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Souhrn:

Dlouhodobé pretrvavani protildtek, vzniklych po styku santigenem, je podstatou ochrany
pied mnoha patogeny. Bohuzel znalost trvani humoralni imunity a podil G¢asti pamét'ovych B
bunék na ni neni spolehlivé znam.

Sledovali jsme u 45 osob zmeny titra protildtek vacéi antigenum vira vakcinie, spalnicek,
piiusnic, planych nestovic a pasového oparu, Epstein-Barrové a proti antigenim pavodct
tetanu a zaskrtu po dobu aZ 26 let. Navic jsme diluéni analyzou stanovovali antigen-specifické
pamétové B bunky a porovnavali pocet téchto bunek se zjisténymi hladinami sérovych
protilatek.

Hladiny protilatek vaci virovym antigenum byly pozoruhodné stabilni. Poloc¢as rozpadu sahal
od odhadovanych 50 let u protilatek proti VZV, aZz po vice nez 200 let pro jiné viry, napk. viry
spalnicek a priusnic. Protilatky proti antigenim tetanu a zaskrtu mizely rychlgji, odhad
polocasu rozpadu ¢inil 11 a 19 let. Pamétové B bunky pieZivaly dlouho, nebyla vsak
statisticky vyznamna souvislost mezi poctem pamétovych B bunék v krevnim fecidti a
hladinou protilatek vici péti z osmi testovanych antigent.

Z&vérem |ze fici, Ze préce obsahuje kvantitativni sledovani humordlni imunity proti nékolika
antigenam u osob sledovanych déle nez 10 roka. V podminkach, kdy je bézna casta expozice,
nebo opakovana vakcinace proti danému agens, pocet pamétovych B bunék nekoreluje stitry
protilatek. To naznacuje, Ze periferni pamétové B bunky a plasmatické bunky produkujici
protilatky mohou predstavovat na sobé nezavisle fizené populace bunék a Zze mohou mit
odliSné role pii pretrvavani ochranné imunity.

Proziti akutni virové ¢i bakteridni infekce ¢asto vede ke vzniku dlouhodobé, az dozivotni
imunity. A¢ je dobie zndm vyznam pretrvavani protilatek pro ochranu zdravi, mechanismy,
které toto pretrvavani ovliviuji, negjsou jasné. Abychom Zzjistili persistenci protilatek po
proziti nemoci, ¢i po ockovani, sledovali jsme zmeny titra protilatek proti raiznym antigenam
v uchovavanych sérech, ziskanych jak v planovanych (ro¢nich) intervalech, tak po nahodné
expozici (nemoc, kontakt, revakcinace). Navic jsme stanovili trvani humora ni imunity béhem
dlouhé doby, v niz nedoslo ke specifickému navyseni — bastrovani titru protilatek.

METODIKA

Osoby

K U¢asti na studii jsme e-mailem vyzvali zaméstnance Narodniho vyzkumného stiediska
priméti v Oregonu. PoZzédali jsme je o souhlas s odbérem vzorka séra pii zarazeni do studie a
o souhlas s odbéry dalSich vzorka séra v planovanych terminech. Odpovédélo 51 osob, které
podepsaly souhlas s U¢asti ve studii po pisemné predaném pouceni a po vyplnéni dotazniku
s podrobnou osobni anamnézou. Jedinou podminkou zafazeni do studie byl poZzadavek, aby
byly k dispozici negméné tii uloZené vzorky séra zgjemce o Ucast ve studii, odebrané tii a vice
let pred zacatkem studie. Tato podminka vedla k vytrazeni Sesti zgjemcu, od zbylych 45 osob
bylo pro k analyzam uZito celkem 630 vzorka séra.



Vzorky byly u pracovniki sprimaty odebirany podle planu jednou roé¢né. Pokud doslo
k Uzkému styku se zvitaty (tj. poskrébani, kousnuti), byl odebrén dalSi, mimoradny vzorek
séra. U skupiny osmi osob byly také vzorky odebirany v tydennich intervalech po ockovani
virem vakcinie se zamérem dledovat akutni fazi imunitni odpovédi. Ke stanoveni titra
protilatek byly uZity ELISA testy.

Ze zavéredného hodnoceni byly vyiazeny neo¢kované, nebo séronegativni osoby, véetné
pracovnikia snaezem nejednoznacnych titra protilatek (méné nez 200 ELISA jednotek)
Cekem bylo vyrazeno devét osob. Ke statistickému zpracovani vysledka vySetieni hladin
protilatek byly vyuzity nékolikeré pocitacove programy.

VYSLEDKY

Vzorky sér a charakteristika vySetiené populace

Celkem bylo ziskano 630 vzorki sér od 45 osob. Mezi nimi bylo 21 muzi s24 Zen
pramérného véku 3748 let (rozpéti 23-59 let), bélocha bylo 38. Vétdina sér byla odebrana
v pldnovanych terminech, ale 50 sér (7,9 %) bylo odebrano mimoradné po tésném kontaktu se
zviretem. Od kazdého pracovnika bylo béhem pramérné doby 15,2 let sledovani ziskano
pramérné 14 vzorka séra (median 11) . V¢tSina osob byla ockovana proti variole v détstvi a
prozila ndkazu virem spalni¢ek, piiusnic, zardének, EB-virem a VZ-virem. Nikdo nemg¢l
n&jaky specificky imunodeficit.

Persistence specifickych protilatek v séru

Antigen Ochranny Pocet Polo¢as rozpadu protilatek 2
titr imunnich®
1U/ml n (%) let (95 % interval spolehlivosti)

Tetanus® 0,01 42 (93) 11(10-14)

Z&skrt 0,01 40 (89) 19 (14 -33)

vzv : : 50 (30-153)

Vakcinie 3,8 28 (62) 92 (46-x)

Zardénky 10,0 39 (87) 114 (48-x)

EBV . . 115(63- )

Priusnice . . 542 (90- )

Spalnicky 0,2 41 (91) 3014 (104 - )

1) = Tyto hodnoty vychézi ztitru naezeném v poslednim vzorku séra odebraném pred

ockovanim vakcinou MMR, nebo pred bustrem protilatek pii epidemii v roce 1999.

2) = U nékterych antigent nedochazelo k poklesu protilatek, proto nebylo mozné stanovit
polocas jejich rozpadu. Rozdily mezi persistenci protildtek u muzi nebo Zen nebyly statisticky
vyznamné.

3) = Pocet imunnich viagi tetanu a zadkrtu je dan stizlivym odhadem, nebot’ piedpokladana
ochranna hladina protilatek proti obéma antigenim je pod hranici detekce
imunoenzymatickymi testt.

Protilatky proti viru vakcinie

Jednou z moznosti pro uchovani dlouhotrvgjici imunity vacéi patogenu, ktery v téle
nepieZivd, je opakujici se reexpozice tomuto patogenu. K objasnéni této moZnosti jsme
sledovali protilatkovou odpovéd’ po oc¢kovéani proti variole. Ze 43 osob narozenych pied
rokem 1972 mélo protildtky proti viru vakcinie 39 (91 %) osob. Rutinni o¢kovani proti
variole bylo v USA zruSeno roku 1972, necirkuluji zde ani jiné orthopoxviry patogenni pro
lidi. Pred rokem 2003, v némz bylo osm osob zarazenych do studie preockovano proti variole,
jsme nadli jen u dvou osob vzestup hladiny protildtek. Predpokladanou ochrannou hladinu
specifickych protildtek melo 28 (62 %) ze 45 osob. Titry Kklesaly velmi pomalu, odhad




polo¢asu jejich vymizeni ¢&ini 92 let ( p¥i 95 % intervalu spolehlivosti 46 let aZ
nekone¢no).

Protilatky proti viru spalni¢ek

Vyskyt spalnicek v USA je dnes raritou, stdle vsak hrozi moznost jegjich importu ze
zahrani¢i. Béhem studie nadli u péti osob zvySeni titru spalnickovych protilatek. Ukazalo se,
Ze jedna osoba byla preotkovana MMR vakcinou, u c¢tyi stoupl titr po jeich styku
snemocnymi  primaty pfi  epidemii  roku 1999, vyvolané necharakterizovanym
paramyxovirem. Podle titra protilatek v poslednim odebraném vzorku séra pred epidemii
z roku 1999, nebo po buastru pri epidemii, mélo ochrannou hladinu spalni¢ckovych protilatek
43 (96 %) ze 45 sledovanych osob. Predpokléddand ochranna hladina cinila nggméné 0,2
IU/ml. Pokles hladiny spalni¢kovych protilatek byl nevyznamny, tyto protilatky nejspise
pietrvavaji po cely Zivot. Odhadovany polo¢as rozpadu byl 3014 let (pii 95 % IS 104 let
az nekoneéno).

Protilatky proti viru piiusnic

V této skupiné melo parotitické protilatky 41 (91 %) ze 45 vySetiovanych osob. Dvé byly
pieockovany MMR vakcinou, u jinych dvou doSlo ke kratkodobému zvySeni hladiny
protilatek. Mohl to byt nésledek expozice ptirozené komunitni infekci virem parotitidy. Tato
incidence 0,3 pripadti/1000 ¢lovekoroki) je v souladu se stalym poklesem prevalence
parotitidy po zahgeni rutinniho o¢kovani v roce 1977. Protilatkova odpovéd’ na virus
parotitidy byla, podobné jako u spalni¢ek, dlouhodoba ( odhad polo¢asu rozpadu je 542
let, pii 95 % IS 90 let aZz nekoneéno) a hladiny nijak vyznamné neklesaly (P=0,69).

Protilatky proti viru zardének

Pred zahgenim ockovani proti zardénkam v USA (sedmdesata |éta 20. stoleti) byla tato
infekce nejéastéjsi pricinou vrozenych vyvojovych vad déti. V nasi skupiné mélo zardénkové
protilatky 40 (89 %) ze 45 osob. Predpokladanou ochrannou hladinu protilatek (ngiméné 10
IlU/ml) melo 39 (87 %) ze 45 osob. Hladiny se téméF neménily, odhadovany polo¢as
rozpadu byl 114 let (p¥i 95 % IS od 48 let do nekone¢na).

Ackoli opakovana expozice sledovanym, nebo jim sérologicky blizce pribuznym viram,
muze bustrovat hladiny protildtek, vySe uvedené vysedky ukazuji, Zze pro dlouhodobé
pretrvavani protilatek proti viriam vakcinie, spalni¢ek, priusnic a zardének neni nutny
opakovany styk s témito viry v populaci, nebo opakované proziti nakazy.

Protilatky proti viram Epstein-Barrové a varicella-zoster

Na rozdil od akutnich virovych infekci mohou pri chronické a latentni nékaze viry v téle
bud’ persistovat, nebo u latentni infekce dojde k jejich aktivaci, coz ma za nésledek bustr
imunity u infikované osoby. Ze 45 sledovanych osob m¢lo protilatky proti EBV 37 (82 %)
osob. U jedné osoby do3lo ve sledované dobé k sérokonverzi, u ¢tyi docasné zvySeni titra
signalizoval o reaktivaci, nebo opakovanou expozici viru. Protilatkova imunita proti EBV se
vSak vyznamné nesniZzovala a zda se, Ze je dozZivotni.

Naopak titry protilatek proti VZV ¢asto kolisaly. Protildatky mélo vSech 45 sedovanych
osob, u 10 (22 %) z nich hladina protilatek docasné stoupla. Dvé osoby uvedly ataku oparu,
jedna mohla byt ve styku scerstvé ockovanym ditétem, u Sesti osob nezjistili moznou
expozici VZV, o jedné osobé chybély informace. Hladina protilatek pomalu klesala,
odhad polo¢asu rozpadu ¢ini 50 let. A¢ infekce VZV je latentni a ¢asto u ni dochéazi
k reaktivaci ¢ reexpozici,  vyvolava nejkratSi persistenci protilatek ze vSech
vysetiovanych virovych infekci.



Protilatky proti tetanu a zaskrtu

Ockovani proti tetanu a za&Skrtu bylo doporuc¢ovano jiz ve 40. letech 20. stoleti, u
dospélych predevSim kombinovanymi toxoidy tetanu se zaskrtem. Po ockovani dodlo
k prudkému poklesu incidence obou nemoci a k pretrvavani protildtek. Za ochranny titr
tetanickych protilatek je povazovana hodnota 0,01 1U/ml. Titry p¥i ELISA vysSi nez 0,16
spolehlivé prokazatelnd hodnota protilatek v ELISA testu. Ochranu vSak mohou zajistit
i nizsi titry, takze skuteény pocet imunnich osob muze byt vétsi. Bustry tetanickych
protilatek nadli u 27 ze 31 vySetiovanych osob. Jejich hladina klesala pomérné rychle,
odhad polo¢asu rozpadu byl 11 let (95 % IS 10-14; P<0,001). Podobny vysledek byl
ziskadn u modelu pred vice nez 40 roky.

Aby s ovetili, Ze rychly pokles protilatek proti tetanu plati i pro jiné proteinové antigeny,
sledovali také imunitu vici zaskrtu. Za ochrannou hladinu zaskrtovych protilétek se povazuje
hodnota vysSi nez 0,01 1U/ml. Ze 45ti ndmi sledovanych osob mélo 40 (89 %) osob hladinu
vySSi nez ndmi stanovenou limitni hodnotu 200 ELISA jednotek (0,04 1U/ml). Je mozné, Ze i
zbylych pét osob bylo imunnich, ale to jsme nemohli ovéfit. ZvySeni hladiny z&Skrtovych
protilatek typicky provézelo soucasné zvySeni hladiny tetanickych protilatek, navozené
podanim kombinované Td vakciny pro dospélé osoby. Analyza ukézala, Ze polo¢as rozpadu
zaSkrtovych protilatek je asi 19 let ( 95% IS je 14-33 let; P<0,001). Je ziejmé, Ze délka
piretrvavani protilatek je znaéné ovlivnéna sloZzenim antigenu. Bilkovinné antigeny
navozovaly kvantitativné kratSi persistenci protilatek, nez jaka je pozorovand u
virovych infekci.

Persistence protilatek u jednotlivci

Jedna hypotéza o dlouhodobém pietrvavani protilatek predpoklada, Zze k nému prispiva
stimulace pamétovych B bunék nespecifickymi antigeny. Abychom ovéfili pripadny vliv
heterologni infekce a ockovani, sledovali jsme u ¢tyi osob protildtkovou odpovéd’ na osm
antigenu po vice nez 25 let a po oc¢kovani proti variole i v tydennich intervalech. Béhem
sledovéani dodlo k obvyklym zménam hladiny protildtek po preockovani proti tetanu a zaskrtu,
k sérokonverzi u infekce EBV, po opakované expozici nebo resktivaci VZV. Tyto zmeny
vSak mely jen maly vliv na hladiny protilatek vac¢i dalSim sledovanym antigenam. Presto, Ze
po revakcinaci virem vakcinie dodlo aZ kcca 4000% vzestupu specifickych protilatek,
zménila se hladina protilatek vuci sedmi dalSim sledovanym antigentim jen malo, nebo vibec
ne. Tento ndlez naznatuje, Ze prileZitostnd nespecificka aktivace imunitniho systému je
jen stézi mechanismem, ktery udrzuje dlouhodobé piezivani specifické imunity.

Individualni odchylky persistence protildtek svédéi o tom, Ze i kdyZ vyznamny podil na
persistenci ma sam antigen ktery je vyvola, neni jedinym faktorem o persistenci
rozhodujicim. Uplatiiuje se asi také jeden, ¢i nékolik dalSich faktoria, které zatim
nezname.

Pamétové B-buriky a jejich souvislost s hladinami protilatek

Plasmatické bunky bud’ udrzuji hladiny protilatek samy o sobé, nebo je k tomu potiebné
jgjich zmnoZeni proliferaci a diferenciaci pamét'ovych B-bunék. VSechny teorie vychézejici
ze zévidosti pretrvavéani protildtek na pamétovych B-bunkach predpokladaji, Ze musi byt
souvislost mezi poctem téchto bunék a hladinami protilatek. Pomoci dilu¢nich analyz jsme
zZjigtili, Ze pamét'ové B-buiiky jsou v krevnim ob&hu ptitomny pozoruhodné dlouho.

Vyznamna korelace po¢tu pamét'ovych B-bunék s hladinami protilatek byla zjisténa po
proziti spalni¢ek, priusnic a zardének, ne v3ak po infekci virem vakcinie. Vyznamna korelace
v3ak chybéla po infekci VZV nebo EBV (vznik latentni infekce), nebo po ockovani proti



tetanu a zaskrtu. Tésnost korelace se u raznych antigenti velmi odliSovala coz naznacuje, Ze
pocet pamétovych B-bunék neni dobrym prognostickym znakem pro vysi hladin
protilatek v séru. Zda se, Ze pomnoZeni kratce Zijicich plasmatickych bunék, vyvolané

v

DISKUSE

Sledovali jsme pietrvavani protildtkové reakce na osm antigeni po dobu az 26 let. Po
infekci Zivymi viry byl polo¢as rozpadu protilatek 50 a vice let, v Fadé p¥ipadia nebyl
pokles protilatek prokazatelny. Naopak protilatkovd odpovéd® na proteinové,
nereplikujici se antigeny (tetanus, zaskrt) se pomérné rychle sniZzovala (odhad polo¢asu
rozpadu byl 11 -19 let). To naznaduje, Ze u nékterych osob hraji na persistenci
protilatkové imunity vyznamnou roli dalsi specifické mechanismy.

Pramérny vék osob byl na konci studie 52 let, vétSina z nich proZila v détstvi prirozenou
infekci viry spalni¢ek, piiusnic, nebo zardének. Nevi se, zda imunita navozena otkovanim
trva stginé dlouho jako po proZiti nemoci. | kdyZ se titry protilédtek po ockovani zdaji niZsi,
nez titry po prirozené infekci, dlouhodobé sledovani imunity vaci spalnickam, piiudnicim a
zardénkdm naznacuje, Ze postvakcinaéni protilatkovd pamét® mize byt stejna jako po
onemocnéni. Tento Usudek je vSak zaloZen jen na velmi malém vzorku osob (2-5) a diive
nez bude mozné ucinit statisticky vérohodny zavér, musi byt uskutecnény dalSi porovnavaci
studie. Ziskani informaci o persistenci protilatkové paméti je v soucasnosti zvlasté daleZité,
nebot’ jgji bastrovani pii asymptomatické infekci je stdle fidsi ndsledkem klesgjici cirkulace
divokych vira v populaci.

Predpokladaji se dva hlavni mechanismy pro udrZzovani dlouhodobé humoralni imunity:
tvorba protildtek kratce Zijicimi plasmatickymi bunkami, fizena pamétovymi B-bunkami,
nebo tvorba protildtek dlouho Zijicimi plasmatickymi buiikami, nezévida na pamét'ovych B-
bunkach. Pokud je podstatou persistence protilatek aktivace polyklonanich B-bunék, pak by
mela byt doba pritomnosti protilatek stejna bez ohledu na specifi¢nost antigenu.

Hypotézy o zavidosti na pamétovych B-bunkach navic vyzaduji, aby po kazdé infekci
byla zachovana souvislost mezi hladinou protilatek a poctem pamétovych B-bunek,
pringmenSim naperiferii krevniho obéhu. Takova korelace byla nalezena jen v nekterych
piipadech. Platilo to u infekce virem spalnicek, piiusnic a zardének, ne viak u infekce virem
vakcinie, varicella-zoster, Epstein-Barrové, ¢i u tetanu, nebo zaskrtu.

Pokud jsou pamétové B-buiky a protilatky regulovany nezavise na sob¢, mohla by
mnohocetna opakovana expozice antigenim vést k jegjich odlisnym hladindm. Ve prospéch
druhé hypotézy svédéi nalez, Ze antigeny, jimZ je organismus exponovan opakované pri
revakcinaci, nebo pii aktivaci latentni virové infekce, vykazuji nejslabsi korelaci mezi poctem
pamétovych B-bunék a titry protilatek. Podobné se v jedné studii ukazalo, Ze mnohodetné
oc¢kovani proti tetanu vedlo k stdlému zvySovani pamétovych B-bunék bez soué¢asného
stoupani titri dlouhodobé preZivajicich protilatek. Také to signalizuje, Ze regulace
pamét'ovych B-bunek atvorby protilatek spolu nesouvisi.

Trvani humordni imunity mohou neptiznivé ovliviiovat razné okolnosti, vcetné
imunodeficita, nebo chemoterapie. Tyto mohou vést k rychlgjSimu Gstupu hladin protilétek
nez jaké jsme zaznamenali. Stejné tak naSe vysledky se opirgji o protildtkovou odpoved
podminénou T-bunkami. Ta se miZe liSit od obvykle kratkodobé humordni imunity proti
antigenim nezdvidym na T-bunkach. Lepsi poznani faktoru, které rozhoduji o pretrvavani
specifickych protildtkovych reakci bude dulezité jak pro vyvoj novych vakcin, tak pro
stanoveni intervalt revakcinace, potiebnych k udrZeni ochrannych hladin protilatek.

40 citaci, kopie u piekladatele



Poznamka piekladatele

Negjprve se zmem, pak s udivem jsem ¢etl vySe uvedeny ¢lanek. Se zgmem proto, Ze
potieba pieockovani a intervaly mezi zakladnim ockovanim a preo¢kovanim (-mi) jsou stale
¢asto probiranym tématem. Negjen pri ,tvorbé” ofkovacich schémat a kalendari, ae i pri
zvazovani moznosti jak a kde zgjistit co negjvySSi Ucast ockovanci a zejmeéna, zda pripadna
revakcinace je ekonomicky opodstatnénd a u nas v souc¢asnosti finanéné inosna.

Sadivem jsem ziral na uvadéné doby persistence specifickych protilatek proti Zzivym
virovym nédkazdm. Rad se dovidam, Ze ockovani vakcinami MMR vede ke stginé
dlouhotrvajici humordni imunité (prakticky doZivotni), jako proZiti ptirozené infekce témito
viry. Kdyz vSak tento ndlez konfrontuji snedavnymi epidemiemi parotitidy i u opakované
ockovanych osob, ato ngjen u nas, ale v fadé stétu, vtiraji se pochyby o :

(1) spréavné dg onemocnéni ajeho hlaseni,

(2) kvalite pouzité vakciny,

(3) jgim spravném uchovavani a aplikaci vakciny,

(4) antigenni shodé vakcindniho viru s epidemickym virem,

(5) zobecnovani vysledka ziskanych namalém (az minimalnim) pocétu Ucastnika studie.

Dovoluji s pripomenout praci Cohenové a spol. o odhadu U¢innosti ockovani v epidemii
parotitidy v Anglii béhem let 2004-2005 (SMS 31). Metodou detekce specifickych protildtek
ve dlinach ockovancu zjistila, Ze podil déti s ochrannou hladinou protilatek po dvou davkéch
vakciny klesl z 99 % vysetienych déti ve véku 5-6 let (IS 97-99,5 %), na86 % (IS 74-93 %)
u déti vysetrenych ve véku 11-12 let. Mezi velikosti ochrany po jedné ¢i dvou davkach
vakciny MMR byl statisticky vyznamny rozdil ( p<0.001). Usoudila, Ze pric¢inou vzniku
epidemii P u starSich otkovanci muze byt klesgjici imunita.

Podle zkuSenosti z CR vét&ina onemocngv&ich ockovanci dostala posledni davku vakciny
pied 6 — 13 roky. Na pienosu viru parotitidy se podili ngen nemocni, ae i osoby
s asymptomatickym prabéhem infekce, které ve slinach po 2-3 tydny vylucuji virus. Jgjich
podil mezi infikovanymi osobami maze byt 30 aZz 40 %. V populaci Svysokou
proockovanosti zietelné chybi bastrovani imunity cirkulaci divokého viru, proto pokles
postvakcinatni imunity se jevi pravdépodobnym. Zjisténi dlouhodobého pretrvavani
ochrannych titra protilatek proti viru parotitidy ve vySe uvedené studii vSak oponuje
empirickému zavéru ze soucasnych epidemii parotitidy o zhruba desetileté persistenci
ochranného titru postvakcinacnich protilatek u vétSiny ockovanci.

Naopak se zeggména u nas ukazalo, Ze imunita u osob fadn¢ ockovanych proti tetanu (déti i
dospélych, imunizovanych pii celondrodni akci) je podstatné delSi, nez by podle vysedka
persistence protildtek ve zde uvedené studii vyplyvalo. Podili se na tom vySSi pocet
pamét'ovych T-bunék ?

Nastinéné rozpory lze snad vysvétlit jednak malym poétem (45) osob zarazenych do
studie, jednak tim, Ze jde o pracovniky jednoho Ustavu, coz jisté neni reprezentativni vzorek
celé populace. Obavam se vSak, Ze podobné dlouhodobé monitorovani protilatek u velké a
reprezentativni  kohorty osob, které by mohlo poskytnout vérohodné informace, je
v nedohlednu.
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