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Teoreticko-prakticka cast

Prakticka uloha €. 1

Priprava a charakterizacia vakciny proti baktérii Haemophilus influenzae
Potrebné pomécky : pero, kalkulacka, papier na pomocné vypocty, odpovedny harok
Teoreticky tvod

Hemofily (Haemophilus influenzae) si gram-negativne fakultativne anaerdbne patogénne baktérie. Su
jednym z najcastejSich povodcov infekcii hornych a dolnych dychacich ciest uludi. NajrizikovejSou
skupinou postihnutou tymto ochorenim si malé deti do 5 rokov ako aj starSia populdcia nad 65 rokov.
Ochorenia sp6sobené touto baktériou rozdelfujeme do dvoch zakladnych skupin na zdklade zavaznosti
priebehu — neinvazivne ainvazivne hemofilové infekcie. Kym neinvazivne si menej zdvainé bez
vyraznych komplikacii (najcastejsSie zapaly stredného ucha - otitidy, spojiviek - konjuktivitidy alebo
prinosovych dutin -sinusitidy), invazivne ochorenia su spojené spriamym ohrozenim Zivota
a potencidlnymi doZivotnymi komplikaciami po prekonani infekcie (ide najc¢astejSie o bakteriémie, sepsy,
pneumodnie a meningitidy).

KedZe tieto baktérie predstavuju vazne ohrozenie Zivota najma u malych deti, hladanie vhodnej lie¢by a
prevencie je dolezitym aspektom ochrany pred tymito patogénmi. Jednou z potencidlnych ciest je
antibiotickd lieCba. V suvislosti s narastajucim vyuzivanim antibiotik vSak dochadza aj k enormnému
narastu rezistencie na tieto lieCivda a tie uZ neposkytuji dostatocnu kauzdlnu lieébu. Preto sa
najvhodnejSou cestou zda byt prevencia a to prave pomocou vakcinacie.

Vasou dnesnou ulohou bude v teoretickej rovine postupovat krok po kroku celym procesom vyvoja
a charakterizacie vakciny proti hemofilom presne tak ako by pri jej vyskume postupovali vedecké timy —
prejdete si procesom ndjdenia vhodného antigénu, pomocnych latok, davkovacich schém ako aj
bezpecnostnych a ucinnostnych stidii. Drzime Vam prsty pri tejto nelahkej ulohe.

Svoje odpovede po vypracovani teoreticko-praktickej ¢asti zaznaéte do odpovedového harku, ktory
odovzdate po skonceni.

Teoreticko-praktické ulohy
Na zaklade pritomnosti puzdra rozdelujeme hemofily na neopuzdrené a opuzdrené typy. Neopuzdrené

typy su vo vseobecnosti menej invazivne, s menej zdvaznym priebehom ochorenia. Opuzdrené typy
spbsobuju invazivnejSie ochorenie a Castokrat si schopné infikovat aj krvné rielisko (bakteriémia),



pripadne mozgovomiesnu tekutinu a mozgové obaly (meningitida), ¢oho vysledkom je Zivot ohrozujuci
stav a v mnohych pripadoch aj smrt.

1) Aky je hlavny vyznam bakteridlneho puzdra u patogénnych baktérii? Oznacte jednu spravnu
odpoved.

a) Mechanickd podpora bunkovej steny

b) Ochrana pred pésobenim hypotonického prostredia telovych tekutin

¢) Ochrana pred p6sobenim zloZiek imunitného systému

d) Znizenie priepustnosti oxidacnych cinidiel hostitelského organizmu, ktoré poskodzuju
bunkové Struktury

KedZe opuzdrené typy spbsobuji vo vSeobecnosti zavaznejsie infekcie, rozhodli ste sa pripravit vakcinu
prave proti tymto hemofilom, ktord bude podavana najrizikovej$ej skupine — novonarodenym detom.
Opuzdrené typy maju na povrchu puzdro zloZené z polysacharidov r6zneho chemického zloZenia, na
zaklade ¢oho ich rozdelujeme na 6 typov —a, b, ¢, d, e, f. V nasledujucom grafe mate incidencie (vyskyt)
invazivnych a neinvazivnych hemofilovych infekcii sp6sobenych jednotlivymi opuzdrenymi typmi.

2) Proti ktorému typu by bolo najvhodnej$ie pripravit vakcinu vzhladom na dopad na ludské
zdravie a Zivot?
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Potencidlne najnebezpecnejsi typ uréeny na pripravu vakciny je .....ccccceevcvieiiiiciieee e

KedZe opuzdrené typy maju na povrchu polysacharidové puzdro, cieflom pre aktivaciu imunitného
systému by mali byt prave tieto antigény (antigén — molekula, ktord je rozpoznavana zlozkami
imunitného systému, v pripade vakcin najma protildtkami). Na rozdiel od proteinovych antigénov, vsak
polysacharidové antigény (ako su aj polysacharidy puzdra baktérii) nie su schopné navodit imunitnu
odpoved u malych deti do 2 rokov, preto by takéto priame pouZitie malo len maly alebo Ziadny efekt
u tejto rizikovej skupiny.



3) Ako by bolo moZné obist problém neimunogenity polysacharidov u malych deti (ide o spésob
bezne sa vyuzZivajuci vo vakcinologickej praxi)? Oznacte jednu spravnu odpoved.

a) Spojenie polysacharidového antigénu stzv. proteinovym nosiCcom, C¢o zabezpecdi
rozpoznanie bunkami imunitného systému
b) PoutZitie vakciny aZ u deti starSich ako 2 roky
c) Spojenie viacerych rovnakych kdpii polysacharidovych antigénov, ¢o vytvori viac miest,
ktoré mozu byt rozpoznané B-lymfocytmi
d) Pridanie molekularnych stabilizdtorov, ktoré zakonzervuju Struktdru polysacharidu,
takZze neméze byt degradovana pomocou amylaz
V nasledujucom obrdzku je zobrazena monomeérna jednotka polysacharidu puzdra, proti ktorej bude
vakcina stimulovat tvorbu protilatok. Ide o polyribozilribitolfosfat (PRP), ktory sa v puzdre vyskytuje
v polymérnej forme. KedZe pre pripravu vakciny ndam staci len jeho monomeérna forma, potrebujeme
PRP izolovany z baktérii nastiepit na kratSie formy. Na obrazku vidite v akom mieste budu zlozky
imunitného systému (B-lymfocyt pri vakcinacii a nasledne aj samotné produkované protilatky)
rozpoznavat antigén puzdra baktérie. Sivou farbou je zobrazena protilatka, ktora rozpoznava antigén
na dvoch miestach molekuly, ktoré su vdaka priestorovej struktire monoméru vo vzdialenosti, ktord
je idedlna pre jej rozpoznanie. Obidve miesta sU nevyhnutné pre rozpoznanie antigénu.

protilatka

4) V akom mieste/miestach (miesta 1-4 na molekule monoméru zobrazené éervenou farbou) by
sme nemali $tiepit PRP, aby takéto $tiepenie nemalo vplyv na rozpoznanie antigénu?

Pri prvom strete imunitného systému s antigénom (i uz obsiahnutym vo vakcine alebo pri prirodzenej
infekcii) dochadza k jeho spracovaniu pomocou antigén-prezentujicej bunky (APC). APC bunka sa
nasledne presuva do najblizsej lymfatickej uzliny, kde ho prezentuje na svojom povrchu pomocou
$pecifickych receptorov, ¢o umozni aktivaciu CD4+ pomocnych T-lymfocytov. V lymfatickej uzline sa
nachadzaju aj neaktivované B-lymfocyty, ktoré po aktivacii produkuju protildtky rozpoznavajice dany
antigén. Aktivacia prebieha rozpoznanim antigénu pomocou receptorov na B-lymfocyte. Ak sa aktivacie
zUCastiuje aj CD4+ T-lymfocyt, dochddza nielen k aktivacii samotného B-lymfocytu a produkcii



protilatok, ale ich produkcia pretrvava dlhodobo a vytvara sa tzv. imunitna pamat, ktora je zabezpedena
vzniknutymi pamatovymi B-lymfocytmi. Aktiviacia B-lymfocytu pomocou CD4+ buniek je teda
nevyhnutnym predpokladom pretrvévania imunity po vakcinacii vdaka paméatovym B-lymfocytom, ktoré
dlhodobo zabezpedéuju ochranu pred danym patogénom. MnoiZstvo pamatovych B-lymfocytov je teda
dolezitym parametrom zachovania dlhodobej profylaxie (ochrany).

Aby bola imunitnd odpoved na vakcinu dostatocnd, pridavaju sa k nim adjuvantné systémy, ktoré
zabezpecuju dostatocné koncentracie protildtok nad protektivnymi hladinami (protektivna hladina -
minimalna koncentracia protildtok poskytujica ochranu pred danym ochorenim), ale aj dlhodobu
ochranu vdaka imunitnej pamati. Nasledujice grafy zobrazuju imunitnd odpoved (koncentracie
protilatok, CD4+ aktivované lymfocyty a pamatové B-lymfocyty) po 1., 2. a 3. davke vakciny proti
hemofilom za poufZitia Styroch rozdielnych adjuvantnych systémov (AS01-AS04).
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5) Ktory adjuvantny systém optimalne modifikuje imunitni odpoved po vakcinacii z hl'adiska
ochrany pred danym ochorenim ako aj pretrvavania tejto ochrany, ktora je esencidlna pre
dlhodobui profylaxiu? Vyberte jeden.

Adjuvantny systém ........ccccceecviieeiecinnennn.

Miesto aplikacie vakciny vyrazne ovplyvnuje typ imunitnej odpovede ako aj vznikajucich protilatok. Kym

aktivacia B-lymfocytov v lymfatickych uzlinach drénujdcich lymfu prichddzajicu zo sliznic sposobuje
preferencne vznik slizniénej imunity a slizniénych IgA protildtok, aktivacia B-lymfocytov v slezine alebo



lymfatickych uzlindch kostrovych svalov zabezpecuje vznik systémovej imunitnej odpovede a lgG
protilatok.
6) Aké miesto a typ aplikacie by ste zvolili s ohladom na ochranu pred najzavainejSimi
hemofilovymi infekciami? Oznacte jednu spravnu odpoved.

a) Perordlne podanie — vakcina by sa podavala cez Usta v podobe kvapiek

b) Pernasalne podanie — vakcina by sa poddvala cez sliznicu nosa v podobe spreju
c) Intramuskularne podanie — vakcina by sa podavala injek¢éne do svalu

d) Inhalaéné podanie — vakcina by sa vdychovala a imunizovala cez respiracny epitel

Po stanoveni zloZenia a aplikacie vakciny je nevyhnutnym krokom dokazat jej bezpecnost pre pacientov
pomocou bezpecnostnej Studie. Do Studie ste zahrnuli 1000 novorodencov v kazdej sledovanej skupine,
ktorym boli podané tri davky. Sledujete vyskyt jednotlivych typov neZiaducich Ucinkov po aplikacii
s réznymi imunogénnymi mnozstvami antigénu — 10, 20 a 30ug. V nasledujucej tabulke je uvedeny pocet
zavainych neziaducich ucinkov v kazdej skupine ako aj incidenciu pre referen¢nid (bezne pouzivanu
a dobre overenud) vakcinu. Vyssie mnoZstva antigénu su vhodnejSie pre lepSiu imunitnd odpoved
organizmu, avsak mézu viest k zvysenému vyskytu neziaducich Gcinkov.

(Anafylakticka reakcia je hypersenzitivna reakcia organizmu na antigén alebo zlozku vakciny. Guillain-
Barrého syndrém je vacsinou prechodna autoimunitna reakcia, kedy protilatky generované po vakcinacii
sposobuju poskodenie myelinovej posvy neurénov)

10 ug (n=1000) | 20 pg (n=1000) | 30 pg (n=1000) | Incidencia ref. vakcina
Teplota 457 475 584 1:2
Zalervenanie 332 320 340 1:3
Opuch 105 109 139 1:10
Zépal kibového puzdra 0 0 1 1:1500
Anafylakticka reakcia 1:2500
Guillain-Barrého syndrom 0 1 2 1:10000

7) Aké mnoistvo antigénu je idedlnejsie pouZit vo vakcine, aby nedochadzalo k zvy$eniu
neZiaducich ucinkov?

................ ug antigénu

Dal$im nevyhnutnym krokom po stanoveni zloZenia vakciny je uréenie jej dopadu na vyskyt ochoreni,
teda stanovenie jej ucéinnosti (schopnosti redukovat vyskyt infekcii) pomocou klinickej Studie.
Nasledujuca tabulka zobrazuje vyskyt hemofilovych infekcii pri troch rozdielnych ockovacich schémach
(oCkovacia schéma oznacuje odstup jednotlivych davok v mesiacoch) ako aj kontrolnd skupinu, ktora
dostala irelevantnu trojdavkovu ockovaciu latku (bez hemofilového antigénu). V kazdej skupine bolo
zahrnutych 3000 novorodencov.



Schéma 0-1-2 | Schéma 0-2-4 | Schéma 0-3-6 | Kontrolna skupina

Neinvazivne infekcie

Sinusitidy 566 499 423 911
Otitidy 64 51 47 89
Invazivne infekcie

Bakteriémie 2 1 1

Meninigitidy 0 0 0

8) Vypoditajte celkovi uéinnost vakciny (v percentach) pri jednotlivych oékovacich schémach pre
invazivne aj neinvazivne hemofilové infekcie.
Uréte, ktora ockovacia schéma ma najleps$iu Géinnost vzhladom na dopad na ludské zdravie
a zivot.

Schéma 0-1-2 | Schéma 0-2-4 | Schéma 0-3-6

Ucinnost na neinvazivne inf.

Ucinnost na invazivne inf.

Najlepsiu U¢innost Ma schéma .......ccccccvvevveeciiecieecie e,

V nasledujucom grafe vidime zmenu incidencie hemofilovych infekcii po zavedeni ockovania
u novorodencov vami stanovenou vakcinou a trojdavkovou ockovacou schémou. Ockovacia schéma bola
prvy krat zavedena v ramci rutinného ockovania novorodencov v roku 2014. Graf zachytdva incidencie
hemofilovych infekcii v troch rozdielnych vekovych skupinach.
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Na grafe vidime postupny pokles incidencie po zavedeni ockovania od roku 2014 (kedy boli zaockované
prvé novonarodené deti) ako aj korelaciu medzi narastajucou zaockovanou kohortou a redukciou
vyskytu hemofilovych infekcii vo vekovej skupine 0-5 ro¢nych deti.
9) Ako je mozné, Ze k redukcii hemofilovych infekcii doslo aj vo vekovych skupinach, ktoré neboli
imunizované proti hemofilom (5-18 rokov a 19-35 rokov)?



V grafe nizSie vidime incidenciu jednotlivych sérotypov hemofilovych infekcii po zavedeni ockovania
u novorodencov v roku 2014 (ide o vyskyt hemofilovych sérotypov, ktoré oznacime X, Y aZ, aby
nedochadzalo k ovplyviiovaniu predchadzajucich odpovedi).Vami dizajnovana vakcina obsahuje antigén
puzdra sérotypu X. Na zdklade tychto Udajov oznacte, ¢i je dané tvrdenie spravne (S), nespravne (N)
alebo sa tvrdenie na zaklade poskytnutych Gdajov neda potvrdit ani vyvratit (X).

(Pozn.: v populédcii nedochadzalo kvplyvu externych faktorov, ktoré by mohli menit incidenciu
jednotlivych sérotypov)
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10) Odpovedzte na nasledujuice otazky S, N alebo X.
a) Imunitna odpoved vzniknuta po vakcinacii chrani pred sérotypom X aj Y
b) Sérotyp Z je od roku 2016 najnebezpecénejsim sérotypom v populdcii
c) Ucinnost vakciny je najvyssia pri sérotype X
d) Redukcia sérotypu X umoznila zvySeny vyskyt sérotypu Z

Rokmi pouZzivania vakciny v praxi sa ukazalo, Ze vo velmi zriedkavych pripadoch (1 : 100 000) mdze po
niekolkych drioch po vakcinacii dojst kzapalu srdcového svalu. Ak by ste urobili analyzu takto
postihnutého tkaniva, zistili by ste v fiom pritomnost protilatok proti polysacharidovému puzdru
hemofilov.

11) Aka je pricina takéhoto zapalu srdcového svalu po vakcinacii? Oznacte jednu spravnu
odpoved.
a) Protilatky vzniknuté po vakcinacii vo vSeobecnosti rozpoznavaju nielen polysacharidové
puzdro ale aj tkanivo srdcového svalu
b) Zapal je sp6sobeny hypersenzitivhou reakciou, ide o tzv. anafylaktickd reakciu



c) Enormne zvy$ené hladiny C-reaktivneho proteinu (CRP) po imunizacii spésobuju poskodenie
neuro-muskularnych platniéiek srdcového svalu

d) U pacienta su prirodzené antigény v srdcovom tkanive rozdielne od tych, ktoré su beiné
u drvivej vacsiny populdcie, v désledku ¢oho maju podobnost s antigénmi vo vakcine

Protilatky vznikajuce po imunizacii chrania pred patogénmi sposobujicimi dané ochorenie rozpoznanim
antigénu a ndslednou aktivaciou zloZiek imunitného systému alebo neutralizdciou antigénov na povrchu
patogénov samotnym naviazanim na jeho povrch. V zavislosti od dosledku rozpoznania antigénu
protilatkami na preZivanie baktérie rozdelujeme protildtky na bakteristatické a baktericidne. Kym
baktericidne spésobuju elimindciu patogénu, tie bakteristatické len utlmuju ich mnozenie.

12) Oznacte ¢i dané tvrdenie plati pre baktericidne (C) alebo bakteristatické protilatky (S).
a) koncentracia protilatok nad protektivnou hladinou méze viest k nosi¢stvu ochorenia
b) rozpoznanie antigénu protilatkou aktivuje komplementovy systém
c) protilatka rozpoznava receptor na povrchu baktérie, ktory je doleZity pre vytvorenie biofilmu
d) protilatka po naviazani interaguje s receptorom na makrofagoch

ODPOVEDE PREPISTE DO ODPOVEDOVEHO HARKU, KTORY ODOVZDATE PO SKONCENI.

ODPOVEDOVY HAROK

otazka 1 a) b) c) d)

otazka 2 a b C d e f

otazka 3 a) b) c) d)

otazka 4 1 2 3 4

otazka 5 ASO1 AS02 ASO3 ASO4

otazka 6 a) b) c) d)

otazka 7 10 ug 20 ug 30 ug

otazka 8 0-1-2 0-2-4 0-3-6
Uginnost na invazivne inf.
U¢innost na neinvazivne inf.

Najlepsiu Uc¢innost ma schéma:

otazka 9

otazka 10 a) b) c) d)
otazka 11 a) b) c) d)
otazka 12 a) b) c) d)
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