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ABSTRACT

In a longterm study from 1998015 we endeavoured to ascertain if newborn Imunoglobulin
E (IgE) in cord blood was predictive for allergic disease frdyed's of life.

We examined more than 4000 samples of cord blood in those families with a history of allergy.
Samples were taken throughout the year. Significant differences were observed in seasonality,
duration of pollen exposure and the weather.

The resits were presented graphically from years 2€8110. From the results it is evident
that allergies were concomitant in families with a history of allergy. Allergic symptoms have seen a
shift in the last decade, into the first year of life. The dominare aflboth parents is significant at the
level of one promile. We found that high IgE levels, together with a positive family history, are strong
reasons for preventive intervention using gastrointestinal microflora. We are aware of the current
emphasis regrding the effects of microbiome on the immuadlergic state of all organisms.

From 2005 we therefore use a per oral vaccine containing a lyophilisegatbogenic E.coli
strain up to the end of the sixth week of life in families with elevated IgE ausitive family history
of allergy. In the following 10 years it became evident that in 90% of treated patients, the concentration
of IgE decreased to normal levels. Furthermore, the morbidity, levels and numbers of allergic events
in treated patients wagalso observed to be significantly reduced. We therefore then began evaluating
Immunoglobulin G and A (lgG, IgA) in these groups, compared the values with controls, and then
processed the results statistically.

During the period after the first year ofdithere were significant correlations between cord
IgE and serum levels of IgE, IgG and IgA, and between IgG with IgA. The correlations at one and three
years were significant at the level of one promile. In all treated individuals illness rates wetewery
As expected, IgE levels normalised in the majority of cases. The highly beneficial effect of therapy on
illness rates compared with the control group is repeatedly apparent in the graphical representation
of results. This live probiotic per oral vaes, which is a physiological part of the gastrointestinal
microflora, may well redirect immunologic memory of the Th2 allergy phenotype sooner than the
immunologic response to the external environment.

Neonates born to parents with alergies had increaséalels of advanced glycatioend
LINE RdzOGGa 06! D90&0 Ay GKSANI dzvoAt A0t O2NR o0f22R®
glucose or fructose in blood. This causes increased oxidative atrdsan increased probability of
allergy and asthma y OKAf RNBya Fdzidz2NBE® ¢KS yS3IriigsS STFFSO
2U0KSNJ | yiGAZ2EARL Y a dendybeficBcatioNdd profelhdNdndSfiRe radecalsyNoy
Syl evFLdAO Ftel0riAaz2y odalAftfl NROAKABI DUB2yFa NV¥BRI
oFasSazx tFAGSNI 2y ! YIFI R2NAO& LINRPRdAZOGAZI 6KAOK | NE
such substances is different, for example pentosidine, pyrraliregrNoxylmethyllysine and others.
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We therefore propose thatsu@ KA f RNBY aK2dzZ R 6S F2fft26SR gAl
by antioxidants, andgE throughout life.
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1.2 ALERGIE
1.2.1 Genetika alergie
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2.3 Probiotika, prebiotika a atopie
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2.5.14 Charakteristiky probiotik
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plvodni prace —

Vyznam stanoveni
pupecnikového imunoglobulinu E ve vztahu
k rodinné anamnéze alergie

The importance of assessment of immunoglobulin E in cord serum
from the aspect of family history of allergy

JIRM LISKA, VACLAV HOLECEK, MONIKA KEPKOVA, STEPANKA SOBOTOVA

Mulac¢ova nemocnice, Plzen

SOUHRN

V dlouhodobé studii (1998-2010) jsme chtéli stanovit, zda hladiny imunoglobulinu E v pupe¢nikové krvi jsou predikaci pro alergickd onemoc-
néni do 18 mésici & do 6 let véku. VEasna detekee sklonu k alergii méa velky prognosticky vyznam. Podrobna alergicka anamnéza rodice je
nutna. Rodinna alergicka zat&z je nepochybné rizikovym faktorem rozvoje alergie.

VySetiili jsme celkem 3619 vzorkii pupeénikové krve chemiluminiscenéni metodou (Immulite) a od r. 2003 az do dneska metodou ELISA
na IgE a IgA. V prvé sledované skuping (1998-2002) bylo vy3etfeno 962 vzorki. Ve druhé sledované skupin& (2003-2010) bylo vy3etfeno
2657 vzorkii. Metodika neméla vliv na vysledek. Nabéry i vySetieni byly provadény celoroéné po celou uvedenou dobu. Ukdzaly se rozdily
v sezénnosti, které jsou v praci podrobng graficky dokumentovany. Z vysledkii je patrné, Ze alergie se sdruzuje s rodinnou anamnézou, i kdyz
nalezy nemusi byt vzdy jednoznané. Pfesto se vztahuji nepfimo k pfedchozi rodinné anamnéze. Prvé priznaky alergickych projevii se v po-
slednich desetiletich posunuji do prvnich let Zivota. Dokonce se jevi, Ze ovlivnéni budouciho novorozence alergii je uvazovano v poslednich
6 tydnech gravidity. V poslednich dvou letech jsme méli dokonce moznost korelovat vy3etfené hodnoty s pylovym kalendafem. Z vysledka
Ize vyzdvihnout dominujici roli obou rodi&i pfi vzniku alergie. Tyto jsou statisticky vyznamné na hlading 1 promile. Proto se domnivame, ze
vysoké hodnoty pupecnikového IgE jsou diivodem, spolu s rodinnou anamnézou, k preventivni intervenci mimo jiné ovlivnénim mikrobidlni
flory gastrointestrialniho traktu.

Klicova slova: imunoglobulin E, alergie, imunita

SUMMARY

In the long-termed study (1998-2010) we wanted to estimate , whether the level of imunoglobulin E in cord blood may predict the allergic
disease in 18-months or in 6 years of the life. The possibility of allergic disease in time is of a great prognostic value. The importance of of
detailed allergic history of parents is necessary. The family allergic load is doubtlessly the risk factor of allergy developtment.

Quite 0f 3619 samples of cord blood were i 1 by chemilumini methods (Immulite) and from the year 2003 up to now by ELISA
method on IgE and IgA. In the first group (1998-2002) were examinated 962 samples, in the second group (2003-2010) 2657 samples. The
methods didn’t influence the results. The blood uptakes and examinations were produced during the whole mentioned time. There are diffe-
rences between the season. This is documented in graphs. From the results is apparent, that allergy is combined with family history, even if
the results may be sometimes not unambiguous. In spite of it they are in relation with not directly previous family history. The first symptoms
of allergic manifestation in last decads are shifted to the first years of the life. Even the affect of the future newborn by allergy may be present
in last 6 weeks of pregnancy. In last two years we had the possibility to correlate our results with the pollen calendar. From the results we can
evaluate the dominant role of the parents in the development of allergy. These are statistically significant on the level of 1 per mille. Therefore
we suppose, that the high values of cord blood IgE is the reason, combined with family history. to the preventive intervention and to influence
the microbiological flora of gastrointestinal tract.

Key words: imunoglobulin E, allergy, immunity
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Uvod

Smyslem nasi prace je snaha o vyjasnéni problematiky
pupecnikového IgE. Soucasné ovéfit, zda pupeénikové
IgE je zavislé na faktorech, jako je ro&ni doba porodu
a sezénnost. Zjistit i rozdily mezi atopickymi a neatopic-
kymi rodici. Jsme vedeni snahou o budoucnost nejen nut-
riéni prevence alergie, ale i ovlivnéni alergickych projevii
ve vztahu k dnes jiz pfedpokladané tloze stievni flory.
Kladli jsme si také za ukol, zda mize byt pupeénikovy
IgE v pievazné vétsing pripadt markerem rozvoje alergie.

Material a metoda stanoveni

V letech 1998-2002 jsme odebirali vzorky 2 ml pupeg-
nikové krve a po jeji centrifugaci byla stanovena hladina
IgE na chemiluminiscen¢nim analyzatoru IMMULITE
firmy DPC s rozsahem méfeni od 1,0 [U/ml do 2000 U/
ml. Piestoze vyrobce udava stabilitu koncentrace 3 dny
pii 2-8 °C, bylo méfeni provadéno nejdéle do 24 hodin
po odbéru. Hemolytické vzorky byly sice analyzovany,
ale vzhledem k moznému vlivu hemolyzy nebyly do pre-
zentovaného souboru zafazeny. Fyziologické hodnoty de-
klarované vyrobcem jsou uvadény do 4 [U/ml.

Od roku 2003 do roku 2010 se vySetfovani provadé-
lo metodou ELISA (sety firmy RADIM, rozsah mé&feni
0,4-1000 IU/ml), fyziologické hodnoty deklarované vy-
robcem do 2 [U/ml.

Soubor a vysledky

Celkem 3619 vysetienych vzorkii pupeénikové krve
fyziologickych novorozencti

Priamérné hladiny ve skupindch od roku 1998-2002

tvoif celkem 962 vzorki pupeénikové krve. Podle ro-
dinné anamnézy odebrané od matek jsme rozdglili novo-
rozence do 4 skupin (graf 1).

A — 174 déti s alergii obou rodi¢t

B — 577 déti s alergii matky

C — 144 déti s alergii otce

D — 67 déti — kontrolni soubor

Skupina vysettovanych v letech 1998-2002

Kruskal Wallisuv test

Uroveii Cetnost Median | Kvartil Rozpéti

A 174 7800 4600 11100

B 576 6500 3300 10200

C 144 6200 2800 11000

D 67 2500 1400 2500
Mann-Whitneyiiv test

Srovnani Grovni P

AD +++

B:D +++

(@] +++

+++ statistickd vyznamnost na hladiné 1 promile
vysvétlivky: A. oba rodice B. matka C. otec D. kontrolni skupina

Grafické znazornéni viz graf 1.
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Graf 1: Hodnoty pupecnikového IgE u jednotlivych skupin pacientii (1998-2002)
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Skupina vysetfovanych v l1étech 2003-2010

Primérné hladiny ve skupinach od roku 2003 do
roku 2010

tvori celkem 2657 vzorkd pupeénikové krve. Podle
rodinné anamnézy odebrané od matek jsme rozdélili no-
vorozence do 4 skupin.

A —263 déti s alergii obou rodic¢t

B — 1934 déti s alergii matky

C —430 d&ti s alergii otce

D — 30 déti — kontroln{ soubor

Kruskal Wallisiiv test

Uroven Cetnost Median Kvartil Rozpéti
A 263 2340 1260 4220
B 1976 1910 1090 3390
C 436 2030 1160 3280
D a4 1210 1000 1750

Mann-Whitneyiv test

Srovnani irovni

A:D +++
B:D +++
D +++

- statistickd vyznamnost na hladiné 1 promile

vysvétlivky A. oba rodite B. matka C. otec D. kontrolni skupina
+++ statistickd vyznamnost na hladiné 1 promile

++ statistickd vyznamnost na hladiné 1 procento

+ statistickd vyznamnost na\ hladiné 5 procent

Grafické znazornéni viz graf 2.
Pro zajimavost jsme zdokumentovali procentuélni roz-

loZeni nej¢astéji anamnesticky zjisténych alergii u rodich
novorozenct — tab. 1.

Procentudlni rozloZeni nejéastéji anamnesticky zjisté-
nych alergif u rodi¢i novorozencii.

plvodni prace —

Tab. 1:

Sledované skupiny 1998-2002 2002-2006
alergie pyly 40 % 43 %
alergie pefi 3,5% 33%
alergie prach 20% 25%
alergie roztoce 52% 6,0%
alergie pliser 2,6% 2,7%
alergie potraviny 2,2% 3,6%
alergie bakterie 1% 1,5%
alergie vcela, vosa 52% 4,8%
alergie kontaktni kovy 35% 3,5%
alergie kontaktni chemikalie 6% 6,5 %
alergie léky 152 % 122%

Uvadénou sezénnost mé&si¢nich hodnot v jednotlivych
letech dokumentuji vybrané grafy 3,4, 5 a 6.

Z prilozenych grafii, dokumentujicich hodnoty pupe¢-
nikového IgE v letech 1998-2010 je evidentn& patrnd
sezénnost vy3etfovanych hodnot.

Diskuze

Po fyziologickém porodu lze jiz za 5-10 minut proké-
zat vagindlni fléru v Zzalude&nim obsahu a za 3-24 hodin
dochazi k osidleni stfeva. Stfevni mikrofléra chrani stiev-
ni sliznici pred kolonizaci patogeny a ovliviiuje sttevni
peristaltiku. Prvni se objevuji fakultativné anaerobni
kmeny, hlavné E. coli. Situace je komplikovangjsi u ne-
donosenych déti, kde nosokomialni infekce predstavuje
zédvazny zdravotnicky problém. V poslednich dekadéch
je pozorovan vyrazny néastup alergickych onemocnéni
s maximem vyskytu v détském vé&ku, a proto se vyzkum
etiopatogeneze zamé&fuje i na prenatalni a perinatalni ob-
dobi a faktory pasobici v raném détstvi. Studie ukazaly,

shupra A B C v D 813t vyaramecst vidy na Hadnd | prormie

Graf 2: Hodnoty pupecnikového IgE u jednotlivich skupin pacientit (2003-2010)
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Graf 3: Pribéh primérnych hodnot pupecénikového IgE v roce 1999-2000
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Graf 4: Prabéh primérnych hodnot pupeénikového IgE v roce 2001-2002

ze k ovlivnéni imunitniho systému mize dojit jiZ intrau-
terinng, kdy nékteré alergeny maji schopnost prochézet
placentou (14). Za kritické obdobi, kdy vlivem vnéjsich
faktor mize dochazet k imunologickym zménam a na-
slednému vyvoji atopie, se povazuji prvé mésice Zivota.
Také se v minulosti prokazala pozitivni asociace mezi
kontaminaci placenty a zvy$enim IgE v pupeénikové
krvi. Stejné tak se prokazalo, Ze déti z venkovskych re-
gionti maji nizsi koncentraci pupeénikového IgE. Imu-
nitni systém novorozence je v prvnich mé&sicich nezraly
a vyviji se postupné tak, aby byl schopen poskytnout
optimélni ochranu. Novorozenec tvori jen malé mnoz-
stvi imunoglobulinti, schopnost bun&k specifické imunity
reagovat na antigeny je omezena. U novorozenct je pri-
mérné posunutd nerovnovéha mezi Thl- a Th2-lymfo-
cyty ve prospéch Th2, a tim je i vy3$8i moznost atopické
senzibilizace. Také moznost senzibilizace plodu jiz od

22. tydne gravidity, polygenni zéklad, zvy$ena tvorba
IgE, IL4 a IL5 piedstavuji dalsi rizikovy faktor. Novoro-
zenci maji také nedostate¢né vyvinutou slizniéni bariéru,
coz piedstavuje vy$§i moznost propustnosti pro alergeny.

Zv14sté u déti, jejichz jeden nebo oba rodiée jsou aler-
gici, se dnes povazuje za vhodné v novorozeneckém véku
vysetfit krev na pritomnost IgE. Pokud je zjisténa vy3si
hladina, je tento povazovan za potencialniho alergika (11,
21), zvlasté v prvych mésicich zivota (11). Geneticka vy-
bava jedince vyrazn& ovliviiuje vznik a pribéh alergic-
kych reakci. K tomu si pfipomindame vyjadieni nadeho
plzeiiského uditele prof. MUDr. V. Zavézala, DrSc. o tom,
ze kdyz se ¢lovek zbavil tézkych epidemii infekei, tak
jeho imunitni systém, nemaje co na préci, zacal reagovat
na bézné véci, jako jsou pyly a podobné& (23). Pripomi-
né to jina sdéleni, Ze alergickd onemocnéni jsou cenou
za osvobozeni od infekénich a parazitarnich chorob. Na
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Graf 5: Prubéh prumérnych hodnot pupeénikového IgE v letech 2003-2008
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Graf 6: Pribéh primérnych hodnot pupeénikového IgE v roce 2009 a 2010 véetné smérodatnych

odchylek (SD)

druhé strané vyznamné potladeni infekci nedava ale tiplné
a kone&né vysvétleni pro zvySovani prevalence alergic-
kych stavii (16). Dé se o¢ekavat rozdilny vliv genetického
pozadi na vznik astmatu, atopické dermatitidy a dalSich.
Duilezitou roli hraje chromozom 5. kde je cela oblast ob-
sahujici geny pro fadu cytokint, napf. 1L4. KliGovym
mediatorem alergickych reakci je ale IgE (23). Dalsi dii-
lezita oblast, souvisejici s hladinou IgE, byla zjisténa na
chromozomu 5 v oblasti molekuly CD14. Tento receptor
zajistuje smér imunitni odpovédi, véetné smérovani re-
akce k TH2 typu imunitni odpovédi. Musime si pfitom
uvédomit, Ze imunitni systém novorozence nema speci-
fickou imunitni pamét’.

Takzvana hygienicka hypotéza (15) uvadi, ze nedo-
state¢né expozice mikrobialnim antigentim je faktorem,
piispivajicim k rozvoji alergie. Faktory, jako v n&jakém
sméru odlisné slozeni stievni mikrofléry, nizké hladiny

bifidobakterii a vysoké hladiny clostridii predstavuji in-
dikator pozdéjsiho vyvoje alergii. Hygienicka hypotéza
vychazi z nazord, Ze mikrobidlni stimulace vede k TH1
lymfocytové imunitni odpovédi. Také pii RSV infekei
v raném détstvi se zjistila prevaha TH2-lymfocytt a tyto
d&ti maji pak ast&ji astmatické potize. Stejné tak se uvadi
souvislost po prodélanych atypickych pneumoniich v ra-
ném détstvi.

Preventivni u¢inek kojeni na vyvoj atopie miize byt
zvyraznén vylou¢enim potencialnich alergenti ze stravy
kojici matky, jiz na Grovni bunék pupeénikové krve je
ziejmy alergicky fenotyp, ktery upozoriiuje na zvySe-
nou moznost pozdg&jsiho vzniku alergie. Také vyznamné
vy$8i mnozstvi ILS a IL10 v kolostru alergickych matek
a také v pupednikovém séru jejich déti naznaduji pie-
vazujici ladéni TH2 imunitniho systému. Také sniZena
exprese TGF-B u déti alergickych matek mize prispivat
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k pomalej$imu vyzravéni stievniho epitelu novorozen-
cii a tim usnadiiovat prichod alergent (2,3,6,7). Nebyla
zjisténa zadna korelace mezi sérem matky a novorozence.
Imunitni systém plodu dostava prvé alergenové podnéty
Jjiz v prabéhu té€hotenstvi, nejvice v poslednim trimestru.
Nizké hladiny specifickych IgE proti potravinovym aler-
gentim a alergentim v ovzdusi jsou prokazatelné u vétsiny
norovozenych déti.

CD4 T-lymfocyty z pupeénikové krve déti atopickych
rodi¢d produkuji in vitro vétsi mnozstvi IL4 nez CD4
T-lymfocyty od novorozenct neatopickych rodi¢ii. U no-
vorozencii jsou odpovédi na antigeny zevniho prostiedi
vychyleny k TH2 cytokinovému profilu, ktery je charak-
teristicky pro alergicka onemocnéni. V pribéhu prvého
roku zivota imunitni systém dozrava v disledku expozice
a imunitni odpovédi nabyvaji charakteru TH1 profilu.
U atopickych déti k této reorganizaci nedochazi a dale
pretrvava TH2 typ odpovédi s uvoliiovanim 1L4 a ILS.
Tyto pak hraji klicovou roli v regulaci tvorby IgE. Pii de-
ficitu imunoglobulinu vzniké sou¢asné deficit blokujicich
protilatek, takze snadno sliznici prochézejici antigen je
ve tkanich s mensi intenzitou vyvazan a pravdépodobné
zplsobi zvySenou tvorbu IgE. Na té se podili i deficit
T-supresorovych lymfocyti, ktery je u alergickych cho-
rob prokazan.

IgE je imunoglobulin s relativni molekulovou hmot-
nosti 197 000 a polo¢asem katabolizmu v séru 2-3 dny.
Byl objeven manzely Ishizakovymi v roce 1966, ktefi
bezpeéné prokazali, Ze je nositelem reaginové aktivity
(23). Sérova koncentrace IgE tvoii jen asi 41% celkové-
ho mnozstvi v organismu, zbytek je vazan na receptory
predevsim zirnych bunék a bazofilnich granulocytt. Po-
lo¢as vazaného IgE je 2 tydny. Syntéza IgE je ovliviio-
vana T-lymfocyty 1L4 a genetickym vybavenim jedince.
IgE se z(castni imunopatologické reakce 1. typu, ktera
vede ke klinickym projeviim atopie. K této reakci docha-
zi u jedinct, ktefi maji geneticky podminénou tendenci
reagovat na pritomnost nékterych antigenti (alergent)
nadmérnou tvorbou protilatek isotypu IgE. Syntéza IgE
v embryonalnim stadiu byla prokézana od 1. tydne, tak-
ze jeho koncentrace v pupeénikové krvi je odrazem této
tvorby. Hladiny IgE v séru matky nekoreluji s hladinou
u novorozence. V pupeénikové krvi byla také prokaza-
na piitomnost lymfocyt nesoucich molekuly IgE. Mezi
détmi s vyssi hladinou IgE bylo nalezeno vysoké procen-
to alergif, nékdy zvy3eni predchézi klinické manifestaci
alergickych onemocnéni.

V minulosti byla sledovana imunitni odpovéd’ atopic-
kych zen a jejich plodii ve smyslu u€inkti potravinovych
alergenti v pozdnim téhotenstvi (8). Vysledky ukézaly, ze
upravy mateiské stravy v poslednim trimestru gravidity
ve snaze predchazet atopické senzibilizaci in utero maji
ale mensi vliv na plod, nez se diive ptedpokladalo (4).
Navic dietni omezeni jsou pro té€hotnou Zzenu naro¢na.
Nebyly zaznamenany signifikantni odchylky v hodnotach
IgE v pupeénikové krvi ve skupindch s riznymi dietami
matek. Stanoveni IgE v pupeénikové krvi a u novorozen-
ce nema oviem jen teoreticky vyznam pro poznéni zivot-
ni dynamiky IgE. Ma predevsim nepfiznivy prognosticky
vyznam pro ohrozeni alergii v dalsim obdobi nékolika

let (7,9), jestlize obsah IgE piesahuje o dvé smérodat-
né odchylky nad stanoveny normalni primér. Nékteré
prace také poukazuji na uréitou kontroverznost tohoto
parametru (15,21). Také riziko senzibilizace je v prvych
6 mésicich zna¢né (21). Je dano nizkou hladinou travi-
cich enzymii v zazivacim traktu, nezralym slizni¢nim
imunitnim systémem s nedostate¢né vyvinutou schop-
nosti orélni tolerance a relativné neomezenou absorpci
makromolekul ze sttevniho lumina. Orélni tolerance je
vlastné aktivni proces probihajici v oblasti slizni¢niho
imunitniho systému. Jde o specifickou inhibici imunit-
ni odpovédi po jejim pifedchozim navozeni kontaktem
uréitého antigenu s regulaénimi T-buiikami usidlenymi
v oblasti sliznice stieva. Na sliznici dychacich cest k této
indukci nedochazi, v této oblasti vyvolava stejny antigen
aktivaci, tedy obrannou odpovéd’. Tolerance je vlastné
jedna z aktivnich funkei imunitniho systému zprostied-
kovana supresorovym mechanismem a realizovana pro-
stfednictvim inhibi¢né ptisobicich lymfokint produkova-
nych regula¢nimi T-lymfocyty.

Také u nékterych déti s alergii na kravské mléko jsou
nachazeny vysoké hodnoty IgE v pupeénikové krvi. Mu-
sime brat v tivahu, Ze prvé piiznaky alergickych chorob
se posunuly do prvnich let Zivota. Pro astma to znamend,
Ze téméf polovina ptipadi détského astmatu zaéind v pr-
vych péti letech Zivota. Riziko vyvoje vzniku astmatu
u déti s klinickymi obrazy atopické dermatitidy je vysoké
(18,22). Zajimavé jsou pfitom jiz Gidaje o vétsim vyskytu
pylové alergie u déti narozenych do pylové sezény (1).
Bylo také prokazano, ze u déti do péti let vé€ku je pro roz-
voj astmatu nejvyznamné&jsim pozitivnim faktorem astma
u matky. Pozitivni ovlivnéni abnormalni imunologické
aktivity u déti se zvySenym rizikem rozvoje alergie zpro-
stiedkované IgE protilatkami mize preventivné pisobit
proti vzniku atopie. Kmeny bifidobakterii alergickych
jedinct atopikii se podobaji spiSe slozeni bifidobakterii
dospélych jedincti nez zdravych déti. Tyto nalezy dovolu-
ji predpokladat, Ze odchylky ve sloZeni stfevni mikroflory
piedchazeji vzniku atopie (6,10). Podle nékterych autord
také probiotika redukuji riziko akutnich infekei (13).

Za rizikové faktory jsou pokladany rodinné dispozi-
ce, polygenni zaklad, zvy3ena tvorba IL4 a ILS, zvySena
dispozice k tvorbé specifickych protilatek, zvy$ené pu-
pe¢nikové IgE, vysoka koncentrace IgE v prvych tyd-
nech zivota, pozitivni kozni testy a pozitivita specific-
kych IgE protilatek, dale snizeni hladiny CD8 lymfocytt
a eozinofilie v krvi nebo v nosnim sekretu (16). Mnozi
autofi se snazili s pomoci §iroké sady povrchovych leu-
kocytarnich znakd a humorélnich faktor nalézt rozdily
u novorozenci, ktefi maji v disledku nezralosti specific-
kych i nespecifickych imunitnich mechanismi zvysené
riziko infekce. Vy3etiovali proto pupeé¢nikovou krev (12)
u novorozenct, kdy zjistili rozdily u rizikové skupiny
ve vetsim zastoupeni CD3 + CD64 a vys$i pocet CD23.
K vlastni zvy$ené tvorbé IgE se uvadi (11), ze sliznici
pronikly antigen je vyvazan ve tkanich a pravdépodobné
zplisobi zvy$enou tvorbu IgE. Na tom se tdajné podili
i deficit T-supresorovych lymfocyti.

Ze souboru je patrné, ze zvySena hladina IgE v pu-
pecnikové krvi ve srovnani s kontrolnimi skupinami je
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u novorozenci s pozitivni alergickou anamnézou matky
nebo otce ¢i obou rodici statisticky vyrazné vysoka.

Dalsi velmi zajimavy udaj, ktery uvadime v piedlo-
zenych grafech, je ndpadna sezénnost vysokych a zvy-
Senych hodnot IgE v zavislosti na probihajicich roénich
obdobich a jejich charakteru. Z grafli jsou patrné uréité
meziro¢ni rozdily v hodnotéch IgE v jednotlivych ob-
dobich. V letech 1999-2000 je patrny rozdil v nastupu
zvySenych hodnot pupeénikového IgE mezi jednotlivymi
uvedenymi léty, v roce 2001-2002 jsou opét patrné me-
ziro¢ni rozdily, zv1ast& evidentni rychly nastup vysokych
hodnot IgE v roce 2001 jiz v jarnich mésicich a pomé&rné
rychly pokles v zimnich mésicich. V letech 2003-2008
jsou patrné vrcholy v nékterych letech v obdobich bie-
zen, duben a srpen, zafi. V letech 2009-2010 jsme grafy
dolozili i smérodatnymi odchylkami. Z tohoto je patrné,
jak velky vliv na hladiny pupe&nikového IgE mé poca-
si, potazmo koncentrace pyli v prostiedi. Hodnoty IgE
u novorozencti z rodin s vyraznou pozitivni anamnézou
alergie vykazuji oproti kontrolnim skupinam vyrazné roz-
dily. Je mozné dokonce i uvazovat o planovani porodu
v rodindch s vyraznou alergii na mimosezonni obdobi.

Z etického hlediska pii vySetfovani IgE jde o vykon
nezatézujici novorozence ani rodi¢ku. Jiz v ramei po-
porodniho screeningu se u viech novorozenct provadi
z pupecnikové krve automaticky vySetfovani RRR, aci-
dobasicka rovnovaha, v piipadé Rh negativity i Coomb-
se. V indikovanych piipadech, pii zan&tlivém a jiném
podezieni, se vySetiuje v krevnim séru i CRP a imuno-
globuliny. P¥i dotazovani rodi¢ek v ramci predporodni
anamnézy byly tyto informovany o odb&rech krve na vy-
Setieni IgE v piipadé pozitivni rodinné anamnézy. S vy-
Setienim souhlasily a dokonce jej uvitaly. Ani jednou
jsme se nesetkali s negativni reakci. Odbé&ry provadéli
lékaii-porodnici. Vy3etieni IgA soucasné bylo provadéno
z ditvodu nasi jistoty, ze nedojde k pi¥imieni matefské
krve. V pfipadé pozitivni hodnoty IgA byl tento vzorek
vyrazen.

Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o vySetieni puped-
nikové krve, které matku ani dité nezatézovalo a bylo
provadéno se zajmem a souhlasem matek, nebylo moz-
né z etického hlediska vytipovat skupinu disponovanou
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k Ié¢eni a zamé&rné neléenou. Jedna se o klinickou stu-
dii. Jejim cilem bylo zjisténi diagnostického a lé¢ebného
postupu. Byla provadéna na vybrané skupiné nemoc-
nych za piedem stanovenych podminek. Samoziejmé
se nejedna o studii zaslepenou, protoze byla vedena ku
prospéchu déti v novorozeneckém a kojenecko-batole-
cim véku. Studie byla realizovana po celou dobu 12 let
na jednom klinickém pracovisti a zpracovavana ve stej-
né laboratofi.

Zavér

Klinickd studie provadéna u velkého souboru 3619
novorozenci trvala 12 let.

DiileZitost podrobné alergologické anamnézy rodi-
¢ek pied porodem, provadéna v porodnici se zaméie-
nim na celou rodinu p¥ipravenymi cilenymi otazkami.

Kvalitni odbér a zpracovani pupeénikové krve
u pozitivnich anamnéz vySetienych ve dvou skupi-
nach déti dvéma metodikami v riiznych &asovych
intervalech.

Zikladnim rizikovym faktorem rozvoje alergie je
ziejmé rodinna zAtéz.

Sezonnost hodnot pupeénikového IgE v zavislosti
na jednotlivych ro¢nich obdobich je velmi napadna.
Tento zavér by mohl slouzit i pro planovani téhoten-
stvi v rodinach alergiki.
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Vliv véasné Iééby novorozencii peroralnim
osidlenim nepatogennim E. coli na vyvoj jejich
imunoalergického systemu

MUDY. Ji¥i Liska, CSc.!, MUDr. Vaclav Holeéek, CSc.", MUDr. Stépanka Sobotova?),
MUDr. Monika Kepkova?, RNDr. Ing. FrantiSek Sefrna?

1) Mulagova nemocnice - PRIVAMED, Plzeri

2) Oddéleni zdravotniho Gétovani a statistiky FN Plzeri

V nasi pfedchozi otisténé praci (1) jsme
prezentovali vysledky 12leté studie (1998-
2010), ze které jsme piedlozili urcité zavéry.
Jednalo se o pomérné rozsahly soubor, ve
kterém bylo vySetieno 3619 vzorkd pupec-
nikové krve. Dospéli jsme k nékolika vy-
sledkiim, ze kterych bylo patrné, Ze alergie
se velmi vyrazné sdruZuje s rodinnou ana-
mnézou (statistickd vyznamnost na hladiné
1%o). Prvni pfiznaky alergickych chorob se
posunuji do prvnich let Zivota. Ukazaly se
rozdily v sezonnosti, které jsou v préaci gra-
ficky dokumentovany v jednotlivjch letech.
Dosli jsme k hodnoceni, Ze vysoké hodnoty
pupecnikového IgE spolu s rodinnou ana-
mnézou jsou divodem k preventivni inter-
venci mimo jiné ovlivnénim mikrobidlni flory
gastrointestindlniho traktu. PouZili jsme
pripravek Colinfant Newborn, peroréini vak-
cinu, probiotikum. Jedna se o lyofilizovany
nepatogenni kmen E. coli. Uvedeny kmen
jsme podavali od 10. dne véku 3x v tydnu po
dobu jednoho mésice.

Z vysledki v letech 2005-2008 vyplyva, ze
u lédenych pacientli s primarné zvysenymi
hodnotami IgE z pupecnikové krve se tyto
hodnoty v roce véku v séru kojencd v 90 %
zcela normalizovaly. Vzhledem ke zjisténé
anamnesticky udavané miniméini nemoc-
nosti téchto pacientt jsme zacali vySetiovat
i hodnoty IgG v roce véku a porovnavali
s kontrolni skupinou. Hodnoty po IéEbé se
normalizovaly. V letech 2009-2012 jsme
zjidtovali vliv Iécby na hodnoty imunoglobu-
lindi IgE, 1gG, ale i IgA, cely tento dalsi soubor
jsme statisticky zpracovali v jednom roce
a ve tfech letech véku. Statisticky v jednom
roce véku i ve tfech letech véku spolu kore-
1uji 1gG s 1gA na hladiné vyznamnosti 1 %o.

Z vysledku je patmé, Ze Iécba Colinfantem
mohla mit pozitivni G¢inek v tom smyslu,
ze vysledné hodnoty IgE se statisticky
vyznamné nelisily od piisludnych velicin
zdravych déti. Hodnoty se v ase zménily

u 1é¢enych mezi prvnim a tietim rokem na
hlading vyznamnosti 1%o. 1gG a IgA u lé-
cenych byly v medidnu zcela v hodnotach
normality. Tomu odpovida zcela zanedba-
telnd naslednd nemocnost novorozencl
lécenych uvedenym probiotikem. Na druhé
strané u lécenych se IgE mezi prvnim a tfe-
tim rokem zvySilo v medidnu jen na zcela
normélni hodnoty v rdmci pfedpokladaného
protialergického efektu Iécby.

V obdobi po prvnim roce byly nalezeny
vyznamné korelace pupecnikového IgE se
sérovym IgE, 1gG, IgA a korelace sérového
1gG s IgA.

Velmi pfiznivy efekt terapie na nemocnost
déti oproti kontrolni skupiné v predem
definovaném souboru stejného vékového
obdobi je graficky znazornén.

® Uvod

Tato prace je ve shodé s fadou studii po-
slednich let, které vénuji zasadni pozornost
stfevni sliznici a s ni spojené sliznicni imu-
nité, ktera ma zasadni duleZitost v prevenci
alergii. Nedostateéna expozice mikrobidl-
nim antigenim se povazuje za faktor, ktery
prispiva k rozvoji alergie. Vzhledem k tomu,
7e novorozenci se rodi s nezralou speci-
fickou imunitni odpovédi, je potfeba pro
dozrani imunitni odpovédi dodat systému
podnéty. Probiotické bakterie predstavuji
podnéty pro nas imunitni systém bezpecné.
Pro pozdéjsi manifestaci alergickych, ale
i autoimunitnich chorob je zasadni zdravé
stfevni sliznice a vyvazenost imunitniho
systému nutnosti. DileZité je navozeni tzv.
oralnf tolerance predevsim v prvnim pulroce
7ivota, kdy je nutna stimulace imunitniho
systému, a to pravé pod vlivem probiotik.
Specifickd imunitni odpovéd s prevahou
Th2 je vyvinuta jiZ pfi porodu.

Smysl 1écby Colinfantem spoéiva v pfesmé-
rovani imunologické paméti alergického

charakteru od Th2 fenotypu jesté dfive, nez
je ustavena imunitni odpovéd na antigeny ze
zevniho prostiedi. U atopikd s klinickymi pfi-
znaky onemocnéni jinak dochazi k prevaze
Th2 imunitni odpovédi, zatimco u neatopiki
je tento typ odpovédi potlacovan ve pro-
spéch Th1. Rozdil tedy neni v mife expozice,
ale ve zpisobu, jak na ni imunitni systém
riznych jedincd odpovida.

Imunitni systém v ¢asném novorozeneckém
véku je v nedostatecném kontaktu s mi-
kroby a alergeny, které jsou dileZité pro
stimulaéni a regulacni funkce imunitniho
systému. Imunoterapie alergickych nemoci
snizuje tvorbu IL-4 alergen specifickymi Th2
lymfocyty a zvySuje tvorbu IFN-y specific-
kymi Th1 lymfocyty.

Vétsina bunék imunitniho systému je lo-
kalizovana pod povrchem sliznic, kde tvofi
slizniéni lymfaticky systém. Ten predstavuje
nejvétsi castimunitniho systému organismu,
nebot zahrnuje 80% imunokompetentnich
bunék v téle. Tento systém chrani pied
priinikem patogennich mikroorganismd,
ale i pred rozvojem sebeposkozujicich za-
nétlivych systémi. Fyziologicka bakteridlni
mikrofléra vytvaii ochrannou bariéru. Pfi
jejim optimalnim slozeni dochazi k indukci
imunitni reakce, kterd vede k produkci cy-
tokind, navozujicich vznik aktivni tolerance
neskodnych alergent. Negativni opakovana
aktivace Th2 lymfocytld vede kromé sti-
mulace tvorby IgE téZ ke zvySené produkci
sekrecnich IgA a prostiednictvim IL-4 pak
tlumf aktivitu Th1 lymfocytd. Indukce IgE od-
povédi je zavisla na interakci mezi T burikami
a antigen prezentujicimi buiikami. Stfevni
mikrofléra vykazuje velkou metabolickou
aktivitu, kterd je shodnd s aktivitou jater, jeZ
jsou nejaktivnéjsim organem téla.

Mezi probiotické kmeny jsou Fazeny desitky
specifickych druhd, z nichZz vétsina patfi
mezi mléénou kyselinu produkuijici laktoba-
cily a bifidobakterie.
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Probiotika tvofi specifické latky, které
ovliviuji rist mnoZeni a adhezi ostatnich
mikroorganismi. Dale maji vliv na pokles
luminalniho pH, zvySeni tvorby mucinu
a modulace. Terapie probiotiky tedy pred-
stavuje moznost zavést specidlné vybrané
mikroby do gastrointestinalniho traktu.
Mikroby musejizlistat Zivotaschopné béhem
jejich produkce, skladovani a priichodu GIT
traktem. Stimulace imunitniho systému
probihé cestou interakce s tool-like recep-
tory na dentritickych burikach. Touto cestou
dochazi k regulaci Th1 odpovédi a inhibici
tvorby prozanétlivych cytokind. Dale jsou
probiotika schopna podpofit pfirozenou
imunitu prostfednictvim tvorby antimikro-
bialné Géinnych peptidi oznadovanych jako
defenziny.

I Metodika pouzivani

Pro podévani probiotik byva typické, 7e te-
rapeuticky Géinna davka se lisi v zavislosti
na druhu pouzitého bakteridlniho kmene,
sloZeni pfipravku a véku pacienta. Zcela
obecné je mozné fici, Ze doporucena denni
davka pro kojence je 0,5-1 mld., pro déti
5-10 mld. a pro dospélého 10-20 mld. CFU,
tj. kolonii tvoficich jednotek. Zajimavym
zjisté&nim bylo pozorovani, Ze doba podavani
probiotika neméla prokazatelny vztah k te-
rapeutickému Gcinku.

Experimentalné bylo prokazano, Ze kmen po-
dany krétce po narozeni ma lepsi podminky
pro uchyceni. Tvorbu protilatek Ize prokazat
jizza 14 dni po prvnim osidleni, a to i tehdy,
bylo-li provedeno kratce po narozeni. Na
moznost prenatalni senzibilizace se mysli
proto, Ze v pupeénikové krvi jsou nachazeny
vysoké hodnoty IgE.

V naSem sledovaném a léGeném souboru
jsme pouzivali nepatogenni kmen E. coli.

Colinfant Newborn - nova peroralni vak-
cina - probiotikum

Jedna se o Zivou peroralni vakcinu. Jde o lyo-
filizovany nepatogenni kmen E. coli, ktery je
schopen vytésnit osidleni stfevniho traktu
patogennimi kmeny. Vyroben Ustavem sér
a ockovacich latek, 12 lahvicek. Kazda
lahvicka obsahuje Eschrichia coli sérotyp
083:K24:H31 min. 0,8 x 10°, Je predstavi-
telem skupiny bakterii, které jsou soudasti
normélni stfevni mikrofléry. Vakcina byla
registrovana v SUKL v roce 1997 pod regis-
tracnim Cislem 59/762/97-C. Pouziti kmene
a pfiprava vakciny byly patentovéany v roce
1989 pod cislem 2645722. E. coli, ze kte-

rého je pfipravovana Ziva vakcina, je nepato-
genni kmen s vySe uvedenym sérotypem. Je
uloZen ve sbirce typovych kment pod Gislem
A034/86. Je vysoce selektovany, citlivy
na béina antibiotika, netvofi enterotoxin
anema plazmid. Frekvence piipadného pre-
nosu R1 plazmidu z donorové kultury je asi
100x nizsi neZ u kontrolniho standardniho
kmene E. coli. Nepatii mezi Zadné ze skupiny
enteropatogennich E. coli. Jeho vyborna
kolonizaéni schopnost je zajisténa i pfitom-
nosti fimbrii prokdzanych hemag|utinaci. Po
peroralni aplikaci suspenze byla prokazana
translokace mikrobl pouze do mezenterial-
nich uzlin, ale ne ve slezing, jatrech a plicich.
Kmen ma vyborné kolonizagni vlastnosti,
obsazuje receptory stievni sliznice, brani
adherenci patogend a vytlaluje pfitomné
enteropatogenni kmeny. V testech byl kmen
pro bezmikrobni selata zcela nepatogenni.
Indukce vlastni tvorby sekregniho IgA je
u novorozencl zvladté vyznamnd, protoze
z84sti nahrazuje deficit tohoto imunoglobu-
linu. Po osidleni novorozencl vymizi jejich
bakterialni patogeny ze stolice, krku i nosu.
Vakcinaéni kmen pretrvavd ve stievnim
traktu osidlovanych déti po dobu 16 tydnd,
ale byl prokdzan i po nékolika letech.
Pfitomnost kmene stimuluje tvorbu speci-
fickych i nespecifickych protilatek, prokaza-
telnou ve stfevnim traktu, ve slinach i v séru.
Ukazuje se, Ze specifické kmeny stfevni
fléry mohou podporovat ochranu hostitele
proti senzibilizaci i proti vzniku alergii, ale
i proti infekei. Vakcina je dodavana v baleni
1x 12 lahvi¢ek. Toto baleni je urceno pro
1 pacienta ve véku do jednoho roku bez
ohledu na jeho hmotnost. Je zdsadné poda-
véano peroralng, obsah lahvicky se rozpusti
v 1ml tekutiny (voda, ¢aj), pienese se do
napoje a dé se ditéti vypit. Podava se 3x
tydné 1 lahvicka po dobu 4 tydnii. Po dobu
aplikace antibiotik se podavani preruduje.
Nedoporuéuje se podavat vakcinu v akutnim
stadiu prdjmovych onemocnéni. Vydej je
véazan na lékaisky predpis pediatra. T¢. jej
vyrabi spolecnost Dyntec v Terezing,

I Soubor a vysledky

V prvni skupiné 1écenych pacientl s vyso-
kym pupeénikovym IgE a nasledné kontrolo-
vanych v letech 2005-2007 (porovnani s la-
boratorni normou) jsme zjistili normalizaci
hodnot v roce véku u 106 ze 116 pacientd.
Primérmé hodnota u téchto 106 pacientti
byla 25,7 U/ml.

Graf 1

Kontrolni IgE v séru po 1éEbé Colinfantem Newborn
vletech 2007-2008 (laboratorni norma 0-75U/ml)
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Dalsi skupina IéEenych pacientd byla vyset-
fena v letech 2007-2008 (graf 1).

Z toho je patrné, Ze normalizace hodnot IgE
v dané skupiné po 1é¢bé nastala u 87,7 %
pacientd.

Vzhledem k tomu, Ze jsme na zakladé po-
drobné anamnézy zacali zjistovat velmi
ndpadné snizenou nemocnost lécenych
pacientt, zpracovali jsme u viech téchto
pacienti primémé hodnoty IgG (graf 2).
Vysledky srovnény s kontrolni skupinou 25
zdravych déti. Pfekvapujici pro nés byla prii-
mérnda hodnota IgG ve sledovanych letech.
Statistické zpracovani vysledkd IgE, IgA,
1gG, v nésledujicich letech 2009-2012
u pacientli s vysokym pupeénikovym IgE
1é¢enych po porodu a jejich kontroly v jed-
nom roce a ve tfech letech véku ve srovnani

Graf 2

Priimérné hodnoty 1gG ve sled élécené
skupinévroce véku vletech 2005-2008
(laboratorni norma 5,50-14,0 g/1)
1gE U/ml
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