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RESUM

La tosferina és una malaltia infecciosa aguda causada generalment per Bordetella
pertussis, un cocbacil gramnegatiu, de reservori exclusivament huma i amb una
elevada transmissibilitat per via aéria. 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 majoritariament en edat preescolar i escolar,
essent els infants menors d’1 any els que presenten una major incidéncia de la
malaltia i també les formes més greus (<3 mesos), requerint sovint, I'atencio de cures
intensives. En els adolescents i els adults, les formes cliniques solen ser més lleus o
inespecifiques, el que implica que en moltes ocasions passi desapercebuda. Aixo fa
gue aquests siguin el principal reservori del microorganisme, tenint un paper crucial

en la seva transmissio.

Tot i que la vacunacid és la millor estratégia per a la prevencié de la tosferina,
observant-se un gran descens en la incidéncia de la malaltia amb la introduccié de
les vacunes de cel-lules completes (DTPw) als anys cinquanta, aixi com de les morts
associades, al llarg dels darrers vint anys, s’ha observat una reemergencia de la
infeccid6 malgrat les extenses campanyes de vacunacid i les elevades taxes
d’'immunitzacid. Aquesta s’ha convertit, avui en dia, en una de les malalties que es
pot prevenir mitjancant la vacunaciéo amb una de les taxes d’incidencia més altes.
Entre les possibles causes implicades en el ressorgiment de la tosferina, destaca
I'adaptacié 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, aixi
com I'emergencia de noves espécies del genere Bordetella, com és el cas de B.

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

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

vacunes DTPa ha evidenciat com, coincidint amb la introduccié d’aquestes, han
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aparegut noves poblacions de B. pertussis que han anat reemplacant de forma
progressiva les variants antigéniques 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 electroforetics
que han circulat entre els periodes d’Us de les vacunes DTPw i les vacunes DTPa, aixi
com de I’'emergencia i posterior predomini del genotip MT27, el qual s’ha observat
en el 79,3% dels aillats de B. pertussis circulants després de la introduccié de les
vacunes DTPa. Addicionalment, en aquestes poblacions, les quals soén les
responsables de les ultimes onades epidemiques 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). Aixi, la combinacid al-lélica ptxAl/prn2/fim3-2, la qual presenta formes
antigéniques diferents a les que es troben contingudes en les vacunes DTPa, s’ha
observat com a majoritaria (52,7%) entre els aillats que han circulat en el nostre medi
després de la introduccidé d’aquest tipus de vacuna. Addicionalment, la preséncia
majoritaria (97,7%) del promotor de la toxina pertussis de tipus 3 (ptxP3) condiciona
un increment de la produccié d’aquest determinant de viruléncia en aquests aillats

de B. pertussis que el posseeixen.

D’altra banda, s’ha posat de manifest la circulacié d’aillats de B. pertussis que deixen
d’expressar I'antigen vacunal de la pertactina (PRN), mantenint la seva viruléncia i
capacitat per produir malaltia. Aquests han suposat 27,2% del total d’aillats,
identificant-se Unicament en el periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPa. En aquest
sentit, I'aparicié i disseminacio exitosa, d’un cluster d’aillats que han presentat una
delecié en el promotor i part del gen que codifica aquest determinant de viruléncia
(58,1%, prn::del(-292, 1340)), ha evidenciat I'expansié dels aillats de B. pertussis que

no expressen PRN en el nostre medi.
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D’aquesta manera, la disseminacio d’aillats de B. pertussis que expressen antigens
vacunals que posseeixen epitops no reconeguts pels anticossos generats mitjangant
I’Gs de les vacunes DTPa, aixi com la pérdua de I'expressié d’aquests antigens com a
importants mecanismes d’adaptacid i evasido de la immunitat conferida per les
vacunes antipertussiques utilitzades al llarg dels dltims anys en el nostre medi,

sembla ser un mecanisme que pot comprometre la seva eficacia.

Finalment, la descripcié de I'emergencia de B. holmesii com a agent causal de la
tosferina, observant-se una prevalenga d’aquest microorganisme del 3,9% I'any 2015
i del 8,8% I'any 2016, demostra que la seva circulacié ha pogut contribuir en el
ressorgiment de la tosferina en el nostre medi. En relacié amb aquests, no s’han
observat diferéncies en les caracteristiques cliniques-epidemiologiques dels casos
originats per B. holmesii en comparacié amb aquells causats per B. pertussis, ni s’han
evidenciat complicacions o recidives després del seu tractament amb azitromicina.
Aixi, el conjunt d’observacions reforca la necessitat d’adaptar les eines diagnostiques

actuals per la identificacié 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
determinantin 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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INTRODUCCIO

Basat en registres historics, en el segle VII, durant la dinastia Sui, el metge xinés de
gran reputacié Yuangfang Chao va recollir en un tractat un extens cataleg de
malalties. En ell, apareix la descripcié d’una malaltia pediatrica perllongada en el

"1 Altres observacions

temps coneguda en aquell moment com “la tos dels 100 dies
prematures inclouen brots de la malaltia registrats a Persia al segle XV i brots
observats a Paris al llarg del segle XVI, suggerint que la malaltia s’ha distribuit
ampliament en poblacions humanes durant uns quants cents d’anys?. Guillaume de
Baillou va ser el primer a parlar de la malaltia a Europa, descrivint-ne la fase
paroxistica i la seva propagacié epidémica a Paris durant I'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 vomit i associada a una elevada mortalitat®*. Tres-cents anys després, ’any 1883,
I’'alemany Carl Burger va reconeixer per primera vegada bacils en una mostra d’esput
tenyida d’un pacient amb clinica compatible amb una tosferina. Aixi i tot, no va ser
fins passats vint-i-tres anys, I'any 1906, quan el belga Jules Bordet, juntament amb
Octave Gengou, van poder fer créixer i aillar amb exit el microorganisme responsable
del quadre de tosferina que patia el seu fill, merit que li va ser reconegut I'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, inclos el seu

estudi de I'agent causal de la tosferina, Bordetella pertussis>®.

La tosferina és una malaltia infecciosa aguda altament contagiosa causada
generalment per B. pertussis, un microorganisme de reservori exclusivament huma i
d’elevada transmissié per via aéria. Es considerada una de les malalties que es pot

prevenir mitjancant la vacunacié amb una de les incidencies 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 majoritariament en edat
preescolar i escolar, encara que els adolescents i els adults sén el principal reservori

del microorganisme, jugant un paper crucial en la seva transmissié®.

Les especies del genere Bordetella son Beta Proteobacteries classificades dins I'ordre
Burkholderiales i la familia Alcaligenaceae. El genere inclou un total de setze especies
diferents de petits cocbacils gramnegatius, encapsulats i en la seva gran majoria
aerobics estrictes, que creixen de forma optima entre 35 °C i 37 °C. Es tracta
d’espécies estretament relacionades genéticament, les quals es poden diferenciar
per trets caracteristics del seu creixement, identificant-se fenotipicament per
tecniques bioquimiques o, alguna d’elles, per técniques protedomiques (matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight, MALDI-TOF). Degut a la seva dificil
discriminacié per seqlienciacid del gen 16S de I’ARNr, per la identificacié genética de
les diverses especies que conformen el génere Bordetella es recorre a la
sequenciacié de gens concrets alternatius com el gen nrdA, el qual codifica la cadena
alfa de la ribonucleosid-difosfat reductasa, o altres gens essencials com el gen recA,
aixi com a la seqiienciacié del genoma complet”®. Avui en dia, les espécies descrites
del genere sén: 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 Ultimes en incorporar-se,

Bordetella muralis, Bordetella tumulicola i Bordetella tumbae (Figura 1)7°™1,
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1 B. bronchiseptica (U04948)
[MB parapertussis (U04949)

r B. pertussis (U04950)
0.002 L——— B holmesii (U04820)
L____r— B hinzii (AF177667)
I B. trematum (AJ277798)
L B. avium (AF177666)
e B. flabilis (EU082162)
B = — B. bronchialis (ER082135)
— B. sputigena (KF601914)
B. petrii (AJ249861)

L B. ansorpii (AY594190)

— B. tumulicola (LC053650)
1 — B. muralis (LC053647)
L B. tumbae (LC053656)

Figura 1. Estructura filogeneética (neighbour-joining tree) d'acord a les seqiiéncies del gen 16S de
I’ARNr de les setze especies descrites del génere Bordetella. Figura de Yury V. lvanov et al. 2016°.

D’aquestes, B. pertussis, B. parapertussis i B. bronchiseptica conformen el grup
d’espécies classiques, que juntament amb B. holmesii tenen capacitat per causar
malaltia a individus humans, produint principalment, afectacions a les vies
respiratories. B. pertussis, la qual és un patogen estrictament huma que no té un
reservori animal conegut, és el principal agent etiologic de la tosferina, patologia que
també pot ser originada per B. holmesii i per un llinatge concret de B. parapertussis
adaptat a humans (B. parapertussisy,). L'altre, el llinatge de B. parapertussis adaptat
a ovins (B. parapertussis,,), causa infeccié respiratoria en animals domestics,
principalment en bestiar ovi i porci. B. bronchiseptica, tot i que ocasionalment s’ha
identificat produint malaltia en persones amb contacte proper amb animals,
produeix principalment patologia respiratoria en gossos, porcs, conills i gats. B.
holmesii i B. bronchiseptica, a més de les afectacions a les vies respiratories, poden
produir afectacions sistémiques en persones immunodeprimides??’, B. avium i B.
hinzii sén considerades les especies aviaries, sent B. avium 'agent etiologic de la
Turkey coryza en aus salvatges o domeéstiques, malaltia que també pot ser causada
per B. hinzii. Ambdues espécies poden infectar de forma ocasional a persones amb
immunosupressio, ja que s’han aillat de pacients amb afectacions pulmonars

subjacents o amb malalties croniques de base. B. pseudohinzii es va diferenciar de B.
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hinzii per la seva distancia genética, tractant-se d’una espécie que s’ha descrit com

92838 B trematum s’ha aillat de lesions

a causant de patologia respiratoria en ratolins
cutanies o d’infeccions d’oida en humans i B. petrii, tot i que es va descriure per
primera vegada com una especie ambiental trobada en mostres de sediments de

rius, també s’ha aillat de forma anecdodtica en humans®*™

. B. ansorpii es va
identificar per primera vegada en un exsudat purulent d’un quist epidéermic i
posteriorment s’ha trobat també en els hemocultius d'un pacient
immunodeprimit*“®, B. bronchialis, B. flabilis i B. sputigena s’han identificat en
mostres respiratories de pacients diagnosticats de fibrosi quistica!. Finalment, les
incorporacions més recents del génere Bordetella son les espécies ambientals B.
muralis, B. tumulicola i B. tumbae, totes elles aillades de mostres recollides de la
superficie de la paret de guix de les pintures murals de les tombes Takamatsuzuka, a
la localitat d’Asuka, al Japd. Aquestes, es van descriure per primera vegada |'any

2015, unes troballes que recolzen I'evidéncia que membres del génere Bordetella

existeixen també en el medi ambient, podent ser ubics en el sol i/o I'aigua’®.

D’aquesta manera, B. pertussis, juntament amb B. parapertussis i B. holmesii, sén les
Uniques especies que tenen capacitat per infectar els éssers humans causant un
guadre respiratori classic de tosferina. Entre elles, el principal agent etiologic de la
tosferina, B. pertussis, és un microorganisme no mobil, oxidasa positiu, catalasa
positiu, ureasa negatiu, exigent pel que fa a requeriments de creixement i
relativament inert bioquimicament?2. Les altres dues espécies del génere que poden
causar quadres respiratoris en humans similars a la tosferina causada per B. pertussis
son B. parapertussis, un microorganisme similar a B. pertussis, sent també no mobil
i catalasa positiu, pero diferenciant-se per ser oxidasa negatiu i ureasa positiu, per
ser menys exigent en el creixement en cultiu i per produir un pigment marronds

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

i poc exigent en el creixement en cultiu (Taula 1)74°.

Taula 1. Trets fenotipics i caracteristiques bioquimiques o de creixement de les espeécies del génere
Bordetella productores de tosferina*.

Espécie
B. pertussis B. parapertussis B. holmesii
Creixement en RLo . .

+(3-4 dies) +(2-3 dies) +
o . BG
S c H
B qé Creixement en agar i o N
E g sang
§ ? Catalasa + + +
c O Oxidasa + - -
O o
o T Ureasa - + -
L o oz g
& Reducci6 de nitrats - - -
5 g Hemoblisi de tipus N N
&3 beta
L
v 2 Motilitat +/- - -
(= iy

Produccio de . .
. - + (marronads) + (marronads)
pigments

* 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. 2019274647,

B. pertussis és un bacteri patogen que estableix infeccid per via respiratoria i roman
localitzat, durant aquesta, a la mucosa del tracte respiratori superior huma, causant
dany local i manifestacions sistémiques. La patogenicitat d’aquest microorganisme
involucra nombrosos factors de virulencia, entre els quals s’inclouen toxines,
endotoxines, sistemes de secrecid, factors implicats en I'adheréencia, factors de
resisténcia a serum i sistemes de regulacié (Figura 2). La produccié d’aquests factors
de viruléncia permet la unié del microorganisme i I'evasié de les defenses de
I'individu, contribuint al desenvolupament de la infeccié i a la produccié del quadre

clinic associat. A conseqiéncia, es desencadena la posterior resposta immunitaria
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caracteristica de la infeccid, la qual té lloc pel paper immunomodulacié de B.

pertussis i en resposta al dany tissular causat per la propia infeccié®%,

Normal ciliary movement Ciliary stasis

Respiratory tract lumen

Cytoplasm

Ciliated epithelial cell

Figura 2. Interaccié de B. pertussis amb les superficies mucoses. Figura de llse Jongerius et al.
201549,

Breument, la hemaglutinina filamentosa (FHA), les fimbries (FIM) i la pertactina
(PRN) son tres determinants de viruléncia importants durant el procés d’unié a
I'epiteli respiratori de B. pertussis. La toxina pertussis (PTX), la qual actua també com
una adhesina, és un dels principals factors de viruléncia del microorganisme. L’evasio
de les defenses de I'individu ocorre principalment a través de la seva accid, aixi com
del paper de la toxina adenilat ciclasa-hemolisina (AC-Hly). Addicionalment, un dels

mecanismes que presenta el microorganisme per evitar I'accié del complement
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vehiculada per anticossos és la produccido de BrkA, una proteina associada a la
superficie amb un paper important en la resistencia al serum. Per a la regulacid de
tots ells, B. pertussis presenta I'operd bvg (Veure Sistemes de regulacid, pagina ?),
compost per bvgA i bvgs, els quals formen el sistema de transduccié de senyals de
dos components que controla els estats o fases virulentes i avirulentes de B.
pertussis, expressio dels quals esta regulada per factors ambientals. La major part
del dany tissular local a les cel-lules epitelials ciliades és produit per I'accié de la
citotoxina traqueal (TCT) i la toxina dermonecrotica (DNT). A diferencia d’altres
malalties bacterianes, hi ha poques manifestacions sistemiques degudes a la infeccio
per B. pertussis ja que aquesta no entra al torrent sanguini ni es dissemina. Tot i aix0,
la PTX és el principal determinant de viruléncia que origina les manifestacions
sistemiques, entre les que s’inclouen la leucocitosis, la limfocitosis, la encefalopatia
i la hipertensié pulmonar, observades en aquells quadres més greus de tosferina en

els infants de menys edat®*.

Els principals mecanismes patogenics de B. pertussis, algun dels quals pot ser produit

també per B. parapertussis i B. holmesii s’exposen i descriuen a continuacidé®>%52:

Toxines, endotoxines i sistemes de secrecid

Les principals funcions de les toxines i les endotoxines sén danyar o inhibir els
mecanismes de defensa de I'hoste, contribuint aixi a I'aparicié de les manifestacions
cliniques de la malaltia mentre que els sistemes de secrecid participen en el seu

alliberament.
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= Toxina pertussis (pertussis toxin, PTX)

La PTX és una proteina periplasmatica de 94 kDa formada per 5 subunitats produida
exclusivament per B. pertussis, sent la seva principal i caracteristica toxina. No
obstant aix0, el locus ptx-ptl es troba present tant en B. pertussis com en B.
parapertussis, encara que en aquesta ultima acumula una séerie 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 secrecié de tipus IV, formada per una subunitat
catalitica A (S1) amb activitat ADP-ribosiltransferasa i quatre subunitats B (S2-S5)
d’unié als receptors cel-lulars. Presenta activitat enzimatica que, a més de facilitar
I'adhesié del microorganisme a I'epiteli del tracte respiratori huma, és responsable
de diversos efectes en I’hoste, entre els quals es troba, la produccié de limfocitosis,
I'augment de la susceptibilitat a la histamina, la inhibicié de la funcid dels fagocits i
leucocits i I'alteracid en la secrecié d’insulina. Tot aixd es manifesta amb un augment
de les secrecions respiratories aixi com la produccié de la mucositat caracteristica de
la primera fase de la malaltia. Immunologicament, modifica la capacitat de resposta
de les cél-lules T i indueix la produccié d’'immunoglobulina (lg) E, responsables de la
immunitat perllongada generada per l'organisme enfront de la malaltia. Es
considerant un important immunogen, per la qual cosa és un dels principals

components de les vacunes acel-lulars (DTPa)>*™>°,
= (Citotoxina traqueal (tracheal cytotoxin, TCT)

La TCT és una exotoxina de 9,2 kDa produida per B. pertussis i també per B.
parapertussis (Taula 2). Es tracta d’'un monomer disacarid-tetrapeptid derivat de la
degradacié de la paret cel-lular, un fragment del peptidoglica, el qual té una gran
afinitat especifica per les cel-lules epitelials ciliades. Actua estimulant la produccio
de citocines pro inflamatories, induint la produccié d’oxid nitric i causant danys a les
cél-lules ciliades de I'epiteli, altrament anomenat colostasis. Actua alterant els

mecanismes d’aclariment, neteja i regeneracié de les cél-lules del tracte respiratori,
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la qual cosa origina la tos caracteristica de la malaltia. A més, la seva accid es

relaciona també amb la preséncia de febre, gall inspiratori i paroxismes>>-%4,

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

Hly)

L’AC-Hly és una proteina extracitoplasmatica secretada pel sistema de secrecié de
tipus | que presenta dos dominis funcionals C- i N- terminals activats per calmodulina
de 25 kDa i 18 kDa, respectivament. Es produida tant per B. pertussis com per B.
parapertussis, encara que la d’aquesta segona presenta patrons de modificacid post-
traduccionals que fa que presenti propietats citotoxiques lleugerament diferents a
les que presenta la de B. pertussis (Taula 2). S'uneix a les cél-lules diana a través del
domini C-terminal i transforma '’ATP en cAMP a través de I'extrem N-terminal. Es
una toxina bifuncional que presenta activitat enzimatica tant d’AC-Hly, funcionant
principalment com a factor antiinflamatori. Inhibeix la migracié i activacié dels
fagocits, bloqueja la produccié d’oxid nitric bactericida per part dels macrofags,
suprimeix I'efecte citotoxic dels neutrofils, monocits i cél-lules citocides naturals i
inhibeix I'activacio i quimiotaxis de les cél-lules T, sent important pel bacteri durant
la fase inicial de la malaltia. La infeccid natural i, en menor mesura I’administracio de
les vacunes de cél-lules completes (DTPw), estimulen la produccié d’elevats titols

d’anticossos contra I’AC-Hly, els quals perduren fins a I’edat adulta®®5%65-9,
= Toxina dermonecrotica (dermonecrotic toxin, DNT)

La DNT és una proteina citoplasmatica de 160 kDa de tipus AB, formada per un
domini N-terminal d’unié al receptor (B) i un domini C-terminal amb activitat
enzimatica (A), produida tant per B. pertussis com per B. parapertussis (Taula 2). Es
tracta d’una toxina termolabil, de la qual es desconeix amb exactitud el seu paper en
la patogenesi de la malaltia. S’ha observat en ratolins i primats que a diferents dosis

produeix vasoconstriccid i necrosis isquémica local. Tot i que falten evidéncies, és
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probable que en humans produeixi la destruccié localitzada del teixit del tracte

respiratori’®’%,
= Lipopolisacarid (lipopolysaccharide, LPS)

El LPS és una endotoxina que confereix proteccid al bacteri enfront de la lisi cel-lular
vehiculada pel complement, present en B. pertussis, B. parapertussis i B. holmesii.
No obstant aix0, el LPS de B. pertussis, a diferencia del de B. parapertussis i B.
holmesii, manca de les cadenes laterals d’antigen O (lipooligosacarid) a causa de la
delecié dels gens wbm (Taula 2). D’aquesta manera, el LPS de B. pertussis es composa
tan sols del nucli oligosacarid i del lipid A. EI LPS és el principal responsable de la
presencia de febre després de la immunitzacid amb les vacunes DTPw, presenta
propietats antigeniques i adjuvants, pero no té capacitat protectora, no sent un

component de les vacunes DTPa’"’,

= Sistema de secrecio de tipus Il (type Il secretion system,T3SS)

El T3SS és un sistema compost per més de 20 proteines, el qual és utilitzat pel
microorganisme per expulsar proteines efectores a les cel-lules hoste eucariotes
com, per exemple, BopB, BopN, BopD, Bsp22 i BopC/BteA, freqiientment

relacionades amb la colonitzacid i persisténcia a I'epiteli respiratori’®52,

Adhesines i altres factors implicats en I’adheréncia

La principal funcié de les adhesines, entre les que s’inclouen la PRN, la FHA i les FIM,
i els altres factors implicats en I'adheréencia és facilitar la unié del microorganisme a

les cel-lules epitelials ciliades del tracte respiratori huma.
= Pertactina (pertactin, PRN)

La PRN és una proteina autotransportador de la superficie bacteriana de 69 kDa que

intervé en la unié a les cel-lules eucariotes a través del motiu RGD (Arg-Gly-Asp) i és
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produida per B. pertussis i B. parapertussis, la qual produeix una proteina amb una
gran similitud amb la PRN de B. pertussis (Figura 3 i Taula 2). Com totes les proteines
autotransportadores, les quals formen part del sistema de secrecid de tipus V, el
polipeptid immadur de la PRN de 93 kDa inclou un domini passatger central
flanquejat per una seqiiencia senyal (SS) a I'extrem N-terminal i un domina de porina
a I'extrem C-terminal. La funcié de la SS és dirigir el polipéptid al periplasma,
escindint-se durant aquest procés, mentre que I'extrem C-terminal forma un canal a
la membrana exterior per tal de que s’exporti el domini passatger a la superficie, el
qual es plega per formar una estructura en hélix. Es una proteina altament
polimorfica, especialment en dues regions anomenades R1 i R2, les quals presenten
diverses repeticions dels motius GGXXP (Gly-Gly-Xaa-Xaa-Pro) i PQP (Pro-GIn-Pro),
respectivament, utilitzades per definir els diferents al-lels descrits de la proteina. La
PRN és una proteina resistent a I'aclariment vehiculat pels neutrofils i altament
immunogena, la qual és un dels components en la majoria de composicions de les

vacunes DTPa%3%,

= Hemaglutinina filamentosa (filamentous haemagglutinin, FHA)

La FHA és una proteina filamentosa gran en forma de forquilla i altament
immunogenica que presenta dues formes, una primera associada a la paret cel-lular
i una segona en forma de proteina secretada (Figura 3). Es tracta d’una adhesina
produida per B. pertussis, B. parapertussis i també per B. holmesii, la qual presenta
una proteina altament relacionada amb la FHA produida per B. pertussis i B.
parapertussis (Taula 2). La FHA és una proteina autotransportadora que forma part
del sistema de secrecié 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 proteina FHA madura de 220 kDa. La proteina transportadora de la
membrana externa FhaC és un dels principals membres de la via de secrecio de la

FHA, la qual interactua amb FhaB, forma porus i permet la secrecié de la FHA,
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ambdues classificant-se com els membres del sistema de secrecié de dos socis TPS.
L’escissié de la forma lliure de la FHA al medi extracel-lular és conseqiiencia de I'accié
de la proteasa SphB1. La FHA presenta un domini d’unié a heparina i un motiu de
reconeixement de carbohidrats (CRD), a més del motiu RGD (Arg-Gly-Asp), compartit
amb la ja esmentada PRN. Gracies a aquests, la seva activitat intercedeix en I'adhesio
inicial del microorganisme a les cel-lules de I'epiteli del tracte respiratori superior aixi
com és essencial per superar I'aclariment mucociliar i facilitar la progressio de la
infeccid al llarg del tracte respiratori, promou la fagocitosi per macrofags i neutrofils
polimorfonuclears, indueix I'alliberament de molecules antiinflamatories i suprimeix
la produccié de molécules proinflamatories per part dels macrofags i les cel-lules
dendritiques. Es tracta d’un dels principals components de la majoria de

composicions de les vacunes DTPa®*8,

=  Fimbries (fimbriae — type | pili, FIM)

Les FIM soén projeccions filamentoses de naturalesa proteica de la superficie
bacteriana, produides per B. pertussis (Figura 3). B. parapertussis, tot i presentar els
gens que codifiquen les fimbries, no les expressen (Taula 2). Hi ha dos tipus de
productes FIM segons la seva subunitat principal, el 2 i el 3, els quals sén susceptibles
a patir variacions polimorfiques i representen dos serotips especifics d’aglutinogens.
Els gens fim estan subjectes a una variacid 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’unid a la integrina VLAS de la superficie dels monocits i als
sucres sulfatats. FIM2 i FIM3 sén dos components importants en el procés de
colonitzacié de la mucosa respiratoria inferior i amb implicacié en I'adheréencia del
microorganisme i la supressio de la resposta inflamatoria inicial a la infeccid. Les FIM

estan incloses d’algunes composicions de les vacunes DTPal7:97,99-103,
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Figura 3. Presentacio de la PRN, la FHA i les FIM a la superficie cel-lular de B. pertussis. Figura
modificada de Jeffrey A. Melvin et al. 201455,

= Factor de colonitzacié traqueal A (tracheal colonization factor A, TCF-A) i

BapC (autotransporter protein C)

El TCF-A i la BapC sén dues proteines autotransportadores de superficie
exclusivament produides per B. pertussis (Taula 2). El primer, a banda de ser una
proteina de superficie és també una proteina secretada de 60kDa, la qual actua
principalment en el procés d’adheréencia. La segona, es tracta d’una proteina d’entre
90 i 100 kDa que, de la mateixa manera que la primera, esta fonamentalment
involucrada en I'adheréncia del microorganisme a les cel-lules de I’hoste. Ambdues
presenten el mateix motiu RGD (Arg-Gly-Asp) que la PRN i la FHA i, a diferéncia
d’aquestes, el motiu addicional SGXG (Ser-Gly-Xaa-Gly), punt d’unié del

glicosaminoglica, una estructura de naturalesa glucidica present en el teixit epitelial,

entre altres!®+107,
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Factors de resisténcia al serum

B. pertussis utilitza nombroses estratégies per evadir el sistema immunologic, inclosa
la capacitat per resistir a la mort a través del complement. En aquest sentit, les
proteines autotransportadores de superficie Vag8 i BrkA, d’aproximadament 100
kDa i de 73 kDa, respectivament, sén els principals factors de resisténcia al serum
(Taula 2). Concretament, Vag8, identificat tant en B. pertussis com en B.
parapertussis, actua unint-se a l'inhibidor de I'esterasa C1 (Clinh), una proteina
reguladora del sistema del complement, mentre que BrkA, per la seva banda,
participa en la resistencia al complement prevenint 'acumulacié de C4 depositat i la

formacio del complex d’atac de membrana®®®-111,

Sistemes de regulacid

Molts dels factors de viruléncia 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).
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Figura 4. Esquema de la xarxa reguladora BvgAS. Figura modificada de Alice Boulanger et al. 2015112,

En condicions no inductives, un nivell basal de transcripcié del promotor de
bvgA/bvgs (PbvgA/S) produeix una quantitat baixa de BvgS i BvgA no fosforilada. En
preséncia d’un senyal, BvgS s’activa i fosforila a BvgA (BvgA-P), facilitant-se la seva
dimeritzacid aixi com la transcripcié activa d’aquells gens de viruléncia primerencs
activats per promotors de tipus vag, entre els que es troben els promotors de la FHA
i les FIM. L’augment de la transcripcié del promotor PbvgA/S resulta en un augment
dels nivells de BvgA i BvgA-P, donant lloc a I'activacié dels promotors d’aquells gens
de viruléncia tardans, com sén els promotors de I’AC-Hly i la PTX. D’aquesta manera,
la fosforilacié de BvgA és necessaria pel microorganisme, ajudant-lo en el procés
d’adaptacio i colonitzacid de les vies respiratories. Contrariament, amb la manca de
senyal, el nivell de BvgA-P disminueix rapidament degut a |’activitat fosfatasa de

BvgS, induint-se aquells gens de virulencia reprimits per promotors de tipus vrg,
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I'activacié d’algun dels quals implica la sintesi de polisacarid capsular o I'expressio

de gens flagel-lars i de quimiotaxis®112-120,

Taula 2. Preséncia i abséncia dels diversos factors de viruléncia entre les espécies del genere Bordetella
productores de tosferina*.
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* PTX, toxina pertussis; TCT, citotoxina traqueal; AC-Hly, toxina adenilat ciclasa-hemolisina; DNT, toxina
dermonecrotica; LPS, lipopolisacarid; T3SS, sistema de secrecié de tipus 3; PRN, pertactina; FHA,
hemaglutinina filamentosa; FIM, fimbries; TCF-A, factor de colonitzacié traqueal A; BapC,
autotransportador BapC; Vag8, factor de resistencia a serum Vag8; BrkA, factor de resisténcia a serum
BrkA; BvgAS, sistema de regulacio BvgAS; +, presencia; -, absencia; d, degenerat. Dades de Paul E.
Kilgore et al. 2016, Laure F. Pittet et al. 2016 i Bodo Linz et al. 201663051,

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
introduccio de les vacunes a la decada dels anys quaranta, la taxa d’incidéncia de la
tosferina es va veure reduida de forma drastica, especialment des de finals dels anys
vuitanta i principis dels anys noranta coincidint amb I'augment de les cobertures
vacunals en primovacunacié a escala mundial'®. Tant en I'era prevacunal com en
I’era vacunal, la tosferina s’ha caracteritzat per ser una malaltia endémica ciclica,
amb pics epidémics que ocorren cada 3-5 anys, com a resultat del cicle immunologic
de la poblacié. Aixo és degut a que ni la infeccié natural ni la immunitzacié enfront
de la tosferina indueixen una immunitat de per vida'*>'%3, Recentment, al llarg dels
ultims vint anys, la tosferina ha ressorgit a escala global malgrat la immunitzacié i les
bones cobertures vacunals, suposant un augment en la incidéencia de la malaltia, les
hospitalitzacions i les morts associades. La raé d’aquest ressorgiment és,

probablement, multifactorial®4.

La tosferina és una malaltia endemica tant en paisos amb rentes altes com en paisos
amb rentes baixes, amb freqilients brots que ocorren de forma esporadica en
diferents llocs arreu del mén. L'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) va situar els
casos de tosferina comunicats mundialment per sota dels 2 milions de casos anuals

a partir de I'any 1980, xifra que anys més tard, a partir de I'any 1990 i coincidint amb



INTRODUCCIO

un clar augment dels valors de cobertures vacunals en primovacunacié (>70%), es va
col-locar per sota dels 0,5 milions de casos de tosferina anuals (Figura 5)'?%. Es
evident com, al llarg de les ultimes déecades, la vacunacid rutinaria enfront de la
tosferina ha fet reduir de forma drastica la incidencia de la malaltia. No obstant aixo,
en els darrers vint anys s’ha observat un canvi en I'epidemiologia de la malaltia, la
qual inicialment afectava majoritariament als nens menors de 6 anys. Actualment,
I’evolucié epidemiologica de la infeccié observada en adolescents i adults, els quals
son els grups d’edat amb major potencial com a transmissors del microorganisme,
és especialment preocupant a escala mundial, inclds en paisos amb economies
relativament fortes i altes taxes de vacunacid infantil*?*3!, Les ultimes dades de les
guals es disposa a nivell global sén de I'any 2019, amb 132.754 casos de tosferina

notificats mundialment!?%.
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Figura 5. Incidéncia global de la tosferina reportada anualment i cobertura vacunal en
primovacunacid. Figura modificada de la World Health Organization: Inmunization, Vaccines and
Biologicals Programme. Pertussis [Internet]. Geneva (Switzerland): The Organization; [updated
2020 Augi14j21,
“https://www.who.int/immunization/monitoring_surveillance/burden/vpd/surveillance_type/passi
ve/pertussis/en/”
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Tot i aix0, encara existeixen molts desafiaments a I'hora d’estimar la incidencia
global de la tosferina, com sén: 1) infraestructura de vigilancia limitada en molts
paisos en vies de desenvolupament, la qual no facilita I'oportuna notificacié dels
casos sospitosos; 2) absencia de laboratoris o laboratoris amb pocs recursos en molts
paisos en vies de desenvolupament per recolzar les proves rutinaries de tosferina i
poca uniformitat entre paisos en la disponibilitat de proves per tal de fer el diagnostic
microbiologic molecular de la malaltia; i 3) falta de personal sanitari en moltes arees,
la qual cosa limita la identificacié clinica de la malaltia. A més, 'OMS ha assenyalat
I’'absencia d’uniformitat en I'aplicacié del conjunt de definicions estandarditzades de
tosferina dins del marc de la vigilancia'®?'%3, De fet, I'any 1999, un estudi va estimar
la possible incidéncia 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 extraordinariament superior a la comunicada per I’'OMS en aquell mateix
any (<0,5 milions de casos)!*. Recentment, un nou estudi va situar la incidéncia
global estimada de la tosferina a I’any 2014 per als infants menors de 5 anys en 24,1
milions de casos i 160.700 morts anuals!®. Addicionalment, estimar la carrega de la
tosferina global és un repte important a causa de diversos factors, com soén els canvis
amb el pas del temps en els sistemes de vigilancia i meétodes de diagnostic o els canvis
en els calendaris vacunals nacionals aixi com en les composicions de les vacunes. Es
per aixo que, un dels principals desafiaments a I’'hora d’estimar la carrega de la
tosferina a nivell global fa referéncia a la informacié comunicada pels diversos
sistemes de vigilancia, notificant-se en alguns paisos tan sols aquells casos
diagnosticats clinicament o en d’altres, només aquells casos diagnosticats
microbiologicament, sobre o infravalorant-se, en moltes situacions, la carrega real
de la malaltia. A més, la baixa sospita de tosferina entre els adolescents i els adults,
per als quals el patré de tos o les manifestacions cliniques poden ser atipiques, fa

assumir una important infranotificacié dels casos en aquest grup3®-144,
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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 I'any 2018 entre trenta Estats Membre de
la Unié Europea (UE) i la European Economic Area (EEA), suposant una taxa de
notificacié de 8,2 casos per cada 100.000 habitants. EIl nombre total de casos
notificats ha mantingut una tendéncia molt similar des de I'any 2012, any en qué 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 notificacié d’11,6 casos per cada 100.000 habitants
(Figura 6). Alemanya, Paisos Baixos, Noruega, Espanya i Regne Unit van representar
el 72% del total de casos notificats al The European Surveillance System (TESSy) I'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 serie de primovacunacié enfront de la
tosferina a causa de la seva curta edat, van presentar la taxa d’incidéncia 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)#>146,
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Figura 6. Distribucio dels casos de tosferina per cada 100.000 habitants declarats durant I'any 2018
entre els paisos de la UE. Figura del European Centre for Disease Prevention and Control. Pertussis.
In: ECDC. Annual epidemiological report for 2018. Stockholm: ECDC; 2020%.

A Espanya, la tosferina és una malaltia de declaracié obligatoria des de I'any 1982. A
més, des de la creacié de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE), es
tracta d’una malaltia de declaracié obligatoria individualitzada, de manera que, des
de I'any 1996 es notifiquen tots els casos sospitosos, probables i confirmats de la
malaltia. Addicionalment, tots aquells brots amb interés comunitari es comuniquen
nacionalment amb caracter urgent, pels quals es remet un informe amb les dades
epidemiologiques basiques fins tres mesos després de la finalitzacié d’aquest. Des
de I'any 1982 i fins a I'any 1998, la incidéncia de la tosferina a Espanya va presentar
una marcada tendencia decreixent, més acusada des de I’'any 1996, any en el qual es
va incloure la quarta dosis de la vacuna antipertussica en el calendari sistematic de

vacunacions, mantenint-se una incidéncia 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 primovacunacio superiors al 90%, es van produir
tres onades epidémiques de la malaltia (1998-2001, 2002-2005 i 2006-2009), amb
incidéncies anuals que no superaven els 2 casos per 100.000 habitants. L’any 2010,
coincidint amb I'inici de la quarta ona epidemica (2010-2013) ocorreguda des de
I'any 1998, es va comencar 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 situacié
d’epidemia sostinguda des de llavors. Als anys 2011 i 2012, la incidéncia es va
multiplicar per quatre, arribant als 7,2 i 7,5 casos per 100.000 habitants,
respectivament. Finalment, I’Gltima ona epidémica (2014-2018) que ha tingut lloc es
va iniciar I'any 2014, arribant a un pic maxim d’incidencia a I'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 I'Gltima ona epidemica de

tosferina (Figura 7).
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Figura 7. Incidéncia de la tosferina a Espanya i cobertura vacunal en primovacunacié. Figura
modificada de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica. Centro Nacional de Epidemiologia-
ISCIIl. Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social. Instituto Nacional de Estadistica*s.
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 |'estadistica de mortalitat per causa
de mort del Instituto Nacional de Estadistica (INE), en I'era prevacunal, les morts per
tosferina superaven els 30 casos anuals a Espanya. Amb la introduccié de la
vacunacié 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
década dels noranta per aquesta causa. Al llarg del periode 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 mesos!*. Entre els
anys 2000 i 2006, la mitjana va ser d’una mort per tosferina a I'any, mentre que al
llarg del periode 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 maxima incidéncia de la malaltia de les dues ultimes onades.

Finalment, I’any 2016 es van notificar a Espanya quatre morts per tosferina¥’.

Catalunya, durant el periode 2005-2018, s’ha situat sempre entre les tres primeres
comunitats autonomes d’Espanya amb major incidencia de tosferina per cada
100.000 habitants, comunicant dades d’incidéncia d’entre 2,5 i 21 casos per cada
100.000 habitants entre els anys 2005 i 2014. Posteriorment, a I'any epidémic 2015
es va informar d’una incidencia de 49,2 casos per cada 100.000 habitants a Catalunya
i incidencies de 26,3, 24,6 i 18,2 casos per cada 100.000 habitants en els segilients
anys 2016, 2017 i 2018, respectivament, consolidant la tendéncia creixent de la

malaltia al llarg dels darrers anys (Figura 8)*°.

40

Taxa d'incidéncia

Figura 8. Incidencia de la tosferina a Catalunya. Figura modificada del Butlleti Epidemiologic de
Catalunya (BEC). Registre de malalties de declaracioé obligatoria (MDO). Agéncia de Salut Publica
de Catalunya®s°,

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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Infants

La tosferina és una malaltia majoritariament 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 I'any 2011,
la tosferina en nadons menors d’1 any ha anat en augment, passant d’assolir un
maxim d’incidéncia de 197,9 casos per cada 100.000 habitants durant I'ona
epidemica 2010-2013, amb pic epidémic I'any 2011, a un maxim d’incidéencia de
457,2 casos per cada 100.000 habitants durant I'Gltima ona epidéemica, amb pic
epidemic I'any 2015. Entre aquests, el grup de nadons menors de 3 mesos és el que
acumula el major nombre de casos, amb una incidéncia maxima I'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 I'Gltima ona epidémica
(2014-2018), amb un maxim pic epidémic I'any 2015, a valors d’incidéncia per sobre
dels registrats en previes onades epidemiques. La vacunacid infantil és la principal
eina per combatre la tosferina en aquesta poblacid, recomanant-se la immunitzacié
dels nadons a partir dels 2 mesos d’edat. Avui en dia, la tosferina segueix sent una
malaltia relacionada amb la infancia i especialment preocupant, per la seva gravetat,

en aquells nadons que encara no han rebut la vacuna®¥’.

Adolescents i adults

L’epidemiologia de la tosferina ha patit un viratge al llarg de les Ultimes 2 o 3 decades
en molts paisos, observant-se un augment important dels casos en adolescents i
adults. Actualment, les bones cobertures de vacunacio entre la poblacié infantil no
limiten la circulacié de B. pertussis entre la poblacié adolescent i adulta. A Espanya,
en el periode 1998-2018 la incidencia 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 década dels anys

noranta a registrar-se una incidencia de 68,2 casos per cada 100.000 habitants I’any
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2015, coincidint amb I'Gltim pic epidemic de la malaltia. La mateixa tendéencia
ascendent s’ha observat per al grup d’edat de 15 a 49 anys, amb una incidéncia de
0,1 casos per cada 100.000 habitants I'any 1998 i assolint una incidéncia de 7,3 casos
per cada 100.000 habitants I'any 2015, aixi com per al grup d’edat de majors de 50
anys, pel qual es va reportar una incidencia I'lany 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 atribuit, en gran part, a una disminucié de la immunitat, la
qual es produeix anys després de la vacunacio infantil. Aquesta immunitat minvant
pot tenir un paper important en la transmissié de la tosferina per part dels

adolescents i els adults als seus contactes estrets'?’.

Al llarg d’'uns anys, I'estacionalitat de la tosferina es va posar en dubte ja que, a
diferéncia d’altres patogens respiratoris, B. pertussis esta molt associada a brots
uniformes que no mostren un patrd 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
paisos i en distints contextos epidemiologics. Els experts remarcaven que
probablement el comportament de la malaltia depenia d’un conjunt de factors com
son I'edat, el clima, el nivell socioeconomic o el comportament social, entre d’altres,
de cada territori??>*®¥19 Tot i aixd, malgrat observar-se brots de la malaltia en
diferents époques de I'any, també s’apuntava que la tosferina solia presentar un

augment durant els mesos d’estiu i tardor'®°,

Recentment, alguns estudis duts a terme als EUA o a Alemanya sén partidaris de
parlar que la tosferina presenta un patrd estacional definit, observant-se pics
d’activitat coincidint amb els estius'®"1%2, Aquesta dinamica 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 I'agost mentre que el més baix
va ser a l’abril. Un any abans, el 2017, la tendéncia 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 aix0, considerant el periode 2014-2018, el
nombre de casos de tosferina informats pels diferents paisos va arribar al seu maxim

cada estiu'®®.

La tosferina és una malaltia altament contagiosa de distribucié mundial. Es transmet
de persona a persona amb una gran eficiéncia 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 particules bacterianes a
través de la tos, els esternuts o les secrecions respiratories. Estudis de transmissid
de les malalties infeccioses han estimat diverses vegades el nombre basic
reproductiu (RO), el qual defineix el nombre esperat de casos secundaris originats de
mitjana a partir d’'un cas primari confirmat en una poblaci6 completament
susceptible. Basant-se en estimacions del RO publicats I'lany 1993, la tosferina va ser
considerada molt més contagiosa que la poliomielitis, la verola, la rubeola, les galters
i la difteria, demostrant que una persona infectada de tosferina pot trametre la
malaltia a 12-17 persones susceptibles més, xifra similar al RO del xarampié (12-18),
mentre que els RO de la poliomielitis i la verola (5-7), la rubéola (6-7), les galteres (4-
7) i la diftéria (6-7) son substancialment inferiors!®3, Posteriorment, 'any 2010 es va
notificar que el RO per a la tosferina en cinc paisos europeus (Finlandia, Alemanya,
Italia, Paisos Baixos i Regne Unit) durant els anys noranta era d’aproximadament 5,5,

xifra inferior a I'observada en estimacions d’estudis previs!®,

D’altra banda, pel que fa al temps transcorregut en la presentacié dels simptomes

entre el cas primari i el secundari, una revisié de I’'any 2014 va estimar que l'interval
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mitja des de I'aparicié dels simptomes en el cas primari i 'aparicié dels simptomes
en el cas secundari és de 22,8 dies!®. De la mateixa manera, es va estimar que la
taxa d’atac secundari per la tosferina, indicador epidemiologic que s’usa per mesurar
la comorbiditat entre les persones que conviuen amb una persona infectada, se situa
entre el 80% i el 90%°%'%7. Addicionalment, un estudi de contactes de casos de
tosferina en infants i adolescents de fins a 16 anys dut a terme a |’Hospital
Universitari Vall d’'Hebron entre els anys 2005 i 2009, va mostrar una prevalenca 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’edat?®,

L’analisi de les dades epidemiologiques demostren com la vacunacié massiva de la
poblacié infantil ha provocat un viratge en el patré epidemiologic i la dinamica de
transmissié de la tosferina per grups d’edat (Figura 9). En l'era prevacunal, la
tosferina era una infecci6 tipica de la infancia, especialment associada a infants de
fins a 10 anys, els quals adquirien immunitat natural després de passar la malaltia i
posteriorment amb reforgos de la immunitat per contacte amb individus infectats al
llarg de la seva vida. Els nounats rebien per transferéncia placentaria anticossos
protectors materns durant I'embaras, que posteriorment perdien convertint-se en
susceptibles durant la seva infancia. Contrariament, les altes cobertures de
vacunacid infantil caracteristiques de I’era vacunal i la consegiient pérdua
d’'immunitat amb els anys, no eviten la circulacié de B. pertussis entre la poblacio
adolescent i adulta. Aquesta poblacié adolescent i adulta jove actual, que van rebre
la primovacunacio i les dosis de record durant la seva infancia, bé sigui amb la
immunitzacié a través de les vacunes DTPw com a través de les vacunes DTPa,
perden la immunitat quan arriben a I'edat adolescent o adulta jove, especialment
aquella poblacid immunitzada amb les vacunes DTPa (Veure apartat 7.ii.). A
conseqliencia d’aixo, els nounats no tenen anticossos materns protectors, persistint
susceptibles a la infeccié fins a l'inici de la vacunacié sistematica. Tanmateix, els

adolescents i els adults joves passen a ser susceptibles a la infeccié i capagos de



INTRODUCCIO

transmetre-la a altres individus susceptibles, especialment perillés per als infants
menors d’1 any'®. Es per aquest motiu que, amb la immunitzacié de 'embarassada
es persegueix reduir la incidencia de la malaltia entre els infants acabats de néixer

aixi com reduir la gravetat i la mortalitat de |a tosferina en aquest grup de poblacié*’.
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Figura 9. Cicle epidemiologic de B. pertussis abans i després de I'Us generalitzat de les vacunes
enfront de |a tosferina. Figura modificada de Erik L. Hewlett et al. 200569,

Posant el focus en I'epidemiologia de la malaltia en I’era vacunal, molts paisos van
notificar una disminucio dels casos de tosferina des de la introduccié de la vacunacio.
No obstant aixd, avui en dia també és notori el ressorgiment de la malaltia arreu
malgrat les politiques vacunals establertes i les bones cobertures vacunals assolides.
Aguest fenomen no coincideix en el temps a escala global, siné que es considera que
s’ha produit en diferents moments al llarg d’un periode de transicié de prop de 20

anys. Malgrat la variacid espacial i temporal, poden existir grans patrons en
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I’epidemiologia de la tosferina que donarien lloc a dues fases recents dominants, un
periode de declivi que finalitza entre els anys vuitanta i els anys noranta segons el
pais, seguit del ressorgiment posterior, el qual s’allarga fins a I'actualitat. Les causes
de les fluctuacions en I'epidemiologia de la tosferina sén, ara com ara, un important
tema de controversia entre els experts, encara que molts estudis apunten que
I’evolucié de B. pertussis, I'evanescencia de la proteccidé conferida per les vacunes
antipertussiques, la transmissio persistent entre els adolescents i els adults, els quals
presenten quadres simptomatics menys evidents, I'actual disponibilitat de millors
proves diagnostiques rapides i senzilles, la millora en els sistemes de vigilancia que
faciliten la notificacié 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
son l'augment de les bosses de subimmunitzacio, les quals condueixen a una
acumulacié de persones susceptibles d’on poden sorgir brots i les respostes
immunes variables entre els grups objectiu, podent-se traduir en la disminucié dels
nivells d’anticossos protectors en algunes persones. Aixi doncs, ens trobem
actualment davant d’un important augment dels casos i de la incidéncia global de

tosferina®.

L'espectre de simptomes clinics observats a conseqiiéncia de la infeccié per B.
pertussis i la seva presentacid varia segons I'edat del pacient, el grau d’immunitat,

I’Gs d’antibiodtics i la preséncia de coinfeccid respiratoria®®1’:,

En els pacients infectats amb B. pertussis, el periode d’incubacio 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 clinicament en major freqiiéncia com un quadre
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tos persistent de llarga durada, el ventall de signes i simptomes associats és molt
ampli, variant entre els nadons, els adolescents i els adults. Els infants manifesten
una gran varietat de simptomes, des de la malaltia asimptomatica 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 simptoma classic de la tosferina, a partir
del qual en deriva el nom de la malaltia, consisteix en la tos violenta amb una
expulsié rapida d’aire dels pulmons, seguida de la posterior inhalacié d’aire
acompanyada d’un fort soroll. En infants, generalment, el curs clinic de la tosferina
progressa a través de tres etapes consecutives després de I'exposicio i la incubacio,

tardant d’entre dos a quatre mesos en completar-se la recuperacio (Figura 10)7273:
=  Fase catarral

La tosferina té un inici insidiés amb simptomes catarrals indistingibles dels de les
infeccions comunes de les respiratories superiors, entre els quals s’inclouen la rinitis,
els esternuts, la conjuntivitis no purulenta amb llagrimeig excessiu, la febricula, 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 domestics no immunes. Els
pacients no tractats poden transmetre la infeccio fins tres setmanes després o més
des de l'inici de la tos, disminuint-se rapidament la transmissibilitat després de la

fase catarral’?173,

=  Fase paroxistica

La tos, que inicialment és intermitent pot esdevenir paroxistica. En els casos tipics,
els paroxismes acaben amb un esforg inspiratori llarg acompanyat d’un agut crit al
final o “gall inspiratori”, podent anar associats al vomit posttussigen. Altres
simptomes caracteristics d’aquesta fase sén la cianosi i el cansament. Els paroxismes

de tos, que solen tenir un predomini nocturn, generalment augmenten en freqiiéncia
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i gravetat a mesura que avanca la malaltia, podent observar-se una mitjana de quinze
atacs diaris. La fase paroxistica té una durada d’entre tres i sis setmanes, encara que
pot persistir fins a les deu setmanes, caracteritzada per un augment de la freqiencia
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 disminucié gradual'’>173,
= Fase de convalescencia

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

Aquesta fase té una durada variable d’entre una i dotze setmanes’>173,

FASE CATARRAL FASE PAROXISTICA FASE DE CONVALESCENCIA
Tos lleu Paroxismes de tos seguits de
Rinorrea gall inspiratori i vomit,
Febricula empitjorament nocturn
Malestar general Cianosi
4 Sense febre
Tos
I
" a
20 &P
y\
15 Y
10 A
5
"
Temps
1-2 setmanes 3-6 setmanes 1-12 setmanes

Figura 10. Esquema del curs clinic d'un quadre tipic de tosferina. Figura modificada de Dipesh P.
Gopal et al. 2019771,

Els adolescents i els adults parcialment protegits mitjancant la vacunacié poden

infectar-se amb B. pertussis, presentant manifestacions cliniques atipiques i més
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lleus que els afectats en edats infantils. Alguns d’aquests casos poden mantenir-se
asimptomatics, d’altres poden presentar quadres simptomatics que van des d’un
refredat lleu a una tos persistent de més d’'una setmana de duracid, sense vomit 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 tosferinal’4. De
mitjana, la durada de la tos en adults amb tosferina és de 36 a 48 dies'’®. Aquestes
presentacions lleus i atipiques en adolescents i adults fa que molts casos no es
diagnostiquin. Es per aixd que, els adolescents i els adults solen ser, en moltes
ocasions la font d’infeccié dels infants. En aquest sentit, una revisio sobre la cerca de
la font d’infeccié 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 I'origen,
sent les mares la font d’infeccié en un 39% dels casos, els pares en un 16% i els avis
en un 5%. De forma més heterogenia, les estimacions per als germans i els contactes
fora del domicili com a font d’infeccié, van ser del 16-43% i del 4-22%,

respectivament?’®,

Per als pacients de totes les edats, el reconeixement clinic tarda de la tosferina pot
estar associat a una major probabilitat de resultar en complicacions cliniques i
sequeles. En general, els nounats tenen un major risc de patir un quadre de tosferina
greu, arribant a estar associat a la insuficiéncia respiratoria greu o la mort. Al voltant
de la meitat dels infants menors d’1 any que contrauen tosferina necessiten rebre

atencié medica a I’'hospital, requerint-se amb més freqliéncia pels lactants de menor

ed at6, 149,151,177—180.

Les complicacions menys greus son I'anorexia i la deshidratacid, degudes al vomit i a
la disminucié de la ingesta. Els efectes de I'augment de la pressid intrapulmonar

durant els atacs de tos pot provocar incontinéncia, pneumotorax, epistaxis,
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hematomes subdurals, hemorragies subconjuntivals, fractures de costelles, hérnies

i prolapses rectals!®l,

Les complicacions neurologiques, com les convulsions o
I’encefalopatia, son rares, succeint en un 0,5-1% dels casos, solen ser el resultat de
I'accid directa de les toxines o poden ser conseqliencia de la hipoxia, les hemorragies
o les oclusions vasculars secundaries degudes als atacs paroxistics de tos i els
episodis d’apnea. La complicacié més greu de la malaltia, la tosferina maligna, es
caracteritza per un rapid progrés a la fallida respiratoria, leucocitosis i limfocitosis
severa, manifestacions neurologiques i finalment, hipertensié pulmonar, la qual
porta a la mort del pacient en un elevat percentatge de casos malgrat I'aplicacié de
mesures terapéutiques intensives'®%_ En lactants i infants petits, la tosferina pot
anar acompanyada de la coinfecci6 amb altres patogens respiratoris. Les
sobreinfeccions bacterianes i viriques poden agreujar el curs clinic de la malaltia,
podent-se presentar en forma de sinusitis, otitis mitjana i pneumonia. La més
freqlient és la pneumonia, la qual pot ser causada també per la propia infeccid per
B. pertussis, afecta en major proporcid als infants menors de 6 mesos d’edat,
especialment als recent nascuts menors d’1 mes d’edat (10-18%)'#.88, D’altra
banda, el virus respiratori sincitial causa coinfeccid en fins al 33% dels infants
hospitalitzats per tosferina. El progrés rapid de la pneumonia i la hipertensié

pulmonar pot donar lloc a la fallida cardiaca o a arritmies cardiaques greus3*17>188-

191

Els adolescents i els adults també poden presentar complicacions per la tosferina,
pero 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 hospitalitzacié. Les complicacions en aquest grup solen incloure
insomni, apnea, perdua de pes, incontinéncia urinaria, sincope i fractura de costelles.
Menys freqlientment, s’inclou la pneumonia, I’otitis mitjana i en molt rares ocasions,

Ia mo r.1:6,192—194
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L’'OMS defineix com a cas sospitds de tosferina un individu de qualsevol edat amb
tos d’almenys dues setmanes d’evolucid, un lactant amb tos de qualsevol durada o
gualsevol persona en un entorn de brot, sense un altre diagnostic probable i, bé amb
preséncia d’almenys un dels seglients simptomes: paroxismes de tos, gall inspiratori,
vomit posttussigen o vomit sense una altra causa aparent i apnea en els menors d’1
any, o bé tenint la sospita clinica de tosferina. En aquest ultim cas s’ha de tenir en
compte que un quadre de tosferina en pacients immunitzats o previament infectats
pot presentar-se sense els signes classics de tosferina, per la qual cosa podria no ser
captat per la definicid de cas sospitds anterior. D’altra banda, I'OMS estableix que un
cas confirmat es pot determinar mitjancant la confirmacié de laboratori o per
vinculacié epidemiologica, definint com a cas confirmat de tosferina un individu que
compleix amb la definicid de cas sospitds i té confirmacid de laboratori, sigui per
I'aillament de B. pertussis, sigui per la deteccié d’acid desoxiribonucleic (ADN)
genomic de B. pertussis mitjangant I'assaig de reaccié en cadena de la polimerasa
(PCR), o sigui per la deteccié 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 I"Gltima dosi de la
vacuna. L'OMS especifica que un cas de vincle epidemiologic és aquell individu que
compleixi amb la definicié de cas sospitds amb un contacte proper a un cas confirmat
pel laboratori o a un cas vinculat epidemiologicament a un brot durant les tres
setmanes previes a l'inici de la tos. En aquest context, s'entén per contacte proper
el fet de tenir una exposicié directa amb un cas, la qual inclou els convivents o els
contactes familiars, individus que han passat la nit a la mateixa habitacié que un cas
i individus que tenen contacte amb secrecions respiratories, orals o nasals d’un cas
confirmat pel laboratori. Finalment, es defineix com un cas possible de tosferina un
individu que coneix un cas sospitds, perd que no compleix amb la classificacié de cas

confirmat definit anteriorment, categoria que s’inclouen els casos sospitosos sense
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tenir les proves diagnostiques realitzades i els casos amb proves diagnostiques

negatives'’2.

Els CDC van publicar I'any 2020 que els criteris clinics per considerar una tosferina
son, en absencia d’un diagnostic més probable, la preséncia de tos amb almenys
dues setmanes d’evolucid i almenys un dels seglients signes o simptomes
acompanyants: tos paroxistica, gall inspiratori, vomit posttussigen o apnea, sigui

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

I’evidéncia confirmatoria poden ser, bé I'aillament de B. pertussis en una mostra
clinica o bé la PCR positiva per B. pertussis i el vincle epidemiologic com el contacte
amb un cas confirmat pel laboratori de tosferina. Amb tot aix0, s’estableix que es
reconeix com a cas probable de tosferina a l'individu que, en abséncia d’un
diagnostic més probable, compleix amb els criteris clinics de la malaltia o a I'individu
gue presenta malaltia amb tos de qualsevol durada i almenys la preséncia d’un dels
altres simptomes acompanyants i que és vincle epidemiologic d’un cas de tosferina
confirmat pel laboratori. Aixi mateix, es reconeix com a cas confirmat de tosferina a
I'individu que presenta tos aguda de qualsevol durada i que té I'aillament de B.

pertussis en una mostra clinica o la PCR positiva per B. pertussis'*®.

La definicid de cas de tosferina revisada I'any 2018 per la UE publicada pel ECDC
contribueix a posar de manifest les presentacions atipiques de la malaltia en adults,
adolescents i persones vacunades, puntualitzant que és necessari posar el focus en
les caracteristiques de la tos, particularment si és de naturalesa paroxistica,
augmenta durant la nit i ocorre en abséncia de febre. Addicionalment, aclareix
aspectes relatius a la confirmacio en el laboratori, considerant criteris confirmatoris
de laboratori pel diagnostic directe I'aillament de B. pertussis o la deteccié d’ADN de
B. pertussis en una mostra clinica, preferiblement en una mostra de la nasofaringe, i
criteris confirmatoris de laboratori per diagnostic indirecte la deteccié de resposta

d’anticossos especifica per a B. pertussis, realitzada mitjancant Enzyme-Linked
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ImmunoSorbent Assay (ELISA) amb la PTX altament purificada i de referencia per
'OMS com a estandard. Tot i aix0, la UE indica que els resultats de la prova
d’anticossos han de ser interpretats d’acord amb I'estat vacunal del pacient enfront
de la tosferina, de manera que si aquest esta vacunat en els ultims anys abans de la
recol-leccié de la mostra, el titol d’anticossos especifics contra la PTX de B. pertussis

resultant pot ser conseqiiéncia de, o modificat per, la vacunacié prévia®®.

A Espanya, la definicid de cas segons els criteris clinics no difereixen del publicats per
I’'OMS, els CDC o el ECDC, préviament descrits. Pel que fa als criteris de laboratori, la
RENAVE puntualitza una serie de consideracions a tenir en compte en el diagnostic
microbiologic de la tosferina. Aquestes apunten que l'aillament de B. pertussis
mitjangant el cultiu és el gold standard en el diagnostic de confirmacio de la tosferina
i que aquest, s’haura 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 I'inici de la tos
paroxistica, i abans d’iniciar el tractament antibiotic. D’altra banda, indiquen que la
PCR només s’han de realitzar quan la clinica és compatible amb un quadre de
tosferina i dins de les dues primeres setmanes després de I'inici de la tos, encara que
poden ser utils fins a la quarta setmana. Sobre el diagnostic serologic, descriuen que
és util especialment davant la sospita de brots i en infants grans i adults que no hagin
estat vacunats durant I’dltim any, realitzant-se aquest durant les ultimes fases de la
malaltia. Finalment, pel que fa al criteri epidemiologic, aquest defineix el contacte
amb un cas de tosferina confirmat pel laboratori entre sis i vint dies abans de I'inici
dels simptomes. Aixi doncs, els casos es classifiques en cas sospitds, si I'individu
compleix els criteris clinics, cas probable, si I'individu compleix els criteris clinics i té
vincle epidemiologic amb un cas confirmat i cas confirmat si I'individu compleix amb
els criteris clinics i de laboratori. A banda, segons la definicié de brot, es considera
amb I'aparicié de dos o més casos de tosferina relacionats i que almenys un d’ells

sigui un cas confirmat®’,



INTRODUCCI(

De la mateixa manera, a Catalunya, segons I’Agéncia de Salut Publica de Catalunya
(ASPCAT), la descripcio clinica de la tosferina es defineix com una malaltia infecciosa
que es caracteritza per I'aparicié de tos de dues setmanes o més de duracié, i atacs
de tos o paroxismes tussigens, seguits d’estridor (gall) inspiratori, vomit posttussigen
o apnea. Pel diagnostic de tosferina, tan sols cal la preséncia de només un d’aquests
simptomes acompanyants de la tos, en abséencia d’una altra causa aparent. Per la
seva banda, els criteris de laboratori per al seu diagnostic sén I'aillament de B.
pertussis o la deteccid del seu ADN per tecniques d’amplificacié en frotis nasofaringi.
Addicionalment, I’ASPCAT afegeix |'aclariment que les proves serologiques no estan
estandarditzades i que els resultats d’'una serologia positiva requereixen sempre
d’una avaluacid individualitzada. Per considerar un cas confirmat, I'individu ha de
presentar la malaltia confirmada pel laboratori o bé aquesta ha de ser clinicament
compatible i relacionada amb un cas confirmat mentre que per considerar un cas

sospitds, 'individu ha de presentar una malaltia clinicament compatible!%,

La reemergéencia de la tosferina fa fonamental disposar d’un diagnostic microbiologic
rapid, estandarditzat, amb una elevada sensibilitat i especificitat, resultat del qual
permeti implementar I'antibioterapia adequada i establir les mesures necessaries
per a prevenir la transmissié de I'agent causal. A més, el diagnostic és especialment
important a I'hora d’identificar canvis en |'epidemiologia de la malaltia a
conseqliencia d’alteracions en I'eficacia vacunal, la disminucié de la immunitat,
I’emergencia de soques de B. pertussis que escapin de la immunitat conferida per la
vacuna o per identificar noves especies de Bordetella productores de quadres clinics
similars als produits per B. pertussis i per les que les vacunes actualment utilitzades

no sén utils®.
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Actualment, hi ha dos tipus d’enfoc en el diagnostic de laboratori de la tosferina, el
diagnostic directe i el diagnostic indirecte. Les técniques de diagnostic directe (cultiu
i reaccié en cadena de la polimerasa a temps real (RT-PCR)) sempre sén 'opcid
preferida pel diagnostic de la tosferina en la seva fase aguda, presentant una major
especificitat que la les tecniques de diagnostic indirecte (serologia). Aquestes Ultimes
es reserven principalment per aquells casos en qué han passat quatre setmanes des
de l'inici de la tos i, tot i aix0, el fet que els nivells elevats d’lgG poden ser detectats
durant més d’un any després de la infeccid natural o de la vacunacid, I'is de la

serologia pot comportar la deteccié de falsos positius (Figura 11)%.

PERIODE fAst FASE Dt
_ D'INCUBACI PARONTSTICA CONVALESCENCIA
= INICI

CONTAGI STMPTOMES

DIAGNDSTIC

Figura 11. Esquema del moment Optim per a realitzar les proves diagnostiques en funcié del curs
clinic de la malaltia. Figura modificada de Centers for Disease Control and Prevention. Clinical
Features i Centers for Disease Control and Prevention. Diagnosis Confirmation'%°.200,
“https://www.cdc.gov/pertussis/clinical/features.html,https://www.cdc.gov/pertussis/clinical/diag
nostic-testing/diagnosis-confirmation.html”

Diagnostic directe
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El diagnostic directe consisteix a identificar el microorganisme responsable de la
malaltia, sigui aillant-lo en cultiu o detectant el seu ADN mitjancant I'Gs de les
tecniques basades en I'amplificacié d’acids nucleics, com la RT-PCR o les técniques

d’amplificacié isotérmica“®.
p
= Cultiu

Tradicionalment, la confirmacid de laboratori de la tosferina s’ha realitzat mitjan¢ant
I'aillament del microorganisme responsable per cultiu, sent aquesta la técnica gold
standard pel diagnostic confirmatori de la tosferina?®?. La sensibilitat del cultiu depén
tant de la qualitat de la mostra com del moment en qué es recull, relacionant-se I’éxit
d’aquest amb la presa de la mostra biologica i el seu transport i emmagatzematge,
concretament si aquesta es realitza durant les dues o tres primeres setmanes des de
Iinici de la tos i abans de comencgar el tractament antibiotic (Figura 11). B. pertussis
i B. parapertussis es poden aillar de frotis nasofaringis recollits amb hisops d’alginat
calcic o dacrd i no de cotd, d’aspirats nasofaringis o d’esputs extrets d’infants,
adolescents o adults. Utilitzar I'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’aillament del microorganisme quan s’utilitza com a metode de recol-leccié de la
mostra en nadons I'aspirat nasofaringi. Després de la recol-leccid, la mostra ha de
ser guardada a temperatura ambient (15-30 °C) i transportada rapidament al
laboratori de microbiologia, ja que B. pertussis i B. parapertussis son bacteris labils,
observant-se un descens considerable de la taxa d’aillament 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 especifics de transport que garanteixin la viabilitat del
microorganisme, entre els que s’inclouen la caseina hidrolitzada amb acid al 1% o el
medi Amies amb carbé. Un cop al laboratori, les mostres s’han de sembrar en els
medis de cultiu d’enriquiment selectius optims 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,
ambdds preparats amb 40 pg/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’incubacié sén molt similars entre els medis BG i RL*132,

En I'examen microscopic de les colonies crescudes passats tres o quatre dies

d’incubacid, les colonies tipiques de B. pertussis o B. parapertussis es poden observar

en les plaques de BG o RL com a colonies petites (1 mm de diametre), similars a gotes
de mercuri i lluents. Microscopicament, tant B. pertussis com B. parapertussis es
poden observar com a petits cocbacils gramnegatius en la tincié de Gram. Per la
posterior identificacio de B. pertussis i B. parapertussis, 'OMS fa les segiients

recomanacions?:

- Verificar la puresa del creixement mitjangant una tincié de Gram.

- Comprovar que B. pertussis no creix en el medi Agar Sang.

- Determinar les caracteristiques bioquimiques de les colonies, com per exemple,
I'oxidasa, la ureasa, el nitrat-reductasa o la utilitzacié de carbohidrats, havent-
se mostrat anteriorment les caracteristiques propies de cada espécie (Taula 1).

- Realitzar I'aglutinaci6 en portaobjectes amb anticossos monoclonals o

policlonals enfront de B. pertussis i B. parapertussis.

Malgrat les recomanacions que fa I’'OMS en relacié a I'Us de técniques basades en
caracteristiques bioquimiques o I'Gs de tecniques basades en I'aglutinacié, a dia
d’avui, I'espectrometria de masses MALDI-TOF és una eina ampliament emprada en
molts laboratoris de microbiologia, Util per a la identificacié de les diferents espeécies

del génere Bordetella®®.
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El cultiu és el métode de diagnostic de la tosferina més especific. No obstant, la seva
sensibilitat varia ampliament segons els metodes emprats per la recol-leccié i
transport de les mostres, aixi com de factor de I'individu com sén la immunitzacié
prévia, l'interval de temps transcorregut des de linici dels simptomes, |'Us
d’antibiotics i I'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’exit més elevats entre els nadons. No
obstant a aixo, tot i el baix rendiment del cultiu, és important continuar realitzant-lo
per tal de poder disposar dels aillats del microorganisme per a estudis d’evolucié i

adaptacio del patogen, aixi com realitzar la vigilancia de la resisténcia als

antibiotics*132,
= Reacci6 en cadena de la polimerasa en temps real (RT-PCR)

El métodes de deteccié d’acids nucleics com I’assaig RT-PCR sén els més utilitzats
actualment pel diagnostic de la tosferina, presentant major rapidesa i una excel-lent
sensibilitat en comparacié amb el cultiu. La RT-PCR és una tecnica que es pot realitzar
a partir de mostres respiratories sense dependre de la viabilitat del cultiu, la qual
cosa permet la deteccié del bacteri inclds en aquells pacients amb tos persistent de
més de dues o tres i fins a quatre setmanes d’evolucié o tractats amb antibiotics,
pels quals el rendiment del cultiu és més baix (Figura 11)%%. A I’hora de recollir la
mostra, en aquest cas es prefereix utilitzar hisops de dacrd, mentre que tampoc es
recomana I'us d’hisops de cotd, no sent la seva conservacid i el seu transport uns
factors que limitin I'eficiencia de la técnica. No obstant, també s’ha de tenir
precaucié alhora d'utilitzar-les ja que, degut a que la RT-PCR detecta material
genetic, aquesta pot detectar bacteris no viables. A més, la principal preocupacié de
I’Gs de les técniques de deteccié d’acids nucleics és la contaminacid. Es per tot aixo
que s’ha de ser prudent amb els resultats positius per RT-PCR en absencia de

confirmacid clinica, seroldgica o de cultiu®®32,
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Una sequléncia d’insercid (IS) és un element genétic mobil que presenta repeticions
de seqliencies 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 multiples copies, de
manera que son bones per ser considerades objectius per als métodes de diagnostic
basats en RT-PCR. Encara que hi ha IS especifiques per les diverses especies del
geénere Bordetella, |'intercanvi de material genétic entre elles fa que actualment
moltes d’elles es trobin presents en varies especies de Bordetella spp. a la vegada.
Antigament, s’havia assumint que la 15481 i la IS1001 eren especifiques de B.
pertussis i B. parapertussis, respectivament, trobant-se la 1IS481 habitualment en més
de dues-centes copies en el genoma de B. pertussis i la IS1001 en aproximadament
vint copies en el genoma de B. parapertussis*3?. No obstant, posteriorment, ambdues
IS s’han identificat en el genoma d’altres especies, trobant-se la 1IS481 present també
en el genoma de B. holmesii amb un nombre variable d’entre aproximadament deu
i cinquanta copies. De forma addicional, la IS481 es troba també present en un baix
nombre de copies en el 3% dels aillats de B. bronchiseptica pertanyents al clister I.
Per la seva banda, la IS1001 no només es troba en el genoma de B. parapertussis,
sind també en el genoma del 29% dels aillats de B. bronchiseptica pertanyents al
cldster I. Finalment, la 1S1002 es troba present tant en B. pertussis com en B.
parapertussis, amb aproximadament cinc i nou copies respectivament, i també en
poques copies en algun aillat de B. bronchiseptica*®*2%. Addicionalment a aquestes
tres elements, la h-IS1001 és exclusiva de B. holmesii, trobant-se en un nombre
variable de copies segons diversos autors, des de tres a cinc copies fins a

aproximadament setanta copies en el genoma d’aquesta®®,

S’han descrit nombrosos assajos de RT-PCR dirigits a la deteccid de les diverses IS,
inclosos assajos de RT-PCR multiple contra més d’una diana, presentant tots ells una
elevada sensibilitat a causa de la preséncia de multiples copies d’aquests elements
en el genoma de les diferents espécies del génere Bordetella. Concretament, les RT-

PRCs multiples per la cerca de les dianes 1S481 i 1S1001 sén ampliament utilitzades.
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Totes elles també presenten una bona especificitat en la deteccié de Bordetella spp.,
pero tal i com s’ha descrit anteriorment, a causa de la preséncia d’aquestes dianes
en diverses especies del genere, al llarg dels Ultims anys ha sigut necessari incloure
dianes addicional per tal d’augmentar I'especificitat de les proves diagnostiques
utilitzades, podent identificar de forma correcte totes les espéecies del génere
Bordetella. Aquestes solen ser altres IS com la IS1002 o la h-IS1001 o gens de copia
Unica com el promotor de la toxina pertussis (Pptx) i el gen recA o gens de funcio
desconeguda denominats BP0283, BP485 i BP3385, els quals garanteixen
I'especificitat de la técnica tot i que en comprometen la sensibilitat’32. Breument, el
conjunt de dianes utilitzades més comunament pel diagnostic de Bordetella spp. per

RT-PCR aixi com la interpretacié suggerida pels resultats es recull a la Taula 3.
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Taula 3. Possibles dianes utilitzades pel diagnostic de Bordetella spp. per RT-PCR i interpretacio suggerida dels resultats*.

Combinacions de resultats possibles d’una

Nombre
) de copies RT-PCR de Bordetella B )
Diana Present en per Interpretacio suggerida
genoma I1S481 1S1001 151002 ptxP  h-1S1001
B. pertussis 50-200
1S481 B. holmesii 8/10-49 Pos Neg Neg Neg Neg Bordetella spp.
Alguna B. bronchiseptica <5
B. parapertussis ~20
1S1001 . . Pos Neg Pos Pos Neg B. pertussis
Alguna B. bronchiseptica 1-7
B. pertussis 4-9
1S1002 B. parapertussis 9 Post Neg Post Neg Neg Bordetella spp./B. pertussis
B. bronchiseptica 1
h-1S1001 B. holmesii 3/5-69 Neg Pos Pos Neg Neg B. parapertussis
ptxP B. pertussis 1 Neg Post Neg Neg Neg Bordetella spp./B. parapertussis
recA B. holmesii 1 Pos Neg Neg Neg Pos B. holmesii

* RT-PCR, reaccio en cadena de la polimerasa a temps real; 1S481, seqliéncia d’inserci6 481; 1S1001, seqliéncia d’'insercié 1001; 1S1002, seqiiéncia d’insercié 1002;
ptxP, gen que codifica el promotor de la toxina pertussis; h-IS1001, seqiiencia d’insercié 1001 de B. holmesii; recA, gen que codifica la proteina 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. 2015132205207-209,

T En rares ocasions es podria tractar d’'una B. bronchiseptica.
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Diagnostic indirecte

El diagnostic serologic de la tosferina esta basat en la deteccié d’anticossos
especifics enfront del microorganisme al sérum d’un individu infectat.
Concretament, la técnica recomanada per I'OMS és la mesura d’anticossos anti-
PTX en un assaig ELISA en el serum d’una persona infectada després d’almenys
dues o tres setmanes des de I'inici de la tos (Figura 11). A banda dels anticossos
anti-PTX, els quals sén especifics d’una resposta enfront de B. pertussis, també es
pot realitzar I'assaig serologic mesurant anticossos anti-FHA, anti-PRN, anti-FIM i
anti-AC-Hly, sent tots aquests menys especifics, ja que pot observar efectes de
reactivitat creuada amb anticossos induits per altres especies de Bordetella o,
inclus, per altres espécies bacterianes. Es per aixd que, pel diagnostic rutinari de
la tosferina, es recomana la deteccid d’anticossos anti-PTX, sent la PTX un antigen
protector important en la resposta immune a la infeccié i laimmunitzacid. Encara
gue existeixen proves ELISA per detectar IgG, IgA i IgM enfront de B. pertussis, les
proves de IgG sén les que s'utilitzen amb més freqliencia com a proves
diagnostiques i sdn les més sensibles per a tots els grups d’edat, les millor
estandarditzades i les més ampliament disponibles. En aquest sentit, I'ELISA basat

en la deteccié de 1gG anti-PTX presenta una sensibilitat del 92,2%%132,

No obstant aix0, es tracta d’una técnica no recomanada en el cas dels lactants, ja
que, com que son pacients amb sistemes immunitaris immadurs, podrien existir
interferencies amb els anticossos materns transferits via placentaria durant
I'embaras. 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 infeccid o la immunitzacié primaria i una setmana
després de la immunitzacié de record, fa dificil distingir entre aquestes dues
respostes d’anticossos. Es per aixd que, a menys que es tinguin sérums
emparellats pel diagnostic serologic que evidenciin una seroconversio

significativa, tampoc es pot utilitzar com a prova diagnostica durant I’any seglient
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a la vacunacid, ja que no es detecten diferencies entre els nivells d’anticossos
produits a causa de la infeccié natural dels produits per efecte de la

vacunacig3>21°,

Hi ha una quantitat limitada d’agents antimicrobians disponibles pel maneig d’un
quadre de tosferina. A la Taula 4 es descriuen els principals antibiotics utilitzats
pel tractament de la tosferina, juntament amb la dosificacié, la pauta de

tractament i els possibles efectes adversos o contraindicacions de cadascun®.

La seleccid de I'antibiotic pel tractament de la tosferina s’ha de fer d’acord a
diverses consideracions com sén I'edat del pacient, els efectes o les interaccions
adversos relacionats amb el farmac, la tolerabilitat, I'adheréncia al regim de
medicacio i el cost. D’altra banda, I'eficacia de la terapia antibiotica depen de
I’etapa en que 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 controversia, doncs el seu paper principal
consisteix a disminuir la gravetat i la durada d’aquesta aixi com en disminuir el
periode de transmissibilitat i impedir la propagacié de la infeccid, la qual cosa
s’assoleix amb la seva administracié de forma primerenca, durant la fase catarral
de la malaltia i no quan s’administren durant la fase paroxistica. Aproximadament
el 80-90% dels pacients amb tosferina no tractada eliminaran de forma
espontania la preséncia de B. pertussis en la nasofaringe en un termini de tres o
quatre setmanes des de I'inici de la tos. No obstant aixo, els lactants no tractats

ni vacunats poden romandre positius fins més enlla de les sis setmanes?!1212,
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Taula 4. Agents antimicrobians pel tractament i profilaxi postexposicié de la infeccid per B. pertussis*¥.

Pauta de
Agent Edat Dosificacio Consideracions
tractament
Nounats: Interaccions amb farmacs metabolitzats
> 1 mes: 40 mg/kg/dia (max. 1-2 g/dia) en 4 dosis pel citocrom P450, poca tolerancia
Eritromicina >1 mes 7-14 dies
Adolescents i adults: 2000 mg/dia en 4 dosis Adults: Major risc d’EPHI en nounats, droga de la
categoria B per les embarassades segons la FDA
<1 mes: 10 mg/kg/dia (max. 500 mg) en 1 dosi Nounats: Interaccions amb farmacs metabolitzats
No 5 dies (< 6 mesos)

Azitromicina

Claritromicina

Trimetoprim-

sulfametoxazole

restriccions

d’edat

> 1 mes

> 2 mesos

> 6 mesos: 10 mg/kg el dia 1i 5 mg/kg els dies 2-5

Adolescents i adults: 500 mg el dia 1i 250 mg els

dies 2-5

> 1 mes: 15 mg/kg/dia en 2 dosis (max. 1g/dia)

Adolescents i adults: 1000 mg/dia en 2 dosis

> 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

02-5dies (26

mesos i adults)

7 dies

14 dies

pel citocrom P450, bona tolerancia

Adults: Droga de la categoria B per les
embarassades segons la FDA

Nounats: Tolerancia moderada

Adults: Interaccions amb farmacs metabolitzats
pel citocrom P450, droga de la categoria C per les

embarassades segons la FDA

Nounats: Tractament de segona linia pels que

presenten resistencia o intolerancia als macrolids




Py

INTRODUCCI0

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; max., maxim; EPHI, estenosi pilorica hipertrofica infantil; FDA, Food and Drug Administration®3213.214,

¥ Droga de la categoria B: els estudis en animals no han demostrat un risc fetal, perd 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, perd 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 fetus?®.
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Aixi doncs, la pauta recomanable pel tractament de la tosferina consisteix a
administrar antibioterapia en els majors d’1 any dins les tres primeres setmanes des
de I'aparicié de la tos i en els menors d’1 any i dones embarassades dins les sis
primeres setmanes des de |'aparicid de la tos, sent especialment rellevant actuar a
curt termini en aquest segon grup. Tot i que el moment Ooptim per iniciar el
tractament enfront de la tosferina i que aquest millori el curs clinic i eviti la
transmissio de la infeccid és durant la fase catarral de la malaltia, en moltes ocasions,
aquest no s’inicia en aquesta fase. Es per aixd que, organismes com els CDC
encoratgen als clinics a iniciar el tractament antibiotic segons el criteri clinic i inclis
abans que es coneguin els resultats confirmatoris del laboratori de diagnostic si hi ha
una alta sospita clinica de tosferina, especialment en lactants, els quals corren el risc

de patir les formes més greus de la malaltia®®.

Ni el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ni I'European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) han establert avui en dia els limits de
susceptibilitat als agents antimicrobians pel tractament de B. pertussis, per tant, als
laboratoris de diagnostic microbiologic no se solen realitzar les proves de
susceptibilitat corresponents, depenent I'efectivitat de la terapia de I'estadi de la
malaltia en qué s'inicii el tractament?’21%, Tot i aixd, hi ha una historia i una
experiencia considerable tant en la realitzacié de les proves de susceptibilitat als
antibiotics per a B. pertussis com en el tractament clinic de la tosferina. D’aquesta
manera, encara que les proves per estudiar la sensibilitat de B. pertussis als
antibiotics no estan suficientment estandarditzades, es recomanen les proves de
susceptibilitat per disc difusié i Etest per I'estudi d’aillats individuals i les proves de
susceptibilitat per disc difusid, Etest o agar dilucid per estudis a gran escala,
utilitzant-se els estandards provisionals per la interpretacio dels resultats, els quals

resten oberts a modificacions o reajustos en futures investigacions?®3,
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Els macrolids sén els antibiotics d’eleccid pel tractament i la profilaxi postexposicié
de la tosferina. L’azitromicina és I"Ginic antimicrobia recomanat per als nounats fins
a 1 mes d’edat, la qual presenta un perfil de seguretat elevat i és ben tolerada. No
obstant aix0, els macrolids s’han d’utilitzar amb precaucié en aquest grup, ja que hi
ha una associacié entre I'exposicid a I'eritromicina i a I'azitromicina amb un major
risc de presentar estenosi pilorica hipertrofica infantil (EPHI) en nounats,
especialment en els lactants menors de 2 setmanes d’edat i quan aquestes sén
administrades via oral, inclosos aquells casos que la reben indirectament a través de
la llet materna. Tot i aix0, l'azitromicina segueix sent el farmac d’eleccié pel
tractament o la profilaxi postexposicié 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
I’'administracié de I'antibioterapia en aquests pacients per tal de detectar de forma
prematura I'aparicié d’EPHI o altres afectes adversos greus?'?19-224 per als infants i
adults, qualsevol dels tres antibiotics pot ser utilitzat. No obstant aix0, I'azitromicina
i la claritromicina permeten una dosificacié menys freqliient, millorant d’aquesta
manera I'adherencia a la terapia. A més, I'azitromicina presenta un efecte limitat o
nul sobre el sistema del citocrom P450 aixi com menys interaccions amb altres
farmacs com si presenten I'eritromicina i la claritromicina, ambdds amb potencial

inhibitori del citocrom P450%11:225,

En un estudi publicat I’'any 2007, en el qual es va fer una revisié de tretze assajos
clinics per tal d’avaluar els riscos i beneficis del tractament antibiotic i la profilaxi
postexposicié enfront de la tosferina, que incloia més de 2000 participants, es va
observar que l'administracié de pautes curtes (azitromicina durant 3-5 dies o
claritromicina o eritromicina durant 7 dies) son tan efectives per erradicar la
preséncia de B. pertussis de la nasofaringe i prevenir la recidiva com I'Us de pautes

llargues (eritromicina durant 10-14 dies)??®.
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Avui en dia, se sap poc sobre I'eficacia de la terapia antibiotica d’eleccié enfront de
la infeccié per B. pertussis pel tractament de la infeccid per B. parapertussis i B.
holmesii, pero algunes dades in vitro suggereixen que els macrolids serien també

efectius per tractar la produida per ambdues espécies??’.

La principal alternativa als macrolids 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-lergia als macrolids. La seva administracié 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 grups?'!. D’altra banda, altres
families d’antimicrobians com sén els B-lactamics (especialment I'ampicil-lina i
I’'amoxicil-lina), el cloramfenicol, algunes quinolones i algunes tetraciclines han
demostrat una bona activitat in vitro, tot i que encara sén necessaris estudis clinics
que demostrin la seva eficacia com a tractament i profilaxi postexposicié?'*. Pel que
fa a les quinolones, un Unic treball realitzat al Japé va comunicar la deteccié de sis
aillats de B. pertussis resistents a acid nalidixic recollits entre els anys 2004 i 2006,
no descrivint-se casos de resisténcia a quinolones en cap altre treball??.
Contrariament en el cas de I'ampicil-lina i I'amoxicil-lina, el cloramfenicol i les

tetraciclines, no s’han descrit, a dia d’avui, casos de resisténcia en B. pertussis?*>214,

L'Gs prudent dels agents antimicrobians per la profilaxi postexposicid és util per
erradicar la preséncia de B. pertussis de la nasofaringe en els contactes. Els agents
antimicrobians disponibles per realitzar la profilaxis postexposicid entre els
contactes son els mateixos que es consideren pel tractament de la tosferina. Entre

els contactes que han de fer profilaxis postexposicié 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 exposicid
directa amb el pacient, hagi compartit espai durant almenys 1 h o hagi tingut
contacte amb les seves secrecions respiratories. En aquests casos, es recomana
profilaxis postexposicié per a tots els contactes propers asimptomatics per tal de
prevenir |'aparicié de casos secundaris, independentment del seu estat vacunal, tot
i que la decisié d’administrar-la depén de factors com la gravetat de la malaltia, la
durada i la carrega de I'exposicio i la immunocompetéencia dels subjectes exposats.

Aquells casos propers que siguin simptomatics s’han de tractar com a nous casos??°.

Es aconsellable administrar la profilaxis postexposicié en els contactes dins les tres
primeres setmanes posteriors a I'exposicid, especialment en entorns d’alt risc,
utilitzant les mateixes dosis que en el tractament (Taula 4)?1%2%, En aquest sentit, un
estudi dut a terme a Catalunya i Navarra entre els anys 2012 i 2013 conclou que la
profilaxi postexposicid va tenir una eficacia global del 43,9% en prevenir la
transmissié domiciliaria, sent aquesta major quan l'azitromicina es va administrar
durant els primers set dies des de I'inici dels simptomes del cas index. A més, els
autors puntualitzen que la profilaxi va ser ineficag quan es va administrar passats

catorze dies?*.

Pel que fa a la resisténcia a macrolids, la primera soca de B. pertussis altament
resistent als macrolids es va detectar I'any 1994 al comtat de Yuma, Arizona. Aquesta
es va aillar d’'un infant de 2 mesos d’edat i va mostrar una concentracié minima
inhibitoria (CMI) a I’eritromicina de >64pug/mli?31232, A partir de llavors la deteccié de
soques de B. pertussis resistents als macrolids ha sigut puntual als EUA, Taiwan, la
Xina, Iran, Brasil i Japd?**~238, La primera observacié a Europa es va detectar a Franca

I'any 2012. Es tracta d’una soca aillada d’un infant de 18 dies d’edat, la qual va
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mostrar una CMI enfront de I’eritromicina de >256ug/ml?*. Recentment, I'augment
de la resistencia a macrolids en B. pertussis ha sigut notable en paisos com la Xina,
on dos estudis que es van dur a terme en els periodes 2012-2013 i 2013-2014,
respectivament, van notificar que el 88% i el 92% dels aillats de B. pertussis estudiats
van ser resistents als macrolids?*%?*!. Addicionalment i de forma més recent, a
Vietnam han notificat que el 19% dels aillats analitzats entre els anys 2016 i 2018
han sigut resistents als macrolids?*2. La preséncia d’aquest elevat nombre d’aillats de
B. pertussis resistents als macrolids a la Xina i en altres paisos com Vietnam s’ha
relacionat amb I’abus en I'Us d’aquests antibiotics en aquests paisos. S’ha observat
gue aquestes soques resistents a macrolids posseeixen caracteristiques genétiques
particulars com son el Pptx de tipus 1 (ptxP1) i els multiple-locus variable-number
tandem-repeat types (MT)s 104, 55 i 195, caracteristiques poc comunes en les
poblacions de B. pertussis que circulen en |'actualitat en la majoria de paisos
d’occident?*272%, No obstant aix0, diversos estudis duts a terme en altres paisos com
Australia, els EUA, el Regne Unit o Finlandia no han detectat la preséncia de soques

de B. pertussis resistents als macrolids?-2%0,

Fins al moment, I'Unic mecanisme descrit en B. pertussis que li atorga resisténcia als
macrolids és la presencia de la mutacié A2047G en el lloc d’unié de I'eritromicina, la
claritromicina i I'azitromicina en el domini V de ’ARNr 23S, facilment detectable per
PCR?1%2 Malgrat que les soques resistents a macrolids sén actualment poc
freqlUients en molts paisos i, per tant, els macrolids poden seguir sent considerats el
tractament d’eleccié a les guies terapéutiques actuals, la vigilancia continuada
mitjancant la realitzacié d’estudis de sensibilitat segueix sent necessaria per tal de
poder detectar precogment la possible aparicié de resisténcies en B. pertussis i mirar

de prevenir la seva disseminacié®*®2,
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La immunitzacid enfront de la tosferina va sorgir com una possible estrategia eficient
per a la prevencio i el control de la malaltia des del moment en qué Jules Bordet i
Octave Gengou, del Pasteur Institute of Brussels, van aconseguir aillar B. pertussis
I’any 1906. Charles Nicolle, del Pasteur Institute of Tunis, va utilitzar una vacuna viva
com a tractament durant una epidémia de tosferina a Tunisia I'any 1913, la qual va
ser la primera d’una série de vacunes que es van desenvolupar al llarg de les dues
seglients décades. Els primers estudis de camp els va realitzar Thorvald Madsen, del
Danish State Institute in Copenhagen, a les llles Feroe durant dues grans epidemies
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 estratégia va disminuir en més del 20% els casos de tosferina
entre les persones vacunades en comparacié amb les no vacunades, suposant un
cert grau de proteccio per part de vacuna. A més, es va observar que els simptomes
en les persones vacunades que desenvolupaven la malaltia eren menys greus que els
observats entre els no vacunats. No obstant aixd, va descriure dues reaccions
mortals passades 48 h de la immunitzacid. Al 1932, Pearl Kendrick i Grace Eldering
van comengar a treballar en una vacuna inactivada, en la qual van tractar el bacteri
amb timerosal i refrigeracio per a la seva inactivacié. 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, 'any 1942. Aquesta es tractava
d’una vacuna inactivada de céel-lules completes combinada amb els toxoides diftérics
i tetanics, la qual va ser aprovada I'any 1943 per la American Academy of Pediatrics

i utilitzada de forma generalitzada als EUA a partir de I’any 195323,
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Les vacunes antipertussiques son vacunes inactivades que tenen diferents tipus de
presentacié segons el tipus d’antigens immunitzants que contenen. Les vacunes de
cél-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 mitjancant calor i formol mentre que les vacunes acel-lulars (DTPa),
desenvolupades al llarg dels anys vuitanta, contenen un o més antigens 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
qgue contenen, poden ser de carrega antigenica estandard (Pa), utilitzades en la
immunitzacié primaria, o de carrega antigenica baixa (pa), utilitzades en la
immunitzacid de record i en la immunitzaci6 de I'embarassada. Els agents
immunitzants, tant de les vacunes DTPw com de les vacunes DTPa es presenten en
una solucid salina amb agents estabilitzants i sals d’alumini com a adjuvant,
potenciador de la resposta immune. Totes elles son vacunes combinades amb altres
antigens que confereixen immunitat enfront d’altres malalties, podent ser trivalents,

tetravalents, pentavalents o hexavalents®.

A Espanya, la vacunacié enfront de la difteria, el tétanus i la tosferina es va iniciar
I'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 I'exit obtingut amb aquestes actuacions, es va
constatar la necessitat de disposar d’un calendari continu de vacunacions, el qual es
va implementar I'any 1975 i contemplava la vacunacié enfront de la tosferina als 3,
5i 7 mesos d’edat. L’any 1995 es va aprovar per al seglient any un nou calendari
sistematic de vacunacions per franges, en el qual la pauta d’immunitzacié primaria
enfront de la difteria, el tetanus i la tosferina va passar als 2-3, 4-5 i 6-7 mesos d’edat,
incorporant-se també la vacunacié enfront de la tosferina en la immunitzacié 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 sistéemic, tals com febres elevades i problemes neurologics,
aixi com la seva eficacia en la infancia variava significativament en funcioé de diferents
factors, com la variabilitat entre lots. Es a finals dels anys noranta i principis del segle
XXI quan diverses comunitats autdbnomes van substituir les vacunes DTPw per les
vacunes DTPa, comencant per la dosi que s’utilitzava als 18 mesos d’edat,
considerant-se el periode 1998-2005 com la franja de reemplagament de les vacunes
DTPw i la implementacié de les vacunes DTPa. A partir de I'any 2000, es va anar
incorporant de forma progressiva al calendari vacunal de les diferents comunitats
autonomes I'administracié 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
autonomes, i per a totes les dosis, I'Us de les vacunes DTPw per les vacunes DTPa.
Les vacunes dTpa es van anar incorporant a partir de I'lany 2011 en la dosi dels 4-6
anys, després d’observar-se una tendéncia 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, I'any 2017 es va fixar la
immunitzacié primaria en dues dosis als 2 i 4 mesos d’edat i la immunitzacié de
record en dues dosis als 11 mesos i 6 anys. Aquesta s’administrava amb la composicio
DTPa en els casos que haguessin rebut anteriorment 3 dosis i amb la composicid
dTpa en els casos que haguessin rebut 4 dosis prévies de la vacuna. Enguany, donada
la limitada durada de la immunitat enfront de la tosferina, el Comité Asesor de
Vacunas (CAV) de [I'Asociacion Espafiola de Pediatria (AEP) insisteix en la
recomanacio d’incloure al calendari espanyol de vacunacions sistematiques una dosi
de record amb dTpa per als adolescents, aconsellada entre els 12-14 anys. Tot i aixo0,
avui en dia, Asturies és I'Gnica comunitat autonoma d’Espanya que des de I'any 2017
inclou en el seu calendari sistematic de vacunacions la dosi de dTpa entre els 12-14
anys, tal com recomana I’AEP?**, La immunitzacié de 'embarassada a Espanya es va

iniciar entre els anys 2014 i 2016 segons cada comunitat autonoma, administrant-se
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una dosi per cada embaras entre les setmanes 27 i 36 de gestacid, preferiblement
entre les setmanes 28 i 322°42%, Pel que fa a la resta de paisos europeus, s’observen
pautes vacunals similars amb lleugeres variacions en el nombre de dosis i els temps

d’administracié®’.

Actualment, I'any 2021, el programa vigent de vacunacié a Espanya enfront de la
tosferina al llarg de tota la vida inclos en el calendari de vacunacions sistematiques,

contempla les segiients dosis®>*>>:

- Vacunacié en la lactancia: immunitzacié amb tres dosis de DTPa als 2, 4 i 11
mesos, seguint la pauta 2+1 per la que es considera la primovacunacié amb dues
dosis i una primera dosi de record.

- Vacunacio en infants de 6 anys: immunitzacié amb DTPa als menors vacunats
als 2, 4 i 11 mesos (pauta 2+1) quan compleixen I'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.

- Recomanacié per part del CAV de I’AEP de la vacunacio dels adolescents de 12-
14 anys: immunitzacié amb una dosi de dTpa a la franja entre els 12 i 14 anys.

- Vacunacio prenatal: immunitzacié de 'embarassada amb una dosi de dTpa en
cada embaras a partir de la setmana 27 de gestacid, preferentment en la

setmana 27 o 28.

Avui en dia, hi ha diverses vacunes enfront de la tosferina comercialitzades a Espanya

(Taula 4)%%,



Taula 5. Composicié i indicacions de les vacunes enfront de la tosferina comercialitzades a Espanya*.
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Nom comercial
(Laboratori)

Components

Antigens de tosferina

Altres antigens

Indicacions segons fitxa técnica

Vacunes amb elevada carrega del component tosferina (Pa)

Vacunes Hexavalents

Infanrix Hexa®
(GlaxoSmithKline, GSK)
DTPa-VPI-Hib-HB

Hexyon®
(Sanofi Pasteur)

DTPa-VPI-Hib-HB

Vaxelis®
(MSD)
DTPa-VPI-Hib-HB

PTX (25 ug)
FHA (25 ug)
PRN (8 pg)

PTX (25 ug)
FHA (25 pg)

PTX (20 ug)

FHA (20 pg)

PRN (3 ug)
FIM2, FIM3 (5 pg)

Toxoide difteric, Toxoide tetanic,
Antigen de superficie del virus de la
Hepatitis B, Poliovirus inactivat,
Polisacarid de Haemophilus
influenzae tipus b
Toxoide difteric, Toxoide tetanic,
Poliovirus inactivat, Antigen de
superficie del virus de la Hepatitis B,
Polisacarid de H. influenzae tipus b
Toxoide difteric, Toxoide tetanic,
Antigen de superficie del virus de la
Hepatitis B, Poliovirus inactivat,

Polisacarid de H. influenzae tipus b

Immunitzacié primaria i immunitzacié de record
en lactants i infants entre les 6 setmanes i els 36

mesos d’edat

Immunitzacié primaria i immunitzacié de record
en lactants i infants a partir de les 6 setmanes

d’edat

Immunitzacié primaria i immunitzacid 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 carrega del components tosferina (pa)

Vacunes Tetravalents

PTX (8 ug) Immunitzacié de record a partir dels 3 anys
Boostrix Polio®
FHA (8 pg) Toxoide difteric, Toxoide tetanic, d’edat i proteccid passiva en la primera infancia
(GlaxoSmithKline, GSK)
PRN (2,5 ug) Poliovirus inactivat després de la immunitzacié materna durant
dTpa-VPI
I’'embaras
Vacunes Trivalents
Immunitzacié de record a partir dels 4 anys
Boostrix® PTX (8 ug)
Toxoide tetanic, Toxoide difteric d’edat i proteccid passiva en la primera infancia
(GlaxoSmithKline, GSK) FHA (8 ug)
després de la immunitzacié materna durant
dTpa PRN (2,5 ug)
I’'embaras
PTX (2,5 pg)
Triaxis® Immunitzacié de record a partir dels 4 anys
FHA (5 pg) Toxoide tetanic, Toxoide diftéric
(Sanofi Pasteur) d’edat i proteccid passiva en la infancia després
PRN (3 pg)

dTpa de la immunitzacié materna durant I'embaras

FIM2, FIM3 (5 ug)

* DTPa, vacuna acel-lular enfront de la diftéria, el tetanus i la tosferina; dTpa, vacuna acel-lular de baixa carrega antigenica enfront de la difteria, el tetanus i la
tosferina; VPI, virus de la poliomielitis inactivat; Hib, Haemophilus influenzae tipus B; HB, virus de I'hepatitis B; PTX, toxina pertussis; FHA, hemaglutinina
filamentosa; PRN, pertactina; FIM2 i FIM3, fimbries de tipus 2 i 3; ug, microgram. Dades de la Asociacion Espaiiola de Pediatria, Comité Asesor de Vacunas,

Fichas técnicas de Vacunas, Tosferina?38,
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Sén diversos els assajos clinics que han demostrat que la majoria de vacunes DTPa
actualment utilitzades en els diferents programes d’immunitzacié indueixen
respostes immunes robustes i bons titols d’anticossos després de la vacunacié,

mostrant una elevada eficacia?>®2%?

. S’han descrit eficacies per vacunes DTPa
multicomponents d’almenys tres components (PTX, FHA i PRN) d’entre el 84-85% en
prevenir la tosferina tipica i d’entre el 71-78% en prevenir la tosferina lleu?3. De la
mateixa manera, s’ha estimat una eficacia per a una vacuna DTPa de dos
components (PTX, FHA) del 85%, el que va dur a la seva aprovacio i implementacio
en els programes de vacunacié®®*. Per la seva banda, la vacuna DTPa d’un sol
component (PTX) se segueix utilitzant en paisos del nord d’Europa, com és el cas de
Dinamarca, mostrant una eficacia del 71%. Un estudi previ va apuntar I'eficacia
absoluta menor de les vacunes DTPa d’'un o dos components (67-70%) en
comparacié amb els valors descrits per les vacunes DTPa de tres o més components
(80-84%), ambdues lleugerament inferior amb I’eficacia absoluta observada per les
vacunes DTPw, la qual es va situar de forma heterogénia entre el 37-92%°%. No
obstant aix0, la comparacié de I'eficacia entre les vacunes DTPw i DTPa o entre
diverses vacunes DTPa no ha dut a tenir conclusions clares, faltant, avui en dia,
evidéncies que donin suport a la superioritat d’'una vacuna DTPa respecta d’una
altra2®®2%’ Degut a la seva variabilitat, la comparacié de I'eficacia entre les vacunes
DTPw i les vacunes DTPa, aixi com entre les diverses vacunes DTPa amb entre un i
cinc components antigénics, no ha permeés arribar a conclusions clares. Tot i aixi, la
bona immunogenicitat demostrada per part de les vacunes DTPa, unida a la seva
menor reactogenicitat, tant en la primovacunacié com en la vacunacié de record,
van empényer el recanvi de les vacunes DTPw?55268269 No obstant a aixo, la pérdua
d’'immunitat amb el temps aixi com I'expansiéo de clons de B. pertussis amb
polimorfismes en els antigens inclosos en les composicions vacunals, fa palesa que

I’efectivitat vacunal d’aquest tipus de vacunes no és dptima?®°,
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Per la seva banda, en tots els assajos clinics realitzats amb les vacunes dTpa es va
observar una adequada resposta immunitaria un mes després de la vacunacié 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 seguretat?6%270-

274

Es desconeix la durada de la proteccié conferida per les vacunes DTPa, pero 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
temps?”. Diverses estimacions apunten que la infeccié natural proporcionaria de 7-
10 a 20 anys de proteccid, mentre que la proteccid obtinguda amb la vacunacié
oscil-laria entre els 4 i els 14 anys. Concretament, s’estima que la proteccié conferida
per les vacunes DTPw seria aproximadament d’entre 4 i 14 anys mentre que
I’adquirida amb la vacunacié DTPa duraria al voltant de 5 anys?>?5277_ per tal
d’esclarir aquest Ultim punt, s’estima que per cada any després de I'Gltima dosi
rebuda de la vacuna DTPa, la probabilitat de tenir una tosferina augmenta un 27-
33%. Addicionalment s’apunta que no existeixen diferéncies entre diferents
esquemes de vacunacio (3 dosis o bé 5 dosis de DTPa) i que es podria estimar la
durada de la immunitat després de la vacunacid en una mitjana de 3 anys,
mantenint-se protegits tan sols el 10% dels infants passats 8,5 anys de
I’administracié de I’Gltima dosi?’>?’7?7%, 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 I'Gltima dosi de vacuna DTPa. Aixi doncs, una
efectivitat inicial del 95% disminuiria al 71% passats cinc anys després de rebre
I"Gltima dosi mentre que una efectivitat inicial del 90% es reduiria al 42% en el mateix
periode de temps. Entre els infants de 5 a 9 anys, I'eficacia superaria el 75%,
aproximadament, i més del 65% dels infants romandrien immunes a la tosferina
passats cinc anys de la darrera dosi de DTPa?>?° A conseqiiéncia d’aixo, la

immunitat conferida per la vacunacié és minvant en el temps, fent que els infants
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grans, els adolescents i els adults siguin susceptibles a la infeccidé 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 proteccid per a tots els

edat?’>279281-283 p’altra banda, encara que molts casos de tosferina ocorren

grups d’
en individus vacunats, la gravetat de la malaltia i la preséncia de complicacions
sembla estar fortament relacionada amb el temps transcorregut des de la vacunacid
o de l'episodi d’infeccid natural, aixi com amb al fet de no rebre les dosis

corresponents a I’edat recomanada segons un esquema vacunal adequat?*,

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’edat?®. A més, diversos estudis
duts a terme en diferents paisos apunten que els convivents sén la principal font
d’infeccid per la tosferina en els infants!26134176.285°291 " A caysa de la transmissio
continua de la tosferina entre la comunitat i els infants recents nascuts, els quals no
poden ser immunitzats enfront de la tosferina, i amb I'objectiu de reduir la gravetat
i la mortalitat associades a la tosferina durant els primers mesos de vida, I’Advisory
Committee on Immunization Practies (ACIP) dels CDC van proposar I'any 2011
I’'administracié de les vacunes dTpa a les dones embarassades i persones de contacte
com una de les principals estrategies de prevencid de la tosferina en aquest grup,

170292294 | 'astratégia tenia el doble proposit de

sent aquesta segura i immunogenica
generar proteccié directa a les mares i prevenir la infeccid i la transmissio al recent
nascut i de proporcionar proteccié indirecta del lactant mitjancant la transferéncia
passiva a través de la placenta d’anticossos al fetus. D’aquesta manera, els EUA es
van convertir en el primer pais en introduir la vacuna de la tosferina en

I’embarassada, amb una dosi de dTpa entre les setmanes 27 i 36 de gestacid.

L'efectivitat estimada de la vacuna en la prevencié 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 mesos?®. De la mateixa manera que els titols d’anticossos disminueixen
passat un any de la vacunacié amb dTpa en adults sans, els titols d’anticossos
antipertussics materns també disminueixen de forma rapida?®2%¢, Per aquest motiu,
les recomanacions de la immunitzacié amb dTpa recau des de I’'any 2012 en totes les
dones embarassades i en cada embaras, independentment de linterval
transcorregut entre aquests i de la previa recepcié d’una dosi de dTpa, demostrant-
se una transferencia d’anticossos eficient a través de la placenta, malgrat que els

titols d’anticossos no siguin els dptims ni de llarga durada?¥°=3%2,

A Europa, I'any 2012 el Regne Unit va ser en primer pais que va introduir la vacuna
dTpa a les dones embarassades, aconseguint una cobertura del 64% en el primer any
d’implementacid i una efectivitat de la vacuna del 91% en la prevencié de la tosferina
duran els dos primers mesos de vida®2, Amb la introduccié de I'estratégia 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 complicacid posterior a la immunitzacié en aquest grup.
Altres estudis duts a terme també al Regne Unit arran de la introduccié de la vacuna
dTpa a la dona embarassada, han situat I'efectivitat d’aquesta entre el 90-95%303-3%,
No obstant aix0, estudis duts a terme posteriorment en diversos paisos, han registrat
valors d’efectivitat dels programes de vacunacié enfront de la tosferina en gestants

més heterogenis, amb valors d’entre el 69-91%3%311, |/

any 2016, el departament de
salut del Regne Unit, seguint I'evidéncia tranquil-litzadora d’un estudi suis, el qual
demostrava una immunogenicitat adequada de la vacuna quan aquesta
s’administrava en etapes primerenques de [I'embaras, va actualitzar les
recomanacions de la vacunacié prenatal per aconsellar-la en qualsevol moment
entre la franja de les 16-32 setmanes de I'embaras®!?. De fet, la immunitzacié

primerenca durant el segon trimestre de I'embaras s’ha associat a titols més alts

d’anticossos transferits enfront de la PTX i la FHA que els estimats quan la vacunacié
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es realitza a partir de la setmana 25 de I'embaras. Tot i aix0, el moment optim per

fixar la immunitzacié de 'embarassada encara genera certa controvérsia3'313,

A Espanya, la Comissié de Salut Pdblica va aprovar el programa de vacunacié de
I'embarassada I'any 2015, encara que aquest ja s’havia implementat en algunes
comunitats com Catalunya, Navarra i Asturies I'any 2014. Des de llavors, el calendari
sistematic de vacunacid de I'embarassada inclou una dosi de dTpa entre les
setmanes 27-28 i 36 de I'embaras, idealment entre les setmanes 28 i 32. En aquells
casos en que hi hagi una sospita de prematuritat, la immunitzacié de I'embarassada
es pot realitzar des de la setmana 16 de gestacio, preferiblement a partir de la
setmana 20 de I'embaras. De la mateixa manera que les recomanacions previes en
altres paisos, s’indica la vacunacido de les dones en cada un dels embarassos,
independentment de I'estat vacunal anterior®!*. La introduccié de la immunitzacié
de I'embarassada a Espanya va suposar una reduccié6 de la incidéncia
d’hospitalitzacions per tosferina en el lactants, sent significativament menor en
aquelles regions que van adoptar I'estratégia amb anterioritat. S’ha descrit una taxa
d’hospitalitzacié 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 2011, Des de I'any 2012, la ra6 de taxa
d’incidéncia (RTI) comparant el grup d’edat en el que s’espera la reduccié de la
malaltia (<3 mesos) amb un altre grup d’edat en el que no s’espera la reduccié de la
malaltia (3-11 mesos) s’ha vist reduida de forma progressiva, passant de 7,5 al 2012
al 2,2 al 2016, anticipant-se el descens en aquelles comunitats autonomes que van
implementar la immunitzacié de 'embarassada abans de mitjans de I'lany 20157, A
Espanya es disposa actualment de tres vacunes dTpa indicades per la immunitzacio

de 'embarassada enfront de la tosferina (Taula 5)%%.

Tot i la introduccid de la I'estratégia de la immunitzacid de I'embarassada,

inicialment hi va haver certes preocupacions referent a seva I'aplicacié, com sén 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 I'elevada concentracié d’anticossos tramesos a
través de la placenta podria minimitzar la resposta immune induida per la
immunitzacié enfront de la tosferina en el lactant, la possible interferéncia entre els
anticossos materns i els anticossos generats pel lactant després de la seva vacunacio,
gue 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 proteccié conferida per la transferencia d’anticossos materns és
tan breu que no té un impacte en la morbiditat de la tosferina fora de la
infancia3031>317 Alguns d’aquests aspectes han sigut abordats en diversos estudis,
observant-se titols d’anticossos de 2 a 20 vegades superiors en el grup de dones
vacunades i titols d’anticossos de 3 a 36 vegades més alts en el cordé umbilical del
grup de dones vacunades. També s’han observat concentracions adequades
d’anticossos en aquells lactants amb mares vacunades durant I'embaras, inclis
després de rebre la primera dosi de les vacunes DTPa, mostrant una major resposta
immunitaria en néixer i dos mesos després. No obstant aixo, s’han observat lleus
disminucions en la resposta immune després de completar la immunitzacid primaria
amb les vacunes DTPa en aquells infants amb mares vacunades, sense identificar-se
diferéncies en la resposta immune després de completar la immunitzacié de reforg.
Tot i que s’ha descrit un petit augment en la incidencia 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, retras en el creixement
intrauteri o malformacions. Estudis addicionals han suggerit que no hi ha evidéncia
d’interferencia entre els anticossos materns induits per les vacunes dTpa i la

immunitzacié amb les vacunes DTPa en els lactants30%304318-321

Actualment, la immunitzacié de I'embarassada és considerada |'estrategia més

efica¢ per prevenir la tosferina en els lactants nounats que encara no poden ser
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vacunats, per davant d’altres estratégies com la immunitzacié dels contactes
propers, observant-se una bona correlacid entre les concentracions de IgG després
de la vacunacié materna i les observades en el cordé umbilical®?2. En les seves guies,
els CDC recomanen |'Us de les vacunes dTpa durant cada embaras amb
I"'administracié d’una dosi entre les setmanes 27 i 36 de gestacid, preferiblement
durant la primera part d’aquest periode per tal de maximitzar la resposta
d’anticossos materns i la transferéncia passiva d’aquests a l'infant. D’altra banda,
posen emfasi en el fet que I'Us de les vacunes dTpa després del part no és I'optim, ja
que es perd I'efecte d'immunitzacié al lactant, el qual queda vulnerable enfront de
la infeccid i les complicacions greus de la malaltia3?3. A Europa, segons dades de I'any
2019, la vacunacié de la dona embarassada esta en vigor a divuit paisos, diferint
entre ells els temps gestacionals en quée s’administra. Per exemple, en paisos com
Austria, Liechtenstein, Suissa 0 Luxemburg, la immunitzacié de 'embarassada esta
indicada a partir de la setmana 13 de I'embaras mentre que a Dinamarca aquesta

s’administra a partir de la setmana 32 de gestacié?®’.

La cobertura vacunal és un dels indicadors utilitzats per avaluar i monitorar els
programes de vacunacio 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% I'any 2019, sent superior al 90% en la majoria de paisos. Els paisos amb
cobertures vacunals inferiors al 80% es troben principalment a I’Africa, Sud-ameérica

i Sud-est asiatic (Figura 12)3%4,
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Not available
Not applicable

Figura 12. Cobertura vacunal estimada per I'any 2019 a escala mundial per a la immunitzacié
primaria enfront de la tosferina. Figura modificada de la World Health Organization: Inmunization,
Vaccines and Biologicals Programme. Pertussis [Internet]. Geneva (Switzerland): The
Organization; [updated 2020 Augi14]121,
“https.//www.who.int/immunization/monitoring_surveillance/burden/vpd/surveillance_type/passi
ve/pertussis/en/”

A Espanya la cobertura vacunal de la immunitzacidé primaria es manté per sobre del
95% des de fa més de vint anys, d’eng¢a que I’any 1999 va ser del 95,1%. Pel que fa a
la immunitzacioé de record, la cobertura vacunal de la primera dosi ha oscil-lat entre
el 89,5% i el 95,5% en el periode 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 ’any 20053%,

Els programes d’immunitzacié de I'embarassada es van iniciar a Espanya I'any 2014
en funcidé de la situacié epidemiologica i la disponibilitat de les vacunes en cada
comunitat autdbnoma, aprovant-se la recomanacié I'any 2015. Des de I'any 2016 la
immunitzacié de I'embarassada es realitza en totes les comunitats autonomes, amb
una cobertura nacional per I’any 2016 del 81,6%, amb un rang de 52%-88,6% entre
les catorze comunitats autonomes que van aportar dades. El percentatge de dones
embarassades que van rebre la vacuna dTPa en el conjunt d’Espanya durant I'any
2019 ha estat del 83,6%, registrant-se una cobertura vacunal del 82,8% a Catalunya

aquell mateix any#32°,
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Més de cent anys després que Bordet i Gengou identifiquessin B. pertussis com
I'agent causal de la tosferina, encara existeixen aspectes que es desconeixen en
relaciéd a com el microorganisme causa la malaltia o els mecanismes pels quals la

immunitat de I’hoste o la vacunacié confereixen proteccid a la infeccié3®.

Tal com s’ha comentat préviament, B. pertussis expressa multiples factors de
viruléncia que, o bé contribueixen directament a la seva patogenesi, o bé tenen un
efecte immunomodulador sobre I'hoste. La interficie entre la resposta immune
innata i I'adaptativa és clau pel reconeixement de B. pertussis i el control de la
infecci6 que produeix (Figura 13). Durant el procés d’infeccié natural, el
reconeixement dels antigens bacterians per part dels receptors de les cél-lules
epitelials de la mucosa i de les cél-lules immunitaries innates, com ara, els macrofags
i les cel-lules dendritiques, condueixen a I'activacié d’una cascada immunologica que
inclou I'alliberacié de molécules proinflamatories, com sén algunes interleuquines
(IL-6, IL-1B, IL-8, IL-12, IL-23), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) i I'interferd
de tipus 1 (IFN-1), les quals actuen en processos com la proteccié enfront de la
disseminacid sistémica o I'activaci6 de la fagocitosi, aixi com molecules
antiinflamatories (IL-10). Les cél-lules B i les cél-lules T CD4+ sén les principals
cel-lules efectores que brinden proteccié enfront de les infeccions per B. pertussis.
Les cel-lules T CD4+, a més del seu paper en la produccié d’anticossos, proporcionen
també proteccié a través d’un mecanisme independent d’anticossos3%. Aixd es va
observar a finals dels anys 90 quan es va demostrar la produccié de citocines per part
de les cél-lules T productores d’interfer6 gamma (IFN-y) a sang periférica en nens
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qgue s’havien recuperat d’'un quadre de tosferina La rellevancia d’aquestes

cél-lules va ser definida per I'observacioé que els clons de cel-lules T CD4+ de memoria
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generats a partir de les cel-lules mononuclears de sang periférica (CMSP) en adults
previament infectats, secretaven IFN-y, induien activitat antimicrobiana a les
cél-lules fagocitiques i facilitaven 'opsonitzacié per part de les cél-lules B. Aixo
suggeria que les cél-lules T CD4+ contribuien a la proteccié de la colonitzacié per B.
pertussis a través de mecanismes dependents d’IFN-y3?%. Addicionalment, avencos
més recents en I'estudi de les respostes de tipus Th17 han ampliat la comprensié de
la resposta immune cel-lular enfront de la tosferina. La produccié de citocina IL-23
per part de les cel-lules dendritiques durant la infeccié per B. pertussis, promotora
de I'accid de les cel-lules Th17, va suggerir la importancia de la resposta Th17 en la
proteccié després de la infeccio3?*3%, Estudis duts a terme en models babuins van
aportar més proves de la rellevancia de les respostes Thl i Th17 enfront de la infeccid
i colonitzacio per B. pertussis, observant-se fortes respostes de tipus Th1li Thl7 que
van resultar en la proteccié contra els signes clinics de la malaltia®**%, A banda, s’ha
constatat que la induccié de les cél-lules de memoria residents als teixits (Tmr)
productores d’IFN-y i/o IL-17 observades en els pulmons de ratolins després de la
infeccid, juga un paper important en lamemoria a llarg termini després de la infeccid
per B. pertussis en el model muri. Addicionalment, s’"ha detectat en models animals

la rapida expansié de les cél-lules Tmr al teixit pulmonar després de la reinfeccid®3*
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Figura 13. Procés immunologic induit per la infeccid natural de B. pertussis. Figura modificada de
Parul Kapil et al. 2019326,

Els treballs que han comparat les respostes immunologiques induides per la infeccid
per B. pertussis i per la immunitzacié amb les vacunes DTPw i les vacunes DTPa han
demostrat que I'estimulacid del sistema immunologic per part de les vacunes DTPa
és diferent del de la infeccié natural i la immunitzacio a través de les vacunes DTPw
(Figura 13 i 14)%6281326337 E|s estudis immunologics desenvolupats al llarg dels
ultims vint anys suggereixen que el paper que juga la immunitat cel-lular és essencial
per la resposta immunitaria enfront de la tosferina que s’origina a conseqtiencia de

la immunitzacié amb les vacunes antipertussiques, siguin DTPw o DTPg327:338-340,

Els estudis comparatius de les dues vacunes demostren que, tant les vacunes DTPw
com les vacunes DTPa indueixen fortes respostes d’anticossos enfront dels antigens
de B. pertussis. Les vacunes DTPa, les quals estan formulades amb un unic adjuvant
i amb un conjunt limitat d’antigens, estimulen un perfil de resposta immunitaria
diferent, sent més restringida que les respostes originades per les vacunes DTPw o
la infeccié natural, amb les quals, I'organisme s’enfronta a una amplia gamma
d’antigens i adjuvants. Per una banda, els individus que han rebut les vacunes DTPw
presenten alts titols d’anticossos de les subclasses 1gG1, 1gG2 i 1gG3, amb Ia

produccié 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 produccié d’elevats
titols d’anticossos IgG1 i 1gG4, el qual és un primer mecanisme per explicar la menor
eficacia de les vacunes DTPa en comparacié amb les vacunes DTPw (Figura 14). Els
anticossos 1gG4 no sén capacos d’activar el sistema del complement, de manera que
condueixen a una resposta inflamatoria suboptima. Les evidéncies apunten a que
cada una de les dosis de vacuna DTPa rebuda fa augmentar la produccié de 1gG4, fet
que sembla estar relacionat amb la tendéncia que la proteccié conferida per les

vacunes DTPa després de cada dosis de reforg és menor330341:342,
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Figura 14. Immunitat induida per la immunitzacié 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 diferéncies evidents en la polaritzacié
d’aquesta, de manera que les cel-lules T CD4+ d’aquells individus que han rebut les
vacunes DTPw produeixen elevats nivells d’IFN-y i IL-17, associats a una resposta

limfocitaria de tipus Th1 i Th17, respectivament, mentre que les cél-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-y, associats a una resposta limfocitaria de tipus Th2 (Figura
14)3*3, Com que les citocines Th1 juguen un paper important en la immunitat enfront
de la tosferina, aquesta troballa explica que tant la infeccié natural com les vacunes
DTPw ofereixin una millor proteccié en comparacid a les vacunes DTPa3?73%, |a
contribucid relativa de les respostes cel-lulars Thl, Th2 i Thl7 a la proteccio
vehiculada per les vacunes difereix lleugerament entre especies. En ratolins, la
vacunacio DTPa indueix la produccid d’IL-4, IL-5 i IL-17 per part dels limfocits T CD4+,
d’acord amb la polaritzacié d’una resposta de tipus Th2/Th17, mentre que la
vacunacié DTPw indueix una resposta de tipus Th1/Th17, amb la consegiient
produccid d’IFN-y i IL-173303393%_ E| paper de les cél-lules Th1 i Th17 en I'eliminacié
de B. pertussis a través de la produccié d’IFN-y i IL-17 ha estat ampliament demostrat
en estudis que han utilitzat ratolins deficients en citocines i receptors especifics,
demostrant-se el motiu d’'una immunitat més curta induida per les vacunes DTPa en
comparacié amb la immunitat derivada de la infeccid natural o la immunitzacié amb
les vacunes DTPw3%. En babuins, la vacunacié DTPa va donar com a resultat, fortes
respostes de tipus Th2, conferint proteccié enfront de la malaltia simptomatica, pero
sense aconseguir prevenir la colonitzacié asimptomatica, el transport o la
transmissid als animals cohabitants, posant-se en dubte la generacié d’una
immunitat col-lectiva, mentre que la vacunacié DTPw va induir fortes respostes de
tipus Th1/Th17, conferint proteccié enfront de la malaltia i I'eliminacié rapida de la
infeccié®333*, En humans, després de la immunitzacié amb vacunes DTPw o després
de la infeccié natural es generen nivells moderats o alts d’IFN-y. Contrariament,
després de la immunitzacié amb les vacunes DTPa es produeixen alts nivells d’IL-4 i
IL-5, la qual cosa reforc¢a que la vacunacié DTPa indueix fortes respostes de tipus Th2
en humans, fenomen similar al descrit en el model babui*33%3% Tot i que hi ha una
carencia en la induccié de la resposta de tipus Thl7 en humans després de la

immunitzacié infantil amb vacunes DTPa, un estudi recent ha demostrat la preséncia
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d’elevats nivells d’IFN-y i IL-17 després de la revacunacié amb DTPa en aquells infants
qgue havien rebut vacunes DTPw durant la primovacunacio i alts nivells d’IL-4 i IL-5
després de la revacunacié amb DTPa en aquells infants que havien sigut immunitzats
amb vacunes DTPa durant la primovacunacié. A més, la proteccié després de les
dosis de refor¢ és més curta en aquelles persones que han rebut DTPa en la
primovacunacid, explicant-se d’aquesta manera I'augment de la incidencia de
tosferina observada entre els adolescents i els adults3*#3°%31 Concretament, els
estudis il-lustren la importancia d’administrar les vacunes DTPw durant la
primovacunacid dels individus, ja que s’ha observat que aquest grup és el que ha
presentat una menor incidéncia de la malaltia, independentment del tipus de vacuna

utilitzada en les dosis de record d’aquests individus2,

La infeccié natural per part de B. pertussis evoca una resposta immune tant a les
mucoses com a nivell sistemic mentre que les vacunes, que s’injecten per via
intramuscular, indueixen una resposta a nivell sistemic. Com que B. pertussis és un
patogen que es localitza estrictament a les mucoses i només causa infeccié fora del
sistema respiratori de forma excepcional en pacients altament immunodeprimits,
aquesta diferéncia és rellevant alhora de controlar la infeccid a nivell immunologic.
L’habitat de B. pertussis, localitzat estrictament a nivell de mucoses, suggereix que
la immunitat de les mucoses és essencial per tal de prevenir la colonitzacié i la
transmissio de B. pertussis. A conseqiiencia d’aix0, les estratégies preventives com
la immunitzacié a través de vacunes DTPa, les quals no indueixen una resposta a
nivell de mucoses, poden prevenir el desenvolupament de la malaltia pero no poden
evitar la infeccid ni la transmissié. Estudis duts a terme amb animals han demostrat
que la infeccié natural s’associa a una forta resposta de IgA secretora a les vies
respiratories superiors i inferiors, aixi com la induccid de les cel-lules Tmr,
especialment aquelles que produeixen IL-17, la qual cosa es correlaciona a una
proteccié persistent enfront de la colonitzacid de la nasofaringe33%33,

Addicionalment, de forma recent s’ha descrit que la IL-17 i les cél-lules CD69+ CD4+
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qgue secreten IFN-y s’expandeixen a través del tracte respiratori després de
I’exposicié 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 immunitzacié amb
vacunes DTPa podria explicar la seva menor eficacia en comparacié amb les vacunes
DTPw, aixi com la proteccid de curta durada que presenten en comparacio a la les
vacunes DTPw o a la infeccié natural3?7:339340354 ' Aquestes observacions fan plausible
que |'estat de portador asimptomatic juga un paper essencial en la transmissio i
circulacié de B. pertussis i que, juntament amb la disminucié de la durada de la
proteccié d’aquells individus vacunats amb vacunes DTPa, han contribuit a
condicionar I'actual epidemiologia de la tosferina®*3>®°, Encara que la proteccio de
grup induida per les vacunes DTPa és qliestionable, sén necessaris estudis
addicionals que avaluin altres models i proporcionin evidéncies convincents sobre la

immunitat col-lectiva generada per les vacunes DTPa enfront de la tosferina.

L’associacié que es fa del canvi de vacuna amb el ressorgiment de la tosferina,
combinada amb una major comprensid de les diferencies entre la immunitat
conferida per les vacunes DTPw i la conferida per les vacunes DTPa, subjecta la
hipotesi que I'augment en la incidéncia de la tosferina és, en part, una consequeéencia
del reemplagament de les vacunes DTPw per les vacunes DTPa. Altres factors que
poden estar influint en I'actual epidemiologia de la malaltia és I'acumulacié
d’individus susceptibles en bosses de subimmunitzacié aixi com la preséncia de
respostes immunes variables en alguns grups com ara, les dones embarassades o els
adolescents. Per aquesta rad, s’ha suggerit I'addicié d’un lligand del toll-like receptor
4 (TLR4) com a potent adjuvant, entre d’altres, com una estrategia per millorar les
respostes de tipus Thl i Thl7 en les immunitzacions amb vacunes DTPa. Altres
opcions que s’han plantejat per millorar la immunogenicitat i la seguretat de les
vacunes antipertussiques son el desenvolupament de noves vacunes DTPa amb

multiples components, inclosos nous components antigénics com [I’AC-Hly,
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I’exploracié de noves vies d’administracié com la via intranasal o la via cutania o el
retorn a les vacunes DTPw, aquestes amb el component LPS disminuit o

d etoxiﬁcat330,340,356,357

De forma recent, s’han realitzat multiples intents per tal de millorar les vacunes
enfront de la tosferina, entre els quals s’"han contemplat diverses estrategies, des de
millorar les vacunes DTPa actuals o buscar noves vacunes DTPw, fins a provar
formulacions completament noves, com les vesicules de membrana externa (OMVs)
i les vacunes vives atenuades. Addicionalment, també s’han buscat noves vies de
vacunacio com a alternativa a la via intramuscular, com sén les vies intranasal i

cutania3®®-362,

Un dels nous enfocs per la vacunacid enfront de la tosferina és I'Us de OMVs
derivades de B. pertussis, les quals contenen multiples antigens del microorganisme,
incorporen propietats adjuvants i es poden preparar com una formulacio liofilitzada
estable. Per tal de garantir una proteccié optima, 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 viruléncia. Es tracta d’'una vacuna no
replicant que es presenta com un candidat prometedor i atractiu, el qual
proporciona una proteccié significativa enfront de la colonitzacié pulmonar per B.
pertussis en ratolins després de laimmunitzacié intraperitoneal i subcutania, 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 amplia resposta d’anticossos enfront de multiples antigens com el BrkA,
la PRN, el Vag8 i el LPS. A més, la vacunacid amb OMVs indueix respostes
inflamatories més lleus en comparacié a les originades per les vacunes DTPw, la qual

cosa indica un millor perfil de seguretat de les OMVs. Tot i aixi per tal de millorar-ho,
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es va disminuir la seva endotoxicitat mitjangant I'expressié del gen paglL de B.
bronchiseptica a la soca de B. pertussis utilitzada per la preparacié de les OMVs.
Aquest codifica un lipid A 3-desaciclasa, el qual elimina el grup acil del
lipooligosacarid de B. pertussis, resultant en una disminucié de la induccié de
citocines pro inflamatories i del reclutament de neutrofils sense afectar el potencial

protector de les OMVs enfront de la colonitzacié pulmonar de B. pertussis3*1363-370,

Es va observar que la immunitzacié intranasal de ratolins amb OMVs va induir fortes
respostes immunitaries a nivell de mucoses, amb la produccié de IgA nasal i
pulmonar, aixi com de IgA resident als pulmons i citocines pulmonars de tipus Thl i
Th17. De la mateixa manera, també va resultar en una millor eliminacié de B.
pertussis que la observada per la vacunacié cutania. Pel que fa a 'administraci6 de
les OMVs per via intraperitoneal en ratolins, aquesta va induir la produccié de
cél-lules CD4+ Tmr productores de IFN-y i IL-17 a nivell pulmonar, les quals es van
expandir després de la infeccid per B. pertussis, podent explicar la proteccio a llarg
termini induida per les OMVs3"1372, A dia d’avui, aquests candidats basats en les
OMVs només s’han provat en models murins i no hi ha informacié sobre el seu
potencial en altres models animals, com és el babui. De la mateixa manera tampoc

han entrat en la fase de desenvolupament clinic3®°,

La Unica vacuna nova enfront de la tosferina que es troba actualment en fase de
desenvolupament clinic és la vacuna viva atenuada BPZE1372, Es tracta d’una vacuna
d’administracid via intranasal, de la qual es busca que sigui capa¢ de conferir una
proteccio efica¢ i duradora a nivell de les mucoses, similar a la proteccio induida per
la infeccid natural®3*3%73, El primer treball que va parlar d’'una vacuna viva atenuada
contra la tosferina es va publicar I'any 1990. En aquest es descrivia I'atenuacio de B.
pertussis deguda a una mutacié que afectava la biosintesis d’aminoacids aromatic
per la inactivacido del gen aroA mitjancant la inserciéd d’un gen de resistencia a

kanamicina. Després de I'administracido d’aquesta soca aerosolitzada en el model
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muri en repetides ocasions, es va observar la produccid d’anticossos serics enfront
de B. pertussis, encara que a nivell baixos, aixi com es va eliminar d’una forma rapida
B. pertussis del pulmons®. 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 colonies (UFC) va resultar en la
produccié d’anticossos i una bona resposta de citocines enfront de B. pertussis, aixi
com a la proteccié contra la colonitzacié quan el model muri va ser exposat a 108

UFC de B. pertussis virulenta®’®,

No obstant aix0, la soca BPZE1 presenta una atenuacié segons un altre enfoc, la qual
va en direccid a factors de viruléncia del microorganisme, en particular a tres toxines
de B. pertussis. Especificament a la soca BPZE1 se li ha eliminat la DNT, se li ha
reemplacat el gen ampG per aquest mateix gen de Escherichia coli, la qual cosa
condueix a una reduccié del nivells de TCT i finalment, se li ha modificat el gen ptx
per tal que aquest codifiqui una PTX genéticament desintoxicada. Després de
I"'administracié nasal, la soca BPZE1 va persistir en els pulmons del model muri durant
gairebé tant de temps com la soca de B. pertussis virulenta, sense induir inflamacio
ni patologia pulmonar. Addicionalment, es va observar com, una sola dosi va ser
suficient per induir fortes respostes d’anticossos serics i cél-lules T CD4+ de tipus Thl
i una immunitat innata potent, aixi com per produir IgA secretada i cél-lules CD4+
Tmr productores de IL-17 en el teixit nasal, observant-se una proteccié robusta a
llarg termini enfront de la colonitzacié nasal i pulmonar®3376-378 Al llarg dels anys,
BPZE1 ha estat sotmesa a una exhaustiva avaluacio de seguretat, durant la qual s’ha
estudiat aspectes com que no causés pérdua de pes, patologia pulmonar o la mort
dels models murins, que no es disseminés fora del tracte respiratori o la seva
estabilitat genética després de setmanes de passes successius, observant-se que la
soca mantenia totes les caracteristiques genétiques originals®’®38, Actualment, se

sap que la férmula liofilitzada desenvolupada de la vacuna és estable després de més
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de dos anys d’emmagatzematge entre -20 i +22 °C*¥!, En el model babui juvenil,
BPZE1 ha demostrat la induccio d’elevats titols d’IgG serica i IgA enfront dels antigens
de B. pertussis, protegint els animals de la malaltia després de la infeccid a dosis altes
amb una soca de B. pertussis clinica. A banda, va demostrar ser efica¢ en la
disminucié de la carrega bacteriana de la nasofaringe, observant-se que els babuins
vacunats amb 1010 UFC de BPZE1 reduien la carrega bacteriana un 99,99% en
comparacié amb els babuins control no vacunats. L'observacié de la capacitat de
proteccié enfront de la colonitzacié de la nasofaringe després de |'exposicid ofereix
una perspectiva Unica de bloquejar la circulacié de B. pertussis, podent arribar a
contribuir a la reduccié de la incidéncia de la malaltia®®2. A dia d’avui, BPZE1 es troba
a la fase de desenvolupament clinic, havent completat dos estudis de fase | duts a
terme a Suecia amb adults humans voluntaris no vacunats préviament contra la
tosferina ni amb episodis d’infeccid natural per B. pertussis passats coneguts.
Aguests han demostrat que BPZE1 és segura i immunodgena en humans joves sans,
sent capag de colonitzar de forma transitoria el tracte respiratori huma i induir
respostes d’anticossos enfront d’antigens de B. pertussis després d’una sola
administracié via nasal en aquells individus sense anticossos protectors preuvis,
especialment quan s’han administrat les dosis més elevades provades3®384 Tots els
subjectes vacunats amb BPZE1 van mostrar fortes respostes d’anticossos especifics
enfront de B. pertussis, observant-se un augment significatiu en almenys un dels
parametres segients: IgG (resposta exclusiva de 1gG1 i 1gG3), IgA i cel-lules B de
memoria pels antigens de B. pertussis, produint-se un perfil d’anticossos més ampli
enfront de B. pertussis en comparacié amb els anticossos produits per la immunitat
generada per les vacunes DTPa, uns anticossos enfront dels antigens inclosos en
aquestes. A més, BPZE1 va mostrar una millor induccié d’anticossos opsonitzants, els
quals estimulen la produccid d’espeécies reactives d’oxigen en els neutrofils,
millorant-ne la funcidé bactericida. Addicionalment, les cel-lules T especifiques van

mostrar un fenotip Th1, contrari al fenotip Th2 induit per les vacunes DTPa. Es per
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aixd que BPZE1 presenta perspectives prometedores de poder millorar I'eficacia
vacunal i la proteccid enfront de la transmissié de B. pertussis®’. Actualment es
troben en marxa un parell d’estudis de fase Il amb una dosi de 109 UFC d’una
formulacié 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
vacunacio nasal amb BPZE1, induint immunitat a nivell de mucoses i prevenint la

infeccié en humans3®,

Addicionalment, degut a que les respostes immunologiques a les fimbries presenten
una gran contribucié a la proteccié enfront de B. pertussis, paral-lelament s’ha
construit un derivat de BPZE1, anomenat BPZE1f3, el qual a diferéncia del primer,
qgue només produeix fimbries del serotip 2, produeix ambdéds serotips fimbrials.
D’aquesta manera, amb la vacunaci6 amb BPZE1f3 s’indueix la produccio
d’anticossos enfront FIM2 i FIM3 en proporcions similars, observant-se que la
vacunacio de ratolins amb BPZE1f3, en comparaciéo amb la vacunacié amb BPZE1,
proporciona una proteccid significativament més forta enfront dels aillats de B.

pertussis que tan sols produeixen FIM33,

Bordetella holmesii es va descriure per primera vegada I'any 1995 pels CDC, rebent
el nom en honor a Barry Holmes, qui fou un microbioleg angles important per les
seves contribucions en la caracteritzacid, classificacié i identificacié de patogens
inusuals i bacteris oportunistes. Inicialment, les primeres quinze soques identificades
es van assignar dins del genere Bordetella segons els resultats dels seus perfils
d’acids grassos, els estudis de parentesc de I’ADN, la seqiienciacié de 'ARNr 16S i
I'analisi del seu contingut de guanina i citosina (G+C), resultats dels quals van indicar

que es tractava d’una Unica espécie no descrita previament. Totes elles s’havien aillat
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originariament d’hemocultius de pacients de nou estats diferents dels EUA, un
pacient de Suissa i un altre d’Arabia Saudita, entre les quals, la primera havia estat
aillada d’un pacient de 37 anys esplénic de I'estat de Nova York, als EUA i datava de
I’any 1983. Es per aixd que, B. holmesii es va descriure inicialment com un agent
responsable de bacteriemia i altres malalties invasives, com I'artritis o I'endocarditis,

entre d’altres, especialment en pacients esplénics i immunocompromesos?’-3,

Cinc anys després de la seva primera descripcid, quan B. holmesii es va aillar de
mostres respiratories obtingudes de pacients amb simptomatologia respiratoria, es
va documentar que B. holmesii també podia causar els simptomes tipics d’un quadre
de tosferina en individus sans. Posteriorment, es va informar per primera vegada que
la majoria de técniques d’Us freqlient en aquell moment pel diagnostic de B.
pertussis, les quals consistien en la deteccid de la seqliencia 15481, no eren
especifiques d’espécie. Aixo és degut a que, tot i que en un menor nombre de copies,
la 1S481 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 copies. D’aquesta
manera, es constatava el diagnostic erroni de la infeccié respiratoria originada per B.
holmesii com a B. pertussis***?%, A partir de llavors, nombrosos grups es van centrar
en desenvolupar proves diagnostiques capaces de discriminar ambdues espécies.
Algunes de les recomanacions que es van proposar per tal d’augmentar I'especificitat
de les proves moleculars utilitzades pel diagnostic de la tosferina van ser les
d’incloure dianes especifiques de B. holmesii com el gen que codifica la proteina
RecA (recA) o la sequiéncia h-IS1001 (Veure apartat 5)'32. D’altra banda, molts autors
van comengar a re analitzar de forma retrospectiva aquelles mostres respiratories
positives per B. pertussis a fi de determinar en quina mesura B. holmesii estava
contribuint a I'augment del nombre casos de tosferina observat a escala global.
Estudis realitzats arreu han informat que B. holmesii podria ser I’agent causal d’entre
el 0% i el 29% dels quadres simptomatics similars a la tosferina®!. La prevalenca 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 ter¢ de les infeccions confirmades per Bordetella®®.

En quant a la seva patogenicitat, B. holmesii presenta un sistema de regulacié dels
factors de viruléncia que presenta certes similituds amb el sistema de dos
components BvgAS de B. pertussis pero que difereix significativament, tractant-se
d’un sistema que presenta més similituds amb el que posseeix B. avium. Pel que fa
als factors patogénics classics 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 I'expressié d’aquest difereix del que es troba en les
altres espécies del genere. Probablement la seva expressid, la qual compta amb
I'antigen O, esta relacionada amb el gran potencial invasiu de B. holmesii.
Contrariament, no produeix moltes de les toxines o estructures de superficie
associades a B. pertussis, com la PTX, la AC-Hly, el T3SS, la PRN o les FIM. Per ultim,
es desconeix si B. holmesii presenta o no capsula, tot i que si aquest fos el cas, la seva
preséncia podria arribar a explicar el major risc que tenen els pacients

immunocompromesos de patir un infeccid invasiva per B. holmesii>®38-3%,

Les manifestacions cliniques d’una infeccio respiratoria originada per B. holmesii sén
molt similars a les de la tosferina, incloent febre lleu, tos paroxistica, gall inspiratori
i vomit post-tussigen. La malaltia causada per B. holmesii també inclou les fases
catarral, paroxistica i de convalescéncia com un quadre tipic de tosferina per B.
pertussis, encara que B. holmesii esta associada a presentacions cliniques menys
greus i menys perllongades en el temps, possiblement degut a la manca de certs

factors de viruléncia en aquesta espécie?*3873%,

A dia d’avui, no es disposa de recomanacions basades en I'evidéncia respecte al
tractament de la infeccié per B. holmesii. Les proves de susceptibilitat in vitro de B.
holmesii a diversos antibiotics mostren com les cefalosporines de tercera generacié

no serien optimes per tractar B. holmesii, sent la ceftazidima la millor opcié entre els
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antibiotics d’aquesta classe. Contrariament, s’ha informat de la resisténcia de B.
holmesii a ceftriaxona, cefotaxima i trimetoprim-sulfametoxazole. Tant els
carbapenems com les fluoroquinolones han demostrat ser eficagos in vitro, els quals
sovint sén suggerits com el tractament més eficac per a la infeccid per B. holmesii.
Per ultim, pel que fa als macrolids, alguns resultats mostren com I’eritromicina
presenta una activitat menor contra B. holmesii en comparacié amb [’activitat que
presenta aquest antibiotic enfront de B. pertussis. Tot i aix0, la gran majoria de casos
d’infeccid respiratoria per B. holmesii son tractats amb un macrolid, tractament de
primera eleccié per un cas de tosferina, com si es tractés d’una infeccié per B.
pertussis. Aixo és degut a que els pacients que presenten simptomes similars a una
tosferina sdn, en moltes ocasions, diagnosticats de forma erronia com a infectats per
B. pertussis o a que els clinics inicien el tractament de forma empirica amb un
macrolid davant la sospita d’infeccié respiratoria per qualsevol espécie del génere
Bordetella. No obstant aix0, els macrolids poden no ser la millor opcid per tractar B.
holmesii, fet que es podria convertir en un problema si no es realitza de forma

correcta la distincid entre les dues espécies*®>12%7,

D’altra banda, tal i com s’ha demostrat en un model animal, ni les vacunes DTPw ni
les vacunes DTPa confereixen proteccido suficient enfront de B. holmesii.
Concretament, un estudi realitzat a Massachusetts va demostrar que, encara que les
respostes immunes de cel-lules T induides tant per les vacunes DTPw com per les
vacunes DTPa reaccionarien de forma creuada amb B. holmesii, els anticossos
especifics induits per la immunitzacié amb les vacunes antipertussiques, no es van
unir de forma eficag a B. holmesii, degut a que la majoria d’antigens que reconeixen
els anticossos contra B. pertussis son absents en B. holmesii o bé aquests presenten
diferéncies, com és el cas de la FHA. Tot aix0 suggereix la induccié d’una resposta
immune creuada deficient per part de les vacunes utilitzades en la immunitzacié
enfront de B. pertussis®3. 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 préviament vacunats, en comparacié amb el 44% dels

pacients infectats amb B. pertussis®®’.

Pearl Kendrick i Grace Eldering van aillar Bordetella parapertussis per primera vegada
I’'any 1938, com una causa d’infeccions similars a la tosferina. En comparacié amb B.
pertussis, B. parapertussis esta involucrada amb molta menys freqiiencia amb la
malaltia, sent responsable d’entre un 2% i un 20% dels casos de tosferina,
generalment causant una malaltia respiratoria menys greu. Tot i aixo, B.
parapertussis és considerat un agent causal de la tosferina, podent produir brots de
la malaltia'***®3%7, En molt rares ocasions, B. parapertussis també s’ha relacionat
amb la produccié d’infeccié sistemica, comunicant-se escassos casos en pacients que

presentaven altres malalties subjacents®¥73%,

B. parapertussis compren dos llinatges diferents, essent un d’ells restringit pels
humans (B. parapertussisy,) i I'altre, exclusivament ovi (B. parapertussisoy). L'analisi
filogenetic de B. pertussis y B. parapertussisp, va indicar que les dues espécies, les
quals es troben estretament relacionades en I'adaptacio als humans, van evolucionar
de forma independent des d’un ancestre comu de B. bronchiseptica®.
Addicionalment, la poblacié de B. parapertussis,, és genéticament molt

homogénia39%4%,

En quant a la seva patogenicitat, a diferéncia de B. pertussis, B. parapertussis no

expressa la PTX degut a I'acumulacié de mutacions a la regié promotora del conjunt

401

de gens que la codifiquen®®. De la mateixa manera, encara que B. parapertussis

presenta els gens que codifiquen les proteines fimbrials FIM2 i FIM3, aquestes, tal i

103,402 p’3ltra banda,

com s’ha determinat per metodes proteodmics, no s’expressen
el LPS de B. parapertussis presenta les cadenes laterals d’antigen O, la qual cosa li

confereix proteccid enfront de immunitat vehiculada pel complement, considerant-
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se un important factor de viruléncia del microorganisme”’. Contrariament, B.
parapertussis presenta la majoria de determinants de viruléncia que posseeix B.
pertussis com son la PRN, la FHA, la DNT, la AC-Hly, laTCT i el T3SS, aixi com el sistema
regulador BvgASY.
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[STUDI 1. Caracteritzacié de I'epidemiologia molecular i la diversitat antigénica

d’aillats clinics de Bordetella pertussis causants de tosferina.

Algunes de les causes per les quals es postula que la tosferina ha reemergit al llarg
de les ultimes decades als paisos industrialitzats han sigut I’Us generalitzat de les
vacunes acel-lulars, les quals sén menys immunogenes i generadores d’una resposta
immune de durada limitada, juntament amb |’aparicié i adaptacié de nous clons de
B. pertussis capacos d’evadir amb major eficiencia la immunitat conferida per les

vacunes acel-lulars utilitzades.

En aquest context, el present treball té com a objectiu realitzar una caracteritzacié
de l'epidemiologia molecular i la diversitat antigénica dels aillats clinics de B.
pertussis productors de tosferina que han circulat en el nostre context geografic al
llarg dels ultims trenta anys. Per aix0 s’ha estudiat una col-leccié d’aillats de B.
pertussis obtinguts al Servei de Microbiologia de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron
procedents de mostres cliniques de pacients amb un quadre de tosferina i que han
sigut atesos a hospitals i Centres d’Atencié Primaria de Catalunya entre els anys 1986

i 2015.
Els objectius especifics que en deriven sén:

1. Determinar I'estructura poblacional dels aillats de B. pertussis obtinguts
de pacients amb un quadre de tosferina, estudiant la seva diversitat clonal

al llarg del temps.

1) 1dentificar els canvis evolutius en el contingut antigénic de B. pertussis

aillades de pacients amb un quadre de tosferina.

13, Estudiar I'impacte que ha pogut tenir I's de les vacunes antipertussiques
en I'evolucid i 'adaptacié de les poblacions de B. pertussis circulants, posant
el focus en la contribucié que ha tingut el recanvi de vacuna en la seleccid

de les poblacions actuals.
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(S1UD1 ). Emergéncia de Bordetella holmesii com agent productor de tosferina a

Barcelona.

B. holmesii va ser descrita I'any 1995 com una causa infreqlient de bacteriemia i
altres malalties invasives en individus amb immunosupressié. No obstant aixo,
posteriorment es va identificar en mostres respiratories de pacients amb simptomes
de tosferina, reconeixent-se com un agent etiologic emergent d’aquesta malaltia.
Avui en dia, s’han descrit brots importants d’infeccié respiratoria associada a un
guadre pertussoide causat per B. holmesii, aixi com una tendeéncia a I'alca en la

prevalenca 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 prevalenca i evolucié al
llarg dels dltims anys, aixi com identificant les caracteristiques cliniques dels pacients
que pateixen una infeccid respiratoria per aquest microorganisme. Per aixo0, s’ha
estudiat una col-leccié de mostres respiratories recollides al Servei de Microbiologia
de I'Hospital Universitari Vall d’'Hebron i en diversos Centres d’Atencié Primaria de
I'area d’influéncia d’aquest hospital entre els anys 2013 i 2016, de pacients
diagnosticats de tosferina, aixi com les seves caracteristiques cliniques-

epidemiologiques.
Els objectius especifics que en deriven sén:

)1 1dentificar si B. holmesii és un agent productor de tosferina en el nostre

medi i descriure I'evolucié de la seva prevalenca al llarg dels ultims anys.
) ). Determinar el paper de B. holmesii en |’epidemiologia de la tosferina.

)3 Identificar les caracteristiques cliniques-epidemioldgiques dels pacients

que desenvolupen tosferina per B. holmesii.
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STUD1). 1dentificacié i caracteritzacié de Bordetella pertussis deficient en pertactina

a Espanya.

Al llarg dels ultims anys s’ha posat de manifest en diversos paisos I'emergencia de B.
pertussis que ha deixat d’expressar alguns dels antigens inclosos en les composicions
vacunals acel-lulars, sent la pertactina I'antigen que amb major freqliéncia s’ha vist
afectat. Aquestes soques mantenen la viruléncia i la capacitat per produir la malaltia,
comprometent la immunitat generada per les vacunes que actualment s’utilitzen,

aixi com la seva eficacia.

En aquest context, el present treball té com a objectiu estudiar I'existéncia d’aillats
clinics de B. pertussis causants de tosferina que no expressen l'antigen de la
pertactina, aixi com les seves caracteristiques genétiques i I'evolucié de la seva
dinamica poblacional al llarg dels dltims trenta anys en relacié amb el tipus de
vacunes empleades. Per aix0, s’ha estudiat una col-leccié d’aillats de B. pertussis
obtinguts al Servei de Microbiologia de I’Hospital Universitari Vall d’Hebron
procedents de mostres cliniques de pacients amb un quadre de tosferina i que han
estat atesos a hospitals i Centres d’Atencié Primaria de Catalunya entre els anys 1986
i 2018. Addicionalment, s’ha estudiat una col-leccié6 d’aillats de B. pertussis
procedents de mostres cliniques de pacients amb un quadre de tosferina que han
sigut atesos a hospitals de La Comunidad de Madrid, Castilla la Mancha i Castilla y

Ledn.

Els objectius especifics que en deriven sén:
11 Determinar la produccié de pertactina de B. pertussis aillades de pacients
amb un quadre de tosferina.
1] Identificar les causes genétiques associades a la pérdua d’expressié de
pertactina en aquells aillats en els quals no es detecta la seva produccid.
). Elaborar una analisi filogendmica per identificar I'estructura poblacional

de B. pertussis deficients en pertactina, estimant la data de la seva aparicié,
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distribucid i evolucid i relacionant-ho amb I'impacte que la introduccié de les
vacunes acel-lulars ha pogut tenir en I'adaptacid i la circulacié d’aquestes

poblacions.
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Entre els factors associats al ressorgiment de la tosferina, té una especial rellevancia
la capacitat d’adaptacié 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 I'impacte de I'estratégia de transicié de les vacunes
DTPw i les vacunes DTPa sobre la dinamica poblacional de B. pertussis a Barcelona
mitjangant I'estudi d’un total de 339 aillats clinics de B. pertussis productors de
tosferina recollits al llarg del periode 1986-2015. La relacié genetica entre els aillats
de B. pertussis es va determinar mitjancant electroforesi en camp polsant (pulsed-
field gel electrophoresis, PFGE) i I'analisi de les seqliencies repetides en tandem de
diversos locus (multiple-locus variable-number tandem-repeat analysis, MLVA),

mentre que la deriva antigénica es va estudiar mitjancant la seqlienciacié 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), aixi com a través de la serotipificacio fimbrial per la técnica ELISA.

D’acord amb els resultats obtinguts, es va observar un canvi en l'estructura
poblacional de B. pertussis aixi com en el seu perfil antigénic coincidint
temporalment amb la introduccié de les vacunes DTPa al nostre medi. Quatre dels
cinc perfils de PFGE més prevalents durant I'is de les vacunes DTPw van ser
reemplacats per nous perfils després de la introduccid de les vacunes DTPa.
Unicament un perfil va persistir tant en el periode que es van utilitzar les vacunes
DTPw com en el que es van utilitzar les vacunes DTPa. No obstant aixo, amb la
introduccié progressiva de les vacunes DTPa I'any 1998, van emergir tres nous
perfils, els quals es van convertir en predominants. Addicionalment, un ultim perfil
es va observar com a emergent a partir de I'any 2007, durant el periode d’Us exclusiu
de les vacunes DTPa. El tipus de MLVA (MT) 27 va ser el genotip dominant,
observant-se un marcat augment de la seva freqliéncia, incrementant del 25% al

79,3% després del reemplagament de les vacunes DTPw.

En relacié amb la tipificacid dels antigens vacunals dels aillats estudiats, I’Unica forma
antigénica que s’ha mantingut invariable al llarg de tot el periode d’estudi és la
corresponent a la de la PTX. Aixi, s’"ha observat com la variant ptxA1, la qual el
corresponent antigen no esta inclos en les vacunes DTPa, estava present en el 100%
dels aillats tant durant el periode d’Us de les DTPw com durant el periode d’Us de les
vacunes DTPa. Encara que no s’ha observat un recanvi antigénic en la variant al-lélica
de la PTX circulant, coincidint amb la introduccié de les vacunes DTPa, s’ha detectat
una expansio del promotor ptxP3, el qual va passar d’observar-se en el 5% dels aillats
durant el periode d’us exclusiu de les vacunes DTPw a detectar-se en el 97,7% dels
aillats durant el periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPa. La preséncia del promotor
de la PTX de tipus 3 s’ha relacionat amb lI'increment de I'expressié de la PTX,
observant-se una produccié d’1,62 vegades superior d’aquest antigen per part dels

aillats que el presenten, respecte d’aquells aillats que posseeixen la variant al-lélica
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salvatge (ptxP1). Addicionalment, els resultats de la tipificaci6 van demostrar
I’existencia d’'una expansioé de les noves formes al-léliques prn2 i fim3-2, les quals no
codifiquen les formes antigeniques que estan incloses en les composicions vacunals
DTPa. Concretament, el principal recanvi antigenic que es va observar va ser el
corresponent a la forma al-lélica prn2, la qual es va detectar en el 3,7% dels aillats
obtinguts durant el periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPw, mentre que durant
el periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPa, aquesta va passar a estar present en el
97,7% dels aillats. Per la seva banda, la forma al-lélica fim3-2 es va observar per
primera vegada durant el periode de transicié de les vacunes DTPw a les vacunes
DTPa, detectant-se una proporcié similar entre les variants fim3-1 i fim3-2 d’enga
que les vacunes DTPa s’utilitzen de forma exclusiva (46,9% i 53,1%, respectivament).
Per ultim, els resultats de la serotipificacié fimbrial van mostrar que, encara que el
72,6% dels aillats van expressar el serotip fimbrial FIM3 i aquest ha sigut el
predominant durant tots els periodes d’estudi, es va detectar una reemergéncia del
serotip fimbrial FIM2 en el periode d’us exclusiu de les vacunes DTPa, passant d’un
0% durant el periode de transicié de les vacunes DTPw a les vacunes DTPa, a un

25,7% durant el periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPa.

Aixi, els perfils electroforétics predominants durant el periode d’us exclusiu de les
vacunes DTPw (perfils VH5, VH7, VH8 i VH12) van presentar majoritariament (58,8%)
la combinacié al-lelica ptxA1/ptxP1/prn1/fim3-1, observant-se aquesta en el 42,6%
dels aillats de I'esmentat periode. Posteriorment, els perfils electroforetics
predominants durant el periode de transicié entre les vacunes DTPw i DTPa (perfils
VH19, VH20 i VH22) van presentar tots ells la combinacido al-lélica
ptxAl/ptxP3/prn2/fim3-2, detectant-se en el 56,3% dels aillats del periode.
Finalment, encara que la combinacié al-lelica ptxAl/ptxP3/prn2/fim3-2 es va
detectar en el 49,1% dels aillats del periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPa,
I’'emergéncia de la combinacié al-lélica ptxA1/ptxP3/prn2/fim3-1 es va observar en

el 46,3% dels aillats, associant-se aquest fenomen al reemplacament dels perfils
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circulants pels perfils que van predominar a partir de la segona meitat del periode
(perfils VH2 i VH26), els quals es van relacionar amb la presencia de I'al-lel fim3-1.
Pel que fa al serotip fimbrial, els perfils electroforetics que van predominar durant el
periode de transicid de les vacunes DTPw a les vacunes DTPa es van associar
principalment al serotip fimbrial FIM3 (92,2%), mentre que els perfils electroforetics
pels quals van ser reemplagats a partir de la segona meitat del periode d’us exclusiu
de les vacunes DTPa, es van relacionar majoritariament amb el serotip fimbrial FIM2
(63,5%). Aquesta observacid recolza I'emergéncia del serotip fimbrial FIM2 com a
mecanisme adaptatiu de B. pertussis per deixar d’expressar la forma al-lélica fim3-1,
la qual codifica el tipus d’antigen de fimbria 3 inclos en algunes de les composicions

vacunals DTPa.

El conjunt de resultats va ser consistent amb els descrits per altres treballs realitzats
en paisos on I'Us de les vacunes DTPa ha sigut extensiu des de finals dels anys
noranta, com sén la majoria de paisos europeus, els EUA i el Canada, on els perfils
electroforetics detectats amb major prevalenga en un periode similar de vint anys
coincideixen amb els que han circulat de forma majoritaria en el nostre medi. A més,
tant el MT27 com la combinacié al-lélica ptxA1/ptxP3/prn2 s’ha observat de forma
extensiva en aquests mateixos paisos, aixi com a Australia, suggerint el paper de les
vacunes DTPa en I'expansio de les actuals poblacions de B. pertussis. Contrariament,
en paisos com Polonia, on se segueixen utilitzant les vacunes DTPw, s’han observat
perfils electroforetics diferents, aixi com una major prevalenca d’altres MT, tals com

el MT29 i el MT70, posseidors de la combinacio al-lelica ptxA1/ptxP1/prnl.

Aixi doncs, els resultats d’aquest estudi confirmen |’existencia de canvis poblacionals
i recanvis antigenics en els aillats de B. pertussis circulants en el nostre medi,

probablement condicionats per la introduccié de les vacunes DTPa.
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ABSTRACT

Among the factors associated with the resurgence of whooping cough, special emphasis has been given to pathogen
adaptation after the introduction of the acellular vaccine (ACV). To assess the impact of the vaccine transition strategy
from whole-cell vaccine (WCV) to ACV on population dynamics of Bordetella pertussis in Barcelona (Spain), we studied
339 isolates collected from 1986 to 2015 by PFGE and multi-locus variable-number tandem repeat analysis (MLVA).
Additionally, allelic variants for the pertussis toxin and its promoter, pertactin, type 3 fimbriae and fimbrial serotyping
were assessed to determine its antigenic drift. A shift was observed in the B. pertussis population as well as in its
antigenic profile concurrently with the introduction of ACV in Barcelona. Four out of the five most prevalent PFGE
profiles were replaced by new profiles following the ACV introduction. MLVA type 27 was the dominant genotype,
and its frequency increased from 25% to 79.3% after WCV replacement. Antigen typing demonstrated the emergence
of prn2, ptxP3, fim3-2 and a shift from the fimbriae 3 to the fimbriae 2 serotypes after the ACV introduction. Our
findings support the presence of population and antigenic dynamic changes in B. pertussis likely driven by the
introduction of ACV.
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twenty-first century, not only in Spain and Europe
but also worldwide. This unfavourable situation has
led to pertussis becoming the leading vaccine-preven-

Introduction

Whooping cough, or pertussis, is an acute human upper

respiratory tract infection caused by Bordetella pertussis,
a highly communicable airborne Gram-negative cocco-
bacillus. The pertussis immunization programme was
first introduced in Spain in 1965, with the adminis-
tration of a whole cell vaccine (WCV). Later, in 1998
an acellular vaccine (ACV) progressively replaced the
WCV vaccination programme with the aim of improv-
ing vaccine safety. Finally, since 2005 ACV is the only
vaccine administered to the Spanish population [1]. In
Catalonia, the vaccination programme against pertussis
follows the same programme (Table 1).

Despite extensive vaccination campaigns and high
immunization rates (86% for global primary vacci-
nation in 2018), the incidence of whooping cough sig-
nificantly reemerged during the first decade of the

table disease in industrialized countries, and hence, a
global public health problem [2-5].

Pertussis normally presents a classical cyclic pattern
with epidemic waves occurring every 3-5 years inter-
spersed with periods of a lower incidence rate. How-
ever, at present, the number of cases is higher than in
previous decades [6]. The reemergence of pertussis in
Spain is particularly well supported by recent epide-
miological data. The incidences reported for the inter-
epidemic years from 2001 to 2010 ranged from 0.7 to
1.9 cases/100,000 population. However, despite having
a vaccination coverage of 96.5% in infants younger
than 12 months, the incidence rates observed after
the last two epidemic waves (2011 and 2015) remained
high even during interepidemic periods (>5 cases/
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Table 1. Pertussis vaccination programme used in Catalonia (Spain) since 1965.

Primary doses

Booster doses

Vaccine Vaccine
Year type Schedule Pertussis components type Schedule Pertussis components
1965 DTPw 2 doses between 3 Inactivated whole cell NA No booster NA
months and 3 years
1967 DTPw 3 doses between 3 Inactivated whole cell NA No booster NA
months and 3 years
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, 4, 6 months Inactivated whole cell DTPa 18 months 4-6 years PT, FHA, PRN
2000 DTPw/DTPa 2, 4, 6 months Inactivated whole cell or DTPa 18 months 4-6 years PT, FHA, PRN
PT, FHA, PRN
2002 DTPa 2, 4, 6 months PT, FHA, PRN DTPa 18 months 4-6 years PT, FHA, PRN
2011 DTPa 2, 4, 6 months PT, FHA, PRN DTPa/ 18 months (DTPa), 4-6 PT, FHA, PRN or PT, FHA,
dTpa years (dTpa) PRN, FIM2, FIM3?
2014 DTPa 2, 4, 6 months PT, FHA, PRN DTPa/ 18 months (DTPa), 6 years  PT, FHA, PRN or PT, FHA,
dTpa (dTpa) PRN, FIM2, FIM3*
2014° NA NA NA dTpa between 27 through 36 PT, FHA, PRN or PT, FHA,

weeks of pregnancy PRN, FIM2, FIM3

Notes: NA: not applicable; DTPw: diphtheria-tetanus-whole cell pertussis vaccine; DTPa: diphtheria-tetanus-acellular pertussis vaccine; dTpa: diphtheria-teta-
nus-accellular 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. These data have been collected from Campins M, et al ([1] and personal communication).

*The composition containing pertussis fimbrial antigens is used in some cases for the fifth dose.

YIntroduction of maternal pertussis vaccination.

100,000 population). Of note was the increase reported
during the last epidemic wave in 2015 which showed a
maximum incidence of almost 18 cases/100,000 popu-
lation [7]. The figures reported in Catalonia have fol-
lowed a similar trend albeit with an even more
pronounced progression, with an incidence of 49
cases/100,000 population in 2015 [8].

The resurgence of whooping cough may be related
to increased awareness and improved diagnostic
tools, although the special emphasis has been given
to waning immunity, particularly associated with the
introduction of ACV and pathogen adaptation [9,10].
ACV contains a combination of different antigens
including pertussis toxin (PT), pertactin (PRN) and
filamentous haemagglutinin (FHA), and in some vac-
cines, type 2 and type 3 fimbriae (FIM2 and FIM3)
[2]. Nevertheless, the immunologic protection con-
ferred by ACV is not as enduring as that previously
observed for WCV [11]. The current allelomorphic
profile of the ACV antigens includes ptxAZ2/ptxA4,
pral/prn7, fhaBl, fim2-1 and fim3-1 [12]. The natu-
rally-driven antigenic divergence, together with the
impact exerted by the ACV vaccine has likely played
a key role in the selection of new antigenic variants,
which is in keeping with the increased frequencies of
the allelic variants ptxAl, prn2, and fim3-2 seen in
countries where ACV has been extensively used
[2,4,13]. Another bacterial adaptation event associated
with the resurgence of this pathogen is the selection of
a new PT promoter type. In 2009 the new ptxP3 variant
was characterized in relation to increased toxin pro-
duction levels and was shown to have rapidly replaced
the previous predominant ptxP1 allele [14,15].

The main objective of this study was to shed
new light on the impact of the introduction of ACV
on the evolution and adaptation of B. pertussis iso-
lates over a 30-year period in Spain, particularly

those collected in the metropolitan area of Barcelona
before, during and after the WCV replacement by
ACV. This characterization was achieved by molecu-
lar epidemiology analysis of clinical isolates together
with a study of the vaccine antigen variants of the
pathogen.

Materials and methods
Bacterial isolates and study period

A total of 339 non-duplicate B. pertussis clinical isolates
were collected at the Hospital Vall d'Hebron
(Barcelona, Spain). All the isolates were recovered
from cultures of nasopharyngeal samples collected
from patients diagnosed with pertussis, excluding
isolates of the studies of contacts. The isolates were col-
lected from patients with different vaccination status:
vaccinated, unvaccinated and partially vaccinated
(Table S1, Supplementary Information).

The isolates were collected over 30 years, from 1986
to 2015. The study period was divided into three parts
on the basis of the vaccine type/s used for routine vac-
cination in our setting: (i) period 1 (1986-1997; n = 82
isolates) was defined by the single use of WCV; period
2 (1998-2003; n = 82 isolates) was the transition period
as WCV was used only for primary vaccination
whereas ACV was used in boosters; and period 3
(2007-2015, n =175 isolates), when ACV completely
replaced WCV. Additionally, 10 previously character-
ized strains (B3313, B1900, B1706, B1917, B2726,
B0366, B0549, B0610, B1916 and B3230) were included
in the present study for comparison in the clonal relat-
edness studies. These strains have been described as
being the most representative clones (PFGE profiles
and MLVA types) circulating in several European
countries during the period 1998-2015 [16-18].



Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

The genetic relatedness of all the B. pertussis isolates
included in the present study was determined using
DNA fingerprint by PFGE, which was performed as
described previously [19]. The DNA fingerprint
profiles were analysed with the GelCompare II v.4.6
software (Applied Maths) using the arithmetic
UPGMA as a group method with a band tolerance of
1% and an optimization setting of 1%. Underrepre-
sented PFGE profiles (n < 5 isolates) were grouped as
“others”.

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

Strain relatedness was also studied using MLV A typing
analysis as described previously [20]. A subset of repre-
sentative strains belonging to different PFGE profiles
and time periods was selected for our MLV A compari-
son (n = 72). Accordingly, one isolate was selected from
each of the less representative PFGE profiles (29 PFGE
profiles, 29 isolates). For the most prevalent PFGE
profiles (9 PFGE profiles, 43 isolates), 3 isolates were
selected from each time period (1 from the beginning,
one from the middle and 1 from the end of each
period). In the case of PFGE profiles partially rep-
resented in a time period, available isolates were
selected. Each locus was amplified by PCR and the
resulting fragments analysed as described previously
[20]. MLVA types (MT) were assigned using the
MLVA typing tool (https://www.mlva.net/bpertussis/
default.asp).

Antigenic variants

A total of 231 strains belonging to different PFGE
profiles were included in the characterization of anti-
genic variants: a subset of representative strains (n=
56) was selected for periods 1 and 2 whereas all strains
collected during period 3 were analysed (n=175).
Among the genes encoding virulence factors included
in the ACV, the A subunit of the pertussis toxin
(ptxA), pertactin (prn) and type 3 fimbriae (fim3)
were studied using PCR-based sequencing as described
previously [21,22]. Additionally, the promoter type of
pertussis toxin (ptxP) was also studied [14].

Fimbrial serotyping

Fimbriae 2 (FIM2) and 3 (FIM3) serotyping of all 339
B. pertussis isolates included in the present study were
performed by the indirect ELISA method as described
previously [23,24]. Monoclonal antibodies (06/124;
FIM2, and 06/128; FIM3) were obtained from the
National Institute for Biological Standards and Control
(NIBSC) and the reference strains Tohama I (FIM2),
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B1900 (FIM3) and B3313 (FIM2 and FIM3) were
used as positive controls.

Statistical analysis

PFGE profiles and MLVA types diversity were calcu-
lated based on the ratio between the PFGE profiles or
MLVA types identified by the total number of isolates.
The Simpson diversity index (§DI) was calculated based
on the formula SDI=1—Zn(n — 1)/N(N — 1) where n
indicates the number of individual PFGE profiles or
MLVA types identified and N indicates the number of
all PFGE profiles or MLVA types observed [18].

Results
Study periods

All the isolates recovered in the present study (n = 339)
were grouped into three study periods taking into
account the gradual WCV replacement: period 1
(1986-1997, n=282) was defined as WCV adminis-
tration alone; period 2 (1998-2003, n=82) was the
vaccine transition period, and period 3 (2007-2015,
n=175) was characterized as exclusive ACV
administration.

Molecular typing: PFGE

The genetic relatedness of the 339 isolates was evalu-
ated by PFGE. The results identified a total of 38 differ-
ent PFGE profiles (Table S1, Supplementary
Information). Of these, 19, 10 and 18 PFGE profiles
from periods 1, 2 and 3, respectively were identified.

VH2 was the only PFGE profile detected along the
entire period (1986-2015), with a remarkable gap in
the epidemic year 2000 and the following interepi-
demic years 2001-2002 (Figure 1). Additionally, a
replacement of PFGE profiles was observed across the
three periods, being more notable from period 1 to
period 2. In period 1 (1986-1997, WCV) the PFGE
profiles most frequently detected were VH2 (23.2%),
VHS8 (17.1%), VH5 (14.6%), VH12 (12.2%) and VH7
(7.3%). The introduction of ACV during period 2
(1998-2003) correlated with the emergence of VHI19
(40.2%) and VH20 (36.6%), which were only margin-
ally detected (1.2%) during period 1. Finally, in period
3 (2007-2015, ACV) PFGE profiles VH19 (28.6%),
VH26 (24.6%), VH2 (18.3%) and VH22 (8%) were
the most prevalent. During this last period, VHI19
was the most frequent PFGE profile before the epi-
demic year 2011 (from 2007 to 2010, 48.6%; from
2011 to 2015, 15.2%), whereas progressive replacement
by PFGE profiles VH26 and VH2 was observed from
2011 onwards (from 2007 to 2010, 10% and 11.4%,
respectively; from 2011 to 2015, 34.3% and 22.9%,
respectively) (Figure 1).
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PERIOD 1
wcv

PERIOD 2 PERIOD 3

WCV - ACV ACV

Percentage

Time periods

mVH2 mVH5 mVH7 mVH8 ®mVH12 ®mVH19 ®mVH20 ®=mVH22

VH26 wm Others

Figure 1. Temporal distribution of PFGE profiles of B. pertussis circulating in the metropolitan area of Barcelona from 1986 to 2015.
WCV: Whole cell vaccine; ACV: Acellular vaccine; Bold-face type is used to indicate epidemic years.

The PFGE profiles of clinical isolates obtained
from several European countries from 1998 to 2015
were compared [16-18]. The results showed that
the predominant European PFGE profiles BpSR3,
BpSR5, BpSR10, BpSR11 and BpSR12 were respect-
ively indistinguishable from VH26, VH22, VH2,
VHI19 and VH20 reported in this study, (Figure S2,
Supplementary Information). General trends were
similarly observed in both geographical areas (Europe
and Spain) (Table 2): (i) BpSR11 (VH19) was the pre-
dominant profile during the period 1998-2005 (27—
40%) and showed decreased prevalence in recent
years (15-29%); (ii) BpSR10 (VH2) was less prevalent
during the period 1998-2005 but has increased since
2006 (from 8% to 27% in Europe, from 4% to 18% in
Spain); (iii) BpSR5 (VH22) has shown a similar low
prevalence in both studies since its first detection in
1998 (1-11%); and (iv) BpSR3 (VH26) remained
undetected from 1986 to 2003 but rapidly became
one of the most prevalent types during the period
2007-2015 (22-29% in both areas). On the contrary,
the greatest difference was seen for the PFGE profile
BpSR12 (VH20). It was one of the most prevalent
types in Spain (37%) from 1998 to 2003, thereafter
it showed a remarkable decrease (4%) and was only

a minor profile (4-7%) in Europe throughout the
study period.

Molecular typing: MLVA

MLVA typing was performed in 72 isolates selected
as being representative of each PFGE profile (28, 16
and 28 isolates from each period, respectively)
(Table S1, Supplementary Information). Overall, 13
different MLVA types (MTs) were found: 11, 4 and
4 MTs were detected during periods 1, 2 and 3,
respectively. Among these, MT27 was the most preva-
lent type (56.9%) and clearly showed an increasing
frequency: 25% during period 1, 68.8% during period
2 and 79.3% in the third period (Figure 2). Less
representative  MTs were MT16, MT28, MTe0,
MT70, MT95, MT101 and MTI158, which were
detected in more than one isolate with a prevalence
per period ranging from 6.3% to 18.8%. Among
these, MT28 was the only MT detected throughout
the three periods (7.1%, 6.3% and 7.1%, respectively).
The remaining MTs were exclusive of period 1
(MT70, MT16 and MT95), exclusive of period 3
(MT101) or present in both periods 1 and 2 (MT60
and MT158). Finally, five MTs were represented by

Table 2. PFGE profiles of B. pertussis circulating in the metropolitan area of Barcelona from 1986 to 2015 compared to PFGE profiles

circulating in European countries from 1998 to 2015.

Time periods European Time periods

HVH PFGE 1986-1997  1998-2003  2007-2015 Equivalent EUpert | (1998- EUpert Il (2004-  EUpert Ill (2007-  EUpert IV (2012~
profile n=82 n=282 n=175 PFGE profile” 2001) n=102 2005) n =154 2009) n =140 2015) n =265
VH2 23 4 8 BpSR10 8 10 21 27

VH19 0 40 29 BpSR11 27 30 13 15

VH20 1 37 4 BpSR12 4 7 4 4

VH22 o 1 8 BpSR5 6 8 m 5

VH26 0 0 25 BpSR3 0 8 22 29

Total 24 82 84 Total 45 63 71 80

Note: Values are %.
“These data have been collected from EUpert studies [16-18].
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Figure 2. MLVA types of B. pertussis circulating in the metropolitan area of Barcelona from 1986 to 2015. WCV: Whole cell vaccine;

ACV: Acellular vaccine.

single isolates: MT32, MT133, MT135 and MT146
from period 1 and MT30 from period 3 (3.6% indi-
vidual prevalence per period).

Comparative genetic diversity

The comparison of the genetic diversity among the
three study periods based on differences in percentages
of PFGE profiles and MTs showed a gradual decrease
over time (Table 3). Thus, the diversity of the PFGE
profiles identified decreased from 23.2% in period 1,
to 12.2% in period 2, and to 10.3% in period 3. A simi-
lar and more evident decrease was seen for the MLV A-
types, from 39.3% in period 1, to 25% in period 2, and
to 14.3% in period 3. The Simpson’s diversity indexes
calculated for each study period showed no differences
in the transition from WCV to ACV on analysing the
PFGE profiles (0.88 period 1, 0.70 period 2 and 0.82
period 3), whereas differences were noted when
MLVA was taken into consideration (0.89 period 1,
0.52 period 2, and 0.33 period 3).

ACV impact on the evolution of antigen variants
and fimbrial serotype

Allelic variant analysis was carried out in a selection
of isolates to assess the prevalence and evolution of

Table 3. Percentage of PFGE profiles and MLVA types
identified and Simpson diversity index calculated for PFGE
and MLVA in the three study periods.

Time periods

Genetic diversity 1986— 1998 2007-
Method analysis 1997 2003 2015
PFGE Diversity (%) 232 122 10.3
Simpson diversity index 0.88 0.70 0.82
MLVA Diversity (%) 393 25 143
Simpson diversity index 0.89 0.52 033

the most frequently studied vaccine components
(PT, PRN and FIM3) among the B. pertussis popu-
lation from Barcelona over the last 30 years (Figure 3).
The promoter type of the pertussis toxin (ptxP) was
also studied. A total of 231 isolates were analysed
(40 belonging to period 1, 16 to period 2, and 175
to period 3).

Regarding the ptxA gene, our results revealed that all
the isolates analysed carried the ptxA1 allele (Figure 3
(A)). In contrast, an important shift was observed con-
cerning the promoter type. PtxP1 was the most preva-
lent type while WCV was administered (period 1,
87.5%; period 2, 12.5%) but became undetectable
when ACV was the only type of vaccine used in
Spain (period 3) (Figure 3(B)). An inverse correlation
was seen for the new ptxP3 variant associated with
higher PT production levels. It was first detected in
1996 (5%, period 1) and rapidly became the predomi-
nant allele (87.5% and 97.7% for periods 2 and 3,
respectively). This predominance was seen in all the
PFGE profiles analysed with the exception of VH5, a
PFGE profile almost exclusive of period 1, as the only
VHS5 isolate collected in 2000 and analysed here har-
boured the ptxP1 variant. Other less prevalent promo-
ter types (2.3-2.5%) were observed in period 1 (ptxP5,
ptxP10 and ptxP11) and period 3 (ptxP15).

The pertactin gene allele distribution proved to be
heterogeneous during period 1. Specifically, prnl and
prn3 were the most frequently detected (42.5% and
20%, respectively), while a lower frequency of prn2
was detected (3.7%). Nonetheless, the prn2 allele
became the most predominant after the introduction
of ACV, reaching a prevalence of 87.5% in period 2
and 97.7% in period 3 (Figure 3(C)).

Finally, regarding the fim3 genotype, our results
showed that all the isolates studied in period 1 carried
the fim3-1 variant, whereas a similar prevalence of
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Figure 3. Antigen variants detected in B. pertussis circulating in the metropolitan area of Barcelona from 1986 to 2015. (A) Pertussis
toxin. (B) Pertussis toxin promoter type. (C) Pertactin. (D) Type 3 fimbriae. P1: exclusive use of whole cell vaccine; P2: transition from
whole cell vaccine to acellular vaccine; P3: exclusive use of acellular vaccine.

fim3-1 and fim3-2 variants were detected in periods 2
(43.8% and 56.3%, respectively) and 3 (46.9% and
53.1%, respectively) (Figure 3(D)). Intriguingly, from
2011 onwards fim3-1 showed a progressive reemer-
gence to again become the most predominant variant
over fim3-2 (data not shown). Thus, the 2 most preva-
lent allelic combinations detected in the present study
during the most recent years were defined by isolates
carrying the same allelic composition for ptxAl,
ptxP3 and prn2, while only differing in the allele encod-
ing FIM3 (Figure 4).

Regarding fimbrial serotyping, overall 72.6% of the
isolates had FIM3, 20.9% FIM2 and 3.2% FIM2/3.
Additionally, 11 isolates (3.2%) were deficient for
FIM2 and FIM3. The distribution of the serotypes
per periods revealed that there was a significant
increase of FIM3 isolates during the transition from
WCV to ACV (57.3% during period 1,90.2% during
period 2; P <.05) while FIM2 decreased dramatically
(31.7% during period 1, 0% during period 2; P <.05).
However, once the ACV was completely introduced
(period 3), a progressive decrease of FIM3 isolates
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Figure 4, Temporal evolution of the most prevalent antigenic profiles observed in B. pertussis circulating in the metropolitan area of
Barcelona from 1986 to 2015. Period 1: exclusive use of whole cell vaccine; Period 2: transition from whole cell vaccine to acellular

vaccine; Period 3: exclusive use of acellular vaccine.
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circulating in the metropolitan area of Barcelona from 1986 to
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was detected (71.4%) as long as FIM2 isolates gradually
reemerged (25.7%) (Figure 5). During period 1 (WCV),
all FIM2 and FIM3 isolates were associated with a firn3-
1 genotype, while during period 2 (transition from
WCV to ACV) 46.2% and 53.8% of the FIM3 isolates
studied belonged to fim3-1 and fim3-2 genotypes,
respectively. Finally, in period 3 (ACV), all the FIM2
isolates had the fim3-1 genotype while both genotypes
were identified (71.2% fim3-2 and 28.8% fim3-1) for
FIM3 isolates. There was no correlation among sero-
types and vaccinated, non-vaccinated and partially vac-
cinated patients (P >.05).

Combining the analysis of PFGE profiles and
fimbrial serotype, most of the FIM2 isolates belonged
to PFGE profiles VH26 and VH2 (42.3% and 18.3%,
respectively) while most of the FIM3 isolates belonged
to PFGE profiles VH19, VH2 and VH20 (32.1%, 15.4%
and 14.2%, respectively). Regarding the most common
PFGE profiles, isolates belonging to VH2 and VH26
included positive isolates for the FIM2 (24.1% and
69.8%, respectively) and also the FIM3 (70.4% and
27.9%, respectively) serotypes, whereas PFGE profiles
VH19, VH20 and VH22 were almost exclusively
FIM3 (95.2%, 92.1% and 100%, respectively). There
was no significant association between FIM2/3, or
FIM2 and FIM3 deficient isolates and specific PFGE
profiles (Table S1, Supplementary Information).

Discussion

Changes in the B. pertussis population have been
reported worldwide [2-4,13]. Nonetheless, there are
no data related to Spanish strains. In this study, 339
B. pertussis isolates collected in Barcelona during the
period 1986-2015 were analysed to assess the molecu-
lar evolution of this pathogen. Moreover, the global
impact of the vaccine transition strategy from WCV
to ACV was assessed by integrating data from molecu-
lar typing and antigenic variance. The results of this
study show a clear shift in the B. pertussis population
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as well as in its antigenic profile concurrent with the
introduction of ACV, as noted in other countries.

Only isolates showing the VH2 PFGE profile were
found to persist throughout the entire study period.
Isolates belonging to PFGE profiles VH8, VH5 and
VHI12, which were predominant during the years in
which WCV was the only vaccine administered, were
almost completely replaced by the newly appearing
profiles VH19, VH20 and VH22, which became domi-
nant once ACV remained as the only vaccine in use.
Finally, PFGE profile VH26 appeared in 2007 and
has become the most prevalent profile since 2011.
These results are largely consistent with the most
prevalent PFGE profiles detected in Europe within
the same 30-year time frame [2,16-18]. Our findings
are also in agreement with the predominant PFGE
profiles circulating in the US since 2000 [3]. Overall,
these results reinforce the successful intercountry dis-
semination of B. pertussis lineages not only among
neighbouring countries but also among overseas terri-
tories with similar vaccination policies. However, slight
variations in the prevalence of the distribution of some
PFGE profiles were noted on comparing local and
European isolates. Specifically, the PFGE profile
VH20 was one of the most prevalent types in Barcelona
from 1998 to 2003 (37%) but showed a noteworthy
decrease from 2007 to 2015 (4%). On the contrary,
its equivalent European PFGE profile (BpSR12) was
only a minor profile in Europe during the whole
study period (4-7%). This fact highlights the need for
regional studies to fully understand population
dynamics within and across territories. Probably, the
introduction of whole-genome sequence in future
studies may shed new light on the understanding of
the evolution and rate of lineage mixing within areas.

Next, we assessed whether there are epidemiological
differences between epidemic and inter-epidemic
periods. The percentage of minority PFGE profiles
was clearly increased in the latter, particularly for
period 1 and less pronounced in period 2. It is of inter-
est that the VH12 PFGE profile was only detected
during the epidemic years 1989, 1992 and 1997.
These results suggest that some epidemic waves
might be related to particular clones sharing specific
characteristics, what could contribute to increased dis-
semination potential.

The MLVA results supported the PFGE findings
regarding temporal trends and dynamic changes in
the population structure of B. pertussis in Barcelona
over time. A trend to a lower diversity of MTs was
observed in concurrence with the switch in vaccines,
mainly due to the growing dominance of MT27 (25%
during WCV administration from 1986 to 1997, to
79.3% once ACV was completely implemented). Simi-
lar figures have been reported across Europe as well as
in the US and Australia since the introduction of ACV
[2,13,18,25]. In contrast, the prevalence of MT27 is
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marginal in countries in which WCV is still used, or
has been used until only recently, such as in China
(6% in period 2012-2013), Poland (2.9% in period
1959-2013) or the Philippines (not detected) [26-28].

Apart from changes in the bacterial epidemiological
profiles, we also assessed the impact of the introduction
of ACV on the allelic selection of vaccine-related viru-
lence determinants. We found that all the isolates col-
lected across the entire study period were ptxAl, in
agreement with previous reports in which ptxAl was
described as being the most prevalent variant at the
end of the 1960s immediately after the introduction
of the WCV [9]. Consequently, as the PT variants
included in the ACV are encoded by ptxA2 and
ptxA4 alleles, a protective effect against ptxAl is no
longer expected.

On the contrary, two remarkable antigenic shifts
were found: the first was related to the new PT promo-
ter variant ptxP3, and the second to the prn2 allele.
Strains carrying the ptxP3 variant have been character-
ized by increased toxin production levels and higher
virulence potential [14]. Moreover, such strains have
been associated with the reemergence of the pathogen
in most parts of the world since the 1990s, concomitant
to a shift towards older age groups [13,14,29]. The
abrupt replacement of ptxPI by ptxP3 seen in period
2 was paralleled by a similar change in the prevalence
of PRN variants, with prn2 becoming dominant after
almost completely displacing prnl. This is in the line
of previous reports showing a similar shift towards a
clear dominance of the prn2 allele after the introduc-
tion of ACV, which includes the allelic variants prnl
and prn7 which were most frequently detected before
the withdrawal of WCV [9,18].

Lastly, we also completed the antigenic profile of our
isolates by the characterization of the FIM3 genotype,
which is absent in some commercially available
ACVs. To date, two alleles have been reported as
being the most prevalent: fim3-1 and fim3-2. The
results of our study show that all the strains analysed
from period 1 only carried the fim3-1 variant, whereas
a substantial decrease was subsequently observed
towards a similar proportion (43.8% for period 2 and
46.9% for period 3). Nonetheless, since 2011 fim3-1
has shown a progressive reemergence towards the pre-
dominant variant. Similar results have been reported in
Dutch isolates which showed a transitory increased
prevalence of fim3-2 strains which reverted a few
years later [30]. Although overall most of the isolates
were FIM3 (72.6%), on stratifying the results according
to the vaccine administered once ACV was introduced,
a progressive shift from FIM3 to FIM2 was observed,
even though most of ACV compositions used in our
area do not contain any fimbrial antigen (Table 1).
Similar results were reported in different European
countries, such as Denmark and Finland, where ACV
does not contain fimbrial components and FIM2

isolates were the most prevalent from 2012 to 2015.
Conversely, FIM3 isolates were predominant during
the period 2012-2015 in France, United Kingdom
and Sweden, although the ACV contained fimbrial
components only in the first two [18]. Therefore, fac-
tors other than the type of fimbrial antigen contained
in the vaccine may be involved in the serotype shift.
On the other hand, comparing the association of
fimbrial serotype with PFGE profiles we observed
that, as previously found in the EUpert III and IV
studies, isolates belonging to VH19 (BpSR11), VH20
(BpSR12) and VH22 (BpSR5) PFGE profiles were
mostly associated with FIM3 regardless of the period
in which they were isolated. However, during the tran-
sition from WCV to ACV, all VH2 (BpSR10) and
VH26 (BpSR3) isolates were FIM3 while a shift
towards the FIM2 serotype was observed once the
ACV was fully implemented [17,18].

According to the results of the present study, the
alleles detected in the most prevalent isolates circulating
in our population since 2011, and at least until 2015,
were as follows: ptxAl for the pertussis toxin, which is
regulated by a pxtP3 type promoter, prn2 for pertactin
and fim3-1 for serotype 3 fimbriae. The corresponding
shifts in the antigenic profile of the strains can be par-
tially correlated with PFGE profile replacement, par-
ticularly in period 3: the PFGE profile VH19 (mainly
ptxAl, ptxP3, prn2, fim3-2) has been replaced by
VH26 (mainly ptxAl, ptxP3, prn2, fim3-1). These
results suggest that the absence of uniformity in vaccine
composition has failed to counteract the dissemination
of firm3-1 isolates. Dissemination of VH26 could be sup-
ported by a bacterial advantage provided by this
fimbrial allele or by another virulence trait specific of
this clone. Conversely, VH2 (mainly ptxAl, prn2,
fim3-1) was detected throughout three study periods,
and several factors may have influenced its continuous
detection: no selective pressure on pertactin together
with an inner adaptation ability, highlighting that the
same PFGE profile acquired the widely disseminated
ptxP3 variant. Thus, the adaptative plasticity of
B. pertussis facilitates the diversity and selection of the
most appropriate clones in addition to an evolving abil-
ity to integrate chromosomal changes in the same clone.

In conclusion, these results support the presence of
dynamic changes in the B. pertussis population as well
as in its antigenic profile in Barcelona (Spain) over a
30-year time period, with a trend towards homogeniz-
ation following the introduction of the ACV. Our
findings suggest that the use of the ACV has likely
driven the population changes and antigenic shift of
B. pertussis.
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A més de B. pertussis, altres espécies del génere Bordetella poden causar una
infeccid de les vies respiratories amb quadres clinics similars als produits per B.
pertussis. Aquest és el cas de B. holmesii, una espécie recentment identificada com
a agent etiologic de tosferina. Durant molts anys, el diagnostic molecular de Ila
tosferina s’ha realitzat mitjangant la deteccid de I'’element IS481. No obstant aixo,
aquesta diana s’ha identificat no només en el genoma de B. pertussis sind també en
el genoma de B. holmesii. Aquest fet ha posat de manifest I'existéncia de diagnostics
erronis de I'agent causal de la tosferina, infradiagnosticant-se els casos originats per
altres espécies del genere Bordetella. Per tal d’entendre la contribucié de B. holmesii
en I'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 aixo, es van
estudiar un total de 391 mostres nasofaringes de pacients diagnosticats d’aquesta

malaltia al llarg del periode 2013-2016 mitjancant I’Us de la diana IS481. Per tal de
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confirmar I'espécie del génere Bordetella responsable de la infeccid es va utilitzar
una RT-PCR multiple, la qual es va dissenyar amb encebadors especifics per a la
deteccié de B. pertussis (promotor de I'operd 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 identificacié de I'especie a través de la seqlienciacio del
gen nrdA, el qual permet la discriminacid de les diferents especies del génere

Bordetella.

D’acord amb els resultats obtinguts, es va descriure per primera vegada la deteccié
de B. holmesii com a causa de tosferina a Espanya, amb una prevalenga del 3,9%
I'any 2015 i duplicant-se fins a arribar al 8,8% |’any 2016. En el 62,5% dels casos
positius per B. holmesii, aquest microorganisme es va detectar com a Unic agent
atribuible al quadre clinic, mentre que en el 37,5% dels casos restants, es va
identificar en combinacié amb altres espécies del génere Bordetella (83,3% B.

pertussis i 16,7% B. parapertussis).

Pel que fa a les caracteristiques cliniques-epidemiologiques dels pacients amb un
quadre clinic de tosferina causat per B. holmesii, no es van observar diferencies
significatives destacables en relacié amb aquells casos els quals eren causats per B.
pertussis, pel que fa a I'edat dels pacients, la presencia de febre, gall inspiratori,
paroxismes o tos de més de catorze dies, aixi com la necessitat d’hospitalitzacié. No
obstant aix0, es va observar una tendéncia per part de B. holmesii a infectar infants
d’edat més avancada (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 I'estat
vacunal dels individus que desenvolupen tosferina per B. holmesii, el 87,5% dels
pacients incloia una mediana de 5 dosis de vacunes antipertussiques rebudes en el
moment del diagnostic, amb una mediana de 4,5 anys transcorreguts des de I'Gltima
dosi rebuda (rang 0,7-14,1 anys). Finalment, quant a la vinculacié de B. holmesii a

esdeveniments epidemiologics de rellevancia per a la seva transmissio, 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 I'ambit escolar (85,7%) i brots en el

context familiar (35,7%).

En relacié amb la terapéutica 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 administracié. Malgrat que actualment no es disposen de recomanacions clares
de quina ha de ser la terapéutica d’eleccié per tractar un pacient amb tosferina
produida per B. holmesii i que diversos estudis apunten a una menor activitat dels
macrolids en comparacié a altres agents antimicrobians, les dades observades
apunten al fet que I'Us de I'azitromicina podria ser, a priori, considerat com un
tractament efectiu. No obstant aix0, donat el reduit nombre de casos identificats fins
al moment, es fa necessari continuar monitorant I'efectivitat d’aquest antimicrobia

per tractar les infeccions respiratories produides per B. holmesii.

Aixi doncs, aquestes troballes posen de manifest I'emergencia de B. holmesii com a
agent causal de tosferina en el nostre entorn. Aquest fet demostra la necessitat
d’adaptar les eines diagnostiques utilitzades actualment per a la identificacio de
I'agent causal d’aquesta malaltia amb I'objectiu de poder fer un diagnostic precis,
aixi com determinar la incidéncia real dels diferents agents etiologics de la tosferina.
Tot aix0, a més, sera essencial per a poder identificar i implementar les mesures
terapeutiques i preventives adequades, coneixer la contribucidé que les espécies de
Bordetella tenen en I'epidemiologia de la tosferina i poder establir de forma precisa

I’eficacia de les vacunes enfront de la infeccid per B. pertussis.
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Emergence of Bordetella holmesii as
a Causative Agent of Whooping Cough,
Barcelona, Spain

Alba Mir-Cros, Gema Codina,

M. Teresa Martin-Gomez, Anna Fabrega,
Xavier Martinez, Mireia Jané, Diego Van Esso,
Thais Cornejo, Carlos Rodrigo, Magda Campins,
Tomas Pumarola, Juan José Gonzalez-Lépez

We describe the detection of Bordetella holmesii as a
cause of whooping cough in Spain. Prevalence was 3.9%
in 2015, doubling to 8.8% in 2016. This emergence raises
concern regarding the contribution of B. holmesii to the
reemergence of whooping cough and the effectiveness of
the pertussis vaccine.

hooping cough is a highly contagious respiratory

disease, primarily caused by Bordetella pertus-
sis (1). Other species, such as B. parapertfussis and B.
holmesii, have been recognized as causes of a syndrome
that clinically resembles that of whooping cough (7,2).
Pertussis is the term used for the disease specifically
caused by B. pertussis, whereas pertussis-like illness or
syndrome is more appropriately used when referring to
the other etiologic agents. B. holmesii, a poorly stud-
ied pathogen, was originally identified in 1995 as a rare
cause of bacteremia (3). Since then, it has been related
to other invasive diseases, especially in asplenic and
immunosuppressed patients and in healthy people with
pertussis-like symptoms (4).

Microbiologic diagnosis of whooping cough by mo-
lecular tests provides a higher sensitivity and promptness
than culture techniques, with PCR being the method most
commonly used in clinical laboratories (5). Most molecular
diagnostic kits used to detect B. pertussis target insertion
sequence [S481, which is present in high copy numbers
in the B. pertussis genome (6). However, IS48/ is not a
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specific target of B. pertussis because it is also found in oth-
er Bordetella species, including B. holmesii, leading to un-
derestimation of this pathogen in this clinical scenario (6).

To date, several cases of B. holmesii associated with
pertussis-like illness have been reported in North and
South America, Asia, Africa, and Europe (4). Addition-
ally, 2 important outbreaks of B. holmesii infection asso-
ciated with pertussis-like illness were detected in France
and Ohio (7.8). Recent reports of the detection of posi-
tive cases of B. holmesii infection in the Netherlands (9),
which previous analysis had failed to identify (/0), rein-
force the emergence of this pathogen. To our knowledge,
the presence of this microorganism in Spain has not been
documented. We report the emergence of B. holmesii as
a causative agent of whooping cough in the metropolitan
area of Barcelona, Spain.

The Study

We evaluated 391 nasopharyngeal samples from pa-
tients from the metropolitan area of Barcelona who had
a clinical and laboratory-confirmed diagnosis of whoop-
ing cough during January 2013-December 2016 at the
Hospital Vall d’Hebron. All the samples were positive by
the 1S481-based SmartBp/Bpp (Cepheid, Sunnyvale, CA,
USA) real-time PCR and thus were considered positive
for B. pertussis.

We reevaluated all the samples by using species-spe-
cific multiplex real-time PCR (/0). This method detects
the promoter of the pertussis toxin operon (ptxAPr), which
is specific for B. pertussis, and the recA gene (Bh-RecA),
specific for B. holmesii. To corroborate the identification
of B. holmesii, we further analyzed all the Bh-RecAd RT-
PCR-positive samples by sequencing an internal fragment
of the housekeeping gene encoding the ribonucleoside-
diphosphate reductase o chain (nrdA4), which is useful for
discriminating among the different species of Bordetellu
(11), and the Bh-RecA gene. The study was approved by
the Clinical Research Ethics Committee of the hospital.

Among the 391 nasopharyngeal samples analyzed,
380 (97.2%) were confirmed positive for B. pertussis and
16 (4.1%) for B. holmesii. Among the B. holmesii—positive
samples, 5 were positive for B. pertussis and B. holmesii
and | for B. parapertussis, B. holmesii, and Streptococcus
pyogenes (Figure).

Emerging Infectious Diseases * www.cdc.gov/eid « Vol. 23, No. 11, November 2017
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Figure. Timeline distribution of the 391 whooping cough cases diagnosed at the Hospital Vall d’'Hebron, Barcelona, Spain, 2013-2016,

showing Bordetella species detected.

None of the B. holmesii—positive cases was detected dur-
ing 2013-2014. In total, 7 cases were reported in 2015, corre-
sponding to 3.9% of whooping cough cases diagnosed in 2015,
and the remaining 9 cases were reported in 2016, accounting
for 8.8% of the cases diagnosed during that year (Figure).

Ten (62.5%) of the 16 B. holmesii—positive patients
were female; the median age was 9 years (range 1-40
years), and 87.5% were pediatric patients (<14 years).
Fourteen cases were detected in the context of a school-
related (85.7%) or family (35.7%) outbreak; 3 of these
cases were detected in both kinds of outbreaks.

Vaccination status was available for 14 of the 16 pa-
tients. Of these, all cases occurred in children 14 months
to 14 years of age who had received a median of 5 dos-
es of pertussis vaccine (range 2—5 doses) according to
the current vaccination program (5 doses, administered
at 2, 4, and 6 months and at 1.5 and 6 years of age).
The median time since the last vaccination was 4.5 years
(range 0.7-14.1 years) (Table 1). No cases of complica-
tions or malignant pertussis-like disease occurred. Infor-
mation about antimicrobial therapy received was avail-
able for 15 patients, all of whom had been treated with

Table 1. Demographic, clinical, and epidemiologic characteristics of 16 patients with diagnosed whooping cough associated with
Bordetella holmesii infection, Hospital Vall d’Hebron, Barcelona, Spain, 2015-2016*

Patient  Age, No. vaccine Date last vaccine Diagnosis Outbreak
no. y/sex doses received dose received date Treatment Co-infections relatedness  Site of exposure
1 10/F 5 2010 Mar 16 2015 Apr 17 AZM B. pertussis Yes School
2 12/F 5 2008 Jul 18 2015 May 5 AZM ND Yes Schoolt
3 9F 5 2011 Dec 12 2015 May 13 AZM ND Yes Schoolt
4 13/F 5 2007 Oct 23 2015 May 25 AZM ND Yes Schoolt
5 12/F 5 2008 Sep 6 2015 Apr 6 AZM B. pertussis Yes School
6 28/F UNK UNK 2015 Apr 6 AZM B. pertussis Yes Home
7 4/F 4 2012 Mar 8 2015 Aug 14 AZM ND Yes School and home
8 9M 5 2012 Oct 18 2016 Sep 3 UNK ND Yes School
9 1™ 2 2015 Jun 8 2016 April 13 AZM B. pertussis Yes Home
10 8/M 5 2012 Jun 26 20186 Apr 21 AZM ND Yes School and home
" 6/M 4 2011 Aug 8 2016 Mar 5 AZM B. parapettussis/ Yes School
S. pyogenes
12 40/F UNK UNK 2016 Sep 5 AZM ND UNK UNK
13 14/F 3 2002 Aug 5 2016 May 24 AZM ND No -
14 5/F 4 2012 Mar 2 2016 Sep 6 AZM ND Yes School and home
15 M 5 2013 Sep 10 2016 Nov 7 AZM ND Yes School
16 6/M 4 2011 Feb 16 2016 Jul 28 AZM B. pertussis Yes School

*AZM, azithromycin; ND, not detected; UNK, unknown.
1These 3 patients’ illnesses were related to the same school outbreak.

Emerging Infectious Diseases + www.cdc.gov/eid « Vol. 23, No. 11, November 2017
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Table 2. Comparison of demographic, vaccination-related, and clinical characteristics between patients with Bordetella perfussis and
B. holmesii infection, Hospital Vall d’'Hebron, Barcelona, Spain, 2015-2016*

Characteristic B. pertussis, n = 40 B. holmesii, n = 10 p value
Median age (range), y 5.5 (0.08-74) 9 (4-40) 0.07
Median pertussis vaccine doses received (range) 4 (0-5) 5 (3-5) 0.21
Median time from last pertussis vaccine dose received to date of 1.92 (0.08-11.70) 3.82 (1.03-14.05) 0.1
diagnosis (range), y

Fever, no. (%) 5(12.5) 1(10) 1
Whoop, no. (%) 9(22.5) 1(10) 0.66
Paroxysms, no. (%) 4 (10) 1(10) 1
Cough 214 d, no. (%) 12 (30) 4 (40) 0.7
Hospitalized, no. (%) 4 (10) 0 0.57

*Differences were assessed for significance using the chi-squared exact test (in comparison with independent qualitative variables) and the Mann-
Whitney U-test (for quantitative variables; no normality was observed in data distribution). We selected a randomized sample of confirmed B. perfussis
cases with a 4:1 relation with B. holmesii-infected patients as a comparison group. p values <0.05 were considered statistically significant at the 95%

Cllevel.

azithromycin, and no patient experienced therapeutic
failure or relapse.

No statistical differences were observed between
age, clinical features, and vaccination status among
the case-patients with B. holmesii and B. pertussis infec-
tions (Table 2). However, B. holmesii infections tended to
be more prevalent in older children (median age 9 vs. 5.5
years; p = 0.07) compared with B. pertussis infections.

Conclusions

B. holmesii is an underdiagnosed emerging respiratory
pathogen that triggers clinical manifestations similar to
those caused by B. pertussis (I). In this retrospective study,
we detected 10 cases in which B. holmesii was found to be
the only putative agent of a pertussis-like infection and 6
cases in which B. holmesii was co-detected with another
causative agent of whooping cough. We observed no dif-
ferences in the demographics, clinical features, and vacci-
nation status among patients infected by B. holmesii and
B. pertussis, but a trend toward higher involvement of B.
holmesii infections was observed in older children, as re-
ported previously (7,8).

We found that 4.1% of the respiratory samples from
patients with laboratory-confirmed whooping cough
during 2013-2016 were positive for B. holmesii, for
which detection was reported from April 2015 onward.
The number of positive cases of B. holmesii infection
doubled from 3.9% in 2015 to 8.8% in 2016. Of note,
2015 was considered the year with the highest inci-
dence of whooping cough since the introduction of the
acellular vaccine in Spain. In the autonomous commu-
nity of Catalonia, incidence (cases/100,000 inhabitants)
was 13.3 for 2013, 14.8 for 2014, 48.9 for 2015, and
24.6 for 2016 (http://canalsalut.gencat.cat/ca/actualitat/
Ilista_butlletins/salut publica/butlleti epidemiologic
de_catalunya).

Even in the absence of clear recommendations to
treat pertussis-like respiratory infections caused by B.
holmesii, several studies have reported controversial
results about a possible lower activity of macrolides

1858

compared with other antimicrobial agents (4,/2).
Unfortunately, because we could not recover the bacte-
rial isolates, we were unable to perform antimicrobial
drug susceptibility testing. However, no evidence of
complications or relapses was observed in any patient
after treatment with azithromycin.

B. holmesii lacks most of the antigens present in the
pertussis acellular vaccine or the proteins produced differ
phenotypically (4). This situation, together with the lack
of protection against replication observed in immunized
mice (/3), suggests the absence of cross-protection against
B. holmesii infections. In our study, most of the patients
had received the complete immunization schedule of 5
doses (Table 1). Thus, the increasing trend of whooping
cough might be attributed not only to B. pertussis adapta-
tion to the introduction of the acellular pertussis vaccine,
decreased vaccine efficacy, or waning immunity, as previ-
ously reported (/4,15), but also to the emergence of sec-
ondary pathogens, such as B. holmesii, which the pertussis
vaccine might not prevent.

Our study describes the emergence of B. holmesii
as a causative agent of whooping cough in Spain. Ac-
curate diagnosis of the causative agent of this disease
is crucial to determine the real incidence and preva-
lence of the microbial species involved, to assess its
contribution to the epidemiology of whooping cough,
to evaluate whether specific antimicrobial drug treat-
ments should be implemented and, in terms of public
health, to assess the efficacy of the pertussis vaccine.
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Identificaciod i caracteritzacié de Bordetella pertussis deficient en pertactina

a Espanya.

Entre els processos d’adaptacié de B. pertussis a la immunitat conferida per les
vacunes DTPa s’ha identificat I'emergéncia de soques que deixen d’expressar els
antigens inclosos en les composicions vacunals DTPa. Un dels esdeveniments més
rellevants és la pérdua de I'expressié de la PRN. Segons resultats préviament
comunicats per altres autors, aquestes soques mantenen la viruléencia, aixi com la
capacitat de causar malaltia, en tant que pot veure’s compromesa I'eficacia de les
vacunes DTPa que s’utilitzen actualment?®=%, En el present treball es va avaluar
I’expressié de la PRN d’una col-leccié de soques de B. pertussis aillades a Espanya,
mitjangat I'estudi d’un total de 342 aillats clinics de B. pertussis productors de
tosferina recollits al llarg del periode 1986-2018 a quatre comunitats autonomes
d’aquest pais. L'expressid antigénica de la PRN es va estudiar mitjangant ELISA,
mentre que, tant la identificacio de les causes genetiques responsables de la perdua
de I'expressid, aixi com la relaciéd de parentesc entre els aillats es va determinar
mitjancant I'aplicacié de la seqlienciaci6 de genomes complets (whole genome
sequencing, WGS). Addicionalment, es va realitzar un estudi filogenomic per tal

d’identificar I’evolucié de I'estructura poblacional del conjunt d’aillats estudiats.

D’acord amb els resultats obtinguts, es descriu per primera vegada I'emergencia de
B. pertussis deficients en I'expressid de PRN a Espanya, aixi com els mecanismes
genetics implicats en la perdua de la produccié d’aquest antigen. En global, els aillats
deficients en PRN van representar el 27,2% del total, els quals es van identificar

Unicament durant el periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPa, sent notoria la seva
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presencia des de I'any 2011 en endavant. Es van identificar set mecanismes diferents
com a responsables de la perdua d’expressié de la PRN, dels quals la delecid entre
les posicions -292 i 1340 del gen de la PRN (prn::del(-292, 1340)) es va observar en
el 58,1% dels aillats que no expressaven I'esmentat antigen vacunal. Altres
mecanismes observats van ser la insercid de la seqiiencia IS481 entre les posicions
161371614 i 273572736, sigui en posicid directa o en posicid indirecta (23,7%), la
delecié d’'una G a la posicié 1494 (prn::499STOP-delG1494), la qual condiciona un
canvi en la pauta de lectura i I'aparicié d’un codé STOP a I'aminoacid 499 (6,5%), la
inversié d’'un fragment d’aproximadament 22 kb a la posicié -74 del promotor
(prn::promoter_inv(-74)) (5,4%) i la delecid entre les posicions -614 i -75 del
promotor (prn::del(-614, -75)) (1,1%). Tant la delecié prn::499STOP-delG1494 com la

prn::del(-614, -75) van ser descrites per primera vegada en aquest estudi.

L'analisi filogenomica va situar I'ancestre comu més recent del subgrup d’aillats
deficients en PRN a causa de la mutacié prn::del(-292, 1340) I'any 2007, durant el
periode d’us exclusiu de les vacunes DTPa. Aquest fet suggereix que la pressid
selectiva exercida per I'Gs d’aquest tipus de vacunes podria haver afavorit
I'emergencia i disseminacié d’aquest mecanisme, fins a convertir-se en el
mecanisme relacionat amb la perdua d’expressié de la PRN observat amb més
freqiiéncia entre els aillats recollits del periode 2013-2018 en el nostre medi.
Contrariament, no s’ha observat un Unic ancestre comu pels aillats de B. pertussis
deficients en PRN a causa de la insercié de la IS481 en el gen de la PRN, trobant-se
aquests distribuits de forma aleatoria en diverses branques al llarg de la filogénia de

B. pertussis.

Aixi doncs, el conjunt de troballes destaquen I'aparicié i circulacié d’aillats de B.
pertussis que no expressen PRN, un dels antigens més immunogens inclosos a la
majoria de les composicions vacunals utilitzades en els programes sistematics de

vacunacions de molts dels paisos industrialitzats. L’emergéncia d’aquest tipus de
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soques esta condicionada majoritariament per 'aparicio i disseminacié exitosa d’un
llinatge posseidor d’una gran delecid del gen codificant d’aquest antigen. Aquest fet
podria suposar un important mecanisme d’adaptacié i evasio, per part de B.
pertussis, de la immunitat conferida per les vacunes DTPa, a conseqiiéncia de la

pressid selectiva exercida pel seu Us.
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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 (wev) 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 Schedule Pertussis Vaccine Schedule Pertussis components
type components type
1975 DTPw 3, 5, 7 months Inactivated whole NA No booster NA
cell
1996 DTPw 2-3,4-5, 6-7 Inactivated whole DTPw 15-18 months Inactivated whole cell
months cell
1998-1999 DTPw 2-3,4-5, 6-7 Inactivated whole DTPa 18 months Pt, Fha, Prn
months cell
2001 DTPw 2,4, 6 months Inactivated whole DTPa 18 months, 4-6 years Pt, Fha, Prn
cell
2004 NA NA NA dTpa Health workers caring for ~ Pt, Fha, Prn or Pt, Fha,
newborns Prn, Fim2, Fim3?
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 Pt, Fha, Prn or Pt, Fha,
years (dTpa) Prn, Fim2, Fim3?
2013 DTPa 2, 4, 6 months Pt, Fha, Prn DTPa/dTpa 18 months (DTPa), 6 Pt, Fha, Prn or Pt, Fha,

years (dTpa)

Prn, Fim2, Fim3?



pesuuars

2014/2015¢ NA NA NA dTpa Between 27-28 through Pt, Fha, Prn or Pt, Fha,
32-36 weeks of Prn, Fim2, Fim3?
pregnancy
2017 DTPa 2, 4, 11 months Pt, Fha, Prn DTPa/dTpa* 6 years Pt, Fha, Prn or Pt, Fha,

Prn, Fim2, Fim3?

* 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.
Introduction 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.

13
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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 (lllumina, 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 1S481 insertion at
position 161371614 in reverse
orientation (prn::1IS481-1613rev). 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 15481 element at position 161371614
in forward orientation (prn::1S481-

1613fwd, 5 isolates, 5.4%), the insertion

of IS481 element at position 273572736
in  reverse orientation (prn::1S481-
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 2.4x107 to 3x107
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 |, Clade

Il and Clade Il1).
Clade 1 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 ptxA1l
allele and the ptxP1 PTX promoter, while
for Prn, 38.5% encoded prn2, 38.5% prn3
and 23.1% prnl. Regarding fimbrial
genotyping, 92.3% carried fim2-1 and
7.7% fim2-2, and 100% encoded fim3-1.
Overall, 84.6% presented the
ptxAl/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 Il included 64 isolates collected
between 1998 and 2018, the 90.6% of
them containing the
ptxAl/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-2  allelic
combination. Regarding fimbrial
serotyping, 96.9% of Clade Il 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 Il
isolates in 1989 [95% HPD 1987-1992],
nine vyears 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 15481
insertions at position 1613, being
distributed in different branches within
the clade. Among these isolates, a cluster
of six isolates possessing the prn::1S481-
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 Il 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 Il showed the prn::promoter_del(-
614, -75) mutation. All Prn-negative
isolates from this clade, including
prn::1S481-1613, 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



the remaining 5% expressed Fim2/3

serotype.

Clade Il 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 Il
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 Ill. 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::1S481-2735rev mutation,
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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 15481 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::1S481-2735rev
and prn::promoter_inv(-74) isolates were
related with Fim3 serotype. Finally, 50%
of Prn-negative isolates of Clade Il
presenting the prn::1S481-1613 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 |Ill, 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

a).
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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 |
(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,



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
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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 lran 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 @ 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. Prnis 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



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 1S481 insertion
(23.7%) at different sites along the Prn
gene (at positions 161371614 and
273572736) 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 15481 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
prevalencein astudy 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
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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



RESULTATS

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.
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Al llarg dels ultims anys, la incidéncia de la tosferina ha patit una marcada tendéncia
al’alca, observant-se una reemergéncia de la malaltia de forma generalitzada a nivell
mundial des de mitjans dels anys noranta, malgrat la implementacié d’extenses
campanyes de vacunacid i les elevades taxes d’immunitzacié. Actualment, la
tosferina és considerada una de les malalties que es poden prevenir per vacunacié
amb una de les taxes de prevalenca més elevades en els paisos desenvolupats,
trobant-se en una situacié d’endemia perllongada, amb pics epidémics ciclics cada
3-5 anys i incidéncies creixents. Es per aixd que, a dia d’avui, la tosferina és

considerada encara un dels grans reptes pels sistemes de Salut Publica.

Algunes de les causes que es postulen que poden haver contribuit a la reemergéncia
de la tosferina al llarg de les ultimes décades sén I'Us de noves eines diagnostiques,
entre les que s’inclou la incorporacid de les técniques de diagnostic molecular, la
major sospita clinica de la malaltia, la preséncia de quadres clinics difosos, aixi com
la preséncia de portadors asimptomatics i les millores introduides en els sistemes de
vigilancia i notificacié. Addicionalment altres variables que es considera que poden
haver-hi influit sén la cobertura vacunal suboptima, especialment en les dosis de
record, I'Us de vacunes menys immunogenes, les quals generen respostes immunes
menys perllongades en el temps, I'adaptacié de B. pertussis a la immunitat induida
per les vacunes DTPa actualment utilitzades, mitjancant estratégies com el recanvi
antigenic o la pérdua d’expressié d’antigens inclosos en les composicions vacunals
utilitzades i, finalment, I'emergencia de nous agents causals de la tosferina com és,
B. holmesii. La contribucié relativa de tots aquests factors a la reemergencia de la
tosferina entre finals del segle XX i principis del segle XXI com una important

amenacga per a la salut global és, en I'actualitat, objectiu de debat entre els experts.
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Caracteritzacid de I'epidemiologia molecular i la diversitat antigénica

d’aillats clinics de Bordetella pertussis causants de tosferina.

Una de les principals caracteristiques que presenten les poblacions de B. pertussis és
el constant recanvi, el qual aporta dinamisme a la circulacié del microorganisme i
capacitat d’adaptacié per part d’aquest a la immunitat poblacional del moment?°,
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 introduccid de les vacunes
DTPa*7-%1% No obstant, no hi ha treballs que estudiin I’evolucié al llarg dels anys de
les poblacions de B. pertussis a nivell espanyol, desconeixent-se, per tant, I'impacte

del recanvi vacunal en la seva circulacié i adaptacio.

Els resultats obtinguts en el present estudi, en el qual es van analitzar un total de 339
aillats clinics de B. pertussis productors de tosferina recollits a Barcelona durant el
periode 1986 i 2015, mostren com, coincidint temporalment amb el periode
d’introducciod de les vacunes DTPa en el nostre medi, hi va haver un recanvi evident

en |'estructura poblacional de B. pertussis, aixi com en el seu perfil antigenic.

Estructura poblacional dels aillats de B. pertussis obtinguts de pacients amb un

quadre de tosferina, estudi de la diversitat clonal al llarg del temps.

Pel que fa aI’estructura de les poblacions de B. pertussis circulants, tan sols els aillats
que van presentar el perfil electroforetic VH2, determinat pel sistema de tipificacié
d’electroforesi de camp polsant (PFGE), es van observar de forma més o menys
constant al llarg de tot el periode d’estudi. Contrariament, quatre dels cinc perfils de
PFGE més prevalents durant I’is de les vacunes DTPw van ser reemplagats per nous
perfils després de la introduccié de les vacunes DTPa. Aixi, els aillats pertanyents als
perfils electroforetics VH8, VH5, VH12 i VH7, els quals es van detectar com a

majoritaris (juntament amb el perfil VH2) durant els anys en qué s’utilitzaven
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exclusivament les vacunes DTPw per immunitzar a la poblacié (1986-1997), amb
unes freqliencies del 17,1%, 14,6%, 12,2% i 7,3%, respectivament, es van veure
reemplacats pels posteriorment apareguts perfils electroforetics VH19, VH20i VH22,
dominadors a partir de la introduccié progressiva de les vacunes DTPa i el seu
posterior Us Unic, amb unes freqiéencies al periode 1998-2003 del 40,2%, 36,6% i
1,2%, respectivament, i unes freqliéncies al periode 2007-2015 del 28,6%, 4% i 8%,
respectivament. Addicionalment, en I’era de les vacunes DTPa, el perfil electroforetic
VH26, detectat per primera vegada a I'any 2007, amb una freqiéncia global per al
periode 2007-2015 del 24,6%, va esdevenir el més prevalent a partir de I'any 2011 i

fins la finalitzacié de I'estudi I'any 2015.

Totes aquestes troballes son en gran mesura consistents amb els resultats obtinguts
per altres autors en paisos del nostre entorn. Concretament, un conjunt d’estudis
que es van realitzar a nivell europeu, els quals van recollir I'analisi d’aillats de B.
pertussis obtinguts en diversos paisos amb politiques de vacunacio similars entre els
anys 1998 i 2015, mostren com els perfils de PFGE amb major prevalenga detectats
a Europa en un periode similar de gairebé 20 anys, coincideixen amb els que es van
mencionar com a majoritaris en la nostra area 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 periode de transicié entre les vacunes DTPa i DTPw (27-30%,
1998-2005), va ser reemplacat pels perfils BpSR10 (VH2) i BpSR3 (VH26) en el periode
d’Us exclusiu de les vacunes DTPa (21-27% per BpSR10 i 22-29% per BpSR3, 2007-
2015)%%413, Contrariament, a Poldnia, on se segueixen utilitzant les vacunes DTPw,
gairebé la meitat dels aillats recollits en el periode 1998-2001 van pertanyer al perfil
BpSR23 (46%), el qual no es va observar com a perfil predominant en cap altre pais
europeu en el periode d’estudi 1998-2012. Posteriorment, durant el periode 2002-

2006, i a falta de dades per al periode 2007-2012, els perfils POLR6 i POLRS, propis
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de Polonia, van ser els perfils majoritariament observats, ambdds amb una

freqiiéncia del 29%%%8,

Fora d’Europa, un estudi dut a terme als EUA, el qual inclou aillats 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 periode 2000-2009 (41%) i el perfil CDCO02 (BpSR3) com a majoritari en el periode
2010-2012 (25%)%05409_ Altres estudis a escala mundial que han aportat dades en
aquest sentit es van desenvolupar en paisos com el Canada o la Xina. Resultats
descrits a Canada en I'estudi d’una col-leccié d’aillats recollida entre els anys 1998 i
2006, periode posterior a la introduccié de les vacunes DTPa entre els anys 1997-
1998, aquests van expressar majoritariament tres perfils de PFGE, idéntics als perfils
europeus BpSR11, BpSR5 i BpSR12, trobats freqlientment després de la introduccio
de les vacunes DTPa a Europa®“. A la Xina, encara que les vacunes DTPa de dos
components amb PTX i FHA es van introduir a partir de I'any 1995 i es van incloure
al programa d’immunitzacié a I'any 2007, les vacunes DTPw s’han seguit utilitzant
anys després en la majoria de provincies degut als costos i a la disponibilitat limitada
de les vacunes DTPa. Reflectint aquest Us continu de les vacunes DTPw, entre els
aillats estudiats en el periode 2012-2013, els perfils de PFGE detectats amb major
freqiéncia van ser el BpSR23 i el BpFINRY, observats durant I’Us de les vacunes DTPw
a Europa, entre les décades dels anys setanta i vuitanta, i molt rarament observats
actualment, excepte en el cas préviament esmentat de Polonia, on el perfil BpSR23

es va detectar en el 46% dels aillats entre els anys 1998 i 20014154,

Aplicant I'analisi del PFGE, s’han definit fins ara un total de set clisters de B. pertussis
(1-VIl), els quals s’utilitzen per agrupar per similitud els diferents perfils de PFGE*1%~
413418419 En funcié d’aquests, els aillats de B. pertussis recollits a Europa, als EUA i a
Canada entre els anys 1998 i 2015, coincidint amb el periode d’introduccid de les

vacunes DTPa i el posterior periode del seu Us exclusiu en aquests territoris, van
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pertanyer majoritariament al cldster 1V, incloent els tres subclusters IVa, IVB i [Vy,
als quals pertanyen els cinc perfils de PFGE descrits com a majoritaris en el present
estudi#09410412-414 "A| contrari, estudis similars duts a terme en paisos on I’Us de les
vacunes DTPw ha sigut extensiu al llarg de la primera década dels anys 2000, com
ara a Polonia o a la Xina, van mostrar resultats lleugerament diferents. A Polonia, els
aillats estudiats entre els anys 2000 i 2007 van pertanyer principalment al cluster I,
tot i que posteriorment, durant el periode 2010-2016, es va observar el recanvi
poblacional i el predomini del clister IV, possiblement afavorit per I’alt Us de vacunes
DTPa comercials a Polonia, aixi com per la seva proximitat fronterera amb paisos que
inclouen les vacunes DTPa en els seus calendaris sistematics de vacunacions des de
finals dels anys noranta i principis dels anys 2000%%%42°, E| cluster lIl, representat per
la soca Bp134 (BpSR23), es caracteritza per ser un grup que inclou la majoria d’aillats
de B. pertussis que han circulat a Europa en epoques previes a la decada dels anys
noranta, majoritariament durant els anys setanta, coincidint amb I’Us de les vacunes
DTPw*8417 Aixi mateix, a la Xina, dos treballs descriuen que el cluster Il també va
ser el més freqlientment observat al llarg de diversos anys estudiats, entre els que

s’inclouen els periodes 1963-1986, 1997-2005 i 2012-201341>422,

Tot i la gran homogeneitat en la distribucié mundial dels llinatges de B. pertussis,
especialment en aquells territoris que apliquen calendaris de vacunacid similars,
s’observen petites variacions interregionals en la prevalenca de la distribucid
d’alguns perfils de PFGE detectats en el present estudi. Es el cas del perfil VH20, el
qual ha sigut un dels tipus majoritaris a Barcelona en el periode de transicié entre
les vacunes DTPw i les vacunes DTPa (36,6%, 1998-2003), mostrant posteriorment
una notable disminucié en el periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPa (4%, 2007-
2015). Contrariament, aquest mateix perfil de PFGE, I'equivalent europeu del qual
és el BpSR12, va ser un dels perfils menys freqlient a Europa entre els majoritaris, no
observant-se en més del 4-7% dels aillats estudiats en el periode 1998-2015%10-413:419,

Aquest fet destaca la necessitat de realitzar més estudis a nivell regional a fi de
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comprendre el detall de la dinamica poblacional de B. pertussis, tant dins d’'un mateix

territori com entre territoris.

Avaluant la distribucié dels perfils de PFGE entre els anys epidémics i els periodes
interepidemics de tosferina, s'observa un lleuger increment dels perfils minoritaris
durant els periodes interepidemics de la malaltia, aixi com la deteccié de perfils
concrets exclusivament detectats al llarg dels anys epidémics, com és el cas del perfil
VH12, tan sols observat en el nostre entorn els anys 1989, 1992, 1997, 2003, els quals
son, tots quatre, anys epidémics de tosferina a Espanya durant el periode d’Us de les
vacunes DTPw i el periode de transicié entre les vacunes DTPw i DTPa. Aquest
conjunt d’observacions suggereixen que algunes onades epidémiques podrien estar
relacionades amb la circulacié de llinatges que presenten certes caracteristiques

amb poder d’una major capacitat de difusio.

A grans trets, els resultats reforcen I'éxit de la difusid global dels llinatges de B.
pertussis entre aquells paisos amb politiques de vacunacio similars, aixi com el pes
que exerceix el tipus de vacuna utilitzat en cada territori i, a conseqliéncia, el tipus

d’immunitat que aquestes confereixen a la poblaci§?0®410414,

Addicionalment, I'estudi de I’estructura poblacional mitjancant el sistema de
tipificacié per multiple-locus variable-number tandem-repeat analysis (MLVA), el
qual es basa en I'analisi de les seqliéncies repetides en tandem (VNTR) de diversos
locus, recolza les troballes observades de la tipificacié dels aillats de B. pertussis per
PFGE, tant pel que fa a les tendéncies temporals en la circulacié de llinatges com en
els canvis dinamics en I'estructura poblacional de B. pertussis en el nostre entorn. Els
resultats observats reflecteixen un descens de la diversitat dels MT coincidint amb la
introduccio de les vacunes DTPa als calendaris sistematics de vacunacions del nostre
pais entre els anys 1998 i 2005. Concretament, s’ha detectat una tendéncia a la
homogeneitzacid de les poblacions circulants, especialment deguda al domini

creixent del genotip MT27, el qual es va identificar en el 25% dels aillats estudiats en
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el periode d’Us de les vacunes DTPw (1986-1997) i fins en el 79,3% dels aillats del
periode 2007-2015, en el qual les vacunes DTPa es trobaven completament
implementades en el nostre entorn. La diversitat genetica calculada mitjancant
I'index de Simpson per la poblacié tenint en compte els MT observats en cada un
dels periodes estudiats mostra un clar descens, passant de ser del 0,89 en el periode
d’us exclusiu de les vacunes DTPw a ser del 0,33 en el periode en qué aquestes van

ser completament reemplacades per les vacunes DTPa.

En aguest mateix sentit, tendéencies i xifres similars es van recollir en diversos estudis
realitzats a altres paisos d’Europa arran de la introduccid generalitzada de les
vacunes DTPa. Diversos estudis en I'ambit europeu mostren com, tant el nombre
com la freqiéncia dels MT va disminuir en aquelles poblacions vacunades amb DTPa.
Un estudi dut a terme al Regne Unit, en el que s’inclouen aillats recollits des de I'era
prevacunal fins a I'Us de les vacunes DTPa, passant per la introduccié de la vacunacié
amb les vacunes DTPw (1920-2006), descriu canvis en la diversitat genética influits
pels canvis inclosos en els programes vacunals. Aixi doncs, s’observa, en general, una
disminucié de la diversitat genética després de la introduccié de laimmunitzacié amb
les vacunes DTPw, calculada mitjangant la modificacié de Hunter i Gaston de I'index
de diversitat de Simpson a partir dels tipus diferents de MLVA observats. Aquesta va
ser de 0,88 a I'era prevacunal i de 0,69 després de la introduccié de les vacunes
DTPw, augmentat fins a 0,84 en el periode epidéemic 1977-1986, durant el qual van
tenir lloc pics epidemics importants i es va observar una disminucio en les cobertures
vacunals. Posteriorment, aquesta diversitat es va veure disminuida fins a ser de 0,52
amb la introduccié de les primeres dosis de vacunes DTPa i de 0,5 després del
reemplacament total de les vacunes DTPw. Aquesta perdua de diversitat genética va
anar acompanyada del reemplacament dels MT circulants, sent especialment
destacable I'emergencia del MT27, el qual va representar el 70% dels aillats del
periode 2002-2006, seguit del MT16 en una proporcié molt inferior d’aillats. Aquest

va reemplacar els tipus previament dominants com el MT10 en |’era prevacunal i els
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MT29 i MT70 en el periode d’Us de les vacunes DTPw*?2, En aquest sentit, pel que fa
als diversos MT observats, durant els periodes previs d’Us exclusiu de les vacunes
DTPw i de transicio entre les vacunes DTPw i DTPa, els resultats d’un treball realitzat
als Paisos 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
freqiiéncia*?. Resultats semblants es van observar a un estudi publicat a Suécia amb
aillats recollits fins I'any 2004, el qual informa de la preséncia dels MT27 i MT29 com
a majoritaris juntament amb la deteccié de molts MT minoritaris®?*. Posteriorment,
coincidint amb la introduccié generalitzada de les vacunes DTPa, la freqiéencia del
MT27 va augmentar fins arribar a suposar el perfil de més del 80% dels aillats
europeus durant el periode 2002-2012, seguit del MT28 (7%) i observant-se
addicionalment, la gairebé desaparicié del MT29, anteriorment comu. Tot i aix0, en
paisos com Finlandia, el tipus predominant durant el periode 2007-2012 ha sigut el
MT78 amb una prevalenga del 53%, la qual cosa demostra lleugeres discordances en
la circulacié de les poblacions de B. pertussis entre paisos®®®. Recentment, en un
estudi europeu dut a terme entre els anys 2012 i 2015, situa la freqiencia del MT27
entre les 265 soques recollides en nou paisos en més del 80%, convertint-se en un
tipus dominant també a Finlandia durant aquest periode. En aquest mateix estudi,
destaca una situacio curiosa, és el cas de Dinamarca, on gairebé el 50% dels aillats
van presentar el MT27 mentre que els altres tipus, en els que s’inclou el MT28 (30%),
van constituir I'altre meitat dels aillats. Aquesta situacié és curiosa, doncs en aquest
pais les vacunes DTPa utilitzades sén monocomponents, amb tan sols la PTX com a
Unic antigen present en les seves composicions. Per mirar d’esbrinar si les vacunes
DTPa monocomponents exerceixen una pressio 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 sén fruit

d’ajustos genomics de B. pertussis que li permeten escapar de laimmunitat adquirida
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per la vacuna DTPa monocomponent en aquest pais*'®. Finalment, a Grécia, el 83%
dels aillats analitzats durant el anys 2010-2015, han presentat de forma consistent

el MT274%.

Fora d’Europa, també s’ha observat un recanvi a favor del MT27 en aquells paisos
gue han inclos les vacunes DTPa en els seus calendaris de vacunacions. Al Jap4, el
MT186, dominant en el periode 2002-2007, va ser desplacat com a més freqlient pel
MT27 a partir de I'any 2008, a Australia, el MT27 va representar el 46% del aillats del
periode 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 aillats recollits entre

2012-2013, seguit del MT158 (15%)%07426427,

Contrariament, els MT observats majoritariament en aquells paisos que mantenen
la vacunacié amb les vacunes DTPw o aquestes s’hi han utilitzat fins fa poc, sén
diferents. Es el cas per exemple, de Polonia, la Xina o Filipines, on la freqiiéncia del
MT27 és marginal o ni tan sols s’hi ha detectat*?®. A Polonia, el MT27 es va detectar
puntualment (9%) en el periode 1998-2001 perd no en el periode 2002-2006, quan
els perfils dominants han sigut el MT29 i el MT70, amb un 57% i un 14% de
prevalenca, respectivament. Globalment, en un estudi d’aillats polonesos recollits en
el periode 1959-2013, el MT27 va suposar tan sols els 3% de les observacions*%42,
No obstant aix0, a partir de I'any 2010, les caracteristiques poblacionals dels aillats
de B. pertussis circulants a Polonia van canviar, esdevenint similars a les observades
préviament en d’altres paisos amb programes de vacunacid que inclouen les vacunes
DTPa. D’aquesta manera el perfil MT27 va suposar el 73% dels aillats recollits entre
els anys 2010-2016 a Polonia. Aixd podria ser degut a I'increment de forma recent
de I'Gs de vacunes DTPa comercials a Polonia, aixi com a la proximitat geografica amb
paisos que utilitzen de forma extensa aquest tipus de vacunes*®. A la Xina, sense

trobar-se un MT dominant, els tipus MT91, MT136 i MT152 es van identificar en
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freqUiéncies similars a partir de I'any 1997 mentre que el MT55 es va observar

clarament com el majoritari en els anys 2012-2013415431,432,

En resum, queda palés que la vacunacié amb DTPa ha tingut un efecte clar a llarg
termini sobre la presencia del MT27, trobant-se diferéncies també en la presencia
d’altres tipus de MT entre paisos que utilitzen les vacunes DTPa i paisos que utilitzen
les vacunes DTPw. La tendéncia de les poblacions de B. pertussis cap a
I’'homogeneitzacid és notoria, aixi com al canvi en el patré de distribucié dels tipus
poblacionals, procés liderat per la irrupcio i creixement del MT27 en aquells paisos
que inclouen les vacunes DTPa en els calendaris sistematics 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 genética reforca el concepte de
seleccid d’un subconjunt de poblacions circulants per part de la immunitat

poblacional adquirida amb la vacunacig*1%42,

Canvis evolutius en el contingut antigénic de B. pertussis aillades de pacients

amb un quadre de tosferina.

A banda dels canvis en I'estructura poblacional de B. pertussis, en el present estudi
s’ha avaluat I'impacte de la introduccié de les vacunes DTPa en la seleccid al-lelica
dels determinants de viruléncia inclosos en les vacunes utilitzades. Per aix0, s’ha dut
a terme un genotipat per PCR i seqlienciacié dels gens codificants de la PTX (ptxA),

de la PRN (prn) i de la FIM3 (fim3), aixi com del promotor de la PTX (ptxP).

En relacié amb la tipificacid dels antigens vacunals dels aillats de B. pertussis
estudiats, s’"ha observat com, d’acord amb estudis previs, I'Unica forma antigénica
que s’ha mantingut invariable al llarg de tot el periode d’estudi, independentment
del tipus de vacuna utilitzada, és la corresponent a la de la PTX. Aixi doncs, el 100%

dels aillats recollits durant el periode complet 1986-2015 han presentat I'al-lel ptxA1
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per la PTX, variant més prevalent des de finals dels anys seixanta, quan va
reemplacar, immediatament després la introduccio de les vacunes DTPw, les variants
préviament observades ptxA2 i ptxA4%. En conseqiiéncia, 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
ptxAl ni observant-se un recanvi al-lelic per aquest antigen coincidint amb la
introduccié de les vacunes DTPa en el nostre entorn. Encara que no s’ha observat un
recanvi antigénic en la variant al-lélica de la PTX circulant, coincidint amb la
introduccio de les vacunes DTPa, s’ha detectat una expansid del promotor ptxP3, el
qual s’ha detectat per primera vegada 'any 1996 (5% en el periode 1986-1997
durant I'administracié de les vacunes DTPw) i rapidament ha reemplagat la variant
ptxP1, préviament dominadora (87,5% en el periode 1986-1997). Aixi doncs, la
variant ptxP3 s’ha detectat en el 87,5% i en el 97,7% dels aillats durant els periodes
de transicio entre les vacunes DTPw i DTPa (1998-2003) i d’Us exclusiu de les vacunes
DTPa (2007-2015), respectivament. La presencia del promotor de la PTX de tipus 3
s’ha relacionat amb I'increment de I'expressio de la PTX, descrivint-se una produccid
de 1,62 vegades superior d’aquest antigen per part dels aillats que el presenten,

respecte d’aquells aillats que posseeixen la variant al-lélica salvatge (ptxP1)**3,

Addicionalment, els resultats de la tipificacid de la resta d’al-lels han demostrat
I’existéncia d’'una expansié de les noves formes prn2 i fim3-2 coincidint amb la
introduccio de les vacunes DTPa, les quals no codifiquen les formes antigeniques que
es troben incloses en aquestes composicions vacunals. Concretament el principal
recanvi antigénic que s’ha observat va ser el corresponent a la forma al-lélica prn2,
la qual ha desplagat per complet la variant préviament dominant prnl (42,5% en el
periode 1986-1997) i s’ha convertit en majoritaria, observant-se en el 3,7% dels
aillats del periode 1986-1997 i en el 87,5% i 97,7% dels aillats dels periodes 1998-

2003 i 2007-2015, respectivament. Aquest fenomen s’ha observat posteriorment a
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la introduccid de les vacunes DTPa, les quals inclouen les variants al-leliques prnl i

prn7 per la PRN, observades com a dominants durant I'Gs de les vacunes DTPw*%,

En aquest mateix sentit, resultats semblats s’han observat en diversos estudis
realitzats a Europa, demostrant-se una freqiiéncia creixent des de I'any 1998 de les
poblacions circulants de B. pertussis que presenten el genotip ptxA1/ptxP3/prn2,
amb una prevalenca d’aquests aillats superior al 90% des de mitjans de la primera

0498410 A Poldnia, on s’utilitzen les vacunes DTPw per

década dels anys 200
immunitzar a la poblacid, es va observar el mateix recanvi al-lélic en els antigens
vacunals, tot i que aquest, de la mateixa manera que es va observar el canvi en
I’estructura poblacional de B. pertussis per PFGE i MLVA, es va comengar a intuir a
partir de I'any 2010. Aixi doncs, els al-lels ptxP1 i prn1, dominants a Polonia durant
diverses décades, es van veure reemplagats pels al-lels ptxP3 i prn2 en més del 95%
dels aillats estudiats en el periode 2010-2016, els quals van presentar també I'al-lel
ptxA1 per a la PTX*°, Troballes similars a les observades a Europa s’han fet en paisos
d’altres continents on les vacunes DTPa sén extensament utilitzades, com als EUA i
Australia. Als EUA, durant I'era de les vacunes DTPw, els aillats van presentar
majoritariament el genotip ptxA1-2/ptxP1/prnl, ocorrent posteriorment un recanvi
al-leélic a favor de les variants ptxP3 i prn2 dels anys vuitanta, les quals van esdevenir
majoritaries a partir de I'any 1996 coincidint amb el periode de transicid de les
vacunes DTPa (>90%), aixi com I'aparicié de la variant ptxAl a principis dels anys
setanta. No obstant aix0, és destacable que, amb la introduccié de la recomanacio
de I'administracié d’una dosi de record entre els adolescents i els adults amb les
vacunes dTpa, s’han tornat a observar aillats puntuals que presenten els al-lels ptxA2,
ptxP1iprnl, no observats des del periode 1991-1996%%7435436 A Australia, els estudis
també han indicat una disminucié de la diversitat de genotips, aixi com I'actual
predomini del genotip ptxA1/ptxP3/prn2, el qual es va observar en el 84% dels aillats
estudiats en el periode 2008-2010%%%. Al Japd, un dels primers paisos a introduir les

vacunes DTPa a l'any 1981, la freqléncia dels allels ptxAl, ptxP3 i prn2 ha
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augmentant progressivament des de principis dels anys noranta, encara que els
al-lels ptxA2, ptxP1 i prnl es van observar en prop del 30% dels aillats estudiats entre
els anys 2011-2014, originant-se dos llinatges diferents entre els aillats
circulants®®”4%7_ 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
periode 2014-2016, es va observar una emergéncia de les variants ptxP1 i prnl en
un grup d’aillats considerable, associades a la preséncia del MT29%8, De la mateixa
manera que al Japd i a Cambodja, i a diferencia de les tendéncies observades a
Europa o als EUA, els aillats recollits recentment (2016-2017) a I'area de Shanghai
van mostrar dos perfils al-lélics diferents, detectant-se el que denominen el perfil
“occidental” ptxP3/prn2 i el perfil “xino/japonés” ptxP1/prnl en el 41% i el 59% dels
aillats, respectivament. Estudis previs mostren com els aillats circulants recollits en
els periodes 1953-2005 i 2012-2013 presentaven les variants ptxP1 i prnl. 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 tendéncia del genotip
ptxP3/prn2 a |'actualitat?**#?1432, Finalment, estudis addicionals duts a terme en
paisos on s’utilitzen avui en dia les vacunes DTPw mostren certes diferencies. Mentre
que a Filipines les variants ptxP1 i prnl es van observar com les majoritaries en el
periode 2012-2014, a Peru i a I'lran, els aillats que van expressar els al-lels ptxP3 i

prn2 van predominar durant els anys 2012 i 2008-2015, respectivament*28439,440,

Algunes de les vacunes DTPa comercialitzades actualment contenen entre els seus
components antigénics la FIM3, concretament la variant codificada per la forma
al-leélica fim3-1. Els resultats de la caracteritzacio del genotip de la FIM3 de les soques
recollides en el present estudi, han revelat com tots els aillats analitzats en el periode
1986-1997 (DTPw) han presentat la variant fim3-1, i que no és fins el periode de
transicié entre les vacunes DTPw i DTPa quan emergeix la variant antigénica fim3-2,
identificant-se els al-lels fim3-1 i fim3-2 en el 43,8% i el 56,3% dels aillats del periode
1998-2003, respectivament, i en el 46,9% i el 53,1% dels aillats del periode 2007-
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2015, respectivament. Encara que la presencia d’ambdues formes al-leliques s’ha
mantingut en proporcions similars entre els anys 1998 y 2015, des de I'any 2011 en
endavant, l'al-lel fim3-1 ha tornat a ressorgir fins a considerar-se la variant

predominant entre els aillats més recents.

En relacié a aquest ressorgiment de la variant fim3-1, els resultats descrits de forma
global en un estudi a nivell europeu sén consistents amb els nostres, ja que 71,7%
dels aillats estudiats durant el periode 2012-2015 van presentar el genotip fim3-1
(27,2% fim3-2). Préviament, durant el periode 1998-2012, els resultats a nivell
europeu van situar la preséncia de I'al-lel fim3-1 entre el 41% i el 56% dels aillats
(42%-59% fim3-2). Per paisos, a Belgica, Dinamarca, Finlandia, Italia, Holanda i
Noruega, on s’utilitzen vacunes DTPa que no presenten el component fimbrial, I’al-lel
fim3-1 es va observar en el 78,9%, 88,9%, 78,6%, 75%, 75% i 84,4% dels aillats del
periode 2012-2015, respectivament. Contrariament, a Franca i el Regne unit, on
s’utilitzen en algunes ocasions les vacunes DTPa de cinc components que inclouen
les FIM, i juntament amb Suécia, els al-lels fim3-1 i fim3-2 es van detectar en una
proporcié similar, observant-se I'al-lel fim3-1 en el 48,3%, 56,7% i 58,6% dels aillats
del mateix periode*®®41°, De la mateixa manera, a Holanda, s’"han comunicat resultats
similars, observant-se un augment transitori de la prevalenga de la variant fim3-2
durant el periode d’introduccié progressiva de les vacunes DTPa, presentant-se en
aproximadament el 65% dels aillats. Posteriorment, en el mateix estudi es va
descriure la reversié de la forma antigénica fim3-2 a favor de la variant fim3-1,
observada en prop del 100% dels aillats del periode d’us exclusiu de les vacunes
DTPa**. Contrariament, a Poldnia, la variant antigénica fim3-1 es va observar com a
predominant durant tots els periodes estudiats, observant-se en el 82%, 100% i
76,9% dels aillats estudiats entre els periodes 1998-2001, 2002-2006 i 2010-2016,
respectivament, no observant-se la reemergencia antigenica de fim3-1 préviament

esmentada en paisos que utilitzen les vacunes DTPa*%%430,
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Pel que fa a I'estudi del serotip fimbrial, de forma global, s’ha identificat com la
majoria d’aillats han expressat el serotip FIM3 (72,6%), sent aquest predominant
durant tots els periodes d’estudi. Tot i aix0, i malgrat que la majoria de composicions
vacunals utilitzades al nostre entorn no contenen cap antigen fimbrial, especialment
aquelles utilitzades en la primovacunacio, s’"han observat diferencies en la distribucio
dels serotips entre els diversos periodes d’estudi. Aixi doncs, I'expressié de la FIM3
s’ha observat en el 57,3% (31,7% FIM2) dels aillats del periode d’uUs exclusiu de les
vacunes DTPw, en el 90,2% (0% FIM2) dels aillats del periode de transicié de les
vacunes DTPw i les vacunes DTPa i en el 71,4% (25,7% FIM2) dels aillats del periode
d’Us exclusiu de les vacunes DTPa. Relacionant el serotip i el genotip fimbrial, destaca
com, durant el periode d’Us de les vacunes DTPw, tots els aillats s’"han associat al
genotip fim3-1, independentment del seu serotip fimbrial. Des de la introduccié de
les vacunes DTPa, el serotip FIM3 s’ha relacionat amb ambdues formes al-leliques
fim3-1 i fim3-2, mentre que, curiosament, el serotip FIM2 s’ha associat
exclusivament a la presencia de la variant fimbrial fim3-1. En conjunt, els resultats
observats han reflectit I'increment de la presencia de la forma fimbrial FIM3
coincidint amb la introducci6 de les vacunes DTPa, aixi com la posterior
reemergencia de la forma FIM2, relacionant-se aquesta amb la reemergéncia de la
variant al-lélica fim3-1 durant el periode d’us 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, aixi com la preséncia 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 anys'®,

En aquest sentit, alguns estudis han comunicat resultats que reforcen aquesta idea.
En un estudi dut a terme a Suécia entre els anys 1970 i 2003, on van descriure que
el serotip FIM3 es va detectar de forma majoritaria (70%) durant I’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 periode de disset anys de
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supressio de la vacunacio generalitzada (1979-1996). Finalment, FIM3 es va convertir
altra vegada en el serotip més prevalent (>60%) durant I'era d’introduccié de les
vacunes DTPa, arribant a observar-se en el 98% dels aillats del periode 2002-20034Y’.
Posteriorment, en un estudi dut a terme a nivell europeu, el serotip FIM3 es va
descriure com a majoritari durant el periode d’Us de les vacunes DTPa, observant-se
en el 82,7% dels aillats del periode 1998-2012%%%, Recentment, en un estudi
multicéntric europeu, s’ha descrit que, en conjunt, fins el 45,3% dels aillats recollits
en el periode 2012-2015 van expressar el serotip FIM2. Per paisos, es va observar
com, en alguns d’aquells on s’utilitzen les vacunes DTPa sense el component fimbrial,
com ara a Dinamarca o Finlandia, els aillats FIM2 van ser més prevalents en aquest
periode (81,5% i 78,6% d’aillats FIM2, respectivament) que en aquells paisos on
s’utilitzen les vacunes DTPa que inclouen el component fimbrial, com per exemple a
Franca i al Regne Unit (93,1% i 63,3% d’aillats FIM3, respectivament)*°. Per la seva
banda, a Polonia s’ha descrit com, en contrast amb els resultats publicats a Suécia,
el serotip FIM2 va ser el dominant, estant present en el 86,5% dels aillats del periode
1998-2006. Aquesta observacié és deguda, probablement, segons indiquen els
autors, a que les vacunes DTPw poloneses inclouen soques que expressen ambdues
variants fimbrials, la FIM2 i la FIM34%4Y7_ Finalment, al Japd, on s’utilitzen vacunes
DTPa que no contenen el component Fim3 pero si el component Fim2 en algunes
ocasions, s’ha observat un domini similar que a Europa dels aillats FIM3, observant-
se una prevalenca d’aquest serotip fimbrial en més del 87% dels aillats estudiats del

periode 2002-20124%7,

Aixi, globalment, el conjunt de resultats exposats reforcen, de forma general, la
hipotesi que el serotip fimbrial de les soques o les variants antigéniques 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 aix0, 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 refor¢ de la immunitat entre la poblacié'®. D’altra banda, també
s’apunta que FIM3 sembla expressar-se en una major quantitat a la superficie de B.
pertussis en comparacid amb I'expressio de FIM2, la qual cosa podria explicar un cert
avantatge per part dels aillats FIM3 alhora d’evadir la resposta immune generada
per una poblacid altament immunitzada. Aixo, podria explicar el predomini de FIM3

en aquells paisos on I’Us de les vacunes DTPa és extensiu i generalitzat*?,

Impacte que ha pogut tenir I’s de les vacunes antipertussiques en I’evolucid i
I’adaptacié de les poblacions de B. pertussis circulants, posant el focus en la
contribucié que ha tingut el recanvi de vacuna en la seleccié de les poblacions

actuals.

Les vacunes DTPw, introduides entre la decada dels anys quaranta i la decada dels
anys seixanta, han estat reemplagades per les vacunes DTPa en la majoria dels paisos
industrialitzats a finals del segle XX i principis del segle XXI. A Europa, I'Gnica excepcio
és Polonia on, encara que les vacunes DTPa estan disponibles de forma comercial,
avui en dia se segueixen utilitzant les vacunes DTPw per a la vacunacié de la poblacié
enfront de la tosferina®®*®. No obstant aixd, en molts paisos en vies de
desenvolupament, les vacunes DTPw sén extensament utilitzades per la seva relacié

cost-eficacia®®.

Donat que I’'home es I'nic hoste de B. pertussis, I'Us de les vacunes enfront d’aquest
microorganisme seria una de les causes que amb major probabilitat hauria contribuit
a I'adquisicié de noves variants antigéniques que li permetessin evadir amb major
eficiencia la proteccié que aquestes confereixen. Aixo es recolza en el fet que, des
de la introduccié de la vacunacio sistematica de forma generalitzada enfront de la

tosferina, s’"ha observat I'aparicié de variants al-leliques diferents a les que presenten
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les soques vacunals utilitzades per la produccié de les vacunes DTPw o a les variants

antigéniques incloses a les composicions vacunals DTPa#?%43>443,

La pressio selectiva exercida per les vacunes DTPa utilitzades actualment s’ha pogut
constatar amb els resultats observats en el present estudi, els quals, reforcen
I'aparicié i circulacié d’uns perfils de PFGE i uns tipus de MLVA associats a I'Us
d’aquest tipus de vacunes. Aquests sén, principalment, els perfils electroforetics
pertanyents al clister IV (VH2, VH19, VH20, VH22 i VH26), aixi com el MT27. En
aquest sentit, entre els paisos industrialitzats que utilitzen actualment les vacunes
DTPa, s’ha identificat la circulacié d’aillats de B. pertussis que presenten les mateixes
caracteristiques poblacionals, evidenciant-se la preséncia d’aquests mateixos perfils
electroforetics i MT com a predominants en la major part dels paisos d’Europa, aixi
com als EUA. Contrariament, els perfils de PFGE i els tipus de MLVA dels aillats de B.
pertussis difereixen en aquells paisos que inclouen les vacunes DTPw en els seus
calendaris sistematics de vacunacions, com és el cas de Polonia o la Xina. En aquests
paisos, la circulaci6 de poblacions de B. pertussis amb perfils electroforetics
pertanyents al cluster lll (BpSR23), aixi com el predomini dels MT29, MT55 o MT70,
han evidenciat la pressio selectiva exercida per les vacunes actuals en aquells paisos
on les vacunes DTPa han reemplacat I'Us de les vacunes DTPw. A més, aquest fet s’ha
evidenciat d’'una forma destacada en paisos com Polonia, on de forma recent s’ha
descrit un increment en I'Gs de les vacunes DTPa, detectant-se a conseqiiéncia un
inici de desplagament del perfils de PFGE i els tipus de MLVA propis durant I'ds de
les vacunes DTPw pels mateixos que circulen a la majoria de paisos que han estat

utilitzant les vacunes DTPa des de finals dels anys 90%06:408:410.420

Antigénicament, tal i com s’ha descrit anteriorment, les poblacions de B. pertussis
actuals, han evolucionat fins a presentar majoritariament el genotip
ptxA1/ptxP3/prn2,ifins ara, tant les vacunes DTPw com les vacunes DTPa han influit

en aquesta tendéencia. L'emergencia, primer, i I'expansié de I'al-lel ptxA1 als anys
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seixanta, després de la introduccié de les vacunes DTPw i, posteriorment, el domini
de les variants prn2 i ptxP3 coincidint amb la introduccié de les vacunes DTPa han
estat els principals canvis que han condicionat els trets caracteristics de les actuals
poblacions de B. pertussis, desplacant per complet les variants préviament
majoritaries. El resultat de la distribucié generalitzada d’aillats de B. pertussis amb
aquests genotips és la presencia d’unes variants al-leliques dels antigens inclosos a
les composicions vacunals actualment utilitzades que escapen a la immunitat
conferida per les vacunes DTPa, associant-se la circulacié de forma majoritaria del
genotip ptxAl/ptxP3/prn2 entre els aillats de B. pertussis estudiats a la majoria de
paisos europeus, als EUA i Australia®®*#354% En general, els canvis al-lélics de ptxA i
prn s’han associat a desplacaments antigénics selectius, els quals han implicat un
efecte significatiu en les aptituds de les poblacions de B. pertussis, mostrant-se una
major capacitat de colonitzacié tant en ratolins no vacunats com en ratolins vacunats
per part dels aillats que van presentar les formes antigeniques ptxAl i prn2,
reforcant-se la importancia d’aquests canvis a nivell bioldgic**>4°, Concretament, la
preséncia del promotor ptxP3, associat a una major expressio del gen ptxA, garanteix
als aillats que el presenten una major produccié de PTX, augmentant la seva
viruléncia i capacitat d'immunosupressid. A més, s’ha demostrat en un model
d’infeccid en ratoli com els aillats ptxP3 sén millors colonitzadors. A conseqiiéencia,
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’adaptacié per part del

microorganisme que contribueix a una major aptitud d’aquest*26:448:450451

Finalment, tal i com s’ha mencionat anteriorment, els gens fimbrials de B. pertussis
estan subjectes a la variacid de fase, de manera que els aillats poden presentar gens
silenciosos. L’aparicié, en el present estudi i en consonancia amb els resultats
descrits en estudis realitzats en el nostre entorn, de I'al-lel fim3-2 coincidint amb la

introduccié de les vacunes DTPa ha generat una seleccié clonal. Aquesta ha fet que
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la variant antigénica fim3-2 estigui majoritariament associada al serotip fimbrial
FIM3, el qual s’ha convertit en molt més predominant des de la introduccié de les
vacunes DTPa. No obstant aix0, la reemergeéncia 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-lelica fim3-1, la qual codifica
el tipus antigénic de FIM3 inclos en algunes de les composicions vacunals DTPa

actualment utilitzades*10434443,

Aixi doncs, I'Gs constant i perllongat de soques vacunals sense cap modificacid
antigénica ha pogut contribuir a la gran expansié d’aquestes poblacions més
adaptades a la immunitat conferida per les vacunes actualment utilitzades. En
general, la presencia d’aquestes poblacions s’ha associat a la reemergéncia del
patogen a la major part del mén des de la década dels anys noranta, aixi com a

I'increment progressiu en el nombre de casos observat des de llavors.
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Emergéncia de Bordetella holmesii com agent productor de tosferina a
Barcelona.
B. holmesii és una especie recentment identificada com a agent etiologic de la
tosferina. La identificacié de B. pertussis mitjangant técniques d’amplificacié d’acids
nucleics en mostres cliniques es realitza principalment mitjancant la deteccié per
PCR de la seqléncia IS481. No obstant aix0, aquesta diana es troba present tant en
B. pertussis com en B. holmesii. Aquest fet ha posat de manifest I'existéncia de
diagnostics erronis de I'agent causal de la tosferina, infradiagnosticant-se els casos
originats per altres espécies del génere Bordetella, entre les que s’inclou B. holmesii.
Aix0 pot tenir un efecte directe en la vigilancia epidemiologica dels sistemes de salut

publica aixi com I"avaluacié de I'eficacia de la vacuna de la tosferina emprada?299452,

Malgrat el recent reconeixement de B. holmesii com un important patogen
respiratori amb potencial per causar brots comunitaris, es desconeix la seva

prevalenca real, i la comprensié de la seva epidemiologia és limitada?>>1227:387,

Els resultats obtinguts en el present estudi, en el qual es van analitzar un total de 391
mostres respiratories de pacients diagnosticats de tosferina a Barcelona durant el
periode 2013-2016, mostren com, I'emergéncia de B. holmesii associada a quadres
clinics de tosferina podria teniu un paper important en I’epidemiologia de la malaltia,

aixi com una certa contribucié en el ressorgiment d’aquesta.

B. holmesii com un agent productor de tosferina en el nostre medi, evolucié de

la seva prevalenca al llarg dels tltims anys.

En el present estudi, mitjancant I'ds d’'una RT-PCR muiltiple especifica d’espécie, s’ha
detectat que el 4,1% (n=16) de les mostres respiratories dels pacients diagnosticats
de tosferina al llarg del periode 2013-2016 han sigut positives a B. holmesii. La

distribucid dels casos positius de B. holmesii en el present estudi ha sigut del 3,9%
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I'any 2015 i del 8,8% I'any 2016, duplicant-se en aquest segon any. Encara que no
s’observen diferéncies estadisticament significatives en aquest increment, s’observa
aixo si, una clara tendéncia a I'al¢a dels casos positius a B. holmesii entre els anys
2015 i 2016. Fins ara, son pocs els estudis en tot el mén que han cercat B. holmesii
en mostres respiratories de pacients amb quadres de tosferina. Els resultats dels

mateixos es recullen a la Taula 6.

Taula 6. Resum de la prevalenga de B. holmesii recollida en estudis previs*.

P I inf .z
Prevalen;a de B. revalenga de coinfeccié

Pais .. de B. holmesii amb una Anys
holmesii
altra Bordetella spp.
Finlandia i Holanda 0% 0% 1992-2003
Massachusetts, EUA 0,3% (cultiu) No consta 1994-1998
Ontario, Canada 0,7% No consta 2007-2008
Tunisia 0% 0% 2007-2016
New South Wales, 5,7% 0% 2008-2016
Australia

Francga 6,8% 0% 2009-2010

Argentina 0,6% No consta 2010
Xile 54%i11,1% No consta 2010-2011
Japo 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
Japo 0% 0% 2013-2014

3,1% casos index
! 36,59 ind
Casablanca, Marroc 1,7% contactes IR 2013-2015
18,6% contactes estrets
estrets
Barcelona, Espanyat 2,6% 1,5% 2013-2016
4,7% casos indexs o ,
Casablanca, Marroc 12,9% contactes b GERIES Tl 28 2015-2017
astrots 4,3% contactes estrets

* 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, Brunilis 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

T Dades del present estudi.
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Els primers treballs en descriure la presencia de B. holmesii es van dur a terme als
EUA i a Canada entre els anys 1994 i 2008, detectant-se en ambdds casos una
prevalenca inferior al 1%2%%**. Treballs posteriors, duts a terme a partir de I'any 2008
en paisos com Australia, Franga, Argentina, Xile, els EUA o Marroc, van demostrar
que la prevalenca de B. holmesii ha seguit sent baixa, situant-se de forma homogenia
per sota del 7%?%3395456-458,460462463 'Ng gbstant aixd, sén destacables els valors de
prevalenca de B. holmesii al Jap6 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 infeccid per B. holmesii*?"387459, Addicionalment, sén destacables
les primeres deteccions de B. holmesii en infeccio respiratoria a Holanda I’any 2009,
on préviament no s’havia identificat, reforcant l'aparicié i emergéncia del
patogen®3%4, Finalment, altres paisos han descrit de forma recent els primers casos
d’infeccid respiratoria per B. holmesii, com és el cas d’Iran, on aquests es van

observar per primera vegada I’any 2015%,

Entre les mostres positives per B. holmesii del present estudi, en un 62,5% (n=10), B.
holmesii va resultar ser I'Gnic agent causal atribuible al quadre de tosferina, mentre
que en el 37,5% restant (n=6), B. holmesii es va detectar en combinacié amb un altre
agent causal de la tosferina; B. pertussis (83,3%) i B. parapertussis (16,7%). Aixi
doncs, globalment la prevalenga de B. holmesii com a Unic agent causal atribuible al
quadre simptomatic ha sigut del 2,6%, mentre que la prevalenga d’aquest
microorganisme en coinfeccié amb una altra espéecie del génere Bordetella ha sigut
del 1,5%. La coinfeccié de B. holmesii amb altres agents etiologics s’ha observat
també de forma puntual en altres estudis (Taula 6)%27:387:460.462.463 Ay 3 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,
respectivament??’:37, D’altra banda, sén destacables els elevats valors de coinfeccié

de B. holmesii amb una altra espécie del génere Bordetella descrits en dos treballs
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realitzats a Casablanca, on en aquests la prevalenca ascendeix fins al 36,5% pel

periode 2013-2015 i al 7,8% pel periode 2015-2017%62463,

Paper de B. holmesii en I’epidemiologia de la tosferina.

El present estudi descriu I'aparicié a Espanya de B. holmesii com a agent causal de la
tosferina. Tot i no detectar-se la preséncia d’aquest microorganisme en mostres
respiratories obtingudes durant els anys 2013 i 2014, la seva emergéncia I'any 2015
suposa la primera evidéncia de la seva circulacié en el nostre pais. Aquesta primera
descripcié de la circulacié de B. holmesii I'any 2015, ha coincidit amb I'dltim any
epidémic de la tosferina a Espanya, i també a Catalunya, durant el qual es van
registrar els valors d’incidéncia més alts observats des de la introduccié de les
vacunes DTPaifins a dia d’avui. Concretament, la incidencia de la tosferina a Espanya
I’'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 preséncia de B. holmesii i per I'any 2016,
quan la prevalenca de B. holmesii ha duplicat la observada durant I'any 2015, les
xifres d’incidéncia 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 prevalenca de B. holmesii sense coinfeccio
descrits a Miyazaki, al Japd 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 (Japd) i Franklin Country (EUA) entre els anys 2010-2011387:466,
Concretament la incidencia de la tosferina descrita a Ohio en aquell periode va ser

de 80 casos per cada 100.000 habitants3®’.

Finalment, els valors de prevalenca de B. holmesii descrits a Casablanca, al Marroc,

durant el periode 2013-2015, especialment per aquells casos de coinfeccié entre
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aquest microorganisme i una altra espeécie del genere Bordetella (el 36,5% de les
mostres van ser positives per B. holmesii i B. pertussis de forma simultania per als
casos index i el 18,6% ho van ser entre els contactes estrets), coincideixen amb un
increment dels casos de tosferina observats al pais des de principis de I'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 prevalenca de coinfeccié entre B.
holmesii i B. pertussis, sent aquesta del 7,8% pels casos index i del 4,3% pels seus
contactes estrets. Els autors atribueixen aquesta observacié al fet que en aquest
darrer estudi, i a diferéncia del primer, es van mostrejar tos els contactes
domiciliaris, independentment de si presentaven simptomatologia o no. No obstant
aix0, la prevalenca de B. holmesii sense coinfeccié observada en ambdds treballs va
mostrar un augment, passant de ser, en el cas dels casos index, del 3,1% en el periode

2013-2015, al 4,7% entre els anys 2015-2017, respectivament?*62463,

Les evidencies de I'emergéencia de B. holmesii a nivell global coincidint amb el periode
de reemergencia de la tosferina, determinen que és important coneixer la incidéencia
real i la prevalenca de les diverses espécies involucrades en les epidemies de
tosferina per tal d’avaluar si B. holmesii és o pot esdevenir un problema de salut
publica. La presencia de B. holmesii sense coinfeccié amb altres espécies del génere
Bordetella és significativa, especialment en la major part d’estudis duts a terme des
de I'any 2008 en endavant. Aquest fet indica que, els casos que hi pugi haver ocults
en el context epidemiologic actual de la tosferina podrien afectar la vigilancia de B.
pertussis, tant pel que fa al control de I'eficacia vacunal com alhora d’escollir les
opcions terapéutiques per als pacients. El conjunt d’estudis duts a terme a escala
global revela la circulacié simultania de B. pertussis i B. holmesii d’'una forma
constant des de principis del segle XXI, posant de manifest la importancia de realitzar
les proves adequades per a tal de poder fer un diagnostic precis de I'agent causal de
la tosferina, aixi com poder mantenir la vigilancia continua de I'epidemiologia de la

malaltia®>®2.
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Caracteristiques cliniques-epidemiologiques dels pacients que desenvolupen

tosferina per B. holmesii.

Comparant les caracteristiques demografiques, les variables cliniques i I'estat
vacunal entre els pacients infectats per B. holmesii i els pacients infectats per B.
pertussis, no s’han observat diferencies significatives en relacid a I’edat dels pacients,
la presencia de febre, gall inspiratori, paroxismes o tos de més de catorze dies, aixi
com la necessitat de requerir d’hospitalitzacid. No obstant aixo, pel que fa a I'edat
dels pacients, tot i no considerar-se una diferéncia significativa, s’observa una
tendeéncia de B. holmesii a infectar a infants d’edat més avangada, 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 ambdods grups de 0,07. Aquesta mateixa
tendeéencia ha quedat palesa amb dades aportades per altres treballs, confirmant-se
una major prevalenga de B. holmesii entre els adolescents i adults. En aquest sentit,
el 91% del pacients infectats amb B. holmesii en |'estudi dut a terme a Massachusetts
entre els anys 1994-1998 van pertanyer al grup de 11 a 29 anys, aixi com la majoria
dels individus en els quals se’ls va detectar B. holmesii entre els anys 2008-2016 a
Australia, sense especificar-se el percentatge, tenien entre 11 i 18 anys?**°°
Tanmateix, en I'estudi dut a terme a Franga entre els anys 2009-2010 s’apunta que
el 20,3% dels pacients majors de 9 anys van ser positius a B. holmesii*®’. En context
de brot, com és el cas descrit al Japd 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 periode
2010-2011, el 63% dels casos de B. holmesii es van donar en pacients d’entre 1118
anys, suposant aixo que el 76,9% dels individus majors de 14 anys van ser positius

per B. holmesii*?7387:466

Pel que fa a la vinculacié de B. holmesii amb esdeveniments epidemiologics de

rellevancia per a la seva transmissid, en el present estudi s’ha identificat que el 87,5%
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dels casos positius per aguest microorganisme van estar vinculats a un brot, incloent
brots en I'ambit 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 Japd durant I’any
2011 es va identificar un mateix vincle epidemiologic, observant-se una relacié dels

casos amb un mateix centre de secundaria®®®.

Tot i no disposar de recomanacions clares alhora de tractar les infeccions
respiratories causades per B. holmesii, diversos estudis apunten, encara que
entremig d’una certa controversia, a una menor activitat dels macrolids en
comparacié a altres agents antimicrobians i a diferéncia de I'efectivitat d’aquests

62551 Tot i aixd, encara que en el present estudi B. holmesii

enfront de B. pertussis
es va detectar de forma retrospectiva mitjancant tecniques d’amplificacié d’acids
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 administracid. De la mateixa manera, al Japd, tots els pacients van ser tractats
amb azitromicina i en tots els casos es va observar una recuperacié completa®®. A
Ohio, els autors descriuen que després de |'administracié d’azitromicina o
claritromicina, la tos dels pacients es va resoldre més rapidament que entre aquells
pacients infectats per B. pertussis. Addicionalment, les proves de susceptibilitat a
antimicrobians en algun dels aillats de B. holmesii van mostrar com aquests van
susceptibles a azitromicina (<0,12 pg/ml), encara que la susceptibilitat per B.
pertussis va ser menor (<0,04 pg/ml)?¥387, Aixi doncs, "aparent eficacia d’aquests
antibiotics recolza I'as dels macrolids pel tractament de qualsevol de les etiologies

de la tosferina.

B. holmesii no posseeix la majoria d’antigens presents a les composicions vacunals
DTPa utilitzades enfront de la infeccio per B. pertussis. En el cas d’aquelles proteines

homologues que comparteixen ambdues espécies, com és el cas de la FHA, la seva
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estructura i composicié difereix substancialment de la de B. pertussis, fent que els
anticossos produits després de la vacunacié no la reconeguin. Encara que s’ha
observat que les vacunes antipertussiques indueixen una resposta immunologica de
cél-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 tosferina®>°!. Aquests fets, juntament amb
I'absencia de proteccié enfront de la replicacié bacteriana observada en ratolins
immunitzats, suggereix una menor proteccio per part de les vacunes DTPa cap a les
infeccions produides per B. holmesii*®. En aquest sentit, durant el brot de tosferina
de Ohio entre 2010i 2011, el 60% dels pacients del grup d’edat de 11 a 18 anys amb
infeccid per B. holmesii havien sigut immunitzats amb vacunes de reforg enfront de
la tosferina, en comparacié amb el 44% dels pacients infectats amb B. pertussis®®’.
En el present estudi, la gran majoria (87,5%) dels pacients havien completat la
immunitzacié enfront de la tosferina amb una mediana de 5 dosis rebudes en el
moment del diagnostic i una mediana de 4,5 anys transcorreguts des de I'Ultima dosi
rebuda (rang 0,7-14,1 anys). Es per aixo que, I'emergéncia de B. holmesii com agent
causal de la tosferina, infeccid que les vacunes antipertussiques no poden prevenir
eficagment, podria ser un element que ha contribuit a I'increment del nombre de

casos de tosferina observats en la situacié de reemergéncia de la malaltia.

Tot i el conjunt de resultats exposats, son necessaris estudis addicionals que ajudin
a esclarir aspectes microbiologics relacionats amb el microorganisme, com és un
millor coneixement dels seus factors de viruléncia, aixi com a tenir una major
coneixenca dels aspectes clinics de la malaltia que produeix i la seva epidemiologia,
inclosa la seva relacié amb les altres especies del genere Bordetella. Entre aquests,
sera important dilucidar les raons per les quals hi ha un nombre considerable de
casos de coinfeccio, i per que els adolescents i els adults presenten una major

prevalenga de B. holmesii en comparacié amb altres grups d’edat, aixi com tenir una
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major comprensié 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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Identificacid i caracteritzacié de Bordetella pertussis deficient en pertactina
a Espanya.
Al llarg dels darrers anys, certs canvis en I'expressié dels antigens inclosos en les
composicions vacunals DTPa comunament utilitzades s’han observat després de la
introduccié d’aquestes de forma generalitzada. Concretament, la principal pressié
selectiva s’ha observat per la PRN, doncs destaca |'aparicio a nivell global d’aillats de
B. pertussis que han deixat de produir-1a%®34684%9 | 3 PRN és un membre de la familia
d’autotransportadors, la qual juga un paper en I'adhesié del microorganisme a la
membrana cel-lular de I’'hoste*”°. Els mecanismes que causen aquesta pérdua en la
produccié6 de PRN sén molts i diversos, la majoria dirigits per la insercié de
seqliencies, delecions, insercions o canvis puntuals de nucleodtids o perdues de part

del gen, els quals poden afectar tant al gen prn com al seu promotor®’*-473,

Els resultats obtinguts en el present estudi, en el qual es van estudiar un total de 342
aillats clinics de B. pertussis productors de tosferina a Espanya al llarg del periode
1986-2018, durant el qual s’han utilitzat diverses composicions vacunals
antipertussiques i diferents programes de vacunacidé, mostren |'emergéncia i
increment de la circulacié d’aillats de B. pertussis deficients en la produccié de PRN

des de la introduccioé de les vacunes DTPa.

Produccié de pertactina de B. pertussis aillades de pacients amb un quadre de

tosferina.

Pel que fa a la produccid de PRN entre les poblacions de B. pertussis circulants, en el
present estudi, tots els aillats recollits durant I'ds de les vacunes DTPw (1986-1997)
aixi com els recollits durant el periode de transicié entre les vacunes DTPw i les
vacunes DTPa (1998-2005) han resultat ser productors de PRN. A partir de llavors,
durant el periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPa (2006-2018), el 38% dels aillats

s’han identificat com a no productors de PRN, sent significatiu el seu increment entre
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el segon i el tercer periode. Aquesta mateixa tendéncia en I'emergencia i circulacié
d’aillats de B. pertussis no productors de PRN s’ha descrit a nivell global en diversos
treballs, I'aparicid dels quals s’ha comunicat en paisos amb una amplia trajectoria en
I’Gs generalitzat de les vacunes DTPa que inclouen la PRN en les seves composicions.
El primer treball que va comunicar la circulacié de B. pertussis deficients en PRN es
va publicar a Franca I’'any 2009, en el que es van descriure aillats no productors de
PRN obtinguts I'any 20074%, Poc després i impulsats pel reemplacament vacunal de
forma extensiva a nivell mundial, els aillats PRN negatius es van observar en diversos

indrets, entre els que s’inclouen tant paisos europeus com Australia, el Japd o els

E UA468,469,47 1,472,474

En el present estudi, els primers aillats de B. pertussis PRN negatius s’han observat
I'any 2007, detectant-se un increment en la circulacié d’aquests a partir de I'any
2011. Concretament, la prevalenga més alta s’ha observat I'any 2015 (71,4%),
coincidint amb I’dltim any epidemic de la malaltia en el nostre entorn, mentre que
I'any 2018 s’ha detectat un descens en la circulacié dels aillats deficients en PRN
(33,3%). Aquesta observacio indica que caldra continuar estudiant la tendencia en la
circulacié d’aquests aillats al llarg dels proxims anys per tal de comprendre la seva

evolucié més recent.

En conjunt, els resultats suggereixen una expansio dels aillats de B. pertussis no
productors de PRN arran de la pressid selectiva impulsada per les vacunes
actualment utilitzades. En aquest sentit, son varis els estudis que recolzen
I’emergencia d’aillats deficients en PRN en una associacié dependent amb el temps
transcorregut des de la introduccié 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 paisos, la preséncia dels aillats de B. pertussis PRN negatius es va veure
incrementada entre els anys 2012-2015, comunicant-se una prevalenga d’aquests

aillats del 6,4% i del 3,4% en els periodes previament estudiats 2007-2009 i 2007-
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2012, respectivament, i del 24,9% en periode recent 2012-2015%>%76, De la mateixa,
una gran proporcié d’aillats PRN negatius s’han observat en paisos com Australia o
als EUA, on les vacunes DTPa es van introduir al llarg dels anys noranta, o al Japé, on
aquestes es van utilitzar per primera vegada a principis dels anys vuitanta. A
Australia, la freqtiencia d’aillats de B. pertussis que han deixat d’expressar la PRN va
ser del 5,1% Il'any 2008, augmentant abruptament fins al 77,8% I'any 2012.
Recentment, un ultim treball realitzat en aquest pais al llarg del periode 2013-2017,
va descriure com el 89,7% dels aillats estudiats es van identificar com PRN
negatius?*472, Per una banda, als EUA, el conjunt d’aillats estudiats, entre els quals
s’inclouen aillats recollits de dos brots ocorreguts a California i Washington als anys
2010i 2012, respectivament, van evidenciar un augment en la freqiiencia dels aillats
PRN negatius també en un context de brot, passant del 12,1% I’any 2010 al brot de
California al 72,7% dos anys després al brot de Washington. En aquest mateix treball,
pel que fa als aillats obtinguts en el mateix periode perd no relacionats en cap
situacié de brot, el 37,4% es van identificar com a deficients en PRN%3.
Addicionalment, els resultats d’un treball que combina aillats de B. pertussis
obtinguts de vuit estats diferents dels EUA entre els anys 2011 i 2013, van situar en
un 85% la freqiiéncia d’aillats no productors de PRN*%. D’altra banda, al Japd,
després de comunicar-se una prevalenga del 41% pels aillats de B. pertussis PRN
negatius en el periode 2005-2007, es va observar de forma posterior, una sorprenent
disminucid, situant-se aquests per sota del 10% entre els anys 2014-2016. En aquest
sentit, els autors expliquen aquest comportament arran de la introduccio de les
vacunes DTPa sense el component PRN al Japd I'any 2012, veient-se reforcada la
hipotesi que els aillats de B. pertussis que deixen d’expressar la PRN sén
favorablement seleccionats en funcié de la immunitat poblacional enfront d’aquest
antigen vacunal*’. De forma més recent, els aillats deficients en PRN també s’han
identificat a Eslovenia, on la freqliéncia d’aquests va passar de ser 0% al periode

2006-2011 a ser del 89,5% entre els anys 2014-2017%8, Finalment, a Canada, on
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I’emergencia d’aquests aillats a Ontario es remunta I'any 2011, observant-se una
circulacio posterior creixent fins I'any 2016 (70,8%), es va descriure un descens de la

circulacié dels aillats de B. pertussis deficients en PRN I'any 2017 (46,2%)%79480,

Malgrat que la preséncia dels aillats de B. pertussis deficients en PRN sembla ser
dependent de I'Us de les vacunes DTPa durant la vacunacio sistematica enfront de la
tosferina, aquests aillats s’han observat de forma recent en paisos com Dinamarca o
Polonia, on s’utilitzen les vacunes DTPa monocomponents que no inclouen la PRN i
les vacunes DTPw, respectivament. Provablement la circulacié d’aquests aillats entre
paisos del seu entorn, aixi com un avantatge en el procés de colonitzacid i en la
capacitat per produir infeccié per part d’aquests en persones vacunades explicaria
la seva preséncia en aquests paisos. Cal destacar també que a Polonia, segons
estimacions locals, I'Us de les vacunes DTPa comercials va suposar un 60% l'any
2013%947¢ Contrariament, a dia d’avui, no s’han detectat o s’han detectat escassos
aillats de B. pertussis deficients en PRN en paisos com Iran o Argentina, on les
vacunes DTPw se segueixen utilitzant en I'actualitat, observant-se una menor pressié

selectiva per part de les poblacions immunitzades amb DTPw*81482,

En resum, el conjunt de troballes indiquen que I'Gs de les vacunes DTPa de forma
sistematica és suficient per seleccionar aquells aillats de B. pertussis deficients en
I'expressié de PRN, afavorint-se la seva circulacié entre paisos propers**%47¢, Entre
els diferents antigens vacunals presents a les composicions DTPa, la PRN és el
determinant de viruléncia que ha rebut la principal pressio selectiva, doncs els aillats
deficients en PTX o en FHA s’han descrit de forma molt puntual arreu del
mQEn?03404483484 "g4n 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 produccié de I'esmentat antigen.
Entre aquests, s’ha observat com les soques de B. pertussis deficients en PRN

presenten una major capacitat d’invasié de les cel-lules dendritiques derivades dels
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monocits humans, fet que fa augmentar la produccid de citocines pro inflamatories
per part d’aquestes, suggerint-se un possible paper modulador de la PRN sobre Ia
resposta immune. Aixi, aquestes observacions apuntarien a que aquests aillats
poden arribar a desencadenar respostes immunologiques més exagerades*®4,
Addicionalment, els aillats deficients en PRN han mostrat una major supervivencia
en ratolins vacunats amb vacunes DTPa en comparacié amb aquells aillats de B.
pertussis productors de PRN*74%8_  Finalment, s’apunta que aquests aillats no
perdrien la seva capacitat virulenta, essent capacos de causar els simptomes classics

d’un quadre de tosfering?34%,

Causes genétiques associades a la pérdua d’expressié de pertactina en aquells

aillats en els que no es detecta la seva produccié.

Els mecanismes que originen la perdua de PRN en B. pertussis sén molts i diversos.
Les primeres troballes incloien la insercié de I'element 1S481 a la regi6 2 del gen prn
i una delecié de 84 pb entre les posicions 26109 de la SS*03468469 A partir de
I'increment de la prevalenca dels aillats deficients en PRN, una série de mecanismes
es van anar convertint també en els més prevalents, especialment la preséencia de la
IS481 inserida en diverses posicions del gen prn (245"246, 16131614, 2735"2736),
sigui en posicié directa com en posicié inversa. Altres mecanismes identificats com a
responsables de la perdua d’expressié de la PRN inclouen delecions en el promotor,
la SS i part del gen prn (-2090"-478, -1513*145, -292*1340, -283"-40, 26109, 32"80,
666”667, 2020"2023), la inversié de 22 kb en la regié promotora (-20892"-75), la
insercid de I'element IS1002 entre les posicions 16131614, mutacions puntuals que
condueixen a codons STOP (223STOP: C>T, 1273STOP: C>T, 2077STOP: G>T), la
interrupcié del promotor (-162: G>A), I'adicié d’un sol nucleotid (1185: G), la delecié
d’un sol nucleodtid (631"632: T) i la delecid sencera del gen prn. Tot i aixo, se

segueixen sense trobar algunes de les causes relacionades amb la deficiencia de la
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PRN en alguns dels aillats que no expressen I'esmentat antigen, no observant-se

mutacions ni el gen estructural prn ni en el seu promotor?,

La insercid de la IS481 segueix sent, a dia d’avui, el mecanisme principal pel qual es
produeix la deficiencia de PRN a nivell mundial. No obstant aix0, altres mecanismes
estan augmentant. Un cas curids és el del Japd, on tan sols dos mecanismes sén
prevalents, la insercié de la 1S481 i la delecid de 84 pb en la SS, sent aquesta segona
mutacid la majoritariament observada en aquell pais*®74%4”7 Tots els mecanismes
que s’han descrit a dia d’avui que estan relacionats amb la pérdua d’expressio de la

PRN en B. pertussis es presenten a la Taula 7.

Taula 7. Mecanismes responsables de la deficiencia en pertacina en B. pertussis*.

Posicié en el gen prn o en el

Pais, periode (%
seu promotor P (%)

Mecanisme

EUA, 2000-2013 (15,8%)
prn2::245"246
Canada, 2011-2012 (8,3%)
Japé, 1995-2009 (27,3%)

EUA, 2000-2013 (47,4%)
Eslovenia, 2006-2017 (94,1%)
Insercio de I'element Espanya, 2006-2018 (18,3%)
15481 prn2::1613*1614
Australia, 2008-2012 (74%)
Canada, 2011-2012 (58,3%)

Europa, 2012-2015 (48,5%)

Australia, 2013-2017 (88,6%)

EUA, 1994-2012 (2,9%)
prn2::2735"2736



Insercio de I'element
1S1002

Inversio de 22 kb

STOP: C>T

STOP: G>T

Insercié d’un nucleotid,
G

Delecié d’un nucleotid,
T

Delecié d’un nucleotid,
G

Delecio

prn2::1613"1614

-20892"-75 (promotor)

prn2::223

prn2::739
prn2::760

prn2::1273

prn2::2077

prn2::1185

prn2::631"632

prn2::1494"1495

-2090"-478 (promotor)

prn2::-1513*145
-614"-75 (promotor)

prn2::-292"1340
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EUA, 2000-2013 (1,8%)

Espanya, 2006-2018 (5,4%)t
Australia, 2008-2012 (6,3%)

Australia, 2013-2017 (5,7%)
EUA, 1994-2012 (5,2%)

EUA, 2000-2013 (7%)
Espanya, 2006-2018 (5,4%)t
EUA, 2012-2013 (9,8%)

Europa, 2012-2015 (27,3%)
EUA, 2000-2013 (1,8%)

Europa, 2012-2015 (12,1%)
Australia, 2013-2017 (1,4%)
EUA, 2000-2013 (1,8%)
EUA, 1994-2012 (1,3%)
EUA, 1994-2012 (0,7%)
EUA, 2000-2013 (21,1%)
Canada, 2011-2012 (8,3%)
Europa, 2012-2015 (1,5%)
EUA, 1994-2012 (0,7%)

Australia, 2008-2012 (1%)
Europa, 2012-2015 (6,1%)

Espanya, 2006-2018 (6,5%)t
EUA, 1994-2012 (0,7%)

EUA, 2012-2013 (1,1%)

Primera descripcio als EUA, 2011

Espanya, 2006-2018 (1,1%)t
Eslovenia, 2006-2017 (5,9%)
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Espanya, 2006-2018 (58,1%)*
Australia, 2013-2017 (2,9%)

Primera descripcio als EUA, 2016
prn2::-283"-40 (promotor) Primera descripcio als EUA, 2013
EUA, 1994-2012 (1%)

Japo, 1995-2009 (72,7%)
prn1::26"109 (SS)
EUA, 2000-2013 (3,5%)

EUA, 2012-2013 (1,1%)
prn2::32*80 (SS)
prn2::2020"2023 Australia, 2013-2017 (1,4%)
prn2::666"667 Primera descripcio als EUA, 2016
Australia, 2008-2012 (2,1%)
Delecié sencera del gen Aprn

Europa, 2012-2015 (3%)

Disrupcié: G>A -162 (promotor) Canada, 2011-2012 (8,3%)
EUA, 1994-2012 (0,3%)

Espanya, 2006-2018 (5,4%)t
Desconegut NA Australia, 2008-2012 (16,7%)
Canada, 2011-2012 (16,7%)

Europa, 2012-2015 (1,5%)

* prn2, al-lel 2 del gen de la pertactina; 1S481, sequéencia d’insercié 481; 1S1002, seqliencia d’insercié
1002; A, adenina; C, citosina; G, guanina; T, timina; kb, kilobase; *, posicié on es troba localitzat el
mecanisme; SS, seqliéncia senyal; STOP, codd stop; >, mutacio; A, delecid; 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.
2(017469,472,473,476,478,479,484,489-491

T Dades del present estudi.

En el present estudi, un total de set de mecanismes s’han identificat com a

responsables de la perdua de PRN entre els aillats recollits al nostre pais, cinc dels
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quals ja s’havien descrit préeviament (Taula 7). D’aquests, destaca la presencia d’'una
gran delecio en el 58,1% dels aillats, la qual afecta part del promotor i part del gen
prn (prn::del(-292, 1340)), observant-se per primera vegada en un aillat recollit I'any
2009. Posteriorment, al llarg del periode 2011-2018, aquest mecanisme va convertir-
se en el més prevalent observat de forma anual entre els aillats deficients en PRN,
amb una prevalenca d’entre el 23,8% i el 100% els anys 2013 i 2014, respectivament.
Sorprenentment, aquesta mutacio, 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 descripcié I'any 2016, a Australia, descrivint-se en el 2,9% dels aillats
estudiats entre 2013 i 2017 o a Esloveénia, observant-se en el 5,9% dels aillats del

periode 2006-2017478484491

Com a segon mecanisme més comu s’ha identificat la insercid de I'estructura 15481
a les posicions 16131614 i 27352736, tant en sentit directe com revers, en el 23,7%
dels aillats (18,3% a la posicié 1613*1614 i 5,4% a la posicié 2735"2736). Aixi, la
insercié d’aquest element en la posicié 16131614 en sentit invers ha suposat el
12,9% dels aillats deficients en PRN del periode 2006-2018, mentre que la seva
insercid a la posicié 1613"1614 de forma directa, aixi com a la posicié 27352736 de
forma inversa, han representat cadascuna el 5,4% dels aillats no productors de PRN
d’aquest mateix periode. Pel que fa a la distribucié dels aillats que han presentat
aquest mecanisme de disrupcié del gen prn, tan sols els aillats amb la presencia de
la 1S481 a la posicié 16131614 de forma inversa s’han observat al llarg de tot el
periode d’estudi, detectant-se per primera vegada I'any 2010 i suposant el 50% dels
aillats deficients en PRN d’aquell any. A partir de llavors, aquest mecanisme s’ha
observat entre el 9,1% dels aillats negatius en PRN de I'any 2018 i el 33,3% dels aillats
deficients en PRN de l'any 2015. La pérdua d’expressid de la PRN conduida per
aquest mecanisme s’ha trobat ampliament distribuida arreu del mén. Per una banda,
la insercid de la IS481 a la posicié 16131614 s’ha identificat com a mecanisme més

prevalent entre els aillats deficients en PRN de molts dels treballs realitzats en aquest
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sentit. De fet, la seva presencia en el 18,3% dels aillats PRN-negatius en el present
estudi, el situa, com I'estudi en qué s’ha detectat en menor prevalenga. Aixi, es va
detectar en el 27,3% dels aillats PRN-negatius detectats entre els anys 1995 i 2009 a
Japd i en el 47,4%, 58,3% i 48,5% dels aillats deficients en PRN identificats als EUA,
Canada i Europa en els periodes 2000-2013, 2011-2012, 2012-2015,
respectivament?9476479.489  Aixi mateix, es va detectar amb prevalences superiors a
Eslovenia entre els anys 2006 i 2017 (94,1%) i Australia en els periodes 2008-2012 i
2013-2017 (74% i 88,6%, respectivament)*247848 D’altra banda, la insercid de la
IS481 entre les posicions 27352736 s’ha detectat també, més enlla del present
estudi (5,4%), en el 2,9% i 1,8% dels aillats deficients en PRN observats en dos estudis

realitzats als EUA en els periodes 1994-2012 i 2000-2013, respectivament?348°,

Altres mutacions observades en menor mesura en el present estudi han inclos la
inversio de 22 kb en la zona del promotor (prn::promoter_inv(-74)) en el 5,4% dels
aillats PRN-negatius, no detectant-se de forma constant al llarg de tot el periode.
Aquest mateix mecanisme es va observar en freqliéncies similars en tres estudis
realitzats als EUA durant els periodes 1994-2012, 2000-2013 i 2012-2013 (5,2%, 7%
i 9,8%, respectivament)?’3484%_ Contrariament, a nivell europeu aquest mecanisme
es va detectar en el 27,3% dels aillats deficients en PRN identificats al llarg del
periode 2012-2015, prevalenga notablement superior a la observada en el present
estudi a nivell espanyol?’®, Finalment, un parell de mutacions s’han descrit per
primera vegada entre els aillats del present estudi, les qual sén la delecié d’un sol
nucleotid a la posicié 1494 resultant en la preséncia d’'un codd stop a I'aminoacid
499 (prn::499STOP-delG1494) i la delecid entre les posicions -614 i -75 del promotor
(prn::promoter_del(-614, -75)), observant-se en el 6,5% i I'1,1% dels aillats,
respectivament. La primera s’ha identificat per primera vegada en un aillat de I'any
2009 i en cinc aillats més recollits tots ells 'any 2011, suposant el mecanisme
observat en el 23,8% dels aillats d’aquest any. Posteriorment, no s’ha tornat a

detectar la seva preséncia en cap dels aillats més recents. Per la seva banda, la
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delecié en part del promotor (prn::promoter_del(-614, -75)) s’ha detectat en un Unic

aillat obtingut I'any 2017.

Analisi filogenomica per identificar 'estructura poblacional de B. pertussis
deficients en pertactina, estimant la data de la seva aparicio, distribucio i evolucio
i relacionant-ho amb I'impacte que la introduccié de les vacunes acel-lulars ha

pogut tenir en I'adaptacid i circulacié d’aquestes poblacions.

S’ha descrit que I'adaptacio de B. pertussis a I'ésser huma al llarg de la seva historia
ha implicat una evolucié important en forma de coll d’ampolla en les poblacions del
microorganisme, associant-se a aquest procés la péerdua i la inactivacié d’una
guantitat considerable de gens degut a la preséncia de les IS o a altres mutacions en
el genoma de B. pertussis, el qual és un procés observat amb freqliéncia entre els
bacteris que presenten hostes restringits'®®#%2, No obstant aix0, i contrariament al
que es podria esperar, amb la introduccié de la vacunacioé enfront de la tosferinaia
la pressio selectiva exercida per aquesta, no hi ha hagut evidéncies d’una péerdua de
la diversitat en la poblacid global de B. pertussis, representada per la mida efectiva
de la poblacié. Aquest fenomen, que no s’ha observat en estudis geograficament

422,493,494 s’ha descrit en un treball que va estudiar una col-leccié d’un

més restringits
total de 343 aillats recollits al llarg dels sis continents entre els anys 1920 i 2010, en
el que es va determinar I'estructura de la poblacio circulant de B. pertussis a escala
global utilitzant la seqlienciacid dels genomes complets. En aquest es van descriure
diversos esdeveniments que han fet augmentar la mida efectiva de la poblacio de B.
pertussis, i per tant, la seva diversitat. Aquests son I'emergéncia i expansié de les
variants ptxA1 i ptxP3 per a la PTX i el seu promotor en primer lloc, aparicié de les

quals s’estima en els periodes 1921-1932 i 1974-1977, abans de la introduccié de les

vacunes i durant |’Us de les vacunes DTPw, respectivament. Posteriorment, |’aparicié
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de la variant fim3-2, emergéncia de la qual s’estima que ha tingut lloc entre els anys
1986 i 1989, és considerat un tercer esdeveniment implicat en I'augment de la
diversitat poblacional de B. pertussis. Pel que fa al gen prn, I'aparicié de I'al-lel prn2
es situa també durant el periode d’Us de les vacunes DTPw, estimant-se la seva
emergencia proxima I'any 1970. Aquests resultats, en conjunt, suggereixen una
seleccid i diversificacid dels llinatges de B. pertussis que escapen de la immunitat
conferida per les vacunes antipertussiques, els quals han mostrat una propagacio
molt rapida a escala global. Aixi doncs, s’ha descrit una divergéncia genetica en la
poblacié mundial de B. pertussis a conseqiiencia de la selecciéd immune impulsada
per les vacunes, especialment per a les variants no vacunals prn2 i fim3-2, aixi com
la variant del promotor ptxP3, les quals tenen el seu origen durant I'Us extens de les
vacunes DTPw. No obstant aix0, en aquest treball no s’han descrit aillats deficients
en PRN, presumiblement perqué aquests han assolit freqiiencies significatives en un
periode posterior al que s’ha analitzat en el mateix, aparicié del quals sembla estar

associada a la introduccié de les vacunes DTPa**,

La reconstruccié filogenética en el present estudi d’'un conjunt d’aillats que han
circulat a Espanya entre els anys 1986 i 2018, entre els quals s’inclouen aillats
productors de PRN i aillats deficients en la produccié d’aquesta, ha revelat la
circulacié majoritaria de dos clades de B. pertussis, els quals han suposat els
principals causants de tosferina en el nostre entorn al llarg dels ultims trenta anys.
Aguests es caracteritzen per presentar diferencies en I'al-lel que codifica I'antigen
vacunal FIM3. Per una banda, s’ha identificat un primer clade (Clade Il) d’aillats que
codifiquen majoritariament I'al-lel fim3-2 i expressen el serotip fimbrial FIM3
(96,9%), el qual inclou aillats recollits en el periode 1998-2018 que presenten
principalment la combinacié al-lelica ptxAl/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-2 (90,6%).
D’altra banda, s’ha descrit un segon clade (Clade Ill) d’aillats recollits entre els anys
2005 i 2018, coincidint amb periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPa, que

codifiquen majoritariament I'al-lel fim3-1 i expressen predominantment el serotip
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fimbrial FIM2 (72%), els quals presenten principalment la combinacié al-lelica
ptxA1/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-1 (87,9%). L’analisi bayesia de I’evolucié ha estimat
I'aparicié de I'ancestre comu d’ambdés clades als anys 1989 i 1995, respectivament,
durant I'Gs de les vacunes DTPw a Espanya. Aquests resultats sdn consistents amb
els descrits anteriorment, els quals van assenyalar I'aparicié de la variant fim3-2 poc
abans de I'any 1990, coincidint encara amb I'Us de les vacunes DTPw de forma
generalitzada*®. Un estudi filogenétic i de dinamica poblacional realitzat de forma
similar amb la poblacid de B. pertussis que va circular entre els anys 1982 i 2014 al
Japé, primer pais en adoptar la vacunacié enfront de la tosferina amb les vacunes
DTPa, va descriure la circulacid consistent de dues poblacions diferenciades pels
al-lels dels principals factors de viruléncia. En aquest treball els autors van situar
I’'ancestre comu de les variants ptxA1, ptxP3 i prn2 entre els anys 1950 i 1980 durant
I’Gs de les vacunes DTPw al Japd mentre que van estimar |’aparicié de la variant fim3-
2 al voltant de I'any 1990, quan les vacunes DTPa ja s’utilitzaven al Japd des de feia

alguns anys*’,

En el present estudi, els aillats de B. pertussis no productors de PRN s’han detectat
per primera vegada I'any 2007, veient-se incrementada la seva prevalenca des de
I'any 2011 en endavant. Aquests s’han distribuit en tots dos clades, suposant el
37,5% dels aillats del Clade Il i el 64,5% dels aillats del Clade Ill. Mentre que els aillats
de B. pertussis deficients en PRN portadors de la mutacié prn::499STOP-del1494
s’han agrupat en el Clade Il (associant-se al genotip fimbrial fim3-2), els aillats de B.
pertussis deficients en PRN portadors de les mutacions prn::del(-292, 1340),
prn::1S481-2735rev i prn::promoter_inv(-74) s’han agrupat en el Clade Il (associant-
se al genotip fimbrial fim3-1), donant lloc a quatre clusters d’aillats de B. pertussis
gue han evolucionat de forma convergent cap a la perdua d’expressio de la PRN. La
major associacié dels aillats de B. pertussis deficients en PRN a I'al-lel fim3-1 ha estat
descrita també en d’altres treballs**”4%, Per altra banda, destaca com, per a totes

aquestes mutacions, I'ancestre comu més recent identificat s’ha situat entre els anys
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2007 i 2009, durant el periode d’Us exclusiu de les vacunes DTPa. Al Japé, els aillats
deficients en PRN van apareixer a mitjans de la década dels anys noranta, observant-
se aillats deficients per la insercid de la IS481 en la posicid 1598 (equivalent a la
posicié 1613 de I'al-lel prn2) i aillats deficients per la delecié entre els nucleotids 26
i 109 de la SS del gen prn. L’analisi filogenétic va situar I'origen d’'ambdues mutacions
I'any 1990, quan al Japod ja feia uns anys que s’havia introduit I'Us de les vacunes
DTPa*’. Addicionalment, 'aparicid, en el present estudi, d’aillats deficients en PRN
degut a la insercio de la 1IS481 entre les posicions 1613 i 1614 del gen prn, el quals no
s’han vist agrupats filogenéticament de forma homogenia, reforca la idea d’una
emergéncia no clonal dels aillats 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, Japd, Australia o alguns paisos europeus?’>484489,495

Per ultim, és sorprenent la gran disseminaci6 del clister d’aillats
ptxA1/ptxP3/prn2/fim2-1/fim3-1 deficients en PRN per la possessié de la mutacié
prn::del(-292, 1340), el qual esta format pel 58,1% dels aillats que no expressen PRN.
Aquest ha sigut I’Unic mecanisme relacionat amb la péerdua de la PRN que s’ha
associat de forma homogenia a I'expressié del serotip fimbrial FIM2. L’ancestre comu
d’aquest grup s’ha situat I'lany 2007, coincidint amb I'inici del periode d’Us exclusiu
de les vacunes DTPa, observant-se el primer aillat I'any 2009. A partir d’aqui, els
aillats que han presentat aquesta mutacié han circulat de forma majoritaria fins a
convertir-se en predominants entre els anys 2013 i 2018. El conjunt d’observacions
reforca la idea que la possessié d’ambdues caracteristiques (prn::del(-292, 1340) i
FIM2) per part dels aillats d’aquest exitds cluster podria haver afavorit la seva
disseminacid al llarg dels ultims anys, presentant un avantatge selectiu enfront de la

immunitat conferida per les vacunes DTPa utilitzades.

En resum, els resultats suggereixen que la pressio selectiva de les vacunes DTPw

hauria influit en I'aparicié de les variacions al-léliques de la PTX i el seu promotor, de
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la PRN i de la FIM3, mentre que, posteriorment, la pressid exercida per les vacunes

DTPa hauria induit I'emergencia dels aillats deficients en I’expressio de la PRN.
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Des de finals dels anys vuitanta i fins a I'actualitat diverses poblacions de B.
pertussis causants de tosferina han circulat en el nostre medi. D’aquesta forma,
coincidint amb la introduccié de I'Us de les vacunes DTPa, les quals van reemplagar
les vacunes DTPw, [lestructura poblacional, aixi com les caracteristiques
antigeniques de B. pertussis han experimentat un recanvi, en el que es podria
considerar un procés adaptatiu d’aquest microorganisme a conseqiiencia de I'ds de

les vacunes DTPa. Aquest fet es constata al:

Identificar que el 80% dels perfils de PFGE que van circular
majoritariament durant I’Gs de les vacunes DTPw han sigut reemplacats per
nous perfils després de la implementacié de la immunitzaci6 amb les

vacunes DTPa.

Observar I'emergéncia del MT27, el qual s’ha identificat en el 79,3% dels
aillats de B. pertussis estudiats durant el periode d’us exclusiu de les vacunes

DTPa.

Constatar I'emergéncia i disseminacio de les formes al-léliques ptxA1 i
prn2, les quals no codifiquen les formes antigéniques incloses en les
composicions vacunals DTPa i s’han trobat en el 97,7% dels aillats de B.

pertussis estudiats durant I’Us exclusiu d’aquest tipus de vacunes.

Detectar I'adquisicié i disseminacié del promotor de la PTX de tipus 3
(ptxP3) entre els aillats de B. pertussis durant el periode d’Us exclusiu de les
vacunes DTPa (97,7%), condicionant una major expressiéo de la PTX,
concretament de la seva variant 1, la qual és diferent de la continguda a les

vacunes DTPa.

Evidenciar I'aparici6 de la forma al-lélica fim3-2 coincidint amb la

introduccié de les vacunes DTPa, la qual ha circulat en una proporcié molt
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similar des de llavors amb la forma al-lelica fim3-1 (53,1% vs. 46,9%,

respectivament).

Identificar la presencia de la forma al-lelica fim3-1 juntament amb
I'increment del serotip fimbrial FIM2 en el periode d’Us exclusiu de les
vacunes DTPa, el que suggereix I'adquisicié d’una estratégia adaptativa per
part de B. pertussis per deixar d’expressar la variant al-lélica de FIM3 inclosa

en algunes de les composicions vacunals DTPa utilitzades avui en dia.

Un element addicional que podria haver contribuit a la capacitat d’evadir la
immunitat conferida per les vacunes DTPa per part de B. pertussis és |'aparicio i
disseminacid d’aillats no productors de PRN. Aquesta troballa se sustenta en el fet

que:

S’ha detectat per primera vegada la circulacié d’aillats deficients en PRN
a Espanya, els quals s’han identificat Unicament durant el periode d’us
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

prevalenca al llarg dels ultims anys.

S’han identificat diverses mutacions associades a la perdua de I'expressio
de la PRN, no obstant aix0, I'emergéncia i expansio dels aillats no productors
d’aquest antigen al nostre pais és causat per la disseminacié majoritaria
(58,1%) d’aillats que posseeixen la delecid prn::del(-292, 1340), la qual

abasta tant part del promotor com del seu gen estructural.

L’analisi filogenomica de les soques no productores de PRN ha revelat que
I'ancestre comU més recent de les soques posseidores de la mutacio
prn::del(-292, 1340) se situa I'any 2007, durant el periode d’us exclusiu de

les vacunes DTPa. Aquest fet suggereix que la pressid selectiva exercida per
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aquest tipus de vacunes podria haver afavorit I'emergencia i expansié dels

aillats deficients en PRN en el nostre medi.

S’ha observat la preséncia de la IS481 inserida en el gen prn com a segon
mecanisme més freqlent relacionat amb la pérdua de produccié de PRN
(23,7%). Els aillats que posseeixen I'esmentat mecanisme es troben

distribuits de forma aleatoria al llarg de tota la filogénia de B. pertussis.

Encara que en baixa freqliéncia, addicionalment s’ha descrit per primera
vegada la preséncia de les mutacions prn::499STOP-delG1494 (6,5%) i
prn::promoter_del(-614, -75) (1,1%), com a hous mecanismes associats a la

deficiencia de PRN en B. pertussis en el nostre medi.

B. holmesii pot ser considerat un nou agent causal de tosferina a Espanya,
contribuint a I'increment del nombre de casos d’aquesta malaltia en el nostre medi.

En aquest sentit:

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 [’Hospital

Universitari Vall d’Hebron s’hi va detectar B. holmesii.

No s’han identificat diferéncies significatives en relaci6 amb les
caracteristiques cliniques-epidemiologiques entre els casos produits per B.

holmesii i els produits per B. pertussis.

L'azitromicina va ser un tractament efectiu per tractar els casos de
tosferina produida per B. holmesii, ja que no s’han evidenciat complicacions

o recidives després de la seva administracio.

S’ha posat de manifest la necessitat d’adaptar les eines diagnostiques

empleades actualment per a la identificacié de I'agent causal de la tosferina
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amb I'objectiu de poder fer un diagnostic precis, determinar la incidéncia
real i la contribucid que juguen els diferents agents etiologics d’aquesta
malaltia en la seva epidemiologia, aixi com poder establir de forma precisa

I'eficacia de les vacunes antipertussiques actualment utilitzades.
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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:

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.

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.

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.

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.

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).

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.

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:

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.

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%).

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.

The presence of the 1S481 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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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.

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:

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.

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.

Azithromycin was an effective treatment against whooping cough caused
by B. holmesii, as no complications or relapses were identified after its

administration.

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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MNEXL. Material suplementari Estudi 1: Caracteritzacié de I’epidemiologia molecular i la diversitat antigénica d’aillats clinics de
B. pertussis productors de tosferina.

Supplementary material, Table S1. Demographic, epidemiological and vaccine-related characteristics of the strains included in the study.

PERTUSSIS Dﬁi_? F
S:: AFIN DATE GENDER AGE Vgggg\f PERTUSSIS pl:::)fife MT ptxA ptxP prn  fim3  Serotype
RECEIVED VACCINE
DOSE

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 aMm 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 aMm 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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BP17
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BP20
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BP22
BP23
BP24
BP25
BP26
BP27
BP28
BP29
BP30
BP31
BP32
BP33
BP34
BP37
BP38

BP39
BP40
BP41
BP42

30.06.1989
22.06.1989
09.06.1989
06.07.1989
10.07.1989
18.07.1989
19.07.1989
19.07.1989
20.07.1989
27.07.1989
28.07.1989
15.08.1989
29.08.1989
29.08.1989
10.08.1989
13.08.1989
26.08.1989
30.09.1989
02.09.1989
22.01.1990
30.01.1990

09.09.1989
28.09.1989
16.09.1989
21.10.1989
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NA

VH8
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VH8
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VH13
VH2
VH14
VH8
VH8
VH2
VH5
VH2
VH5
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VH5
VH15
VH16
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VH6
VH14
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27
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FIM2/3
FIM2
FIM2/3
FIM3
FIM2
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FIM2
FIM3
FIM2/3
FIM3
FIM2
FIM3

FIM2/3
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FIM3

FIM2
FIM3
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 ™ 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 ™ 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 FIM2
BP59 11.12.1992 F 1M UNK NA VH7 27 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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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 M 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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BP147 01.08.2000 M 2M 0 NA VH19 158 1 3 2 2 FIM3
BP148 12.08.2000 M a4y 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 a4y 4 25.09.1997 VH24 FIM3
BP154 02.03.2002 F aMm 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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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 M 0 NA VH19 1 3 2 2 FIM3
BP341 02/07/2008 F 14Y 5 07.05.1999 VH19 3 2 FIM3
BP343 05.07.2008 M 26D 0 NA VH19 1 3 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 M 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 aM UNK NA VH19 1 3 2 2 FIM3
BP364 11.09.2008 M M 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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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 1oy 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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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 ™ 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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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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% Relatedness PFGE-Xbal Isolate PFGE
100 reference profile

BP58 VH12

BP59 VH7

B2726 BpSR12
BP324 VH20

B1917 BpSR11

BP315 VH19

B1706 BpSR10

BP310 VH2
BP6 VH5
BP53 VH8

B1900 BpSR5

BP399 VH22

B3313  BpSR3

BP400 VH26

Figure S2, Supplementary Information: PFGE profiles of selected B. pertussis isolates included
in the study and reference B. pertussis strains. The dendrogram was generated using the UPGMA
algorithm based on the Dice similarity coefficient with 1.0% band position tolerance.
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ANNEX ). Material suplementari Estudi 3: Estudi de I'expressié de I'antigen de la
pertactina entre els aillats clinics 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 Ledn) 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), 100ul 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-sheeplgG-AP, Sigma-Aldrich) diluted 1:10.000 with Rabbit Serum-
PBS was used as secondary antibody. Finally, alkaline-phosphatase substrate (50942,
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 (lllumina, 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 | 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 PRINA667582.
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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).
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MNEX 3. Document d’aprovacié per a la presentacié de la Tesi Doctoral com a
compendi de publicacions.

A

Universitat Autdbnoma de Barcelona

Departament de Genética i de Microbiologia

Jordi Mas Gordi, coordinador del Programa de Doctorat en MICROBIOLOGIA de la
Universitat Autdnoma de Barcelona

FAIG CONSTAR

Que la Comissio del Programa de Doctorat en MICROBIOLOGIA accepta la proposta
de presentacid de la tesi per compendi de publicacions de I'alumna Alba Mir Cros
titulada “Dinamica poblacional i deriva antigénica de B. pertussisi el paper d’altres
espécies del génere Bordetella en 'emergéncia de la tosferina al segle XXI”,
dirigida pel Dr. Juan José Gonzalez Lopez i la Dra. M? Nieves Larrosa Escartin.

| per a que consti, signo aquest document

]

A Bellaterra (Cerdanyola del Vallés), 17 de marg de 2021
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