams M, Weening K, DeBolt C, Qin X, et al. Pertactin-negative 

Bordetella pertussis strains: evidence for a possible selective advantage. Clin Infect Dis. 2015 

Jan 15;60(2):223–7.  



 

 

 RESULTATS 

138 

12. Polak M, Zasada AA, Mosiej E, Krysztopa-Grzybowska K, Witkowski L, Rzeczkowska M, et 

al. Pertactin-deficient Bordetella pertussis isolates in Poland-a country with whole-cell 

pertussis primary vaccination. Microbes Infect. 2018 Dec 21;  

13. Safarchi A, Octavia S, Nikbin VS, Lotfi MN, Zahraei SM, Tay CY, et al. Genomic 

epidemiology of Iranian Bordetella pertussis: 50 years after the implementation of whole cell 

vaccine. Emerg Microbes Infect. 2019;8(1):1416–27.  

14. Carriquiriborde F, Regidor V, Aispuro PM, Magali G, Bartel E, Bottero D, et al. Rare 

Detection of Bordetella pertussis Pertactin-Deficient Strains in Argentina. Emerging Infect Dis. 

2019 Nov;25(11):2048–54.  

15. Mattoo S, Cherry JD. Molecular pathogenesis, epidemiology, and clinical manifestations 

of respiratory infections due to Bordetella pertussis and other Bordetella subspecies. Clin 

Microbiol Rev. 2005 Apr;18(2):326–82.  

16. Stefanelli P, Fazio C, Fedele G, Spensieri F, Ausiello CM, Mastrantonio P. A natural 

pertactin deficient strain of Bordetella pertussis shows improved entry in human monocyte-

derived dendritic cells. New Microbiol. 2009 Apr;32(2):159–66.  

17. Hovingh ES, Mariman R, Solans L, Hijdra D, Hamstra H-J, Jongerius I, et al. Bordetella 

pertussis pertactin knock-out strains reveal immunomodulatory properties of this virulence 

factor. Emerg Microbes Infect. 2018 Mar 21;7(1):39.  

18. Hegerle N, Dore G, Guiso N. Pertactin deficient Bordetella pertussis present a better 

fitness in mice immunized with an acellular pertussis vaccine. Vaccine. 2014 Nov 

20;32(49):6597–600.  

19. Xu Z, Octavia S, Luu LDW, Payne M, Timms V, Tay CY, et al. Pertactin-Negative and 

Filamentous Hemagglutinin-Negative Bordetella pertussis, Australia, 2013-2017. Emerging 

Infect Dis. 2019 Jun;25(6):1196–9.  

20. Weigand MR, Williams MM, Peng Y, Kania D, Pawloski LC, Tondella ML, et al. Genomic 

Survey of Bordetella pertussis Diversity, United States, 2000-2013. Emerging Infect Dis. 2019 

Apr;25(4):780–3.  

21. Zomer A, Otsuka N, Hiramatsu Y, Kamachi K, Nishimura N, Ozaki T, et al. Bordetella 

pertussis population dynamics and phylogeny in Japan after adoption of acellular pertussis 

vaccines. Microb Genom. 2018 May 17;4(5).  

22. Weigand MR, Peng Y, Cassiday PK, Loparev VN, Johnson T, Juieng P, et al. Complete 

Genome Sequences of Bordetella pertussis Isolates with Novel Pertactin-Deficient Deletions. 

Genome Announc. 2017 Sep 14;5(37).  



 

 

 RESULTATS 

139 

23. Kastrin T, Barkoff A-M, Paragi M, Vitek MG, Mertsola J, He Q. High prevalence of currently 

circulating Bordetella pertussis isolates not producing vaccine antigen pertactin in Slovenia. 

Clin Microbiol Infect. 2019 Feb;25(2):258–60.  

24. Elomaa A, Advani A, Donnelly D, Antila M, Mertsola J, Hallander H, et al. Strain Variation 

among Bordetella pertussis Isolates in Finland, Where the Whole-Cell Pertussis Vaccine Has 

Been Used for 50 Years. J Clin Microbiol. 2005 Aug;43(8):3681–7.  

25. Gorringe AR, Vaughan TE. Bordetella pertussis fimbriae (Fim): relevance for vaccines. 

Expert Rev Vaccines. 2014 Oct;13(10):1205–14.  

26. van Gent M, Heuvelman CJ, van der Heide HG, Hallander HO, Advani A, Guiso N, et al. 

Analysis of Bordetella pertussis clinical isolates circulating in European countries during the 

period 1998-2012. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2015 Apr;34(4):821–30.  

27. Barkoff A-M, Mertsola J, Pierard D, Dalby T, Vermedal Hoegh S, Guillot S, et al. 

Surveillance of circulating Bordetella pertussis strains in Europe during 1998-2015. J Clin 

Microbiol. 2018 Feb 28;56(5):e01998-17. 

28. Mir-Cros A, Moreno-Mingorance A, Martín-Gómez MT, Codina G, Cornejo-Sánchez T, 

Rajadell M, et al. Population dynamics and antigenic drift of Bordetella pertussis following 

whole cell vaccine replacement, Barcelona, Spain, 1986-2015. Emerg Microbes Infect. 

2019;8(1):1711–20. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSIÓ 
 

 

 



 

 

 
141 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
142 

 DISCUSSIÓ 

Al llarg dels últims anys, la incidència de la tosferina ha patit una marcada tendència 

a l’alça, observant-se una reemergència de la malaltia de forma generalitzada a nivell 

mundial des de mitjans dels anys noranta, malgrat la implementació d’extenses 

campanyes de vacunació i les elevades taxes d’immunització. Actualment, la 

tosferina és considerada una de les malalties que es poden prevenir per vacunació 

amb una de les taxes de prevalença més elevades en els països desenvolupats, 

trobant-se en una situació d’endèmia perllongada, amb pics epidèmics cíclics cada 

3-5 anys i incidències creixents. És per això que, a dia d’avui, la tosferina és 

considerada encara un dels grans reptes pels sistemes de Salut Pública.  

Algunes de les causes que es postulen que poden haver contribuït a la reemergència 

de la tosferina al llarg de les últimes dècades són l’ús de noves eines diagnòstiques, 

entre les que s’inclou la incorporació de les tècniques de diagnòstic molecular, la 

major sospita clínica de la malaltia, la presència de quadres clínics difosos,  així com 

la presència de portadors asimptomàtics i les millores introduïdes en els sistemes de 

vigilància i notificació. Addicionalment altres variables que es considera que poden 

haver-hi influït són la cobertura vacunal subòptima, especialment en les dosis de 

record, l’ús de vacunes menys immunògenes, les quals generen respostes immunes 

menys perllongades en el temps, l’adaptació de B. pertussis a la immunitat induïda 

per les vacunes DTPa actualment utilitzades, mitjançant estratègies com el recanvi 

antigènic o la pèrdua d’expressió d’antígens inclosos en les composicions vacunals 

utilitzades i, finalment, l’emergència de nous agents causals de la tosferina com és, 

B. holmesii. La contribució relativa de tots aquests factors a la reemergència de la 

tosferina entre finals del segle XX i principis del segle XXI com una important 

amenaça per a la salut global és, en l’actualitat, objectiu de debat entre els experts.  
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ESTUDI 1. Caracterització de l’epidemiologia molecular i la diversitat antigènica 

d’aïllats clínics de Bordetella pertussis causants de tosferina. 

Una de les principals característiques que presenten les poblacions de B. pertussis és 

el constant recanvi, el qual aporta dinamisme a la circulació del microorganisme i 

capacitat d’adaptació per part d’aquest a la immunitat poblacional del moment406. 

Els recanvis poblacionals en B. pertussis s’han identificat arreu, sent un dels objectius 

principals d’estudi per part de nombrosos autors des de la introducció de les vacunes 

DTPa407–410. No obstant, no hi ha treballs que estudiïn l’evolució al llarg dels anys de 

les poblacions de B. pertussis a nivell espanyol, desconeixent-se, per tant, l’impacte 

del recanvi vacunal en la seva circulació i adaptació.  

Els resultats obtinguts en el present estudi, en el qual es van analitzar un total de 339 

aïllats clínics de B. pertussis productors de tosferina recollits a Barcelona durant el 

període 1986 i 2015, mostren com, coincidint temporalment amb el període 

d’introducció de les vacunes DTPa en el nostre medi, hi va haver un recanvi evident 

en l’estructura poblacional de B. pertussis, així com en el seu perfil antigènic.  

 

1.1. Estructura poblacional dels aïllats de B. pertussis obtinguts de pacients amb un 

quadre de tosferina, estudi de la diversitat clonal al llarg del temps. 

Pel que fa a l’estructura de les poblacions de B. pertussis circulants, tan sols els aïllats 

que van presentar el perfil electroforètic VH2, determinat pel sistema de tipificació 

d’electroforesi de camp polsant (PFGE), es van observar de forma més o menys 

constant al llarg de tot el període d’estudi. Contràriament, quatre dels cinc perfils de 

PFGE més prevalents durant l’ús de les vacunes DTPw van ser reemplaçats per nous 

perfils després de la introducció de les vacunes DTPa. Així, els aïllats pertanyents als 

perfils electroforètics VH8, VH5, VH12 i VH7, els quals es van detectar com a 

majoritaris  (juntament amb el perfil VH2) durant els anys en què s’utilitzaven 
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exclusivament les vacunes DTPw per immunitzar a la població (1986-1997), amb 

unes freqüències del 17,1%, 14,6%, 12,2% i 7,3%, respectivament, es van veure 

reemplaçats pels posteriorment apareguts perfils electroforètics VH19, VH20 i VH22, 

dominadors a partir de la introducció progressiva de les vacunes DTPa i el seu 

posterior ús únic, amb unes freqüències al període 1998-2003 del 40,2%, 36,6% i 

1,2%, respectivament, i unes freqüències al període 2007-2015 del 28,6%, 4% i 8%, 

respectivament. Addicionalment, en l’era de les vacunes DTPa, el perfil electroforètic 

VH26, detectat per primera vegada a l’any 2007, amb una freqüència global per al 

període 2007-2015 del 24,6%, va esdevenir el més prevalent a partir de l’any 2011 i 

fins la finalització de l’estudi l’any 2015.  

Totes aquestes troballes són en gran mesura consistents amb els resultats obtinguts 

per altres autors en països del nostre entorn. Concretament, un conjunt d’estudis 

que es van realitzar a nivell europeu, els quals van recollir l’anàlisi d’aïllats de B. 

pertussis obtinguts en diversos països amb polítiques de vacunació similars entre els 

anys 1998 i 2015, mostren com els perfils de PFGE amb major prevalença detectats 

a Europa en un període similar de gairebé 20 anys, coincideixen amb els que es van 

mencionar com a majoritaris en la nostra àrea d’estudi. Els perfils de PFGE 

predominants a Europa BpSR3, BpSR5, BpSR10, BpSR11 i BpSR12 corresponen, 

respectivament, als perfils VH26, VH22, VH2, VH19 i VH20, descrits en el present 

estudi. D’aquesta manera, el perfil europeu BpSR11 (VH19), observat com a 

predominant durant el període de transició entre les vacunes DTPa i DTPw (27-30%, 

1998-2005), va ser reemplaçat pels perfils BpSR10 (VH2) i BpSR3 (VH26) en el període 

d’ús exclusiu de les vacunes DTPa (21-27% per BpSR10 i 22-29% per BpSR3, 2007-

2015)410–413. Contràriament, a Polònia, on se segueixen utilitzant les vacunes DTPw, 

gairebé la meitat dels aïllats recollits en el període 1998-2001 van pertànyer al perfil 

BpSR23 (46%), el qual no es va observar com a perfil predominant en cap altre país 

europeu en el període d’estudi 1998-2012. Posteriorment, durant el període 2002-

2006, i a falta de dades per al període 2007-2012, els perfils POLR6 i POLR8, propis 
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de Polònia, van ser els perfils majoritàriament observats, ambdós amb una 

freqüència del 29%408.  

Fora d’Europa, un estudi dut a terme als EUA, el qual inclou aïllats recollits entre els 

anys 2000 i 2012, suggereix un recanvi similar entre les poblacions de B. pertussis 

dels EUA i Europa, detectant-se el perfil CDC013 (BpSR11) com a més prevalent en 

el període 2000-2009 (41%) i el perfil CDC002 (BpSR3) com a majoritari en el període 

2010-2012 (25%)406,409. Altres estudis a escala mundial que han aportat dades en 

aquest sentit es van desenvolupar en països com el Canadà o la Xina. Resultats 

descrits a Canadà en l’estudi d’una col·lecció d’aïllats recollida entre els anys 1998 i 

2006, període posterior a la introducció de les vacunes DTPa entre els anys 1997-

1998, aquests van expressar majoritàriament tres perfils de PFGE, idèntics als perfils 

europeus BpSR11, BpSR5 i BpSR12, trobats freqüentment després de la introducció 

de les vacunes DTPa a Europa414. A la Xina, encara que les vacunes DTPa de dos 

components amb PTX i FHA es van introduir a partir de l’any 1995 i es van incloure 

al programa d’immunització a l’any 2007, les vacunes DTPw s’han seguit utilitzant 

anys després en la majoria de províncies degut als costos i a la disponibilitat limitada 

de les vacunes DTPa. Reflectint aquest ús continu de les vacunes DTPw, entre els 

aïllats estudiats en el període 2012-2013, els perfils de PFGE detectats amb major 

freqüència van ser el BpSR23 i el BpFINR9, observats durant l’ús de les vacunes DTPw 

a Europa, entre les dècades dels anys setanta i vuitanta, i molt rarament observats 

actualment, excepte en el cas prèviament esmentat de Polònia, on el perfil BpSR23 

es va detectar en el 46% dels aïllats entre els anys 1998 i 2001415–417.  

Aplicant l’anàlisi del PFGE, s’han definit fins ara un total de set clústers de B. pertussis 

(I-VII), els quals s’utilitzen per agrupar per similitud els diferents perfils de PFGE410–

413,418,419. En funció d’aquests, els aïllats de B. pertussis recollits a Europa, als EUA i a 

Canadà entre els anys 1998 i 2015, coincidint amb el període d’introducció de les 

vacunes DTPa i el posterior període del seu ús exclusiu en aquests territoris, van 
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pertànyer majoritàriament al clúster IV, incloent els tres subclústers IVα, IVβ i IVγ, 

als quals pertanyen els cinc perfils de PFGE descrits com a majoritaris en el present 

estudi409,410,412–414. Al contrari, estudis similars duts a terme en països on l’ús de les 

vacunes DTPw ha sigut extensiu al llarg de la primera dècada dels anys 2000, com 

ara a Polònia o a la Xina, van mostrar resultats lleugerament diferents. A Polònia, els 

aïllats estudiats entre els anys 2000 i 2007 van pertànyer principalment al clúster III, 

tot i que posteriorment, durant el període 2010-2016, es va observar el recanvi 

poblacional i el predomini del clúster IV, possiblement afavorit per l’alt ús de vacunes 

DTPa comercials a Polònia, així com per la seva proximitat fronterera amb països que 

inclouen les vacunes DTPa en els seus calendaris sistemàtics de vacunacions des de 

finals dels anys noranta i principis dels anys 2000408,420. El clúster III, representat per 

la soca Bp134 (BpSR23), es caracteritza per ser un grup que inclou la majoria d’aïllats 

de B. pertussis que han circulat a Europa en èpoques prèvies a la dècada dels anys 

noranta, majoritàriament durant els anys setanta, coincidint amb l’ús de les vacunes 

DTPw416,417. Així mateix, a la Xina, dos treballs descriuen que el clúster III també va 

ser el més freqüentment observat al llarg de diversos anys estudiats, entre els que 

s’inclouen els períodes 1963-1986, 1997-2005 i 2012-2013415,421.  

Tot i la gran homogeneïtat en la distribució mundial dels llinatges de B. pertussis, 

especialment en aquells territoris que apliquen calendaris de vacunació similars, 

s’observen petites variacions interregionals en la prevalença de la distribució 

d’alguns perfils de PFGE detectats en el present estudi. És el cas del perfil VH20, el 

qual ha sigut un dels tipus majoritaris a Barcelona en el període de transició entre 

les vacunes DTPw i les vacunes DTPa (36,6%, 1998-2003), mostrant posteriorment 

una notable disminució en el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa (4%, 2007-

2015). Contràriament, aquest mateix perfil de PFGE, l’equivalent europeu del qual 

és el BpSR12, va ser un dels perfils menys freqüent a Europa entre els majoritaris, no 

observant-se en més del 4-7% dels aïllats estudiats en el període 1998-2015410–413,419. 

Aquest fet destaca la necessitat de realitzar més estudis a nivell regional a fi de 
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comprendre el detall de la dinàmica poblacional de B. pertussis, tant dins d’un mateix 

territori com entre territoris.  

Avaluant la distribució dels perfils de PFGE entre els anys epidèmics i els períodes 

interepidèmics de tosferina, s’observa un lleuger increment dels perfils minoritaris 

durant els períodes interepidèmics de la malaltia, així com la detecció de perfils 

concrets exclusivament detectats al llarg dels anys epidèmics, com és el cas del perfil 

VH12, tan sols observat en el nostre entorn els anys 1989, 1992, 1997, 2003, els quals 

són, tots quatre, anys epidèmics de tosferina a Espanya durant el període d’ús de les 

vacunes DTPw i el període de transició entre les vacunes DTPw i DTPa. Aquest 

conjunt d’observacions suggereixen que algunes onades epidèmiques podrien estar 

relacionades amb la circulació de llinatges que presenten certes característiques 

amb poder d’una major capacitat de difusió. 

A grans trets, els resultats reforcen l’èxit de la difusió global dels llinatges de B. 

pertussis entre aquells països amb polítiques de vacunació similars, així com el pes 

que exerceix el tipus de vacuna utilitzat en cada territori i, a conseqüència, el tipus 

d’immunitat que aquestes confereixen a la població409,410,414.  

Addicionalment, l’estudi de l’estructura poblacional mitjançant el sistema de 

tipificació per multiple-locus variable-number tandem-repeat analysis (MLVA), el 

qual es basa en l’anàlisi de les seqüències repetides en tàndem (VNTR) de diversos 

locus, recolza les troballes observades de la tipificació dels aïllats de B. pertussis per 

PFGE, tant pel que fa a les tendències temporals en la circulació de llinatges com en 

els canvis dinàmics en l’estructura poblacional de B. pertussis en el nostre entorn. Els 

resultats observats reflecteixen un descens de la diversitat dels MT coincidint amb la 

introducció de les vacunes DTPa als calendaris sistemàtics de vacunacions del nostre 

país entre els anys 1998 i 2005. Concretament, s’ha detectat una tendència a la 

homogeneïtzació de les poblacions circulants, especialment deguda al domini 

creixent del genotip MT27, el qual es va identificar en el 25% dels aïllats estudiats en 



 

 
148 

 DISCUSSIÓ 

el període d’ús de les vacunes DTPw (1986-1997) i fins en el 79,3% dels aïllats del 

període 2007-2015, en el qual les vacunes DTPa es trobaven completament 

implementades en el nostre entorn. La diversitat genètica calculada mitjançant 

l’índex de Simpson per la població tenint en compte els MT observats en cada un 

dels períodes estudiats mostra un clar descens, passant de ser del 0,89 en el període 

d’ús exclusiu de les vacunes DTPw a ser del 0,33 en el període en què aquestes van 

ser completament reemplaçades per les vacunes DTPa.  

En aquest mateix sentit, tendències i xifres similars es van recollir en diversos estudis 

realitzats a altres països d’Europa arran de la introducció generalitzada de les 

vacunes DTPa. Diversos estudis en l’àmbit europeu mostren com, tant el nombre 

com la freqüència dels MT va disminuir en aquelles poblacions vacunades amb DTPa. 

Un estudi dut a terme al Regne Unit, en el que s’inclouen aïllats recollits des de l’era 

prevacunal fins a l’ús de les vacunes DTPa, passant per la introducció de la vacunació 

amb les vacunes DTPw (1920-2006), descriu canvis en la diversitat genètica influïts 

pels canvis inclosos en els programes vacunals. Així doncs, s’observa, en general, una 

disminució de la diversitat genètica després de la introducció de la immunització amb 

les vacunes DTPw, calculada mitjançant la modificació de Hunter i Gaston de l’índex 

de diversitat de Simpson a partir dels tipus diferents de MLVA observats. Aquesta va 

ser de 0,88 a l’era prevacunal i de 0,69 després de la introducció de les vacunes 

DTPw, augmentat fins a 0,84 en el període epidèmic 1977-1986, durant el qual van 

tenir lloc pics epidèmics importants i es va observar una disminució en les cobertures 

vacunals. Posteriorment, aquesta diversitat es va veure disminuïda fins a ser de 0,52 

amb la introducció de les primeres dosis de vacunes DTPa i de 0,5 després del 

reemplaçament total de les vacunes DTPw. Aquesta pèrdua de diversitat genètica va 

anar acompanyada del reemplaçament dels MT circulants, sent especialment 

destacable l’emergència del MT27, el qual va representar el 70% dels aïllats del 

període 2002-2006, seguit del MT16 en una proporció molt inferior d’aïllats. Aquest 

va reemplaçar els tipus prèviament dominants com el MT10 en l’era prevacunal i els 
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MT29 i MT70 en el període d’ús de les vacunes DTPw422. En aquest sentit, pel que fa 

als diversos MT observats, durant els períodes previs d’ús exclusiu de les vacunes 

DTPw i de transició entre les vacunes DTPw i DTPa, els resultats d’un treball realitzat 

als Països Baixos entre els anys 1992 i 2000 indiquen que els MT27 i MT29 van ser 

els perfils dominants durant aquests anys, trobant-se a part, molts altres MT de baixa 

freqüència423. Resultats semblants es van observar a un estudi publicat a Suècia amb 

aïllats recollits fins l’any 2004, el qual informa de la presència dels MT27 i MT29 com 

a majoritaris juntament amb la detecció de molts MT minoritaris424. Posteriorment, 

coincidint amb la introducció generalitzada de les vacunes DTPa, la freqüència del 

MT27 va augmentar fins arribar a suposar el perfil de més del 80% dels aïllats 

europeus durant el període 2002-2012, seguit del MT28 (7%) i observant-se 

addicionalment, la gairebé desaparició del MT29, anteriorment comú. Tot i això, en 

països com Finlàndia, el tipus predominant durant el període 2007-2012 ha sigut el 

MT78 amb una prevalença del 53%, la qual cosa demostra lleugeres discordances en 

la circulació de les poblacions de B. pertussis entre països408. Recentment, en un 

estudi europeu dut a terme entre els anys 2012 i 2015, situa la freqüència del MT27 

entre les 265 soques recollides en nou països en més del 80%, convertint-se en un 

tipus dominant també a Finlàndia durant aquest període. En aquest mateix estudi, 

destaca una situació curiosa, és el cas de Dinamarca, on gairebé el 50% dels aïllats 

van presentar el MT27 mentre que els altres tipus, en els que s’inclou el MT28 (30%), 

van constituir l’altre meitat dels aïllats. Aquesta situació és curiosa, doncs en aquest 

país les vacunes DTPa utilitzades són monocomponents, amb tan sols la PTX com a 

únic antigen present en les seves composicions. Per mirar d’esbrinar si les vacunes 

DTPa monocomponents exerceixen una pressió selectiva menor o diferent a les 

vacunes DTPa de dos o més components, seria necessari realitzar estudis amb enfocs 

més discriminants. D’aquesta manera, es podria mirar d’esclarir si els resultats 

esmentats es deuen a que hi ha pocs estudis recopilats en aquest sentit o bé són fruit 

d’ajustos genòmics de B. pertussis que li permeten escapar de la immunitat adquirida 
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per la vacuna DTPa monocomponent en aquest país410. Finalment, a Grècia, el 83% 

dels aïllats analitzats durant el anys 2010-2015, han presentat de forma consistent 

el MT27425.  

Fora d’Europa, també s’ha observat un recanvi a favor del MT27 en aquells països 

que han inclòs les vacunes DTPa en els seus calendaris de vacunacions. Al Japó, el 

MT186, dominant en el període 2002-2007, va ser desplaçat com a més freqüent pel 

MT27 a partir de l’any 2008, a Austràlia, el MT27 va representar el 46% del aïllats del 

període 2008-2010, per davant del MT214 (13%) i als EUA, el MT27 va mostrar un 

predomini similar que a Europa, suposant més del 75% dels aïllats recollits entre 

2012-2013, seguit del MT158 (15%)407,426,427.  

Contràriament, els MT observats majoritàriament en aquells països que mantenen 

la vacunació amb les vacunes DTPw o aquestes s’hi han utilitzat fins fa poc, són 

diferents. És el cas per exemple, de Polònia, la Xina o Filipines, on la freqüència del 

MT27 és marginal o ni tan sols s’hi ha detectat428. A Polònia, el MT27 es va detectar 

puntualment (9%) en el període 1998-2001 però no en el període 2002-2006, quan 

els perfils dominants han sigut el MT29 i el MT70, amb un 57% i un 14% de 

prevalença, respectivament. Globalment, en un estudi d’aïllats polonesos recollits en 

el període 1959-2013, el MT27 va suposar tan sols els 3% de les observacions408,429. 

No obstant això, a partir de l’any 2010, les característiques poblacionals dels aïllats 

de B. pertussis circulants a Polònia van canviar, esdevenint similars a les observades 

prèviament en d’altres països amb programes de vacunació que inclouen les vacunes 

DTPa. D’aquesta manera el perfil MT27 va suposar el 73% dels aïllats recollits entre 

els anys 2010-2016 a Polònia. Això podria ser degut a l’increment de forma recent 

de l’ús de vacunes DTPa comercials a Polònia, així com a la proximitat geogràfica amb 

països que utilitzen de forma extensa aquest tipus de vacunes430. A la Xina, sense 

trobar-se un MT dominant, els tipus MT91, MT136 i MT152 es van identificar en 
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freqüències similars a partir de l’any 1997 mentre que el MT55 es va observar 

clarament com el majoritari en els anys 2012-2013415,431,432.  

En resum, queda palès que la vacunació amb DTPa ha tingut un efecte clar a llarg 

termini sobre la presència del MT27, trobant-se diferències també en la presència 

d’altres tipus de MT entre països que utilitzen les vacunes DTPa i països que utilitzen 

les vacunes DTPw. La tendència de les poblacions de B. pertussis cap a 

l’homogeneïtzació és notòria, així com al canvi en el patró de distribució dels tipus 

poblacionals, procés liderat per la irrupció i creixement del MT27 en aquells països 

que inclouen les vacunes DTPa en els calendaris sistemàtics de vacunacions i que 

presenten xifres elevades de cobertura vacunal, ampliant el seu domini sobre la resta 

de MT circulants. Aquest descens en la diversitat genètica reforça el concepte de 

selecció d’un subconjunt de poblacions circulants per part de la immunitat 

poblacional adquirida amb la vacunació410,422.  

 

1.2. Canvis evolutius en el contingut antigènic de B. pertussis aïllades de pacients 

amb un quadre de tosferina. 

A banda dels canvis en l’estructura poblacional de B. pertussis, en el present estudi 

s’ha avaluat l’impacte de la introducció de les vacunes DTPa en la selecció al·lèlica 

dels determinants de virulència inclosos en les vacunes utilitzades. Per això, s’ha dut 

a terme un genotipat per PCR i seqüenciació dels gens codificants de la PTX (ptxA), 

de la PRN (prn) i de la FIM3 (fim3), així com del promotor de la PTX (ptxP). 

En relació amb la tipificació dels antígens vacunals dels aïllats de B. pertussis 

estudiats, s’ha observat com, d’acord amb estudis previs, l’única forma antigènica 

que s’ha mantingut invariable al llarg de tot el període d’estudi, independentment 

del tipus de vacuna utilitzada, és la corresponent a la de la PTX. Així doncs, el 100% 

dels aïllats recollits durant el període complet 1986-2015 han presentat l’al·lel ptxA1 
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per la PTX, variant més prevalent des de finals dels anys seixanta, quan va 

reemplaçar, immediatament després la introducció de les vacunes DTPw, les variants 

prèviament observades ptxA2 i ptxA488. En conseqüència, es tracta d’una variant 

codificant d’un tipus d’antigen diferent a les que es troben incloses a les 

composicions vacunals DTPa, les quals contenen les variants de PTX codificades pels 

al·lels ptx2 i ptx4, no esperant-se el mateix efecte protector enfront de la variant 

ptxA1 ni observant-se un recanvi al·lèlic per aquest antigen coincidint amb la 

introducció de les vacunes DTPa en el nostre entorn. Encara que no s’ha observat un 

recanvi antigènic en la variant al·lèlica de la PTX circulant, coincidint amb la 

introducció de les vacunes DTPa, s’ha detectat una expansió del promotor ptxP3, el 

qual s’ha detectat per primera vegada l’any 1996 (5% en el període 1986-1997 

durant l’administració de les vacunes DTPw) i ràpidament ha reemplaçat la variant 

ptxP1, prèviament dominadora (87,5% en el període 1986-1997). Així doncs, la 

variant ptxP3 s’ha detectat en el 87,5% i en el 97,7% dels aïllats durant els períodes 

de transició entre les vacunes DTPw i DTPa (1998-2003) i d’ús exclusiu de les vacunes 

DTPa (2007-2015), respectivament. La presència del promotor de la PTX de tipus 3 

s’ha relacionat amb l’increment de l’expressió de la PTX, descrivint-se una producció 

de 1,62 vegades superior d’aquest antigen per part dels aïllats que el presenten, 

respecte d’aquells aïllats que posseeixen la variant al·lèlica salvatge (ptxP1)433.  

Addicionalment, els resultats de la tipificació de la resta d’al·lels han demostrat 

l’existència d’una expansió de les noves formes prn2 i fim3-2 coincidint amb la 

introducció de les vacunes DTPa, les quals no codifiquen les formes antigèniques que 

es troben incloses en aquestes composicions vacunals. Concretament el principal 

recanvi antigènic que s’ha observat va ser el corresponent a la forma al·lèlica prn2, 

la qual ha desplaçat per complet la variant prèviament dominant prn1 (42,5% en el 

període 1986-1997) i s’ha convertit en majoritària, observant-se en el 3,7% dels 

aïllats del període 1986-1997 i en el 87,5% i 97,7% dels aïllats dels períodes 1998-

2003 i 2007-2015, respectivament. Aquest fenomen s’ha observat posteriorment a 
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la introducció de les vacunes DTPa, les quals inclouen les variants al·lèliques prn1 i 

prn7 per la PRN, observades com a dominants durant l’ús de les vacunes DTPw434.  

En aquest mateix sentit, resultats semblats s’han observat en diversos estudis 

realitzats a Europa, demostrant-se una freqüència creixent des de l’any 1998 de les 

poblacions circulants de B. pertussis que presenten el genotip ptxA1/ptxP3/prn2, 

amb una prevalença d’aquests aïllats superior al 90% des de mitjans de la primera 

dècada dels anys 2000408,410. A Polònia, on s’utilitzen les vacunes DTPw per 

immunitzar a la població, es va observar el mateix recanvi al·lèlic en els antígens 

vacunals, tot i que aquest, de la mateixa manera que es va observar el canvi en 

l’estructura poblacional de B. pertussis per PFGE i MLVA, es va començar a intuir a 

partir de l’any 2010. Així doncs, els al·lels ptxP1 i prn1, dominants a Polònia durant 

diverses dècades, es van veure reemplaçats pels al·lels ptxP3 i prn2 en més del 95% 

dels aïllats estudiats en el període 2010-2016, els quals van presentar també l’al·lel 

ptxA1 per a la PTX420. Troballes similars a les observades a Europa s’han fet en països 

d’altres continents on les vacunes DTPa són extensament utilitzades, com als EUA i 

Austràlia. Als EUA, durant l’era de les vacunes DTPw, els aïllats van presentar 

majoritàriament el genotip ptxA1-2/ptxP1/prn1, ocorrent posteriorment un recanvi 

al·lèlic a favor de les variants ptxP3 i prn2 dels anys vuitanta, les quals van esdevenir 

majoritàries a partir de l’any 1996 coincidint amb el període de transició de les 

vacunes DTPa (˃90%), així com l’aparició de la variant ptxA1 a principis dels anys 

setanta. No obstant això, és destacable que, amb la introducció de la recomanació 

de l’administració d’una dosi de record entre els adolescents i els adults amb les 

vacunes dTpa, s’han tornat a observar aïllats puntuals que presenten els al·lels ptxA2, 

ptxP1 i prn1, no observats des del període 1991-1996427,435,436. A Austràlia, els estudis 

també han indicat una disminució de la diversitat de genotips, així com l’actual 

predomini del genotip ptxA1/ptxP3/prn2, el qual es va observar en el 84% dels aïllats 

estudiats en el període 2008-2010426. Al Japó, un dels primers països a introduir les 

vacunes DTPa a l’any 1981, la freqüència dels al·lels ptxA1, ptxP3 i prn2 ha 
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augmentant progressivament des de principis dels anys noranta, encara que els 

al·lels ptxA2, ptxP1 i prn1 es van observar en prop del 30% dels aïllats estudiats entre 

els anys 2011-2014, originant-se dos llinatges diferents entre els aïllats 

circulants407,437. Genotips amb les variants ptxP3 i prn2 han sigut també majoritaris a 

Cambodja, on se segueixen utilitzant les vacunes DTPw a dia d’avui, tot i que en el 

període 2014-2016, es va observar una emergència de les variants ptxP1 i prn1 en 

un grup d’aïllats considerable, associades a la presència del MT29438. De la mateixa 

manera que al Japó i a Cambodja, i a diferència de les tendències observades a 

Europa o als EUA, els aïllats recollits recentment (2016-2017) a l’àrea de Shanghai 

van mostrar dos perfils al·lèlics diferents, detectant-se el que denominen el perfil 

“occidental” ptxP3/prn2 i el perfil “xino/japonès” ptxP1/prn1 en el 41% i el 59% dels 

aïllats, respectivament. Estudis previs mostren com els aïllats circulants recollits en 

els períodes 1953-2005 i 2012-2013 presentaven les variants ptxP1 i prn1. Cal tenir 

en compte que les vacunes DTPa s’han anat introduint a la Xina de forma gradual des 

dels anys 2006-2007, restant pendent d’observar-se la tendència del genotip 

ptxP3/prn2 a l’actualitat244,421,432. Finalment, estudis addicionals duts a terme en 

països on s’utilitzen avui en dia les vacunes DTPw mostren certes diferències. Mentre 

que a Filipines les variants ptxP1 i prn1 es van observar com les majoritàries en el 

període 2012-2014, a Perú i a l’Iran, els aïllats que van expressar els al·lels ptxP3 i 

prn2 van predominar durant els anys 2012 i 2008-2015, respectivament428,439,440.  

Algunes de les vacunes DTPa comercialitzades actualment contenen entre els seus 

components antigènics la FIM3, concretament la variant codificada per la forma 

al·lèlica fim3-1. Els resultats de la caracterització del genotip de la FIM3 de les soques 

recollides en el present estudi, han revelat com tots els aïllats analitzats en el període 

1986-1997 (DTPw) han presentat la variant fim3-1, i que no és fins el període de 

transició entre les vacunes DTPw i DTPa quan emergeix la variant antigènica fim3-2, 

identificant-se els al·lels fim3-1 i fim3-2 en el 43,8% i el 56,3% dels aïllats del període 

1998-2003, respectivament, i en el 46,9% i el 53,1% dels aïllats del període 2007-
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2015, respectivament. Encara que la presència d’ambdues formes al·lèliques s’ha 

mantingut en proporcions similars entre els anys 1998 y 2015, des de l’any 2011 en 

endavant, l’al·lel fim3-1 ha tornat a ressorgir fins a considerar-se la variant 

predominant entre els aïllats més recents.  

En relació a aquest ressorgiment de la variant fim3-1, els resultats descrits de forma 

global en un estudi a nivell europeu són consistents amb els nostres, ja que 71,7% 

dels aïllats estudiats durant el període 2012-2015 van presentar el genotip fim3-1 

(27,2% fim3-2). Prèviament, durant el període 1998-2012, els resultats a nivell 

europeu van situar la presència de l’al·lel fim3-1 entre el 41% i el 56% dels aïllats 

(42%-59% fim3-2). Per països, a Bèlgica, Dinamarca, Finlàndia, Itàlia, Holanda i 

Noruega, on s’utilitzen vacunes DTPa que no presenten el component fimbrial, l’al·lel 

fim3-1 es va observar en el 78,9%, 88,9%, 78,6%, 75%, 75% i 84,4% dels aïllats del 

període 2012-2015, respectivament. Contràriament, a França i el Regne unit, on 

s’utilitzen en algunes ocasions les vacunes DTPa de cinc components que inclouen 

les FIM, i juntament amb Suècia, els al·lels fim3-1 i fim3-2 es van detectar en una 

proporció similar, observant-se l’al·lel fim3-1 en el 48,3%, 56,7% i 58,6% dels aïllats 

del mateix període408,410. De la mateixa manera, a Holanda, s’han comunicat resultats 

similars, observant-se un augment transitori de la prevalença de la variant fim3-2 

durant el període d’introducció progressiva de les vacunes DTPa, presentant-se en 

aproximadament el 65% dels aïllats. Posteriorment, en el mateix estudi es va 

descriure la reversió de la forma antigènica fim3-2 a favor de la variant fim3-1, 

observada en prop del 100% dels aïllats del període d’us exclusiu de les vacunes 

DTPa434. Contràriament, a Polònia, la variant antigènica fim3-1 es va observar com a 

predominant durant tots els períodes estudiats, observant-se en el 82%, 100% i 

76,9% dels aïllats estudiats entre els períodes 1998-2001, 2002-2006 i 2010-2016, 

respectivament, no observant-se la reemergència antigènica de fim3-1 prèviament 

esmentada en països que utilitzen les vacunes DTPa408,430. 
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Pel que fa a l’estudi del serotip fimbrial, de forma global, s’ha identificat com la 

majoria d’aïllats han expressat el serotip FIM3 (72,6%), sent aquest predominant 

durant tots els períodes d’estudi. Tot i això, i malgrat que la majoria de composicions 

vacunals utilitzades al nostre entorn no contenen cap antigen fimbrial, especialment 

aquelles utilitzades en la primovacunació, s’han observat diferències en la distribució 

dels serotips entre els diversos períodes d’estudi. Així doncs, l’expressió de la FIM3 

s’ha observat en el 57,3% (31,7% FIM2) dels aïllats del període d’ús exclusiu de les 

vacunes DTPw, en el 90,2% (0% FIM2) dels aïllats del període de transició de les 

vacunes DTPw i les vacunes DTPa i en el 71,4% (25,7% FIM2) dels aïllats del període 

d’ús exclusiu de les vacunes DTPa. Relacionant el serotip i el genotip fimbrial, destaca 

com, durant el període d’ús de les vacunes DTPw, tots els aïllats s’han associat al 

genotip fim3-1, independentment del seu serotip fimbrial. Des de la introducció de 

les vacunes DTPa, el serotip FIM3 s’ha relacionat amb ambdues formes al·lèliques 

fim3-1 i fim3-2, mentre que, curiosament, el serotip FIM2 s’ha associat 

exclusivament a la presència de la variant fimbrial fim3-1. En conjunt, els resultats 

observats han reflectit l’increment de la presència de la forma fimbrial FIM3 

coincidint amb la introducció de les vacunes DTPa, així com la posterior 

reemergència de la forma FIM2, relacionant-se aquesta amb la reemergència de la 

variant al·lèlica fim3-1 durant el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa. Per tal 

d’intentar comprendre aquest fenomen, alguns autors han suggerit que el serotip de 

les soques incloses a les vacunes DTPw, així com la presència del component fimbrial 

en algunes vacunes DTPa utilitzades, ha pogut propiciar els recanvis constants de 

serotip en les poblacions de B. pertussis que han circulat al llarg dels anys102. 

En aquest sentit, alguns estudis han comunicat resultats que reforcen aquesta idea. 

En un estudi dut a terme a Suècia entre els anys 1970 i 2003, on van descriure que 

el serotip FIM3 es va detectar de forma majoritària (70%) durant l’era de les vacunes 

DTPw, les quals contenien una soca que expressava FIM2, mentre que el serotip 

FIM2 es va trobar predominantment 58-64% al llarg d’un període de disset anys de 
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supressió de la vacunació generalitzada (1979-1996). Finalment, FIM3 es va convertir 

altra vegada en el serotip més prevalent (˃60%) durant l’era d’introducció de les 

vacunes DTPa, arribant a observar-se en el 98% dels aïllats del període 2002-2003417. 

Posteriorment, en un estudi dut a terme a nivell europeu, el serotip FIM3 es va 

descriure com a majoritari durant el període d’ús de les vacunes DTPa, observant-se 

en el 82,7% dels aïllats del període 1998-2012408. Recentment, en un estudi 

multicèntric europeu, s’ha descrit que, en conjunt, fins el 45,3% dels aïllats recollits 

en el període 2012-2015 van expressar el serotip FIM2. Per països, es va observar 

com, en alguns d’aquells on s’utilitzen les vacunes DTPa sense el component fimbrial, 

com ara a Dinamarca o Finlàndia, els aïllats FIM2 van ser més prevalents en aquest 

període (81,5% i 78,6% d’aïllats FIM2, respectivament) que en aquells països on 

s’utilitzen les vacunes DTPa que inclouen el component fimbrial, com per exemple a 

França i al Regne Unit (93,1% i 63,3% d’aïllats FIM3, respectivament)410. Per la seva 

banda, a Polònia s’ha descrit com, en contrast amb els resultats publicats a Suècia, 

el serotip FIM2 va ser el dominant, estant present en el 86,5% dels aïllats del període 

1998-2006. Aquesta observació és deguda, probablement, segons indiquen els 

autors, a que les vacunes DTPw poloneses inclouen soques que expressen ambdues 

variants fimbrials, la FIM2 i la FIM3408,417. Finalment, al Japó, on s’utilitzen vacunes 

DTPa que no contenen el component Fim3 però si el component Fim2 en algunes 

ocasions, s’ha observat un domini similar que a Europa dels aïllats FIM3, observant-

se una prevalença d’aquest serotip fimbrial en més del 87% dels aïllats estudiats del 

període 2002-2012407.  

Així, globalment, el conjunt de resultats exposats reforcen, de forma general, la 

hipòtesi que el serotip fimbrial de les soques o les variants antigèniques fimbrials 

inclosos en les composicions vacunals DTPw i DTPa, respectivament, podrien estar 

involucrats de forma directa en els recanvis de serotip fimbrial observats en les 

poblacions de B. pertussis circulants. Tot i això, s’especula que altres factors podrien 

estar també relacionats amb aquest fenomen, entre els que s’inclouen, per una 
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banda els brots, els quals podrien impulsar el recanvi de serotip fimbrial degut a que 

indueixen un reforç de la immunitat entre la població102. D’altra banda, també 

s’apunta que FIM3 sembla expressar-se en una major quantitat a la superfície de B. 

pertussis en comparació amb l’expressió de FIM2, la qual cosa podria explicar un cert 

avantatge per part dels aïllats FIM3 alhora d’evadir la resposta immune generada 

per una població altament immunitzada. Això, podria explicar el predomini de FIM3 

en aquells països on l’ús de les vacunes DTPa és extensiu i generalitzat441.  

 

1.3. Impacte que ha pogut tenir l’ús de les vacunes antipertússiques en l’evolució i 

l’adaptació de les poblacions de B. pertussis circulants, posant el focus en la 

contribució que ha tingut el recanvi de vacuna en la selecció de les poblacions 

actuals. 

Les vacunes DTPw, introduïdes entre la dècada dels anys quaranta i la dècada dels 

anys seixanta, han estat reemplaçades per les vacunes DTPa en la majoria dels països 

industrialitzats a finals del segle XX i principis del segle XXI. A Europa, l’única excepció 

és Polònia on, encara que les vacunes DTPa estan disponibles de forma comercial, 

avui en dia se segueixen utilitzant les vacunes DTPw per a la vacunació de la població 

enfront de la tosferina430. No obstant això, en molts països en vies de 

desenvolupament, les vacunes DTPw són extensament utilitzades per la seva relació 

cost-eficàcia442.  

Donat que l’home es l’únic hoste de B. pertussis, l’ús de les vacunes enfront d’aquest 

microorganisme seria una de les causes que amb major probabilitat hauria contribuït  

a l’adquisició de noves variants antigèniques que li permetessin evadir amb major 

eficiència la protecció que aquestes confereixen. Això es recolza en el fet que, des 

de la introducció de la vacunació sistemàtica de forma generalitzada enfront de la 

tosferina, s’ha observat l’aparició de variants al·lèliques diferents a les que presenten 
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les soques vacunals utilitzades per la producció de les vacunes DTPw o a les variants 

antigèniques incloses a les composicions vacunals DTPa422,435,443. 

La pressió selectiva exercida per les vacunes DTPa utilitzades actualment s’ha pogut 

constatar amb els resultats observats en el present estudi, els quals, reforcen 

l’aparició i circulació d’uns perfils de PFGE i uns tipus de MLVA associats a l’ús 

d’aquest tipus de vacunes. Aquests són, principalment, els perfils electroforètics 

pertanyents al clúster IV (VH2, VH19, VH20, VH22 i VH26), així com el MT27. En 

aquest sentit, entre els països industrialitzats que utilitzen actualment les vacunes 

DTPa, s’ha identificat la circulació d’aïllats de B. pertussis que presenten les mateixes 

característiques poblacionals, evidenciant-se la presència d’aquests mateixos perfils 

electroforètics i MT com a predominants en la major part dels països d’Europa, així 

com als EUA. Contràriament, els perfils de PFGE i els tipus de MLVA dels aïllats de B. 

pertussis difereixen en aquells països que inclouen les vacunes DTPw en els seus 

calendaris sistemàtics de vacunacions, com és el cas de Polònia o la Xina. En aquests 

països, la circulació de poblacions de B. pertussis amb perfils electroforètics 

pertanyents al clúster III (BpSR23), així com el predomini dels MT29, MT55 o MT70, 

han evidenciat  la pressió selectiva exercida per les vacunes actuals en aquells països 

on les vacunes DTPa han reemplaçat l’ús de les vacunes DTPw. A més, aquest fet s’ha 

evidenciat d’una forma destacada en països com Polònia, on de forma recent s’ha 

descrit un increment en l’ús de les vacunes DTPa, detectant-se a conseqüència un 

inici de desplaçament del perfils de PFGE i els tipus de MLVA propis durant l’ús de 

les vacunes DTPw pels mateixos que circulen a la majoria de països que han estat 

utilitzant les vacunes DTPa des de finals dels anys 90406,408,410,420.   

Antigènicament, tal i com s’ha descrit anteriorment, les poblacions de B. pertussis 

actuals, han evolucionat fins a presentar majoritàriament el genotip 

ptxA1/ptxP3/prn2, i fins ara, tant les vacunes DTPw com les vacunes DTPa han influït 

en aquesta tendència. L’emergència, primer, i l’expansió de l’al·lel ptxA1 als anys 
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seixanta, després de la introducció de les vacunes DTPw i, posteriorment, el domini 

de les variants prn2 i ptxP3 coincidint amb la introducció de les vacunes DTPa han 

estat els principals canvis que han condicionat els trets característics de les actuals 

poblacions de B. pertussis, desplaçant per complet les variants prèviament 

majoritàries. El resultat de la distribució generalitzada d’aïllats de B. pertussis amb 

aquests genotips és la presència d’unes variants al·lèliques dels antígens inclosos a 

les composicions vacunals actualment utilitzades que escapen a la immunitat 

conferida per les vacunes DTPa, associant-se la circulació de forma majoritària del 

genotip ptxA1/ptxP3/prn2 entre els aïllats de B. pertussis estudiats a la majoria de 

països europeus, als EUA i Austràlia434,435,444. En general, els canvis al·lèlics de ptxA i 

prn s’han associat a desplaçaments antigènics selectius, els quals han implicat un 

efecte significatiu en les aptituds de les poblacions de B. pertussis, mostrant-se una 

major capacitat de colonització tant en ratolins no vacunats com en ratolins vacunats 

per part dels aïllats que van presentar les formes antigèniques ptxA1 i prn2, 

reforçant-se la importància d’aquests canvis a nivell biològic445–449. Concretament, la 

presència del promotor ptxP3, associat a una major expressió del gen ptxA, garanteix 

als aïllats que el presenten una major producció de PTX, augmentant la seva 

virulència i capacitat d’immunosupressió. A més, s’ha demostrat en un model 

d’infecció en ratolí com els aïllats ptxP3 són millors colonitzadors. A conseqüència, 

les poblacions circulants de B. pertussis presenten el potencial, no només d’evadir 

els efectes protectors de les vacunes DTPa, si no també la capacitat d’augmentar la 

gravetat de la malaltia en una doble habilitat d’adaptació per part del 

microorganisme que contribueix a una major aptitud d’aquest426,448,450,451.  

Finalment, tal i com s’ha mencionat anteriorment, els gens fimbrials de B. pertussis 

estan subjectes a la variació de fase, de manera que els aïllats poden presentar gens 

silenciosos. L’aparició, en el present estudi i en consonància amb els resultats 

descrits en estudis realitzats en el nostre entorn, de l’al·lel fim3-2 coincidint amb la 

introducció de les vacunes DTPa ha generat una selecció clonal. Aquesta ha fet que 
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la variant antigènica fim3-2 estigui majoritàriament associada al serotip fimbrial 

FIM3, el qual s’ha convertit en molt més predominant des de la introducció de les 

vacunes DTPa. No obstant això, la reemergència recent de la variant fim3-1 associada 

al serotip fimbrial FIM2, una vegada les vacunes DTPa han estat completament 

implementades, recolza la idea de que es podria tractar d’un mecanisme adaptatiu 

de B. pertussis per tal de deixar d’expressar la forma al·lèlica fim3-1, la qual codifica 

el tipus antigènic de FIM3 inclòs en algunes de les composicions vacunals DTPa 

actualment utilitzades410,434,443. 

Així doncs, l’ús constant i perllongat de soques vacunals sense cap modificació 

antigènica ha pogut contribuir a la gran expansió d’aquestes poblacions més 

adaptades a la immunitat conferida per les vacunes actualment utilitzades. En 

general, la presència d’aquestes poblacions s’ha associat a la reemergència del 

patogen a la major part del món des de la dècada dels anys noranta, així com a 

l’increment progressiu en el nombre de casos observat des de llavors.  
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ESTUDI 2. Emergència de Bordetella holmesii com agent productor de tosferina a 

Barcelona. 

B. holmesii és una espècie recentment identificada com a agent etiològic de la 

tosferina. La identificació de B. pertussis mitjançant tècniques d’amplificació d’àcids 

nucleics en mostres clíniques es realitza principalment mitjançant la detecció per 

PCR de la seqüència IS481. No obstant això, aquesta diana es troba present tant en 

B. pertussis com en B. holmesii. Aquest fet ha posat de manifest l’existència de 

diagnòstics erronis de l’agent causal de la tosferina, infradiagnosticant-se els casos 

originats per altres espècies del gènere Bordetella, entre les que s’inclou B. holmesii. 

Això pot tenir un efecte directe en la vigilància epidemiològica dels sistemes de salut 

pública així com l’avaluació de l’eficàcia de la vacuna de la tosferina emprada25,209,452. 

Malgrat el recent reconeixement de B. holmesii com un important patogen 

respiratori amb potencial per causar brots comunitaris, es desconeix la seva 

prevalença real, i la comprensió de la seva epidemiologia és limitada25,51,227,387.  

Els resultats obtinguts en el present estudi, en el qual es van analitzar un total de 391 

mostres respiratòries de pacients diagnosticats de tosferina a Barcelona durant el 

període 2013-2016, mostren com, l’emergència de B. holmesii associada a quadres 

clínics de tosferina podria teniu un paper important en l’epidemiologia de la malaltia, 

així com una certa contribució en el ressorgiment d’aquesta. 

 

2.1. B. holmesii com un agent productor de tosferina en el nostre medi, evolució de 

la seva prevalença al llarg dels últims anys. 

En el present estudi, mitjançant l’ús d’una RT-PCR múltiple específica d’espècie, s’ha 

detectat que el 4,1% (n=16) de les mostres respiratòries dels pacients diagnosticats 

de tosferina al llarg del període 2013-2016 han sigut positives a B. holmesii. La 

distribució dels casos positius de B. holmesii en el present estudi ha sigut del 3,9% 
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l’any 2015 i del 8,8% l’any 2016, duplicant-se en aquest segon any. Encara que no 

s’observen diferències estadísticament significatives en aquest increment, s’observa 

això si, una clara tendència a l’alça dels casos positius a B. holmesii entre els anys 

2015 i 2016. Fins ara, són pocs els estudis en tot el món que han cercat B. holmesii 

en mostres respiratòries de pacients amb quadres de tosferina. Els resultats dels 

mateixos es recullen a la Taula 6.  

 

Taula 6. Resum de la prevalença de B. holmesii recollida en estudis previs*. 

País 
Prevalença de B. 

holmesii 

Prevalença de coinfecció 
de B. holmesii amb una 

altra Bordetella spp. 
Anys 

Finlàndia i Holanda  0% 0% 1992-2003 

Massachusetts, EUA  0,3% (cultiu) No consta 1994-1998 

Ontario, Canadà  0,7% No consta 2007-2008 

Tunísia  0% 0% 2007-2016 

New South Wales, 
Austràlia 

5,7% 0% 2008-2016 

França  6,8% 0% 2009-2010 

Argentina  0,6% No consta 2010 

Xile 5,4% i 11,1% No consta 2010-2011 

Japó  17,1% 0% 2010-2011 

Ohio, EUA  29,3% i 15,2% 2,4% i 1% 2010-2011 

EUA  0,4% 0,1% 2012-2013 

Japó  0% 0% 2013-2014 

Casablanca, Marroc  
3,1% casos índex 
1,7% contactes 

estrets 

36,5% casos índex 
18,6% contactes estrets 

2013-2015 

Barcelona, Espanya†  2,6% 1,5% 2013-2016 

Casablanca, Marroc  
4,7% casos índexs 
12,9% contactes 

estrets 

7,8% casos índex 
4,3% contactes estrets 

2015-2017 

* Dades de Mia Antila et al. 2006, W. Katherine Yih et al. 1999, J. L. Guthrie et al. 2010, Ikam Ben Fraj 
et al. 2019, Winkie Fong et al. 2018, Elisabeth Njamkepo et al. 2011, D. Bottero et al. 2013, Carolina 
Miranda et al. 2012, Carolina Miranda et al. 2013, Hajime Kamiya et al. 2012, Loren Rodgers et al. 
2013, Kevin B. Spicer et al. 2014, Brunilís Burgos-Rivera et al. 2015, K. Kamachi et al. 2015, Khalid 
Katfy et al. 2017 i Khalid Katfy et al. 202023,24,227,387,395,453–463. 

† Dades del present estudi.  
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Els primers treballs en descriure la presència de B. holmesii es van dur a terme als 

EUA i a Canadà entre els anys 1994 i 2008, detectant-se en ambdós casos una 

prevalença inferior al 1%24,454. Treballs posteriors, duts a terme a partir de l’any 2008 

en països com Austràlia, França, Argentina, Xile, els EUA o Marroc, van demostrar 

que la prevalença de B. holmesii ha seguit sent baixa, situant-se de forma homogènia 

per sota del 7%23,395,456–458,460,462,463. No obstant això, són destacables els valors de 

prevalença de B. holmesii al Japó i a Ohio durant dos brots de tosferina ocorreguts 

entre els anys 2010-2011 a ambdues regions, on entre el 17,1% i el 29,3% dels casos 

es van atribuir a la infecció per B. holmesii227,387,459. Addicionalment, són destacables 

les primeres deteccions de B. holmesii en infecció respiratòria a Holanda l’any 2009, 

on prèviament no s’havia identificat, reforçant l’aparició i emergència del 

patogen453,464. Finalment, altres països han descrit de forma recent els primers casos 

d’infecció respiratòria per B. holmesii, com és el cas d’Iran, on aquests es van 

observar per primera vegada l’any 2015465.  

Entre les mostres positives per B. holmesii del present estudi, en un 62,5% (n=10), B. 

holmesii va resultar ser l’únic agent causal atribuïble al quadre de tosferina, mentre 

que en el 37,5% restant (n=6), B. holmesii es va detectar en combinació amb un altre 

agent causal de la tosferina; B. pertussis (83,3%) i B. parapertussis (16,7%). Així 

doncs, globalment la prevalença de B. holmesii com a únic agent causal atribuïble al 

quadre simptomàtic ha sigut del 2,6%, mentre que la prevalença d’aquest 

microorganisme en coinfecció amb una altra espècie del gènere Bordetella ha sigut 

del 1,5%. La coinfecció de B. holmesii amb altres agents etiològics s’ha observat 

també de forma puntual en altres estudis (Taula 6)227,387,460,462,463. Així, a Ohio (EEUU) 

es van identificar coinfeccions en el 1% i el 2,4% dels casos identificats durant el brot 

de tosferina ocorregut entre els anys 2010-2011 en dos treballs diferents, 

respectivament227,387. D’altra banda, són destacables els elevats valors de coinfecció 

de B. holmesii amb una altra espècie del gènere Bordetella descrits en dos treballs 
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realitzats a Casablanca, on en aquests la prevalença ascendeix fins al 36,5% pel 

període 2013-2015 i al 7,8% pel període 2015-2017462,463.  

 

2.2. Paper de B. holmesii en l’epidemiologia de la tosferina.  

El present estudi descriu l’aparició a Espanya de B. holmesii com a agent causal de la 

tosferina. Tot i no detectar-se la presència d’aquest microorganisme en mostres 

respiratòries obtingudes durant els anys 2013 i 2014, la seva emergència l’any 2015 

suposa la primera evidència de la seva circulació en el nostre país. Aquesta primera 

descripció de la circulació de B. holmesii l’any 2015, ha coincidit amb l’últim any 

epidèmic de la tosferina a Espanya, i també a Catalunya, durant el qual es van 

registrar els valors d’incidència més alts observats des de la introducció de les 

vacunes DTPa i fins a dia d’avui. Concretament, la incidència de la tosferina a Espanya 

l’any 2015 va ser de 18 casos per cada 100.000 habitants, mentre que a Catalunya, 

aquesta va ascendir fins als 49,2 casos per cada 100.000 habitants. Pels anys 2013 i 

2014, durant els quals no s’ha detectat la presència de B. holmesii i per l’any 2016, 

quan la prevalença de B. holmesii ha duplicat la observada durant l’any 2015, les 

xifres d’incidència a Catalunya es van situar als 13,3, 14,8 i 26,3 casos per cada 

100.000 habitants, respectivament. 

Per la seva banda, els alts valors de prevalença de B. holmesii sense coinfecció 

descrits a Miyazaki, al Japó i a Ohio, als EUA (17,1% i 29,3%, respectivament), 

coincideixen amb dos brots de tosferina observats a les respectives ciutats de 

Nobeoka City (Japó) i Franklin Country (EUA) entre els anys 2010-2011387,466. 

Concretament la incidència de la tosferina descrita a Ohio en aquell període va ser 

de 80 casos per cada 100.000 habitants387. 

Finalment, els valors de prevalença de B. holmesii descrits a Casablanca, al Marroc, 

durant el període 2013-2015, especialment per aquells casos de coinfecció entre 
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aquest microorganisme i una altra espècie del gènere Bordetella (el 36,5% de les 

mostres van ser positives per B. holmesii i B. pertussis de forma simultània per als 

casos índex i el 18,6% ho van ser entre els contactes estrets), coincideixen amb un 

increment dels casos de tosferina observats al país des de principis de l’any 2012, tal 

i com indiquen els autors. De fet, un segon estudi realitzat pels mateixos autors entre 

els anys 2015-2017, va descriure un descens en la prevalença de coinfecció entre B. 

holmesii i B. pertussis, sent aquesta del 7,8% pels casos índex i del 4,3% pels seus 

contactes estrets. Els autors atribueixen aquesta observació al fet que en aquest 

darrer estudi, i a diferència del primer, es van mostrejar tos els contactes 

domiciliaris, independentment de si presentaven simptomatologia o no. No obstant 

això, la prevalença de B. holmesii sense coinfecció observada en ambdós treballs va 

mostrar un augment, passant de ser, en el cas dels casos índex, del 3,1% en el període 

2013-2015, al 4,7% entre els anys 2015-2017, respectivament462,463. 

Les evidències de l’emergència de B. holmesii a nivell global coincidint amb el període 

de reemergència de la tosferina, determinen que és important conèixer la incidència 

real i la prevalença de les diverses espècies involucrades en les epidèmies de 

tosferina per tal d’avaluar si B. holmesii és o pot esdevenir un problema de salut 

pública. La presència de B. holmesii sense coinfecció amb altres espècies del gènere 

Bordetella és significativa, especialment en la major part d’estudis duts a terme des 

de l’any 2008 en endavant. Aquest fet indica que, els casos que hi pugi haver ocults 

en el context epidemiològic actual de la tosferina podrien afectar la vigilància de B. 

pertussis, tant pel que fa al control de l’eficàcia vacunal com alhora d’escollir les 

opcions terapèutiques per als pacients. El conjunt d’estudis duts a terme a escala 

global revela la circulació simultània de B. pertussis i B. holmesii d’una forma 

constant des de principis del segle XXI, posant de manifest la importància de realitzar 

les proves adequades per a tal de poder fer un diagnòstic precís de l’agent causal de 

la tosferina, així com poder mantenir la vigilància contínua de l’epidemiologia de la 

malaltia25,51.  



 

 
167 

 discussió 

2.3. Característiques clíniques-epidemiològiques dels pacients que desenvolupen 

tosferina per B. holmesii.  

Comparant les característiques demogràfiques, les variables clíniques i l’estat 

vacunal entre els pacients infectats per B. holmesii i els pacients infectats per B. 

pertussis, no s’han observat diferències significatives en relació a l’edat dels pacients, 

la presència de febre, gall inspiratori, paroxismes o tos de més de catorze dies, així 

com la necessitat de requerir d’hospitalització. No obstant això, pel que fa a l’edat 

dels pacients, tot i no considerar-se una diferència significativa, s’observa una 

tendència de B. holmesii a infectar a infants d’edat més avançada, amb una mediana 

d’edat entre els infectats amb B. holmesii de 9 anys (rang 4-40 anys), mentre que la 

mediana d’edat entre els infectats amb B. pertussis ha sigut de 5,5 anys (0,08-74 

anys), observant-se un p-valor entre ambdós grups de 0,07. Aquesta mateixa 

tendència ha quedat palesa amb dades aportades per altres treballs, confirmant-se 

una major prevalença de B. holmesii entre els adolescents i adults. En aquest sentit, 

el 91% del pacients infectats amb B. holmesii en l’estudi dut a terme a Massachusetts 

entre els anys 1994-1998 van pertànyer al grup de 11 a 29 anys, així com la majoria 

dels individus en els quals se’ls va detectar B. holmesii entre els anys 2008-2016 a 

Austràlia, sense especificar-se el percentatge, tenien entre 11 i 18 anys24,456. 

Tanmateix, en l’estudi dut a terme a França entre els anys 2009-2010 s’apunta que 

el 20,3% dels pacients majors de 9 anys van ser positius a B. holmesii467. En context 

de brot, com és el cas descrit al Japó entre els anys 2010 i 2011, el 80% dels infectats 

amb B. holmesii tenien entre 6 i 15 anys. Per la seva, a Ohio en el mateix període 

2010-2011, el 63% dels casos de B. holmesii es van donar en pacients d’entre 11 i 18 

anys, suposant això que el 76,9% dels individus majors de 14 anys van ser positius 

per B. holmesii227,387,466.  

Pel que fa a la vinculació de B. holmesii amb esdeveniments epidemiològics de 

rellevància per a la seva transmissió, en el present estudi s’ha identificat que el 87,5% 
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dels casos positius per aquest microorganisme van estar vinculats a un brot, incloent 

brots en l’àmbit escolar (85,7%) i brots en un context familiar (35,7%). En aquest 

mateix sentit, per al 83,3% dels casos positius per B. holmesii al Japó durant l’any 

2011 es va identificar un mateix vincle epidemiològic, observant-se una relació dels 

casos amb un mateix centre de secundària466. 

Tot i no disposar de recomanacions clares alhora de tractar les infeccions 

respiratòries causades per B. holmesii, diversos estudis apunten, encara que 

entremig d’una certa controvèrsia, a una menor activitat dels macròlids en 

comparació a altres agents antimicrobians i a diferència de l’efectivitat d’aquests 

enfront de B. pertussis6,25,51.  Tot i això, encara que en el present estudi B. holmesii 

es va detectar de forma retrospectiva mitjançant tècniques d’amplificació d’àcids 

nucleics i, per tant, no es van poder realitzar les proves de susceptibilitat a 

antimicrobians, quinze dels setze pacients identificats van ser tractats amb 

azitromicina i per a cap cas es van evidenciar complicacions o recidives després de la 

seva administració. De la mateixa manera, al Japó, tots els pacients van ser tractats 

amb azitromicina i en tots els casos es va observar una recuperació completa466. A 

Ohio, els autors descriuen que després de l’administració d’azitromicina o 

claritromicina, la tos dels pacients es va resoldre més ràpidament que entre aquells 

pacients infectats per B. pertussis. Addicionalment, les proves de susceptibilitat a 

antimicrobians en algun dels aïllats de B. holmesii van mostrar com aquests van 

susceptibles a azitromicina (˂0,12 µg/ml), encara que la susceptibilitat per B. 

pertussis va ser menor (˂0,04 µg/ml)227,387. Així doncs, l’aparent eficàcia d’aquests 

antibiòtics recolza l’ús dels macròlids pel tractament de qualsevol de les etiologies 

de la tosferina.  

B. holmesii no posseeix la majoria d’antígens presents a les composicions vacunals 

DTPa utilitzades enfront de la infecció per B. pertussis. En el cas d’aquelles proteïnes 

homòlogues que comparteixen ambdues espècies, com és el cas de la FHA, la seva 
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estructura i composició difereix substancialment de la de B. pertussis, fent que els 

anticossos produïts després de la vacunació no la reconeguin. Encara que s’ha 

observat que les vacunes antipertússiques indueixen una resposta immunològica de 

cèl·lules T que tindria reactivitat creuada amb B. holmesii, la falta d’una bona 

resposta d’anticossos, fa pensar que B. holmesii escaparia a la immunitat conferida 

per les vacunes utilitzades enfront de la tosferina25,51. Aquests fets, juntament amb 

l’absència de protecció enfront de la replicació bacteriana observada en ratolins 

immunitzats, suggereix una menor protecció per part de les vacunes DTPa cap a les 

infeccions produïdes per B. holmesii263. En aquest sentit, durant el brot de tosferina 

de Ohio entre 2010 i 2011, el 60% dels pacients del grup d’edat de 11 a 18 anys amb 

infecció per B. holmesii havien sigut immunitzats amb vacunes de reforç enfront de 

la tosferina, en comparació amb el 44% dels pacients infectats amb B. pertussis387. 

En el present estudi, la gran majoria (87,5%) dels pacients havien completat la 

immunització enfront de la tosferina amb una mediana de 5 dosis rebudes en el 

moment del diagnòstic i una mediana de 4,5 anys transcorreguts des de l’última dosi 

rebuda (rang 0,7-14,1 anys). És per això que, l’emergència de B. holmesii com agent 

causal de la tosferina, infecció que les vacunes antipertússiques no poden prevenir 

eficaçment, podria ser un element que ha contribuït a l’increment del nombre de 

casos de tosferina observats en la situació de reemergència de la malaltia.  

Tot i el conjunt de resultats exposats, són necessaris estudis addicionals que ajudin 

a esclarir aspectes microbiològics relacionats amb el microorganisme, com és un 

millor coneixement dels seus factors de virulència, així com a tenir una major 

coneixença dels aspectes clínics de la malaltia que produeix i la seva epidemiologia, 

inclosa la seva relació amb les altres espècies del gènere Bordetella. Entre aquests, 

serà important dilucidar les raons per les quals hi ha un nombre considerable de 

casos de coinfecció, i per què els adolescents i els adults presenten una major 

prevalença de B. holmesii en comparació amb altres grups d’edat, així com tenir una 



 

 
170 

 DISCUSSIÓ 

major comprensió de la seva patogenicitat, incloent-hi el seu potencial invasiu que 

pugui fer augmentar el risc de malaltia invasiva en pacients vulnerables. 
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ESTUDI 3. Identificació i caracterització de Bordetella pertussis deficient en pertactina 

a Espanya. 

Al llarg dels darrers anys, certs canvis en l’expressió dels antígens inclosos en les 

composicions vacunals DTPa comunament utilitzades s’han observat després de la 

introducció d’aquestes de forma generalitzada. Concretament, la principal pressió 

selectiva s’ha observat per la PRN, doncs destaca l’aparició a nivell global d’aïllats de 

B. pertussis que han deixat de produir-la403,468,469. La PRN és un membre de la família 

d’autotransportadors, la qual juga un paper en l’adhesió del microorganisme a la 

membrana cel·lular de l’hoste470. Els mecanismes que causen aquesta pèrdua en la 

producció de PRN són molts i diversos, la majoria dirigits per la inserció de 

seqüències, delecions, insercions o canvis puntuals de nucleòtids o pèrdues de part 

del gen, els quals poden afectar tant al gen prn com al seu promotor471–473.  

Els resultats obtinguts en el present estudi, en el qual es van estudiar un total de 342 

aïllats clínics de B. pertussis productors de tosferina a Espanya al llarg del període 

1986-2018, durant el qual s’han utilitzat diverses composicions vacunals 

antipertússiques i diferents programes de vacunació, mostren l’emergència i 

increment de la circulació d’aïllats de B. pertussis deficients en la producció de PRN 

des de la introducció de les vacunes DTPa.  

 

3.1. Producció de pertactina de B. pertussis aïllades de pacients amb un quadre de 

tosferina.  

Pel que fa a la producció de PRN entre les poblacions de B. pertussis circulants, en el 

present estudi, tots els aïllats recollits durant l’ús de les vacunes DTPw (1986-1997) 

així com els recollits durant el període de transició entre les vacunes DTPw i les 

vacunes DTPa (1998-2005) han resultat ser productors de PRN. A partir de llavors, 

durant el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa (2006-2018), el 38% dels aïllats 

s’han identificat com a no productors de PRN, sent significatiu el seu increment entre 
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el segon i el tercer període. Aquesta mateixa tendència en l’emergència i circulació 

d’aïllats de B. pertussis no productors de PRN s’ha descrit a nivell global en diversos 

treballs, l’aparició dels quals s’ha comunicat en països amb una àmplia trajectòria en 

l’ús generalitzat de les vacunes DTPa que inclouen la PRN en les seves composicions. 

El primer treball que va comunicar la circulació de B. pertussis deficients en PRN es 

va publicar a França l’any 2009, en el que es van descriure aïllats no productors de 

PRN obtinguts l’any 2007403. Poc després i impulsats pel reemplaçament vacunal de 

forma extensiva a nivell mundial, els aïllats PRN negatius es van observar en diversos 

indrets, entre els que s’inclouen tant països europeus com Austràlia, el Japó o els 

EUA468,469,471,472,474.  

En el present estudi, els primers aïllats de B. pertussis PRN negatius s’han observat 

l’any 2007, detectant-se un increment en la circulació d’aquests a partir de l’any 

2011. Concretament, la prevalença més alta s’ha observat l’any 2015 (71,4%), 

coincidint amb l’últim any epidèmic de la malaltia en el nostre entorn, mentre que 

l’any 2018 s’ha detectat un descens en la circulació dels aïllats deficients en PRN 

(33,3%). Aquesta observació indica que caldrà continuar estudiant la tendència en la 

circulació d’aquests aïllats al llarg dels pròxims anys per tal de comprendre la seva 

evolució més recent.  

En conjunt, els resultats suggereixen una expansió dels aïllats de B. pertussis no 

productors de PRN arran de la pressió selectiva impulsada per les vacunes 

actualment utilitzades. En aquest sentit, són varis els estudis que recolzen 

l’emergència d’aïllats deficients en PRN en una associació dependent amb el temps 

transcorregut des de la introducció de les vacunes DTPa. A Europa, on aquestes 

vacunes es va introduir entre finals dels anys noranta i principis dels anys 2000 a la 

majoria de països, la presència dels aïllats de B. pertussis PRN negatius es va veure 

incrementada entre els anys 2012-2015, comunicant-se una prevalença d’aquests 

aïllats del 6,4% i del 3,4% en els períodes prèviament estudiats 2007-2009 i 2007-
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2012, respectivament, i del 24,9% en període recent 2012-2015475,476. De la mateixa, 

una gran proporció d’aïllats PRN negatius s’han observat en països com Austràlia o 

als EUA, on les vacunes DTPa es van introduir al llarg dels anys noranta, o al Japó, on 

aquestes es van utilitzar per primera vegada a principis dels anys vuitanta. A 

Austràlia, la freqüència d’aïllats de B. pertussis que han deixat d’expressar la PRN va 

ser del 5,1% l’any 2008, augmentant abruptament fins al 77,8% l’any 2012. 

Recentment, un últim treball realitzat en aquest país al llarg del període 2013-2017, 

va descriure com el 89,7% dels aïllats estudiats es van identificar com PRN 

negatius243,472. Per una banda, als EUA, el conjunt d’aïllats estudiats, entre els quals 

s’inclouen aïllats recollits de dos brots ocorreguts a Califòrnia i Washington als anys 

2010 i 2012, respectivament, van evidenciar un augment en la freqüència dels aïllats 

PRN negatius també en un context de brot, passant del 12,1% l’any 2010 al brot de 

Califòrnia al 72,7% dos anys després al brot de Washington. En aquest mateix treball, 

pel que fa als aïllats obtinguts en el mateix període però no relacionats en cap 

situació de brot, el 37,4%  es van identificar com a deficients en PRN473. 

Addicionalment, els resultats d’un treball que combina aïllats de B. pertussis 

obtinguts de vuit estats diferents dels EUA entre els anys 2011 i 2013, van situar en 

un 85% la freqüència d’aïllats no productors de PRN405. D’altra banda, al Japó, 

després de comunicar-se una prevalença del 41% pels aïllats de B. pertussis PRN 

negatius en el període 2005-2007, es va observar de forma posterior, una sorprenent 

disminució, situant-se aquests per sota del 10% entre els anys 2014-2016. En aquest 

sentit, els autors expliquen aquest comportament arran de la introducció de les 

vacunes DTPa sense el component PRN al Japó l’any 2012, veient-se reforçada la 

hipòtesi que els aïllats de B. pertussis que deixen d’expressar la PRN són 

favorablement seleccionats en funció de la immunitat poblacional enfront d’aquest 

antigen vacunal477. De forma més recent, els aïllats deficients en PRN també s’han 

identificat a Eslovènia, on la freqüència d’aquests va passar de ser 0% al període 

2006-2011 a ser del 89,5% entre els anys 2014-2017478. Finalment, a Canadà, on 
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l’emergència d’aquests aïllats a Ontàrio es remunta l’any 2011, observant-se una 

circulació posterior creixent fins l’any 2016 (70,8%), es va descriure un descens de la 

circulació dels aïllats de B. pertussis deficients en PRN l’any 2017 (46,2%)479,480.  

Malgrat que la presència dels aïllats de B. pertussis deficients en PRN sembla ser 

dependent de l’ús de les vacunes DTPa durant la vacunació sistemàtica enfront de la 

tosferina, aquests aïllats s’han observat de forma recent en països com Dinamarca o 

Polònia, on s’utilitzen les vacunes DTPa monocomponents que no inclouen la PRN i 

les vacunes DTPw, respectivament. Provablement la circulació d’aquests aïllats entre 

països del seu entorn, així com un avantatge en el procés de colonització i en la 

capacitat per produir infecció per part d’aquests en persones vacunades explicaria 

la seva presència en aquests països. Cal destacar també que a Polònia, segons 

estimacions locals, l’ús de les vacunes DTPa comercials va suposar un 60% l’any 

2013430,476. Contràriament, a dia d’avui, no s’han detectat o s’han detectat escassos 

aïllats de B. pertussis deficients en PRN en països com Iran o Argentina, on les 

vacunes DTPw se segueixen utilitzant en l’actualitat, observant-se una menor pressió 

selectiva per part de les poblacions immunitzades amb DTPw481,482.  

En resum, el conjunt de troballes indiquen que l’ús de les vacunes DTPa de forma 

sistemàtica és suficient per seleccionar aquells aïllats de B. pertussis deficients en 

l’expressió de PRN, afavorint-se la seva circulació entre països propers430,476. Entre 

els diferents antígens vacunals presents a les composicions DTPa, la PRN és el 

determinant de virulència que ha rebut la principal pressió selectiva, doncs els aïllats 

deficients en PTX o en FHA s’han descrit de forma molt puntual arreu del 

món403,404,483,484. Són diversos els estudis que han intentat dilucidar els avantatges 

que podrien presentar les poblacions de B. pertussis que no expressen la PRN 

respecte a aquelles poblacions que conserven la producció de l’esmentat antigen. 

Entre aquests, s’ha observat com les soques de B. pertussis deficients en PRN 

presenten una major capacitat d’invasió de les cèl·lules dendrítiques derivades dels 
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monòcits humans, fet que fa augmentar la producció de citocines pro inflamatòries 

per part d’aquestes, suggerint-se un possible paper modulador de la PRN sobre la 

resposta immune. Així, aquestes observacions apuntarien a que aquests aïllats 

poden arribar a desencadenar respostes immunològiques més exagerades485,486. 

Addicionalment, els aïllats deficients en PRN han mostrat una major supervivència 

en ratolins vacunats amb vacunes DTPa en comparació amb aquells aïllats de B. 

pertussis productors de PRN487,488. Finalment, s’apunta que aquests aïllats no 

perdrien la seva capacitat virulenta, essent capaços de causar els símptomes clàssics 

d’un quadre de tosferina403–405.  

 

3.2. Causes genètiques associades a la pèrdua d’expressió de pertactina en aquells 

aïllats en els que no es detecta la seva producció.  

Els mecanismes que originen la pèrdua de PRN en B. pertussis són molts i diversos. 

Les primeres troballes incloïen la inserció de l’element IS481 a la regió 2 del gen prn 

i una deleció de 84 pb entre les posicions 26ᶺ109 de la SS403,468,469. A partir de 

l’increment de la prevalença dels aïllats deficients en PRN, una sèrie de mecanismes 

es van anar convertint també en els més prevalents, especialment la presència de la 

IS481 inserida en diverses posicions del gen prn (245ᶺ246, 1613ᶺ1614, 2735ᶺ2736), 

sigui en posició directa com en posició inversa. Altres mecanismes identificats com a 

responsables de la pèrdua d’expressió de la PRN inclouen delecions en el promotor, 

la SS i part del gen prn (-2090ᶺ-478, -1513ᶺ145, -292ᶺ1340, -283ᶺ-40, 26ᶺ109, 32ᶺ80, 

666ᶺ667, 2020ᶺ2023), la inversió de 22 kb en la regió promotora (-20892ᶺ-75), la 

inserció de l’element IS1002 entre les posicions 1613ᶺ1614, mutacions puntuals que 

condueixen a codons STOP (223STOP: C˃T, 1273STOP: C˃T, 2077STOP: G˃T), la 

interrupció del promotor (-162: G˃A), l’adició d’un sol nucleòtid (1185: G), la deleció 

d’un sol nucleòtid (631ᶺ632: T) i la deleció sencera del gen prn. Tot i això, se 

segueixen sense trobar algunes de les causes relacionades amb la deficiència de la 
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PRN en alguns dels aïllats que no expressen l’esmentat antigen, no observant-se 

mutacions ni el gen estructural prn ni en el seu promotor406.  

La inserció de la IS481 segueix sent, a dia d’avui, el mecanisme principal pel qual es 

produeix la deficiència de PRN a nivell mundial. No obstant això, altres mecanismes 

estan augmentant. Un cas curiós és el del Japó, on tan sols dos mecanismes són 

prevalents, la inserció de la IS481 i la deleció de 84 pb en la SS, sent aquesta segona 

mutació la majoritàriament observada en aquell país437,469,477. Tots els mecanismes 

que s’han descrit a dia d’avui que estan relacionats amb la pèrdua d’expressió de la 

PRN en B. pertussis es presenten a la Taula 7. 

 

Taula 7. Mecanismes responsables de la deficiència en pertacina en B. pertussis*. 

Mecanisme 
Posició en el gen prn o en el 

seu promotor 
País, període (%) 

Inserció de l’element 
IS481 

prn2::245ᶺ246 

EUA, 2000-2013 (15,8%)  

Canadà, 2011-2012 (8,3%) 

prn2::1613ᶺ1614 

Japó, 1995-2009 (27,3%) 

EUA, 2000-2013 (47,4%)  

Eslovènia, 2006-2017 (94,1%) 

Espanya, 2006-2018 (18,3%) 

Austràlia, 2008-2012 (74%) 

Canadà, 2011-2012 (58,3%) 

Europa, 2012-2015 (48,5%) 

Austràlia, 2013-2017 (88,6%) 

prn2::2735ᶺ2736 
EUA, 1994-2012 (2,9%) 
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EUA, 2000-2013 (1,8%)  

Espanya, 2006-2018 (5,4%)† 

Inserció de l’element 
IS1002 

prn2::1613ᶺ1614 

Austràlia, 2008-2012 (6,3%) 

Austràlia, 2013-2017 (5,7%) 

Inversió de 22 kb -20892ᶺ-75 (promotor) 

EUA, 1994-2012 (5,2%) 

EUA, 2000-2013 (7%)  

Espanya, 2006-2018 (5,4%)† 

EUA, 2012-2013 (9,8%) 

Europa, 2012-2015 (27,3%) 

STOP: C˃T 

prn2::223 

EUA, 2000-2013 (1,8%) 

Europa, 2012-2015 (12,1%) 

Austràlia, 2013-2017 (1,4%) 

prn2::739 EUA, 2000-2013 (1,8%)  

prn2::760 EUA, 1994-2012 (1,3%) 

prn2::1273 

EUA, 1994-2012 (0,7%) 

EUA, 2000-2013 (21,1%)  

Canadà, 2011-2012 (8,3%) 

STOP: G˃T prn2::2077 Europa, 2012-2015 (1,5%) 

Inserció d’un nucleòtid, 
G 

prn2::1185 

EUA, 1994-2012 (0,7%) 

Austràlia, 2008-2012 (1%) 

Deleció d’un nucleòtid, 
T 

prn2::631ᶺ632 Europa, 2012-2015 (6,1%) 

Deleció d’un nucleòtid, 
G 

prn2::1494ᶺ1495 Espanya, 2006-2018 (6,5%)† 

Deleció 

-2090ᶺ-478 (promotor) 

EUA, 1994-2012 (0,7%) 

EUA, 2012-2013 (1,1%) 

prn2::-1513ᶺ145 Primera descripció als EUA, 2011 

-614ᶺ-75 (promotor) Espanya, 2006-2018 (1,1%)† 

prn2::-292ᶺ1340 
Eslovènia, 2006-2017 (5,9%) 
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Espanya, 2006-2018 (58,1%)† 

Austràlia, 2013-2017 (2,9%) 

Primera descripció als EUA, 2016 

prn2::-283ᶺ-40 (promotor) Primera descripció als EUA, 2013 

prn1::26ᶺ109 (SS) 

EUA, 1994-2012 (1%) 

Japó, 1995-2009 (72,7%) 

EUA, 2000-2013 (3,5%) 

EUA, 2012-2013 (1,1%) 

prn2::32ᶺ80 (SS)  

prn2::2020ᶺ2023 Austràlia, 2013-2017 (1,4%) 

prn2::666ᶺ667 Primera descripció als EUA, 2016 

Deleció sencera del gen Δprn 

Austràlia, 2008-2012 (2,1%) 

Europa, 2012-2015 (3%) 

Disrupció: G˃A -162 (promotor) Canadà, 2011-2012 (8,3%) 

Desconegut NA 

EUA, 1994-2012 (0,3%) 

Espanya, 2006-2018 (5,4%)† 

Austràlia, 2008-2012 (16,7%) 

Canadà, 2011-2012 (16,7%) 

Europa, 2012-2015 (1,5%) 

* prn2, al·lel 2 del gen de la pertactina; IS481, seqüència d’inserció 481; IS1002, seqüència d’inserció 
1002; A, adenina; C, citosina; G, guanina; T, timina; kb, kilobase; ᶺ, posició on es troba localitzat el 
mecanisme; SS, seqüència senyal; STOP, codó stop; ˃, mutació; Δ, deleció; NA, no aplica. Dades de 
Michael R. Weigand et al. 2019, Raymond S.W. Tsang et al. 2014, Nao Otsuka et al. 2012, Tamara 
Kastrin et al. 2019, Connie Lam et al. 2014, Alex-Mikael Barkoff et al. 2019, Zheng Xu et al. 2019, L.C. 
Pawloski et al. 2014, Katherine E. Bowden et al. 2014 i Michael R. Weigand et al. 
2017469,472,473,476,478,479,484,489–491.  

† Dades del present estudi. 

 

En el present estudi, un total de set de mecanismes s’han identificat com a 

responsables de la pèrdua de PRN entre els aïllats recollits al nostre país, cinc dels 
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quals ja s’havien descrit prèviament (Taula 7). D’aquests, destaca la presència d’una 

gran deleció en el 58,1% dels aïllats, la qual afecta part del promotor i part del gen 

prn (prn::del(-292, 1340)), observant-se per primera vegada en un aïllat recollit l’any 

2009. Posteriorment, al llarg del període 2011-2018, aquest mecanisme va convertir-

se en el més prevalent observat de forma anual entre els aïllats deficients en PRN, 

amb una prevalença d’entre el 23,8% i el 100% els anys 2013 i 2014, respectivament. 

Sorprenentment, aquesta mutació, tot i ser la més prevalent en el nostre entorn, 

s’ha descrit de forma puntual en treballs recents realitzats als EUA, on es fa la seva 

primera descripció l’any 2016, a Austràlia, descrivint-se en el 2,9% dels aïllats 

estudiats entre 2013 i 2017  o a Eslovènia, observant-se en el 5,9% dels aïllats del 

període 2006-2017478,484,491.  

Com a segon mecanisme més comú s’ha identificat la inserció de l’estructura IS481 

a les posicions 1613ᶺ1614 i 2735ᶺ2736, tant en sentit directe com revers, en el 23,7% 

dels aïllats (18,3% a la posició 1613ᶺ1614 i 5,4% a la posició 2735ᶺ2736). Així, la 

inserció d’aquest element en la posició 1613ᶺ1614 en sentit invers ha suposat el 

12,9% dels aïllats deficients en PRN del període 2006-2018, mentre que la seva 

inserció a la posició 1613ᶺ1614 de forma directa, així com a la posició 2735ᶺ2736 de 

forma inversa, han representat cadascuna el 5,4% dels aïllats no productors de PRN 

d’aquest mateix període. Pel que fa a la distribució dels aïllats que han presentat 

aquest mecanisme de disrupció del gen prn, tan sols els aïllats amb la presència de 

la IS481 a la posició 1613ᶺ1614 de forma inversa s’han observat al llarg de tot el 

període d’estudi, detectant-se per primera vegada l’any 2010 i suposant el 50% dels 

aïllats deficients en PRN d’aquell any. A partir de llavors, aquest mecanisme s’ha 

observat entre el 9,1% dels aïllats negatius en PRN de l’any 2018 i el 33,3% dels aïllats 

deficients en PRN de l’any 2015. La pèrdua d’expressió de la PRN conduïda per 

aquest mecanisme s’ha trobat àmpliament distribuïda arreu del món. Per una banda, 

la inserció de la IS481 a la posició 1613ᶺ1614 s’ha identificat com a mecanisme més 

prevalent entre els aïllats deficients en PRN de molts dels treballs realitzats en aquest 
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sentit. De fet, la seva presència en el 18,3% dels aïllats PRN-negatius en el present 

estudi, el situa, com l’estudi en què s’ha detectat en menor prevalença. Així, es va 

detectar en el 27,3% dels aïllats PRN-negatius detectats entre els anys 1995 i 2009 a 

Japó i en el 47,4%, 58,3% i 48,5% dels aïllats deficients en PRN identificats als EUA, 

Canadà i Europa en els períodes 2000-2013, 2011-2012, 2012-2015, 

respectivament469,476,479,489. Així mateix, es va detectar amb prevalences superiors a 

Eslovènia entre els anys 2006 i 2017 (94,1%) i Austràlia en els períodes 2008-2012 i 

2013-2017 (74% i 88,6%, respectivament)472,478,484. D’altra banda, la inserció de la 

IS481 entre les posicions 2735ᶺ2736 s’ha detectat també, més enllà del present 

estudi (5,4%), en el 2,9% i 1,8% dels aïllats deficients en PRN observats en dos estudis 

realitzats als EUA en els períodes 1994-2012 i 2000-2013, respectivament473,489.  

Altres mutacions observades en menor mesura en el present estudi han inclòs la 

inversió de 22 kb en la zona del promotor (prn::promoter_inv(-74)) en el 5,4% dels 

aïllats PRN-negatius, no detectant-se de forma constant al llarg de tot el període. 

Aquest mateix mecanisme es va observar en freqüències similars en tres estudis 

realitzats als EUA durant els períodes 1994-2012, 2000-2013 i 2012-2013 (5,2%, 7% 

i 9,8%, respectivament)473,489,490. Contràriament, a nivell europeu aquest mecanisme 

es va detectar en el 27,3% dels aïllats deficients en PRN identificats al llarg del 

període 2012-2015, prevalença notablement superior a la observada en el present 

estudi a nivell espanyol476. Finalment, un parell de mutacions s’han descrit per 

primera vegada entre els aïllats del present estudi, les qual són la deleció d’un sol 

nucleòtid a la posició 1494 resultant en la presència d’un codó stop a l’aminoàcid 

499 (prn::499STOP-delG1494) i la deleció entre les posicions -614 i -75 del promotor 

(prn::promoter_del(-614, -75)), observant-se en el 6,5% i l’1,1% dels aïllats, 

respectivament. La primera s’ha identificat per primera vegada en un aïllat de l’any 

2009 i en cinc aïllats més recollits tots ells l’any 2011, suposant el mecanisme 

observat en el 23,8% dels aïllats d’aquest any. Posteriorment, no s’ha tornat a 

detectar la seva presència en cap dels aïllats més recents. Per la seva banda, la 
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deleció en part del promotor (prn::promoter_del(-614, -75)) s’ha detectat en un únic 

aïllat obtingut l’any 2017.  

 

3.3. Anàlisi filogenòmica per identificar l’estructura poblacional de B. pertussis 

deficients en pertactina, estimant la data de la seva aparició, distribució i evolució 

i relacionant-ho amb l’impacte que la introducció de les vacunes acel·lulars ha 

pogut tenir en l’adaptació i circulació d’aquestes poblacions. 

S’ha descrit que l’adaptació de B. pertussis a l’ésser humà al llarg de la seva història 

ha implicat una evolució important en forma de coll d’ampolla en les poblacions del 

microorganisme, associant-se a aquest procés la pèrdua i la inactivació d’una 

quantitat considerable de gens degut a la presència de les IS o a altres mutacions en 

el genoma de B. pertussis, el qual és un procés observat amb freqüència entre els 

bacteris que presenten hostes restringits103,492. No obstant això, i contràriament al 

que es podria esperar, amb la introducció de la vacunació enfront de la tosferina i a 

la pressió selectiva exercida per aquesta, no hi ha hagut evidències d’una pèrdua de 

la diversitat en la població global de B. pertussis, representada per la mida efectiva 

de la població. Aquest fenomen, que no s’ha observat en estudis geogràficament 

més restringits422,493,494, s’ha descrit en un treball que va estudiar una col·lecció d’un 

total de 343 aïllats recollits al llarg dels sis continents entre els anys 1920 i 2010, en 

el que es va determinar l’estructura de la població circulant de B. pertussis a escala 

global utilitzant la seqüenciació dels genomes complets. En aquest es van descriure 

diversos esdeveniments que han fet augmentar la mida efectiva de la població de B. 

pertussis, i per tant, la seva diversitat. Aquests són l’emergència i expansió de les 

variants ptxA1 i ptxP3 per a la PTX i el seu promotor en primer lloc, aparició de les 

quals s’estima en els períodes 1921-1932 i 1974-1977, abans de la introducció de les 

vacunes i durant l’ús de les vacunes DTPw, respectivament. Posteriorment, l’aparició 
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de la variant fim3-2, emergència de la qual s’estima que ha tingut lloc entre els anys 

1986 i 1989, és considerat un tercer esdeveniment implicat en l’augment de la 

diversitat poblacional de B. pertussis. Pel que fa al gen prn, l’aparició de l’al·lel prn2 

es situa també durant el període d’ús de les vacunes DTPw, estimant-se la seva 

emergència pròxima l’any 1970. Aquests resultats, en conjunt, suggereixen una 

selecció i diversificació dels llinatges de B. pertussis que escapen de la immunitat 

conferida per les vacunes antipertússiques, els quals han mostrat una propagació 

molt ràpida a escala global. Així doncs, s’ha descrit una divergència genètica en la 

població mundial de B. pertussis a conseqüència de la selecció immune impulsada 

per les vacunes, especialment per a les variants no vacunals prn2 i fim3-2, així com 

la variant del promotor ptxP3, les quals tenen el seu origen durant l’ús extens de les 

vacunes DTPw. No obstant això, en aquest treball no s’han descrit aïllats deficients 

en PRN, presumiblement perquè aquests han assolit freqüències significatives en un 

període posterior al que s’ha analitzat en el mateix, aparició del quals sembla estar 

associada a la introducció de les vacunes DTPa443.  

La reconstrucció filogenètica en el present estudi d’un conjunt d’aïllats que han 

circulat a Espanya entre els anys 1986 i 2018, entre els quals s’inclouen aïllats 

productors de PRN i aïllats deficients en la producció d’aquesta, ha revelat la 

circulació majoritària de dos clades de B. pertussis, els quals han suposat els 

principals causants de tosferina en el nostre entorn al llarg dels últims trenta anys. 

Aquests es caracteritzen per presentar diferències en l’al·lel que codifica l’antigen 

vacunal FIM3. Per una banda, s’ha identificat un primer clade (Clade II) d’aïllats que 

codifiquen majoritàriament l’al·lel fim3-2 i expressen el serotip fimbrial FIM3 

(96,9%), el qual inclou aïllats recollits en el període 1998-2018 que presenten 

principalment la combinació al·lèlica ptxA1/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-2 (90,6%). 

D’altra banda, s’ha descrit un segon clade (Clade III) d’aïllats recollits entre els anys 

2005 i 2018, coincidint amb període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa, que 

codifiquen majoritàriament l’al·lel fim3-1 i expressen predominantment el serotip 
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fimbrial FIM2 (72%), els quals presenten principalment la combinació al·lèlica 

ptxA1/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-1 (87,9%). L’anàlisi bayesià de l’evolució ha estimat 

l’aparició de l’ancestre comú d’ambdós clades als anys 1989 i 1995, respectivament, 

durant l’ús de les vacunes DTPw a Espanya. Aquests resultats són consistents amb 

els descrits anteriorment, els quals van assenyalar l’aparició de la variant fim3-2 poc 

abans de l’any 1990, coincidint encara amb l’ús de les vacunes DTPw de forma 

generalitzada443. Un estudi filogenètic i de dinàmica poblacional realitzat de forma 

similar amb la població de B. pertussis que va circular entre els anys 1982 i 2014 al 

Japó, primer país en adoptar la vacunació enfront de la tosferina amb les vacunes 

DTPa, va descriure la circulació consistent de dues poblacions diferenciades pels 

al·lels dels principals factors de virulència. En aquest treball els autors van situar 

l’ancestre comú de les variants ptxA1, ptxP3 i prn2 entre els anys 1950 i 1980 durant 

l’ús de les vacunes DTPw al Japó mentre que van estimar l’aparició de la variant fim3-

2 al voltant de l’any 1990, quan les vacunes DTPa ja s’utilitzaven al Japó des de feia 

alguns anys437. 

En el present estudi, els aïllats de B. pertussis no productors de PRN s’han detectat 

per primera vegada l’any 2007, veient-se incrementada la seva prevalença des de 

l’any 2011 en endavant. Aquests s’han distribuït en tots dos clades, suposant el 

37,5% dels aïllats del Clade II i el 64,5% dels aïllats del Clade III. Mentre que els aïllats 

de B. pertussis deficients en PRN portadors de la mutació prn::499STOP-del1494 

s’han agrupat en el Clade II (associant-se al genotip fimbrial fim3-2), els aïllats de B. 

pertussis deficients en PRN portadors de les mutacions prn::del(-292, 1340), 

prn::IS481-2735rev i prn::promoter_inv(-74) s’han agrupat en el Clade III (associant-

se al genotip fimbrial fim3-1), donant lloc a quatre clústers d’aïllats de B. pertussis 

que han evolucionat de forma convergent cap a la pèrdua d’expressió de la PRN. La 

major associació dels aïllats de B. pertussis deficients en PRN a l’al·lel fim3-1 ha estat 

descrita també en d’altres treballs437,489. Per altra banda, destaca com, per a totes 

aquestes mutacions, l’ancestre comú més recent identificat s’ha situat entre els anys 
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2007 i 2009, durant el període d’ús exclusiu de les vacunes DTPa. Al Japó, els aïllats 

deficients en PRN van aparèixer a mitjans de la dècada dels anys noranta, observant-

se aïllats deficients per la inserció de la IS481 en la posició 1598 (equivalent a la 

posició 1613 de l’al·lel prn2) i aïllats deficients per la deleció entre els nucleòtids 26 

i 109 de la SS del gen prn. L’anàlisi filogenètic va situar l’origen d’ambdues mutacions 

l’any 1990, quan al Japó ja feia uns anys que s’havia introduït l’ús de les vacunes 

DTPa437. Addicionalment, l’aparició, en el present estudi, d’aïllats deficients en PRN 

degut a la inserció de la IS481 entre les posicions 1613 i 1614 del gen prn, el quals no 

s’han vist agrupats filogenèticament de forma homogènia, reforça la idea d’una 

emergència no clonal dels aïllats PRN negatius, els quals s’han originat i han originat 

diferents llinatges. En aquest sentit, resultats similars s’han descrit en estudis 

realitzats als EUA, Japó, Austràlia o alguns països europeus475,484,489,495.  

Per últim, és sorprenent la gran disseminació del clúster d’aïllats 

ptxA1/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-1 deficients en PRN per la possessió de la mutació 

prn::del(-292, 1340), el qual està format pel 58,1% dels aïllats que no expressen PRN. 

Aquest ha sigut l’únic mecanisme relacionat amb la pèrdua de la PRN que s’ha 

associat de forma homogènia a l’expressió del serotip fimbrial FIM2. L’ancestre comú 

d’aquest grup s’ha situat l’any 2007, coincidint amb l’inici del període d’ús exclusiu 

de les vacunes DTPa, observant-se el primer aïllat l’any 2009. A partir d’aquí, els 

aïllats que han presentat aquesta mutació han circulat de forma majoritària fins a 

convertir-se en predominants entre els anys 2013 i 2018. El conjunt d’observacions 

reforça la idea que la possessió d’ambdues característiques (prn::del(-292, 1340) i 

FIM2) per part dels aïllats d’aquest exitós clúster podria haver afavorit la seva 

disseminació al llarg dels últims anys, presentant un avantatge selectiu enfront de la 

immunitat conferida per les vacunes DTPa utilitzades.  

En resum, els resultats suggereixen que la pressió selectiva de les vacunes DTPw 

hauria influït en l’aparició de les variacions al·lèliques de la PTX i el seu promotor, de 
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la PRN i de la FIM3, mentre que, posteriorment, la pressió exercida per les vacunes 

DTPa hauria induït l’emergència dels aïllats deficients en l’expressió de la PRN.  
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1. Des de finals dels anys vuitanta i fins a l’actualitat diverses poblacions de B. 

pertussis causants de tosferina han circulat en el nostre medi. D’aquesta forma, 

coincidint amb la introducció de l’ús de les vacunes DTPa, les quals van reemplaçar 

les vacunes DTPw, l’estructura poblacional, així com les característiques 

antigèniques de B. pertussis han experimentat un recanvi, en el que es podria 

considerar un procés adaptatiu d’aquest microorganisme a conseqüència de l’ús de 

les vacunes DTPa. Aquest fet es constata al: 

1.1. Identificar que el 80% dels perfils de PFGE que van circular 

majoritàriament durant l’ús de les vacunes DTPw han sigut reemplaçats per 

nous perfils després de la implementació de la immunització amb les 

vacunes DTPa. 

1.2. Observar l’emergència del MT27, el qual s’ha identificat en el 79,3% dels 

aïllats de B. pertussis estudiats durant el període d’ús exclusiu de les vacunes 

DTPa. 

1.3. Constatar l’emergència i disseminació de les formes al·lèliques ptxA1 i 

prn2, les quals no codifiquen les formes antigèniques incloses en les 

composicions vacunals DTPa i s’han trobat en el 97,7% dels aïllats de B. 

pertussis estudiats durant l’ús exclusiu d’aquest tipus de vacunes. 

1.4. Detectar l’adquisició i disseminació del promotor de la PTX de tipus 3 

(ptxP3) entre els aïllats de B. pertussis durant el període d’ús exclusiu de les 

vacunes DTPa (97,7%), condicionant una major expressió de la PTX, 

concretament de la seva variant 1, la qual és diferent de la continguda a les 

vacunes DTPa.  

1.5. Evidenciar l’aparició de la forma al·lèlica fim3-2 coincidint amb la 

introducció de les vacunes DTPa, la qual ha circulat en una proporció molt 
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similar des de llavors amb la forma al·lèlica fim3-1 (53,1% vs. 46,9%, 

respectivament). 

1.6. Identificar la presència de la forma al·lèlica fim3-1 juntament amb 

l’increment del serotip fimbrial FIM2 en el període d’ús exclusiu de les 

vacunes DTPa, el que suggereix l’adquisició d’una estratègia adaptativa per 

part de B. pertussis per deixar d’expressar la variant al·lèlica de FIM3 inclosa 

en algunes de les composicions vacunals DTPa utilitzades avui en dia.  

 

2. Un element addicional que podria haver contribuït a la capacitat d’evadir la 

immunitat conferida per les vacunes DTPa per part de B. pertussis és l’aparició i 

disseminació d’aïllats no productors de PRN. Aquesta troballa se sustenta en el fet 

que: 

2.1. S’ha detectat per primera vegada la circulació d’aïllats deficients en PRN 

a Espanya, els quals s’han identificat únicament durant el període d’ús 

exclusiu de les vacunes DTPa. Des de llavors, el 38% de les soques han sigut 

no productores de PRN, observant-se un increment progressiu de la seva 

prevalença al llarg dels últims anys. 

2.2. S’han identificat diverses mutacions associades a la pèrdua de l’expressió 

de la PRN, no obstant això, l’emergència i expansió dels aïllats no productors 

d’aquest antigen al nostre país és causat per la disseminació majoritària 

(58,1%) d’aïllats que posseeixen la deleció prn::del(-292, 1340), la qual 

abasta tant part del promotor com del seu gen estructural. 

2.3. L’anàlisi filogenòmica de les soques no productores de PRN ha revelat que 

l’ancestre comú més recent de les soques posseïdores de la mutació 

prn::del(-292, 1340) se situa l’any 2007, durant el període d’ús exclusiu de 

les vacunes DTPa. Aquest fet suggereix que la pressió selectiva exercida per 
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aquest tipus de vacunes podria haver afavorit l’emergència i expansió dels 

aïllats deficients en PRN en el nostre medi. 

2.4. S’ha observat la presència de la IS481 inserida en el gen prn com a segon 

mecanisme més freqüent relacionat amb la pèrdua de producció de PRN 

(23,7%). Els aïllats que posseeixen l’esmentat mecanisme es troben 

distribuïts de forma aleatòria al llarg de tota la filogènia de B. pertussis. 

2.5. Encara que en baixa freqüència, addicionalment s’ha descrit per primera 

vegada la presència de les mutacions prn::499STOP-delG1494 (6,5%) i 

prn::promoter_del(-614, -75) (1,1%),  com a nous mecanismes associats a la 

deficiència de PRN en B. pertussis en el nostre medi.  

 

3. B. holmesii pot ser considerat un nou agent causal de tosferina a Espanya, 

contribuint a l’increment del nombre de casos d’aquesta malaltia en el nostre medi. 

En aquest sentit: 

3.1. En el 3,9% i el 8,8% dels casos de tosferina diagnosticats als anys 2015 i 

2016, respectivament, en el Servei de Microbiologia de l’Hospital 

Universitari Vall d’Hebron s’hi va detectar B. holmesii. 

3.2. No s’han identificat diferències significatives en relació amb les 

característiques clíniques-epidemiològiques entre els casos produïts per B. 

holmesii i els produïts per B. pertussis.  

3.3. L’azitromicina va ser un tractament efectiu per tractar els casos de 

tosferina produïda per B. holmesii, ja que no s’han evidenciat complicacions 

o recidives després de la seva administració.  

3.4. S’ha posat de manifest la necessitat d’adaptar les eines diagnòstiques 

empleades actualment per a la identificació de l’agent causal de la tosferina 
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amb l’objectiu de poder fer un diagnòstic precís, determinar la incidència 

real i la contribució que juguen els diferents agents etiològics d’aquesta 

malaltia en la seva epidemiologia, així com poder establir de forma precisa 

l'eficàcia de les vacunes antipertússiques actualment utilitzades.  
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1. Since the late 1980s and up to the present day, several populations of B. pertussis 

producing whooping cough have circulated in our environment. Thus, concurrently 

with the introduction of the use of DTPa vaccines, which replaced the DTPw vaccines, 

the population structure, as well as the antigenic characteristics of B. pertussis have 

experienced a replacement, which could be considered an adaptive process of this 

microorganism as a consequence of the use of DTPa vaccines. This fact is confirmed 

by: 

1.1. The 80% of PFGE profiles that mostly circulated during the use of DTPw 

vaccines have been replaced by new profiles after the implementation of 

immunisation with DTPa vaccines.  

1.2. The emergence of MT27, which has been identified in 79.3% of B. 

pertussis isolates studied during the period of exclusive use of DTPa vaccines.  

1.3. The  emergence and dissemination of the allelic forms ptxA1 and prn2, 

which do not encode the antigenic forms included in the DTPa vaccine 

compositions, and which are found in 97.7% of the B. pertussis isolates 

studied during the period of exclusive use of this type of vaccine.  

1.4. The acquisition and dissemination of the type 3 promoter of the PTX 

(ptxP3) among B. pertussis isolates during the period of exclusive use of DTPa 

vaccines (97.7%), which conditions a higher expression of PTX, specifically of 

its variant 1, which is different from that contained in DTPa vaccines.  

1.5. The appearance of the fim3-2 allelic form coinciding with the introduction 

of DTPa vaccines, which has circulated in a very similar proportion with the 

fim3-1 allelic form (53.1% vs 46.9%, respectively). 

1.6. The presence of the allelic form fim3-1 together with the increase of the 

fimbrial serotype FIM2 in the period of exclusive use of DTPa vaccines, which 

suggests the acquisition of an adaptive strategy by B. pertussis to non-
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expressing the FIM3 allelic variant included in some of the DTPa vaccine 

compositions used today. 

 

2. An additional element that could have contributed to the ability of B. pertussis to 

evade the immunity conferred by DTPa vaccines is the emergence and spread of 

PRN-negative isolates. This finding is based on the fact that: 

2.1. For the first time, the circulation of PRN-deficient isolates has been 

detected in Spain, which have only been identified during the period of 

exclusive use of DTPa vaccines. Since then, 38% of the isolates have been 

non-producers of PRN, with a progressive increase in their prevalence over 

the last few years. 

2.2. Several mutations associated with the loss of PRN expression have been 

identified, being the prn::del(-292, 1340) deletion the main responsible 

mechanism (58.1%).  

2.3. Phylogenomic analysis of non-PRN producing strains has revealed that the 

most common ancestor of prn::del(-292, 1340) containing isolates is located 

in 2007, during the period of exclusive use of DTPa vaccines. This suggests 

that the selective pressure exerted by this type of vaccines may have 

favoured the emergence and expansion of PRN-deficient isolates in our 

environment. 

2.4. The presence of the IS481 inserted into the prn gene has been observed 

as the second most common mechanism related to loss of PRN production 

(23.7%). The isolates that possess this mechanism are randomly distributed 

throughout the B. pertussis phylogeny.  
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 CONCLUSIONS 

2.5. Although at low frequency, the presence of the mutations prn::499STOP-

delG1494 (6.5%) and prn::promoter_del(-614, -75) (1.1%) has been 

described for the first time as new mechanisms associated with PRN 

deficiency in B. pertussis in our environment. 

 

3. B. holmesii can be considered a new causative agent of whooping cough in Spain, 

contributing to the increase in the number of cases of this disease in our 

environment. In this sense: 

3.1. B. holmesii was detected in 3.9% and 8.8% of pertussis cases diagnosed 

in 2015 and 2016, respectively, in the Microbiology Department of the Vall 

d’Hebron University Hospital.  

3.2. No significant differences were identified in relation to the clinical-

epidemiological characteristics of the cases caused by B. holmesii and those 

caused by B. pertussis. 

3.3. Azithromycin was an effective treatment against whooping cough caused 

by B. holmesii, as no complications or relapses were identified after its 

administration. 

3.4. There is a need to adapt the diagnostic tools currently used for the 

identification of the causative agent of whooping cough  in order to be able 

to make an accurate diagnosis, to determine the real incidence and the 

contribution of the different aetiological agents of this disease in its 

epidemiology, as well as being able to accurately establish the efficacy of the 

pertussis vaccines currently used. 
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ANNEX 1. Material suplementari Estudi 1: Caracterització de l’epidemiologia molecular i la diversitat antigènica d’aïllats clínics de 

B. pertussis productors de tosferina. 

 

Supplementary material, Table S1. Demographic, epidemiological and vaccine-related characteristics of the strains included in the study. 

REF. 
STRAIN 

DATE GENDER AGE 

PERTUSSIS 
VACCINE 

DOSES 
RECEIVED 

DATE OF 
LAST 

PERTUSSIS 
VACCINE 

DOSE 

PFGE 
profile 

MT ptxA ptxP prn fim3 Serotype 

BP1 19.09.1986 UNK UNK UNK NA VH1 
     

FIM3 

BP2 02.01.1986 UNK UNK UNK NA VH2 27 1 1 2 1 FIM2/3 

BP3 16.03.1987 UNK UNK UNK NA VH3 70 1 1 1 1 FIM3 

BP4 04.12.1986 UNK UNK UNK NA VH1 95 1 1 1 1 FIM3 

BP5 26.03.1987 UNK UNK UNK NA VH4 158 1 1 2 1 FIM3 

BP6 25.04.1989 F UNK UNK NA VH5 133 1 1 1 1 FIM2 

BP7 12.05.1989 F 1M UNK NA VH6 135 1 1 1 1 FIM2 

BP8 07.06.1989 M 4M UNK NA VH7 146 1 1 1 1 FIM3 

BP9 25.06.1989 M 3M UNK NA VH5 
     

FIM2/3 

BP10 09.05.1989 M 1M UNK NA VH6 
     

FIM2 

BP11 12.05.1989 F 2M UNK NA VH8 27 1 1 3 1 FIM2 

BP12 12.05.1989 M 1M UNK NA VH6 
     

FIM2 

BP13 09.06.1989 M 4M UNK NA VH9 70 1 5 3 1 FIM2 

BP14 14.06.1989 M 1M UNK NA VH10 70 1 1 3 1 FIM3 

BP15 28.06.1989 F 3M UNK NA VH11 27 1 1 2 1 FIM2 
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BP16 30.06.1989 M 2M UNK NA VH8 
     

FIM2 

BP17 22.06.1989 F 1M UNK NA VH5 
 

1 1 1 1 FIM2/3 

BP18 09.06.1989 F 1M UNK NA VH12 28 1 1 1 1 FIM2 

BP19 06.07.1989 F 3M UNK NA VH5 
     

FIM2/3 

BP20 10.07.1989 M 2M UNK NA VH2 
 

1 1 2 1 FIM3 

BP21 18.07.1989 F 1M UNK NA VH2 
     

FIM2 

BP22 19.07.1989 F 3M UNK NA VH8 
     

FIM2 

BP23 19.07.1989 F 9Y UNK NA VH5 
     

FIM3 

BP24 20.07.1989 F 1M UNK NA VH13 16 1 10 3 1 FIM2 

BP25 27.07.1989 M 1M UNK NA VH2 
     

FIM3 

BP26 28.07.1989 M UNK UNK NA VH14 
 

1 1 2 1 FIM3 

BP27 15.08.1989 F UNK UNK NA VH8 
     

FIM2 

BP28 29.08.1989 F 2M UNK NA VH8 
     

FIM2 

BP29 29.08.1989 M 2M UNK NA VH2 27 1 1 2 1 FIM2 

BP30 10.08.1989 F 3M UNK NA VH5 
     

FIM2 

BP31 13.08.1989 F 1M UNK NA VH2 
     

FIM3 

BP32 26.08.1989 M 3M UNK NA VH5 
     

FIM2/3 

BP33 30.09.1989 F 3Y UNK NA VH2 
     

FIM3 

BP34 02.09.1989 F 1M UNK NA VH5 
     

FIM2 

BP37 22.01.1990 M 3M UNK NA VH15 70 1 1 1 1 FIM3 

BP38 30.01.1990 F UNK UNK NA VH16 70 1 1 1 1 FIM2/3 
negative 

BP39 09.09.1989 M 1M UNK NA VH2 
     

FIM3 

BP40 28.09.1989 F 5M UNK NA VH6 
 

1 1 1 1 FIM2 

BP41 16.09.1989 M 6M UNK NA VH14 27 1 1 2 1 FIM3 

BP42 21.10.1989 M 13Y UNK NA VH2 
     

FIM3 
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BP43 27.12.1989 F 1M UNK NA VH2 
     

FIM3 

BP44 09.01.1990 F 1M UNK NA VH5 
     

FIM2 

BP45 31.07.1990 F UNK UNK NA VH2 
     

FIM3 

BP46 17.08.1990 M 2M UNK NA VH5 
 

1 1 1 1 FIM3 

BP47 08.05.1992 F 3M UNK NA VH2 
 

1 1 3 1 FIM2/3 

BP48 28.06.1992 M 7M UNK NA VH8 
     

FIM3 

BP49 04.07.1992 F 4M UNK NA VH12 
 

1 1 3 1 FIM3 

BP50 15.07.1992 M 2M UNK NA VH12 
     

FIM3 

BP51 28.07.1992 M 4M UNK NA VH8 
     

FIM3 

BP52 04.08.1992 M 5M UNK NA VH2 
 

1 1 2 1 FIM3 

BP53 04.08.1992 F 5M UNK NA VH8 16 1 1 1 1 FIM3 

BP54 17.08.1992 F UNK UNK NA VH12 
     

FIM3 

BP55 27.08.1992 M 10M UNK NA VH17 16 1 1 1 1 FIM3 

BP56 30.08.1992 M 7M UNK NA VH2 
     

FIM2/3 

BP57 30.08.1992 F 89Y UNK NA VH12 
     

FIM3 

BP58 19.09.1992 F 1M UNK NA VH12 158 1 1 2 1 FIM2 

BP59 11.12.1992 F 1M UNK NA VH7 27 1 1 2 1 FIM2 

BP61 24.06.1994 M UNK UNK NA VH7 
     

FIM2/3 

BP62 14.09.1994 M 2M UNK NA VH8 
     

FIM3 

BP63 19.09.1994 F 6Y UNK NA VH8 
     

FIM2 

BP64 20.09.1994 F 2Y UNK NA VH2 
     

FIM2 

BP65 28.09.1994 M 3M UNK NA VH7 
 

1 1 1 1 FIM3 

BP66 14.07.1995 M 3M UNK NA VH8 
 

1 1 1 1 FIM3 

BP67 17.08.1995 M 3M UNK NA VH8 
     

FIM3 

BP68 27.09.1995 M UNK UNK NA VH5 32 1 1 3 1 FIM3 
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BP69 30.09.1995 F 5M UNK NA VH5 
 

1 1 1 1 FIM3 

BP70 18.08.1996 F 4M UNK NA VH18 28 1 3 2 1 FIM3 

BP71 22.05.1996 F 2M UNK NA VH2 
 

1 11 2 1 FIM3 

BP72 31.05.1996 M 5M UNK NA VH1 
     

FIM3 

BP73 17.03.1996 F 5M UNK NA VH8 
     

FIM3 

BP74 13.06.1996 F 8M UNK NA VH18 
     

FIM3 

BP75 14.03.1997 M 3M UNK NA VH8 60 1 1 3 1 FIM3 

BP76 09.06.1997 F 4M UNK NA VH2 
     

FIM3 

BP77 07.07.1997 M 1M UNK NA VH12 
     

FIM2 

BP78 07.07.1997 F 2M UNK NA VH7 95 1 1 1 1 FIM2 

BP79 12.07.1997 F 3M UNK NA VH7 
     

FIM3 

BP80 08.08.1997 M UNK UNK NA VH20 95 1 1 2 1 FIM3 

BP81 19.08.1997 M 3M UNK NA VH2 
     

FIM3 

BP82 27.08.1997 F 4M UNK NA VH12 
     

FIM2 

BP83 27.08.1997 F 1M UNK NA VH12 60 1 3 2 1 FIM3 

BP85 02.12.1997 M 1M UNK NA VH12 
     

FIM3 

BP86 11.12.1997 M UNK UNK NA VH2 27 1 1 2 1 FIM3 

BP87 21.11.1998 F 7Y UNK NA VH19 27 1 3 2 2 FIM3 

BP88 04.12.1998 UNK 1M UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP89 14.01.1999 M 3M UNK NA VH20 
     

FIM3 

BP90 15.01.1999 M 2M UNK NA VH21 28 1 3 2 1 FIM2/3 

BP91 18.01.1999 M 7Y UNK NA VH20 
     

FIM3 

BP92 25.02.1999 F 5M UNK NA VH8 60 1 1 3 1 FIM3 

BP93 13.06.1999 F 6Y UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP94 07.07.1999 M 13Y UNK NA VH2 
     

FIM3 
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BP95 10.07.1999 F 1M UNK NA VH2 60 1 3 2 1 FIM3 

BP96 17.07.1999 M 5M UNK NA VH23 
     

FIM3 

BP97 31.07.1999 M 2M UNK NA VH8 
     

FIM3 

BP98 09.08.1999 M 6Y UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP99 10.08.1999 F 8M UNK NA VH20 27 1 3 2 2 FIM3 

BP100 11.08.1999 F 1M UNK NA VH24 
     

FIM2/3 
negative 

BP101 16.10.1999 M 5M UNK NA VH20 
     

FIM3 

BP102 25.10.1999 F UNK UNK NA VH20 
     

FIM3 

BP103 24.01.2000 M 2M UNK NA VH20 
     

FIM3 

BP104 01.02.2000 M 1M 0 NA VH19 
     

FIM3 

BP105 23.02.2000 M 1M 0 NA VH24 
     

FIM3 

BP106 02.03.2000 F 2M UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP107 20.03.2000 M 1M 0 NA VH19 
     

FIM3 

BP108 21.03.2000 F 1M 0 NA VH20 
     

FIM3 

BP109 25.01.2000 M 15D 0 NA VH20 
     

FIM3 

BP111 28.04.2000 UNK UNK UNK NA VH20 
     

FIM3 

BP112 28.04.2000 M 2M 0 NA VH20 
     

FIM3 

BP113 08.05.2000 F 7Y 5 02.07.1998 VH20 
     

FIM3 

BP114 18.05.2000 F UNK UNK NA VH20 
     

FIM3 

BP115 16.05.2000 F UNK UNK NA VH20 
     

FIM3 

BP116 16.05.2000 F 8Y UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP117 21.05.2000 M 3M UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP118 22.05.2000 M 1M 0 NA VH19 
     

FIM3 

BP119 31.05.2000 M 1M 0 NA VH20 
     

FIM3 

BP120 02.06.2000 M 3M UNK NA VH19 
     

FIM3 
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BP121 13.06.2000 F 2M 1 07.06.2000 VH20 
     

FIM3 

BP122 15.06.2000 M 6M 2 22.04.2000 VH20 
     

FIM3 

BP123 16.06.2000 M 7Y 5 02.06.1998 VH19 
     

FIM3 

BP124 15.06.2000 M 7Y 5 10.10.1998 VH20 
     

FIM3 

BP125 14.06.2000 M 14Y UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP126 16.06.2000 F 4M 2 30.05.2000 VH20 
     

FIM3 

BP127 19.06.2000 M 1Y 2 28.05.1999 VH20 27 1 3 2 2 FIM3 

BP128 20.06.2000 M 10Y UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP129 23.06.2000 M 7Y UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP130 23.06.2000 F UNK UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP131 23.06.2000 F 4Y UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP132 29.06.2000 F 2M 1 21.06.2000 VH20 
     

FIM2/3 

BP133 29.06.2000 M 1M 0 NA VH19 
     

FIM3 

BP134 01.07.2000 F 2M 0 NA VH19 
     

FIM3 

BP135 01.07.2000 M UNK UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP137 03.07.2000 F 3Y 3 17.09.1997 VH20 
     

FIM3 

BP138 09.07.2000 F 4M 2 29.06.2000 VH24 
     

FIM3 

BP139 07.07.2000 F 2M 0 NA VH20 
     

FIM3 

BP140 12.07.2000 M 3M UNK NA VH22 27 1 3 2 2 FIM3 

BP141 14.07.2000 M 6Y 5 05.11.1998 VH20 
     

FIM3 

BP142 19.07.2000 M 1M 0 NA VH20 
     

FIM3 

BP143 27.07.2000 M 3M 0 NA VH20 
     

FIM3 

BP144 29.07.2000 F 1Y 3 13.09.1999 VH19 
     

FIM3 

BP145 02.08.2000 F 3Y 4 15.04.1998 VH24 27 1 3 2 2 FIM3 

BP146 03.08.2000 F 3M UNK NA VH19 
     

FIM3 
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BP147 01.08.2000 M 2M 0 NA VH19 158 1 3 2 2 FIM3 

BP148 12.08.2000 M 4Y 4 20.06.1997 VH19 
     

FIM3 

BP149 15.08.2000 F 2M 1 13.07.2000 VH20 
     

FIM3 

BP150 15.08.2000 M 1M 0 NA VH5 27 1 1 1 1 FIM3 

BP151 19.08.2000 M 1M 0 NA VH20 
     

FIM3 

BP152 31.08.2000 M 4Y 4 25.09.1997 VH24 
     

FIM3 

BP154 02.03.2002 F 4M UNK NA VH23 27 1 3 2 1 FIM3 

BP155 03.08.2002 M 1Y 3 26.10.2001 VH20 
     

FIM3 

BP157 23.08.2002 M 2M 1 31.07.2002 VH19 
     

FIM3 

BP158 07.11.2002 F UNK UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP159 08.01.2003 M UNK UNK NA VH19 27 1 3 2 2 FIM3 

BP160 30.01.2003 F 6M 3 19.01.2003 VH20 27 1 3 2 2 FIM2/3 

BP161 19.03.2003 UNK UNK UNK NA VH12 60 1 3 2 1 FIM3 

BP162 18.03.2003 M 2M 0 NA VH2 27 1 3 2 1 FIM3 

BP163 30.04.2003 M 2M UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP164 07.05.2003 M UNK UNK NA VH8 27 1 3 2 2 FIM2/3 
negative 

BP165 22.05.2003 F 6Y UNK NA VH19 
     

FIM2/3 
negative 

BP166 23.05.2005 M 39Y UNK NA VH19 
     

FIM2/3 
negative 

BP167 03.06.2003 M UNK UNK NA VH20 
     

FIM2/3 
negative 

BP168 17.06.2003 F UNK UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP169 17.06.2003 F UNK UNK NA VH23 
     

FIM3 

BP171 21.06.2003 F UNK UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP172 29.06.2003 F 32Y UNK NA VH23 
     

FIM3 
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BP173 03.07.2003 F UNK UNK NA VH19 
     

FIM3 

BP289 01.03.2007 F 1M 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP291 15.03.2007 M 1M 0 NA VH19 27 1 3 2 2 FIM3 

BP298 03.05.2007 F 1M 0 NA VH25 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP299 09.05.2007 UNK 1M 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP302 22.05.2007 M 1M 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP303 22.05.2007 M 2M 1 04.05.2007 VH25 
 

1 3 2 2 FIM2/3 
negative 

BP304 29.05.2007 F 15Y UNK NA VH19 
 

1 15 2 2 FIM3 

BP309 21.06.2007 F 15Y UNK NA VH19 
 

1 15 2 2 FIM3 

BP310 18.06.2007 F 1M 0 NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP311 22.06.2007 F UNK UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP312 18.06.2007 F 48Y UNK NA VH2 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP313 21.06.2007 M 15Y 4 05.08.1993 VH19 
 

1 15 2 2 FIM3 

BP315 03.07.2007 F UNK UNK NA VH19 
 

1 15 2 2 FIM2/3 
negative 

BP317 19.07.2007 F 2M 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP318 25.07.2007 M 13Y UNK NA VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP319 03.08.2007 F 1M 0 NA VH2 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP320 13.08.2007 M UNK UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP321 25.08.2007 F 2M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2/3 
negative 

BP323 29.08.2007 F 12Y UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP324 29.08.2007 F UNK UNK NA VH20 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP325 29.08.2007 F 1Y UNK NA VH26 27 1 3 2 1 FIM3 

BP326 03.09.2007 M 2Y UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 
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BP327 10.09.2007 F 3Y UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP328 10.09.2007 F 4Y UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP329 21.09.2007 F 1M 0 NA VH2 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP331 03.10.2007 M 5Y 4 19.05.2004 VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP332 21.10.2007 F UNK UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP335 22.04.2008 F 1Y UNK NA VH36 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP337 08.05.2008 F 24D 0 NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP339 23.06.2008 F 2Y 4 07.03.2007 VH27 27 1 3 2 2 FIM2/3 
negative 

BP340 28.06.2008 F 1M 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP341 02/07/2008 F 14Y 5 07.05.1999 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP343 05.07.2008 M 26D 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM2/3 
negative 

BP344 06.07.2008 F 2M 1 19.06.2008 VH22 27 1 3 2 2 FIM3 

BP346 23.07.2008 M 2M 1 10.07.2008 VH19 
 

1 3 3 2 FIM3 

BP352 06.08.2008 F UNK UNK NA VH25 101 1 3 2 2 FIM3 

BP353 13.08.2008 F 1M 0 NA VH20 27 1 3 2 2 FIM3 

BP354 16.08.2008 F 8M 3 20.06.2008 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP357 26.08.2008 F 4Y 4 06.10.2005 VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP358 28.08.2008 M 5Y 4 05.11.2004 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP360 25.08.2008 F 3Y 4 05.02.2007 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP362 30.08.2008 F 3M 1 13.07.2008 VH20 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP363 09.09.2008 F 4M UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP364 11.09.2008 M 1M 0 NA VH2 101 1 3 2 1 FIM3 

BP365 23.09.2008 M 3M 1 18.08.2008 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP367 15.10.2008 F 1M 0 NA VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 
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BP368 29.01.2009 M 2M UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP369 30.01.2009 F 17D 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP370 01.03.2009 M 1M 0 NA VH2 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP371 11.05.2009 M UNK UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP373 04.06.2009 F 32Y UNK NA VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP375 15.06.2009 M 3Y 4 03.01.2008 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP379 09.07.2009 M 3M 1 18.05.2009 VH25 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP380 14.07.2009 F 14Y 5 27.09.2001 VH25 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP381 31.07.2009 M 2M 1 06.07.2009 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP382 16.08.2009 F 1M 0 NA VH20 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP383 23.08.2009 F 1M 0 NA VH28 27 1 3 2 2 FIM3 

BP384 09.09.2009 M 3M 1 10.08.2009 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP387 22.01.2010 F 1M 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP388 29.01.2010 F UNK UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP389 22.02.2010 F UNK UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP390 29.04.2010 F 2M 1 23.04.2010 VH20 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP392 30.06.2010 M 3M 1 25.05.2010 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP395 05.07.2010 M 2M 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP398 19.07.2010 M UNK UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP399 22.07.2010 M 1M 0 NA VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP400 20.07.2010 F 1Y 3 01.09.2009 VH26 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP401 28.07.2010 M 14Y 5 16.10.2001 VH32 27 1 3 2 2 FIM3 

BP405 14.09.2010 M 1M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP406 23.09.2010 F UNK UNK NA VH29 27 1 3 2 2 FIM3 

BP423 02.05.2011 M 8Y 5 17.09.2009 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 
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BP424 03.05.2011 F 33Y UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP425 12.05.2011 F 3M 1 24.03.2011 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP427 13.05.2011 M 8Y 5 27.11.2007 VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP428 12.05.2011 F 49Y UNK NA VH22 27 1 3 2 2 FIM3 

BP429 19.05.2011 M 3M 2 09.05.2011 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP432 18.05.2011 M 2Y 4 13.10.2010 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP433 26.05.2011 M 9Y 5 17.05.2007 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP434 27.05.2011 F 6Y 5 17.09.2010 VH30 27 1 3 2 2 FIM3 

BP435 31.05.2011 M 10Y 5 14.04.2005 VH30 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP436 01.06.2011 M 3M 1 08.04.2011 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP437 03.06.2011 M 3Y 4 07.08.2009 VH26 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP438 06.06.2011 M 11Y 1 14.02.2005 VH31 27 1 3 2 1 FIM3 

BP441 20.06.2011 M 2Y 3 05.02.2009 VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP442 27.06.2011 F 7Y 5 11.07.2007 VH30 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP445 04.07.2011 M 5Y 4 22.11.2007 VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP446 08.07.2011 M 1M 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP447 06.07.2011 F 12Y 5 05.11.2004 VH32 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP448 05.07.2011 F 61Y UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP450 14.07.2011 F 1Y 3 24.08.2010 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP451 14.07.2011 F 53Y UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP452 12.07.2011 F 1Y 3 22.09.2010 VH26 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP455 21.07.2011 M 4M 2 27.06.2011 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP456 21.07.2011 M 1M 0 NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP457 18.07.2011 F 66Y UNK NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP458 22.07.2011 M 3Y 4 04.03.2009 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 
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BP461 22.07.2011 F 4Y 4 18.06.2008 VH19 
 

1 3 9 2 FIM3 

BP462 25.07.2011 F 56Y UNK NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP463 24.07.2011 M 9Y 5 01.02.2006 VH33 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP464 29.07.2011 M 1Y 3 15.09.2010 VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP465 27.07.2011 M 37Y UNK NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP466 27.07.2011 F 20Y UNK NA VH19 27 1 3 2 2 FIM3 

BP467 27.07.2011 M 6Y 5 03.12.2008 VH26 28 1 3 2 1 FIM2 

BP469 01.08.2011 F 8Y 5 13.11.2007 VH31 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP471 01.08.2011 M 2M 1 12.07.2011 VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP472 02.08.2011 M 1M 0 NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP474 03.08.2011 F 11M 3 16.02.2011 VH22 27 1 3 2 2 FIM3 

BP476 19.08.2011 F 5M 2 22.07.2011 VH26 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP477 25.08.2011 F 5M 2 22.08.2011 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP478 30.08.2011 F 2M 1 12.08.2011 VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP482 14.09.2011 M 1Y 3 29.10.2010 VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP483 13.09.2011 F 8M 3 17.06.2011 VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP484 25.09.2011 M 1M 0 NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP491 16.12.2011 M 37Y UNK NA VH26 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP492 16.01.2012 F 2M 0 NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP494 27.02.2012 F 12Y 5 26.04.2005 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP495 01.03.2012 F 23Y UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP496 25.04.2012 M 43Y UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP498 30.04.2012 M 1M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP502 24.05.2012 M 7Y 4 13.02.2008 VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP503 01.07.2012 M 11Y 5 23.05.2008 VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 
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BP505 03.07.2012 M 1Y 3 04.05.2011 VH31 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP507 13.07.2012 F 33Y UNK NA VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP508 18.07.2012 F 12Y 5 20.10.2005 VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP509 27.07.2012 F 58Y UNK NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP510 28.07.2012 M 1Y 3 09.01.2012 VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP511 06.08.2012 F 2Y 4 01.03.2011 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP512 14.08.2012 F 1Y 3 13.12.2011 VH33 27 1 3 2 1 FIM3 

BP513 16.08.2012 F 11Y 5 15.01.2008 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP514 30.08.2012 M 46Y UNK NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP515 03.09.2012 M 70Y UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP517 27.09.2012 M 2M 0 NA VH20 27 1 3 2 2 FIM3 

BP519 24.10.2012 F 1M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP520 26.10.2012 F 2M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP521 25.10.2012 M 2M 1 17.10.2012 VH31 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP522 15.11.2012 M 2M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP524 06.12.2012 F 7M 3 30.10.2012 VH37 28 1 3 2 2 FIM3 

BP525 24.01.2013 M 1M 0 NA VH36 27 1 3 2 1 FIM2 

BP526 12.04.2013 M 2M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP528 15.05.2013 M 8M 0 NA VH33 
 

1 3 2 1 FIM3 

BP530 29.05.2013 M 2Y 2 15.05.2013 VH22 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP531 24.07.2013 F 4Y 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP532 30.08.2013 M 1Y 3 04.02.2013 VH34 27 1 3 2 1 FIM2 

BP533 26.08.2013 M 3Y 4 03.02.2012 VH2 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP534 05.09.2013 M 1M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP535 05.09.2013 M 1Y 3 16.11.2012 VH2 
 

1 3 2 1 FIM2 
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BP536 09.09.2013 F 2M 0 NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP537 07.09.2013 M 1Y 3 17.06.2013 VH34 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP538 07.09.2013 M 10Y 5 17.06.2008 VH2 27 1 3 2 1 FIM2 

BP539 06.10.2013 M 2M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP540 16.12.2013 M 54Y UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP541 10.02.2014 F 2M 1 13.01.2014 VH31 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP542 26.05.2014 M 10Y 5 20.07.2009 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP543 19.06.2014 M 2M 1 27.05.2014 VH35 30 1 3 1 1 FIM2 

BP545 12.08.2014 M 1M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP546 15.08.2014 F 5M 2 02.07.2014 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP547 18.08.2014 F 42Y UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP551 23.09.2014 M 3Y 4 11.10.2012 VH2 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP552 03.10.2014 F 78Y UNK NA VH38 27 1 3 9 2 FIM3 

BP553 31.03.2015 F 1M 0 NA VH26 27 1 3 2 1 FIM2 

BP554 09.04.2015 F 1M 0 NA VH2 27 1 3 2 1 FIM2 

BP555 18.04.2015 M 5M 2 03.03.2015 VH20 27 1 3 2 2 FIM3 

BP556 24.04.2015 M 7M 3 26.03.2015 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP557 26.04.2015 M 1Y 3 21.01.2015 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP558 13.05.2015 F 12Y 5 08.02.2008 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP559 21.05.2015 F 1M 0 NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP560 29.05.2015 M 1Y 3 08.10.2014 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP561 03.06.2015 F 1M 0 NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP562 17.06.2015 M 3Y 4 03.04.2013 VH26 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP563 16.06.2015 F 36Y UNK NA VH19 27 1 3 2 2 FIM3 

BP564 25.06.2015 F 40Y UNK NA VH26 
 

1 3 2 1 FIM3 
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BP565 20.07.2015 M 4Y 4 26.09.2012 VH19 
 

1 3 2 2 FIM3 

BP567 28.07.2015 M 12Y 5 09.12.2008 VH36 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP568 26.08.2015 M 42Y UNK NA VH2 
 

1 3 2 1 FIM2 

BP569 21.09.2015 M 1M 0 NA VH2   1 3 2 1 FIM2 

NA: not applicable 
UNK: unknown 
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ANNEX 2. Material suplementari Estudi 3: Estudi de l’expressió de l’antigen de la 

pertactina entre els aïllats clínics de B. pertussis productors de tosferina. 

 

Supplementary information. Materials and methods. 

1. Bacterial isolates and study period 

Among 342 B. pertussis clinical isolates obtained between 1986 and 2018, 260 

isolates were collected at Hospital Universitari Vall d’Hebron (Barcelona, Catalunya), 

26 isolates were collected at Hospital Universitario 12 de Octubre (Madrid, 

Comunidad de Madrid), 25 isolates were collected al Hospital Universitario La Paz 

(Madrid, Comunidad de Madrid), 16 isolates were collected at Hospital Universitario 

de Salamanca (Salamanca, Castilla y León) and 15 isolates were collected at Hospital 

Universitario de Guadalajara (Guadalajara, Castilla la Mancha).  

 

2. Pertactin expression 

For indirect whole-cell enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), 100µl of 

inactivated bacterial suspension (0.1 at 620nm) was coated overnight at room 

temperature in polystyrene microtiter plates. Next day, Rabbit Serum (R9133, Sigma-

Aldrich) with PBS at 1:100 was used to block the plate. For detection of B. pertussis 

Prn-production, a monoclonal antibody specific to PRN (97/558, NIBSC) produced in 

sheep was used (diluted in Rabbit Serum-PBS, 1:10.000). Alkaline-phosphatase-

conjugated (Anti-sheepIgG-AP, Sigma-Aldrich) diluted 1:10.000 with Rabbit Serum-

PBS was used as secondary antibody. Finally, alkaline-phosphatase substrate (S0942, 

Sigma-Aldrich) was added to the plate. The absorbance was measured at 405nm 

after 1 hour of incubation at 37°C and the addition of stop buffer (NaOH 3M). As 

negative control, one Prn-negative isolate collected in France was used (FR3640). 
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3. Whole genome sequencing and data analysis 

For whole genome sequencing, DNA libraries were constructed by using Nextera 

DNA Flex Library Prep Kit (Illumina, San Diego) prior to sequencing with MiSeq 

System (Illumina, San Diego), through a 2x300 paired-end protocol. Paired-end reads 

were trimmed and assembled using Trimmomatic (version 0.39) and Velvet (version 

2.0), respectively. The identification of mutations in the prn gene were performed 

through the CLC Genomics Workbench program and the tool BLAST (version 2.10.1). 

Trimmed reads were used for detecting SNP variants with Snippy (version 4.3.6), 

using Bordetella pertussis Tohama I as a reference strain (GenBank accession no. 

NZ_CP031787). A maximum likelihood analysis was performed with IQTree (version 

1.6.10) using 1,000 bootstrap replicates. The temporal signal was analysed by 

plotting root-to-tip divergence versus sampling time of the maximum likelihood tree 

with TempEst (version 1.5.3). 

Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees (BEAST version 1.10.4) was used to 

infer the phylogenetic dynamics. Generalised time-reversible model (GTR) of 

nucleotide substitution was used, which was selected as best fitting in bModelTest 

(version 1.2.1). Different clock models and coalescent priors were compared with 

path sampling with 100M chain, strict clock and uncorrelated log normal clock were 

tested and coalescent constant population, coalescent exponential population, and 

Bayesian Skyline. As result, strict clock and constant population was used to infer 

temporal scale of the evolutionary process. 

The genome sequence reads of all 184 B. pertussis strains were deposited in the 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) at 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ under project number PRJNA667582. 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4. Statistical analysis 

To assess differences between frequencies of Prn-deficient isolates between 

different periods of time, fisher’s exact test was calculated. Two-tailed p values ˂ 0.05 

were considered significant.  

 

5. Ethical issues 

The study of the B. pertussis isolates was approved by the Ethics Committee of the 

Hospital Universitari Vall d’Hebron (reference number: PR(AG)694/2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 ANNEXES 

250 

ANNEX 3. Document d’aprovació per a la presentació de la Tesi Doctoral com a 

compendi de publicacions. 
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