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ABSTRAKT

V dlouhodobé studii 1998- 2015 bylo cilem stanovit, zda hladiny imunoglobulinu E v
pupecnikoveé krvi jsou predikaci pro alergickd onemocnéni do 3- 4 let véku.

V pribéhu uvedenych let bylo vysetfeno vice nez 4000 vzork( pupecnikové krve z rodin s
alergologickou anamnézou. Nabéry i vysetreni byly provadény celoro¢né. Z hlediska hodnot se ukdazaly
rozdily v sezénnosti, v zavislosti na dobé trvani pylovych sezén a daném pocasi.

Vysledky byly graficky dokumentovany za [éta 2001- 2010. Z vysledk(i je dale patrné, Ze alergie
se sdruzuje s rodinnou anamnézou. Prvni pfiznaky alergickych projevl se v poslednich desetiletich
posunuji do prvnich let Zivota. Dominujici role obou rodicl jsou statisticky vyznamné na hladiné 1
promile. Ze studie vyplynul zavér, ze vysoké hodnoty pupecnikového IgE jsou divodem spolu s
rodinnou anamnézou k preventivni intervenci ovlivnénim mikrobialni fléry gastrointestinalniho traktu.
Jsem si védom soucdasného zdlrazniovani prevazujiciho vlivu stfevniho mikrobiomu na imuno-
alergologicky stav kazdého organismu.

Od roku 2005 pouzivdme proto lyofilizovany nepatogenni kmen E.coli ve formé peroralni
vakciny v dobé do konce prvnich 6 tydnl Zivota v rodinach se zvysenymi hodnotami IgE a pozitivni
rodinnou anamnézou.

Z vysledku naslednych 10 let vyplyva, Ze u léCenych pacientl s primarné zvySenymi hodnotami
IgE z pupecnikové krve se tyto hodnoty v I. a 3. roce z 90 % normalizovaly. Také nemocnost, stuper i
pocty alergii u IéCenych pacientll v danych Iétech vyrazné poklesly. Proto jsme vysetfovali i hodnoty
imunoglobulinl G a A v téchto skupinach. Vse se porovnalo s kontrolnimi skupinami nemocnych déti.
Vliv 1écCby se statisticky zpracovaval. V obdobi po 1. roce byly nalezeny vyznamné korelace
pupecnikového IgE se sérovym IgE, IgG a IgA a korelace sérového IgG s IgA. Korelace v 1. i ve 3. roce
véku je patrnd na hladiné vyznamnosti 1 promile. Ve vSech skupindch byla zjisténa zcela zanedbatelna
nemocnost téchto |é¢enych pacient(. IgE se normalizovalo ve své vétsiné na zcela normalni hodnoty v
ramci predpokladaného protialergického efektu I1éCby. Velmi pfiznivy efekt terapie na nemocnost déti
oproti kontrolni skupiné je graficky zndzornén v této praci. Tato Zivd peroraini vakcina, ktera je
fyziologickou soucdsti stfevni mikrofléry, probiotikem, s genovou typizaci, zfejmé umoZiuje
presmérovani imunologické paméti alergického charakteru od Th2 fenotypu jesté dfive, nezZ je
ustavena imunitni odpovéd' na antigeny zevniho prostredi.

Novorozenci, ktefi se narodili rodi¢lim s alergiemi, méli zvySené hladiny produktd pokrocilé
glykace (AGE) v jejich pupecnikové krvi. AGE vznikaji reakci volnych radikald s glukézou nebo fruktézou
v krvi. Tak pUsobi oxidacni stres se zvySenou pravdépodobnosi vzniku alergie a astmatu u téchto déti
v budoucnu. Negativnimu Ucinku AGE je branéno resveratrolem i jinymi antioxidanty. Neenzymaticka
glykace (Maillardova reakce) probiha hodiny, maximalné dny, béhem nichz se tvofi tzv. Schiffovy baze,
pozdéji Amadoriho produkty, které se stanovuji jako glykované proteiny. Chemicky se svym sloZzenim
liSi, napf. jsou to pentosidin, pyrralin, N-karboxymetylllysin a jiné.

Je proto dullezitym predpokladem, aby tyto déti byly sledovany se snahou o snizeni hladin AGE
antioxidanty a hladin IgE béhem celého Zivota.

(Pozn.: Oxidacni stres je prebytek volnych radikald nad antioxidaéni kapacitou.)



ABSTRACT

In a long-term study from 1998-2015 we endeavoured to ascertain if newborn Imunoglobulin
E (IgE) in cord blood was predictive for allergic disease from 3-4years 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 results were presented graphically from years 2001-2010. 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 dominant role of both 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 regarding the effects of microbiome on the immune-allergic state of all organisms.

From 2005 we therefore use a per oral vaccine containing a lyophilised non-pathogenic E.coli
strain up to the end of the sixth week of life in families with elevated IgE and a positive 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 was also observed to be significantly reduced. We therefore then began evaluating
Immunoglobulin G and A (IgG, IgA) in these groups, compared the values with controls, and then
processed the results statistically.

During the period after the first year of life there 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 were very low.
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 vaccine, 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 increased levels of advanced glycation end
products (AGE’s) in their umbilical cord blood. AGE’s are formed by the reaction of free radicals on
glucose or fructose in blood. This causes increased oxidative stress and an increased probability of
allergy and asthma in childrens future. The negative effect of AGE’s is hindered by resveratrol and
other antioxidants. AGE’s are formed by non-enzymatic glycation of proteins and free radicals. Non-
enzymatic glycation (Maillard’s reaction) lasts hours, maximal days during them are formed Schiff’s
bases, later on Amadori’s products, which are considered as glycated proteins. Chemical structure of
such substances is different, for example pentosidine, pyrraline, N-carboxylmethyllysine and others.

We therefore propose that such children should be followed with the aim of lowering AGE’s
by antioxidants, and IgE throughout life.
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TGF B - Transformujici rastovy faktor
TH - T-helper
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TNF — Nddorovy nekroticky faktor
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Uvob

Ve svém dlouholetém plsobeni v oblasti pediatrie a pediatrické imunologie jsem byl
v pocatcich klinické praxe nasmérovan svym profesorem k neonatologicko — pediatrické imunologii,
zejména pak k pasobeni Imunoglobulinu E (dale jen IgE). Funkce imunoglobulinu E je v oblasti imunity,
kdy zvySené hladiny IgE jsou spojeny s precitlivélosti jedince, jako je alergické astma a atopie.
V prliibéhu let se mUj zajem formoval na ndvaznost Imunoglobulinu E s vyskytem alergii a atopii u déti

a alergii a morbiditou novorozencd.

V dlouhodobé studii v letech 1998-2015 jsem mohl stanovit prvni hypotézu, zda hladiny IgE

v pupecnikové krvi jsou predikaci pro alergickd onemocnéni do 3-4 let véku ditéte.

Prvni faze studie, kterd probihala v letech 1998-2010 a byla zamérena na vysetfovani hodnot
imunoglobulinu E nejen z krevniho séra. Cilem této prvni faze studie bylo ovéreni Udajl z literarnich
praci o vazbé mezi hodnotami IgE z pupecniku a hodnotami IgE v krevnim séru v ndsledujicim
kojenecko-batolecim véku, ale i v dalSim obdobi a zda hodnoty pupecnikového IgE jsou v priméru

rozdilné u novorozenctl z rodin, kde je jeden z rodi¢l nebo, kdy jsou oba rodice alergici.

Dalsim cilem studie bylo zjistit, zda jsou hodnoty pupecénikového IgE zavislé na faktorech, jako
je ro¢ni doba porodu a sezénnost a zda muZe byt pupecénikovy IgE dalsim vhodnym markerem
ukazatele rozvoje alergie. Soubor 3169 novorozencu v této prvni fazi jsme rozdélili do dvou skupin ve

dvou obdobi let 1998-2002 a 2003-2010.
Klinickd studie provedena u tohoto souboru 3169 novorozencd trvala 12 let.

V druhé fazi studie, v letech 2010-2015 bylo dovysetieno 412 novorozencu. Tato ¢dast studie
je zamérena na zkuSenosti s nejcastéjSimi probiotiky a preventivni intervenci, kdy bylo pfedpokladem,
Ze osidleni slizni¢nich povrch(l urcitym typem bakterii bude mit pfiznivé Gcinky nutricni i imunologické.
Samotna genova typizace byla provadéna u 3 druhl probiotik. Jedna se o E. coli typ Nissle preparat
Mutaflor, E. coli typ 083 preparat Colinfant a dale Lactobacillus casei spec. Rhamnossus GG a

Sacharomyces boullardi.

Druhou hypotézou této prace je overeni, zda se zdruZuje alergie s rodinnou anamnézou a jestli
jsou dlvodem k preventivni intervenci ovlivnénim mikrobialni flory gastrointestindlniho traktu vysoké

hodnoty pupecnikového IgE.



7

Teoretickd Cast

1 IMUNOLOGICKY VYVOJ U NOVOROZENCU

1.1 CYTOKINY

Jako vhodny prognosticky znak, ukazujici na zvySené riziko vzniku alergie, se jevi exprese
cytokinl v bunkach pupecnikové krve, sledovanim zastoupeni cytokin(, hrajicich ddleZitou roli pfi
vzniku a rozvoji alergickych onemocnéni, zodpovédnych za Th versus Th2 polarizaci imunitni odpovédi,
ovliviiujicich tvorbu IgE a vyzravani stfevniho epitelu. U déti alergickych matek byla exprese cytokin(
IL4, IL8, INF-Gama a TGF nizsi a IL10 vyssi ve srovnani s détmi zdravych matek. Snizenda exprese INF-
Gama u déti alergickych matek ukazuje na méné vyrazny Th1l typ bunécné odpovédi a tim snazsi rozvoj
Th2 bunécné odpovédi podporujici rozvoj alergie. Rovnéz zvySend exprese IL-10 v bunkach
pupecnikové krve déti alergickych matek ukazuje na prevahu Th2. SniZzena exprese cytokin TGF B u
déti alergickych matek muZe prispivat k pomalejsimu vyzravani stfevniho epitelu novorozenct a tim
usnadnovat prlichod alergent. TGF B je klicovym cytokinem izotopového presmyku protilatek na tfidu
IgA, kterd pIni ochranou funkci na slizniénim povrchu stfeva. Metodou ELISA bylo naméfeno vyssi
zastoupeni cytokinl EGF u déti zdravych matek. Jiz na urovni bunék pupecnikové krve je ziejmy
alergicky fenotyp, ktery upozoriiuje na zvySenou moznost pozdéjsiho vzniku alergie. TGF B byl jedinym
cytokinem se statisticky vyznamnym rozdilem v mnozstvi v plodové vodé déti zdravych a alergickych
matek. Vy$$i mnozstvi interleukinG (IL 5 a IL 10) v kolostru alergickych matek a také v pupecnikovém
séru jejich déti naznacuje prevazujici Th2 naladéni imunitniho systému ve skupiné matek i déti jesté

bez klinickych pf¥iznakd.?!

1.2 ALERGIE

1.2.1 Genetika alergie

Geneticka vybava jedince vyrazné ovliviiuje vznik a pribéh alergickych reakci. Ve studiu vlivu
genU na vznik a rozvoj alergického onemocnéni hraje systém HLA prioritni Ulohu. Z hlediska alergie
hraje dlleZitou roli chromosom 5, kde je celd oblast obsahujici geny pro fadu cytokin(. Hledaly se
souvislosti mezi hladinou IgE a genetickou vybavou. V téchto studiich se ukazalo, Ze hladina IgE neni

konstantni, ale liSi se nejenom podle véku a pohlavi, ale i v jednotlivych rodinach. Hladina IgE neni pod

1 Hrdy, J., et al: Vox Ped. 2007, fijen, 8, ro¢nik 7, 32.



kontrolou jen jednoho genu. IgE mediovana imunitni odpovéd zavisi na receptoru, na ktery se IgE vaze.
Existuje vysoce afinni receptor a nizko afinni receptor. Prvni je exprimovan na basofilech a Zirnych
burikach, vazba s monomernim je vysoce afinni. Oproti tomu IgE s mensi afinitou se vyskytuje na jinych

burikéch, tj. lymfocyty, makrofagy, desti¢ky, eosinofily a vaZe IgE s daleko mensi afinitou.?

1.2.2 Poruchy regulace imunity — alergie a autoimunitni onemocnéni

Na vzniku a rozvoji alergickych a autoimunitnich onemocnéni se jasné podili geneticka
dispozice. Genetickd komponenta obou imunopatologii je velmi komplexni. Nejvic studovanym
regionem genomu ve spojitosti s alergickym onemocnénim je Usek na chromosonu 5, kde jsou
kédovany mnohé mediatory Th2 imunitni reakce: IL 4, IL5, IL9, IL13. Mnohé studie potvrdily asociaci
SNP téchto genl srozvojem asthmatu a atopickou dermatitidou i stupném zavaznosti atopické
dermatitidy. V imunopatogenezi alergickych a autoimunitnich onemocnéni jsou za hlavni efektorové
buriky povazovany hlavné suppopulace jednotlivych typd T lymfocytld. Alergen specifické TH2
lymfocyty byly identifikovany v periferni krvi u alergickych pacientd (Romagnini 1991). Thl, Th2
nerovnovaha patii mezi nejdilezitéjsSi imunoregulaéni mechanismy a je podkladem hygienické
hypotézy. Role B lymfocytl v patogenezi alergickych onemocnéni je dana predevsim produkci IgE
(Burrows 1989, Platts-Mills 2002). Pro aktivaci specifické imunitni odpovédi jsou ale nezbytné buriky
imunitni odpovédi, hlavné dendritické buriky. Dendritické buriky se nachazeji na sliznici dychacich cest,
GIT i v kazi. Jsou jedinec¢nou populaci antigen prezentujicich bunék. Hlavni funkci DC je schopnost
aktivovat adaptivni imunitni odpovéd' a spoustét riznou reakci na rizné patogeny. Na druhé strané
hraji dllezitou roli v indukci antigen specifické tolerance. Studie u déti s tézkou formou AD potvrdila
asociaci genl pro cytokiny s rozvojem AD a zdroven vliv gent na vyvoj alergického pochodu v priibéhu
détstvi. Byla prokazana korelace hladiny volnych lehkych Fetézcl u déti s aktivitou atopické
dermatitidy. Jako jeden znovych moznych terapeutickych postupl se jevi vhodnym podani

monoklondlni protildtky proti B lymfocytdm-anti bCD 20 Rituximab.?

1.2.3 Alergické stavy a mechanismy jejich vzniku

Choroby 1z precitlivélosti nejsou zdaleka homogennim celkem. Nenesou jen projevy

patologické, ale i projevy obranné. Predchazi je rizné dlouha faze sensibilizace a zmény v imunitnich

2 Sediva, A: Genetika alergie. Alergie 2004/4

3 Kayserova, J.: autoreferat doktorské disertaéni prace 2013. Ustav imunologie 2.LFUK Praha



reakcich. Casto se jiz téhotenstvi se pfipravuje ptda pro budouci alergii. Jestlize t&hotnd kouf,
konzumuje vysoce alergenni potraviny, Zije v silné alergizujicim prostfedi ¢i sama ¢i jeji rodina je
alergicka, pak se vytvafi pro alergii predurceny jedinec. Pak se rodi s hyperprodukci IgE v pupecnikové
krvi. Nedostatek IgA na povrchu sliznic, urcité fenotypy HLA zapficinujici prestielujici reakce jsou
priklady pficin, proc¢ jinak obecné mobilizujici imunita mediovanad IgE zacne sv{j organismus
poskozovat. Podle situace se muZe u nékterych jedincl vyvinout obraz urcité alergie, zatimco u jinych,
navzdory vytvoreni specifickych protildtek izotypu IgE a tfeba i pozitivity v koZnich testech,
k onemocnéni nedochazi. Podle zkuSenosti Zavazala se manifestuje pouze polovina latentnich alergii
béhem 3 let. U zbyvajicich zfejmé nedojde za tuto dobu ke zbofeni jakési prirozené rezistence. Déti
s podnormalnimi hladinami IgE mély vys$si nemocnost béinymi infekcemi neZz déti s primérnou
hladinou IgE. Stale je otazka, zda existuje rozdil mezi imunitnim a alergizujicim IgE. Pfes neexistenci
podtrid IgE byva stdle Castéji prokazovana jeho znacna funkéni heterogennost. Hovofilo se o formé
atopického IgE, majiciho schopnost vazat histamin. Pfinosem pro diagnostiku alergii mlzZe byt mozZnost
sledovani faktoru nekrotizujiciho nadory TNF alfa a ptibuzného aktivacniho faktoru T lymfocytd.
Klasickd antihistaminika pUsobi aZ na samém konci procesu. Potfebujeme preparaty ovliviujici
samotny zacatek alergické odpovédi, jako naptiklad cromoglykat, ketotifen, cyclosporin A, které

blokadou aktivace gen( snizuji sekreci mediator( a inhibuji chemotaxi eosinofilli v casné i pozdni fazi

alergie.®

1.2.4 Uéast slizni¢niho imunitniho systému a komensalnich bakterif

v alergii

Slizniéni mikrobiota (mikroflora) spolu s antigeny zevniho prosttedi jsou hlavnimi podnéty
prispivajicimi k vyvoji a stimulaci celého imunitniho systému. Ustfedni roli hraji T regulaéni buriky, které
svymi produkty ovlivni protilatkovou odpovéd rliznych izotyp( a expresi receptorli s naslednou aktivaci
bunék, které se ucastni alergickych reakci. Lze najit takovou mikrobiadlni komponentu, jejiz aplikace
pfinese nové pristupy. Naprosta vétsina podnét(, které stimuluji v kazdodennim Zivoté nas imunitni
systém, pochazi z antigeni vnéjsiho prostiedi. Velké plochy sliznic (300 m2) jsou vystaveny
rznorodému spektru antigen(, mikrobidlnich patogend, antigend potravy a vzduchu, véetné alergend.
Naprosta vétsina mikroorganismu vstupuje do naseho organismu sliznicemi. Nasledkem toho dochazi

na sliznicich k indukci humoralnich a bunéénych imunitnich reakci zahrnujicich tvorbu specifickych

4 Zavdézal, V.: Alergické stavy a mechanismy jejich vzniku. Forum imunologie. 6/94, 223-226.
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protilatek rlznych izotypl i T bunkami mediovanych odpovédi ovliviiujicich imunoregulaéni
mechanismy. Slizni¢ni a pfidruzené tkané obsahuji nejvétsi kvantum imunitnich bunék (80 %) rGznych
fenotypl. Hlavnimi burikami zprostfedkujicimi interakci pfirozené imunity s imunitou adaptivni jsou
dendritické bunky, které jsou schopné nejucinnéji prezentovat antigeny. Vyslednd odpovéd, tj.
aktivace T bunék vedouci ke stimulaci slizni¢ni imunity nebo indukce tolerance zavisi na Ucasti rliznych
populaci dendritickych bunék. Jednim z hlavnich humoralnich mechanism( zabezpecujicich barierovou
funkci sliznic je sekrecni IgA (S-1gA). U jedincl s IgA deficienci je diky nedostatecné barierové funkci
sliznic vy$&i vyskyt alergii a jinych chronickych chorob. Uloha barierové funkce epitelu je v posledni
dobé zdlirazriovana i u alergickych chorob dychaciho traktu. Atopické stavy jsou spojovany s dysfunkci
epitelu dychacich cest a zménami v pfirozené imunité. Tyto nalezy méni pohled na terapii alergickych
chorob. Misto tlumeni zanétlivych procest se doporucuje zvysit rezistenci dychacich cest podnétim

z prostfedi modulaci pfirozené a adaptivni imunity.®

1.2.5 Potravinova alergie

MuzZe byt zprostfedkovana protilatkami typu IgE, ale také bunécnou opoZdénou reakci i
imunokomplexy. Jsou uvadény Udaje o vyssim vyskytu pylové alergie u lidi narozenych ptfimo do pylové
sezony. Projevy mohou byt organové i systémové. PA alergii mlZeme rozdélit z hlediska
patofyziologického —imunopatologickd reakce 1. typu, kdy si pacient vyrabi vice alergickych protilatek
typu imunoglobulinu E, kterd po setkani s pficinnym alergenem vyvold klasické cesty aktivace
alergického zanétu. Vyplavuji se mediatory casné i pozdni faze. SloZitéjsi je situace u téch mechanism{,
kde IgE zprostfedkovanou precitlivélost nenachazime, a presto nasledny proces splfiiuje vSechna
kritéria alergického zanétu. V téchto pripadech je nositelem antigenni specifity bunécna imunita,
reprezentovand predevsim T lymfocyty. Jednd se o Ctvrty typ imunopatologické reakce. Neni mozné
opomenout ani moznou existenci specifickych protilatek tfidy 1gG s tvorbou imunokomplext. IgE
mediovanou alergii prokazujeme koZnimi testy nebo pfimym prikazem specifickych IgE v laboratofi,
kde je diagnostika non — IgE alergie velmi obtiznd. Casto je indikovén preventivni preparat v peroralni

formé (Nalcrom). Preventivné se pouZiva Hylak.®

5 Tlaskalova, H., Méstecky, J.: U¢ast slizniéniho imunitniho systému a komensalnich bakterii v alergii. Alergie. 2/2012, 124-
133.

6 Fuchs, M.: Potravinové alergie. Pediatrie po promoci. 2004, 1, 26-35.
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1.2.6 Diagnosticky algoritmus potravinové alergie v détském véku’

Diagnosticky algoritmus potravinové alergie
stanoveni specifickych IgE

kozni prick testy

epikutanni atopické patch testy
diagnosticka eliminaéni |é¢ba

ordlni expozicni zatéZovy test

1.2.7 Potravinova alergie a jeji klinické priznaky

gastrointestinalni: prljem, zacpa, nechutenstvi, dyspepticky syndrom, bolesti bficha,
sideropenickd anaemie, enterorhagie, MAS, aft. stomatitida, ordlni alergicky syndrom,
gastrooesophagealni reflux, mapovity jazyk

koZni: urticarie, atopicka dermatitida, erytém, purpura, dermatitis herpetiformis Duhring,
recidivujici exantémy

respiracni: rhinoconjunctivitis, laryngo a bronchospasmus, kasel, hemoptyza, Quinckeho
edém, otitis, anafylakticka reakce

méné Casté priznaky potravinové alergie: artralgie, migréna, vulvovaginitida,

dale: laktulozo-manitolovy test

eosinofilni kationicky protein v séru
histamin v séru
tryptdza ve stolici

IgE ve stolici®

1.2.8 Reakce na potravinové alergie

U déti do 3 let je postiZzeno asi 8 %. Nezadouci reakce je mozné rozdélit do dvou skupin. Prvni

je podminéna imunologickymi mechanizmy. Druhd se rozviji bez Gcasti imunitniho systému. Alergie

7 Jesefiak, M., et al: Diagnosticky algoritmus potravinové alergie v détském véku. Cs.Ped. 2008, 5, 272-282.
8Lodinova — Zadnikova, R.: Probiotika v pediatrii: Snizen rizika nosokomialnich infekci peroralnim osidlenim probiotickym
kmenem E.coli po narozeni a jeho vliv na frekvenci opakovanych infekci a alergii po 10 a 20 letech. Alergie. 2002, 4, 275-

279.

12



mUze byt zprostfedkovana protilatkami IgE (I. typ), tak protilatkami IgG, IgA a imunokompetentnimi
burikami, jako je tomu u Il lll., a IV. typu precitlivélosti. Do této druhé skupiny jsou fazeny reakce
zprostredkované neimunologickymi mechanizmy. Tyto reakce se zafazuji pod pojem potravinova
intolerance. V prvnich 6 mésicich Zivota je riziko senzibilizace ditéte dosti znacné. Je dano nizkou
hladinou trdvicich enzym( v zaZivacim traktu, nezralym sliznicnim imunitnim systémem
s nedostate¢né vyvinutou schopnosti tzv. ordlni tolerance a relativné neomezenou absorpci
makromolekul ze stfevniho lumina (Kniker 1999). Slizni¢ni oralni tolerance je aktivni proces probihajici
v oblasti slizniéniho imunitniho systému. Jde o specifickou inhibici imunitni odpovédi po jejim
predchozim navozeni kontaktem urcitého antigenu s regulaé¢nimi burfikami T, usidlenymi v oblasti
sliznice stfeva. Na sliznici dychacich cest k indukci tolerance nedochdzi, v této oblasti vyvold stejny
antigen aktivaci, tedy obrannou odpovéd. Tolerance je jedna z aktivnich funkci imunitniho systému
zprostfedkovand supresorovym mechanizmem a realizovana prostfednictvim inhibi¢né pUsobicich
lymfokind, produkovanych regulaénimi lymfocyty T. K prolomeni ordini tolerance a tim i k manifestaci

alergie dochdazi vzacné.®

1.2.9 VyiZiva a alergie

Za rizikové faktory pro vyvoj alergického onemocnéni hned po narozeni je pokladana rodinna
dispozice, vysokd koncentrace IgE v prvnich tydnech Zivota novorozence, snizeni hladiny CD8T
lymfocytl v jeho krvi a eosinofilie v krvi ¢i nosnim sekretu. V nalezech z pupecnikové krve je rizikovym
faktorem zvySena celkova hladina IgE. Souvislost s hladinou IgE v séru matky ani v amniové tekutiné
prokazadna nebyla. Studovanymi faktory jsou v soucasnosti u alergického asthmatu volné kyslikové
radikaly. Antigenni podnét vede k uvolnéni reaktivnich kyslikovych radikald. Pokud jsou tyto latky dale

metabolizovany, dojde vlivem téchto produktl k poskozeni bronchidlni sliznice.°

1.2.10 Rizikové faktory vyvoje alergie a atopie

e Faktory vnitfniho prostiedi (alergeny roztocu a zvirat, plisni)

e Faktory vnéjsiho prostiedi (polinosis, ovzdusi, koureni)

e Faktory souvisejici s mikrobidlni stimulaci (RS, atypické pneumonie)

9 Vernerova, E.: Potravinova alergie v détském véku. Pediatr. pro Praxi. 2007, 8, 5, 269-272.

10 Vernerova, E.: VyZiva a alergie. Pediatr. pro Praxi. 2007, 3, 168-172.
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o Dietni faktory (proteiny kravského mléka)

e  Zjistili pozitivni asociaci mezi kontaminaci placenty organochlorovymi slouceninami
a zvySenim IgE v pupecnikové krvi ve SR.

Alergeny vnéjsiho prostiedi: extrémné vysoké koncentrace pylu bfizy v minulosti ve Svédsku
mély za nasledek dvojndsobny narulst senzibilizace na alergen btizy. Mésic narozeni v souvislosti se
sezonou pylovou miZe ovliviovat riziko atopickych chorob. U déti s pravidelnymi kontakty
s polnohospodarskymi zvifaty je nizsi prevalence atopie. Také jiz tehdy, strava bohatd na probiotika,
snizovala riziko atopie v détstvi. Nizka konzumace rybiho oleje se ukazala jako rizikovy faktor asthmy.
Dévcata, kterd se stala obézni mezi 6-11 lety méla az 7ndsobné vyssi riziko asthmatu. Mnohé studie
ukazaly, Ze k ovlivnéni vyvoje imunitniho systému mUze dojit jiZ intrauterinné, kdy nékteré alergeny a
Skodlivé latky maji schopnost prochazet placentou. Za kritické obdobi, kdy vlivem vnéjsich faktor(
muze dojit k imunologickym zménam a naslednému vyvoji atopie, se povazuji prvni mésice Zivota.
Moderni pribytky vytvareji vhodné podminky pro rozmnozovani domacich roztocd, plisni a akumulaci
alergend a toxin(. Studie ukazaly, Ze vice neZ 65 % déti nad 3 roky je alergickych na bytové alergeny. U
déti s pravidelnymi kontakty se zvifaty byl pozorovdn protektivni vliv v pfitomnosti psa a kocky

v domacnosti.!!

1.2.11 Vyziva a slizniéni imunita

Neni doporucovano vyhybat se alergenim v dobé téhotenstvi. Doporucuje se vylucné kojeni
po dobu 4 mésicd. Zavadéni prikrm{ mezi 4.-6. mésicem. KdyZ nelze kojit, doporucuji se extensivné
nebo ¢aste¢né hydrolisované formule. Z pokynl roku 2008 nedochdzi k omezovani alergentl jak u
matek v dobé téhotenstvi, tak u kojencll. Zdrojem probiotickych bakterii je matka. K osidleni dochazi
v porodnich cestach a pozdéji se uplatfiuje materské mléko. Velmi dlilezitym jevem je navozeni oralni
tolerance, pfri které dochazi k tomu, Ze se imunitni systém nauci reagovat na nasi stfevni mikrofloru a
na potravinové alergeny. Tento jev se navodi v prvnim pullroce Zivota a pro jeho spravny pribéh je
nutna stimulace imunitniho systému, na které se probiotika podili. V pfipadé, Ze neni mozné kojit, je
nutné zajistit v prvnich 6 mésicich pro sliznicni imunitu co nejSetrnéjsi stravu s prokazanou
hypoalergenicitou. Pro prevenci alergie je odlvodnéné pridavani probiotik do hydrolyzovanych

formuli.t?

11 Hlavats, A., et al: Environmentalne rizikové faktory vyvoja atopie u deti. Ces slov. Pediat. 2007, 62, ¢. 12, 674-683.

12 Novakova, D.: Riziko rozvoje alergickych onemocnéni v détském véku — role ¢asné vyzivy pro ustanoveni vyvazené
slizniéni imunity zaZivaciho traktu. Cs.Pediat. 2009, 7-8.
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1.2.12 PFiciny narustu alergii a astmatu

Statistiky WHO ukazuji, Ze mezi 20.-21. stoletim nastal u chorob dychacich cest pfesun od
prenosnych k nepfenosnym. Na kongresech patfi problematika , hygienické hypotézy” k trvalym
boddm programu (Spi¢ak 2005). Objevila se pozorovani, toto potvrzujici, jako ochranny vliv expozice
k mykobakteriim, o vyznamu stfevni flory, zrani imunitniho systému, protektivnimu vlivu spalni¢ek a
hepatitidy A (Hoffjan 2004). Tomu odpovida nizky pocet alergikl v prostredi zemédélskych farem
s kontaktem se zvitaty v raném véku (Strachan 1989). Zdulraznuje se uloha regulacnich T lymfocyt(.
Nékteri autofi (Platts-Mills 2005) se domnivaji, Ze se musi uvazovat o tfech variantach (hypotézach)

pricin nartstu asthmatu a alergie:

e zvySend expozice celoro¢né pusobicim alergenlim

e zmény imunologické odpovidavosti v disledku zmenseni bakteridlniho bfemene zvySeného
pouzivani antibiotik, rozvojem ockovani, vlivem vystupriované hygieny (prfesuny od Thl k Th2
vlivu)

e ztrata respiracné specifického ochranného Ucinku (vyziva, Zivotni styl)

Vétsina alergologli se domniva, Ze se zucastni viechny tfi mechanismy. K celoro¢né plisobicim
alergenlim je nutné uvadét, Ze pobyt v interiérech se prodlouzil, méni se teplotni a vihkostni podminky,
méni se vybaveni nabytkem, textiliemi, v bytech se zvysuje pfitomnost zvirat. Sensibilisace k alergenlim
roztoCU a trav, kterd se vyvine jiz v obdobi prvnich let Zivota, se projevi zvySenym rizikem asthmatu
v tomto obdobi. U domdcich zvifat jsme svédky velmi odlisnych vysledkd, kdy v nékterych pfipadech

mohou navodit specifickou toleranci, ale neovliviiuji senzibilizaci k jinym napf. roztocovym alergen(im.

Imunologické odpovidavosti — sklon k senzibilizaci je geneticky zavisly, senzibilizace sama se
nemusi jesté klinicky projevit. Ale pfi expozici inhalovanych endotoxin(i v raném véku a v nizkych
davkach se pozorovala nizsi prevalence alergie asthmatu a alergické rymy. Moznd je zde Uloha T
regulaénich lymfocyt(l. Ztrata respiracné — specifického ochranného ucinku — pfednost pocitacim pred
sportem. Ddle sem patfi téhotenstvi Zeny starsi let, antibiotika v prvnim roce Zivota a Zivot v blizkosti
velkého dopravniho zatizeni. Alergologové se v roce 2005 domnivai, Ze vyznamné Udaje budou pfinaset

studie o vyznamu slizniéni imunity a jejiho imunomodulaéniho vlivu. 3

V navaznosti na to se snazime predloZit nazory na vyuZiti i efekt probiotik z nejriznéjsich

klinickych studii a zdGraznit tak $ifi sou¢asného pohledu.

13 Nevoral, J.: Probiotika a prebiotika. Medical Tribune. 13/2008.
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1.3 IMUNITNI SYSTEM

1.3.1 Ontogeneze imunity u novorozence

Hlavni zasoby imunoglobulint dostéavaji do plodu z cirkulace matky (IgG), ale neni sporu o tom,
Ze plod aktivné syntetizuje nejen IgG, ale i s imunoglobuliny dalSich t¥id. Byla prokdzana aktivni syntéza
IgM ve fetalni sleziné v 10. tydnu gestace. Produkce IgG byla zjisténa v 11. tydnu v jatrech a ve streve,
IgE v plicich v 11. tydnu a IgA ve stfevé ve 13. tydnu gestace. Dojde-li k intenzivni antigenni stimulaci
plodu napft. intrauterinni infekci, tato basalni syntéza imunoglobulin( (IgM, IgA) se nékolikandsobné
zvysi a v lymfatickych tkdnich se objevi plazmatické buriky secernujici protilatky. B lymfocyty s
povrchovymi membranovymi imunoglobuliny (receptory) se objevi v 8. tydnu gestace v jatrech a ve
14. tydnu je jejich pocet stejny jako u dospélych jedincl. Vyznamnym obrannym mechanismem ve
fetalnim a ¢asném postnatalnim obdobi je pasivni prenos IgG placentou z matefského séra. Tim se do
plodu dostavaji protilatky tridy 1gG, predevsim proti bakterialnim toxinim. V 26. gestacnim tydnu
obsahuje sérum plodu stejnou hladinu jako sérum matky. V obdobi porodu muze byt dokonce vyssi o
10 %. Prenos se déje vylucné placentou. Ze vSech imunoglobulinovych tfid je transplacentdrné
prenasen pouze IgG. Predpokldda se, 7e jde o aktivni transport molekul IgG. Ulohu zde hraji specifické
bunécné receptory pro Fc fragment IgG molekuly. Z hlediska bunééné imunity se T lymfocyty objevuji
poprvni v 15. tydnu gestace, jejich relativni pofet nedosahne hodnot krve dospélych ani koncem

gestace.'

1.3.2 Prenatdlni, perinatalni obdobi a imunita

Pfirozeny vyvoj imunity u ditéte u ditéte formovan na zakladé endogennich faktord,
zahrnujicich predevsim genetickou dispozici. Je znamo, Ze alterace vyvijejiciho se imunitniho systému
mohou vést v pozdéjsSim véku ke vzniku imunopatologickych ¢i alergickych chorob, chronickych

zanétlivych procesli (metabolicky syndrom) ¢i kardiovaskularnich chorob a diabetu I. typu.

1.3.3 Imunitni systém

Imunitni systém ditéte prochazi v pribéhu embryonalniho vyvoje a po narozeni velmi

dynamickym vyvojem. Zacatek vyvoje imunitnich bunék je v casném embryonalnim obdobi spojen s

14 Miler, I.: Ontogeneze imunity plodu u novorozence. Cs.Pediat. 33, 1978, 5, 295-301.
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tvorbou krvetvorby, kterd zacina ve Zloutkovém vacku (extraembryonalni faze). V 18. dni gestace se
objevuje krvetvorba v paraaortalni splanchopleurdlni oblasti embrya a po 6.-8. tydnu gestace se
hematopoeza presouva do jater a pretrvava zde béhem celého nitrodélozniho vyvoje. V danych
lokalitach dochazi k tvorbé pluripotentnich hematopoetickych kmenovych bunék, které osidluji kostni
dren okolo 5. tydne gestace, od 20. tydne je kostni dfen hlavnim mistem krvetvorby. Fetdlni slezina se
tranzitorné ucastni na hematopoezi ve 3.-5. mésici gestace (Holt 2000). Mezi prvni imunitni burky
patfi B-lymfocyty, které nachazime ve fetdlnich jatrech okolo 9. tydne gestace. Béhem vyvoje B-
lymfocytl dochazi predevsim ke zménam genomu, kddujiciho protilatky. Vyvoj zralych B-lymfocytd je
dokoncen v sekundarnich lymfatickych organech (slezina, lymfatické uzliny aj.). Vlivem antigenni
stimulace se z ¢asti B-lymfocytl vyvijeji plazmatické buriky, schopné od 12. tydne gestace syntézy IgM,
kterd je vystupniovdna pfi intrauterinni infekci plodu. Po 20. tydnu gestace se ¢ast aktivovanych B-
lymfocytd méni v pamétové buriky (Holt 2000). Tvorba IgA neni pfitomna do 30. tydne gestace.
Novorozenecka syntéza IgM je vyznamna a prodlouzena. Hladiny imunoglobulinu IgG jsou u plodu jako
jediné z péti tfid imunoglobulind zajistovany transplacentarnim transportem v podstatném mnozstvi.
Specificky transport IgG je provadén pomoci neonatalniho receptoru (FcRn). Hladina celkového IgG u
novorozencl je dependentni na délce gestace. Transfer I1gG od matky k fetu zaéind jiz ve 13. tydnu
gestace, ve 28.-32. tydnu gestace dosahuiji fetdIni hladiny IgG 50 % matefskych hladin. Vétsina IgG je
do fetalni cirkulace prenesena béhem poslednich ¢tyr tydn( gravidity, takze v dobé terminu porodu
mohou hladiny IgG plodu prevySovat o 20-30 % materské hodnoty. Subpopulace T-lymfocytd CD4 a
CD 8 jsou identifikovatelné od 14. tydne gestace. Pocet T-lymfocytl narista jesté v obdobi do 6 mésicl
po porodu. | kdyZ jsou fetdIni T-lymfocyty schopny odpovédi in vitro na mitogeny (fytohemaglutinin)
jiz v 10.—12. tydnu gestace, jejich imunitni funkce vyzrava aZz po narozeni ditéte (Mebius 2003). Buriky
NK jsou detekovany u fétu v 6. tydnu gestace a v dobé porodu maji 10—-15% podil na poctu vSech

lymfocytl v pupecnikové krvi. Maji znacné snizenou cytolytickou aktivitu (Uksila 1983).

Vyvoj monocyto-makrofagového systému zacdina v 3.-4. tydnu gestace ve Zloutkovém vaku a
pokracuje ve fetalnich jatrech. Zralé formy neutrofild jsou detekovatelné v 12.-14. tydnu gestace.
Dendritické burky (DC), které reprezentuji spojeni mezi pfirozenou a specifickou imunitou, se objevuji

okolo 6. tydne gestace.

PFi zpracovani apoptotickych ¢i nekrotickych bunék fetdlnimi DC dochazi k navozeni tolerance
a jen k minimalnimu zvyseni prozanétlivych cytokinl (napf. TNF a, IL-12), kostimula¢nich molekul a
aktivaénich markerU. Tyto odliSnosti jsou zodpovédné za mensi odolnost plodu a posléze i novorozence

proti infekcim (Levy 2007).

17



1.3.4 Mikrobialni stimulace

Béhem intrauterinniho vyvoje dochdzi k tésné interakci mezi fétem a matkou, na placentarnim
rozhrani je uprednostfiovdana Th2 bunécnd odpovéd. Th2 typ reaktivity je charakteristicky pro
novorozence i v postnatalnim obdobi. Modulace imunitniho systému mikrobidlni zatézi zacina jiz
prenatdlné a ma za ndsledek stimulaci Thl orientované imunitni odpovédi, zvySeni regulaénich T-
lymfocytd v pupecnikové krvi a zmény ve vrozené imunité v pozdéjsim véku. Mikrobidlni stimulace v
casném Zzivoté ma dle hygienické hypotézy za nasledek urychleni maturace imunitniho systému a
indukci regulacnich mechanizmi, které maji protektivni charakter pred zanétlivymi procesy
v pozdéjsim Zivoté (Okada 2010). Parazitarni infekce matky ma imunomodulacni efekt na vyvijejici se

imunitni systém plodu.

1.3.5 Faktory vyZivy

Pokud neni plod dostateéné vyZzivovan, mGze dojit ke sniZzeni NK a fagocytujicich bunék. Pokud
matka pfijima dostatek vitaminu D, dojde k indukci tvorby antigenu prezentujicich bunék a T-

regulaénich lymfocyttd u plodu.

1.3.6 MALT, GALT

Faktory vnéjsiho prostiredi plsobi na plod i novorozence imunomodulaéné. Naptiklad expozice
plodu nikotinu byla spojena s elevaci IgE hladiny v pupecnikové krvi, zvysenim produkce IL-4 a IL-13 a
snizenim hladiny interferonu gama. Postnatdlni expozice nikotinu je u déti spojena se snizenim hladin
IgG a IgM a snizenim proliferacnich schopnosti T-lymfocytd a aktivity NK bunék. Vliv maternalniho
stresu se prenatdlné u plodu projevuje ovlivnénim hypotalamicko-hypofyzarni-adrenalni osy a
naslednym zvySenim Th2 bunécné predominance a zvySenim produkce IgE (Marques 2013). Podobné
dopady na fetalni imunitni systém ma i expozice matek nékterym inhala¢nim alergenlim (roztoci) v

téhotenstvi, rovnéz zvysujici hladinu IgE v pupecnikové krvi (Peters 2012).

Hlavni komponentou imunitniho slizniéniho systému je slizni¢ni lymfaticky systém (MALT —
mucous associated lymphoid tissue), v neonatalnim obdobi hraje dileZitou roli GALT (gut associated
lymphoid tissue). Po porodu dochazi k rychlé kolonizaci neonatdlniho Gl traktu, primarné je
novorozenec exponovan bakterialnim kmen{m pfitomnym v rektovaginalni flofe matky. Kolonizace je
dale zavisla na gestacnim stafi novorozence, zplsobu porodu a jeho vyzivé. U kojenych déti je primarni
kolonizace materskou fekalni mikroflorou nahrazena bakterialni mikroflorou, tvofenou z 90 %

bifidobakteriemi a laktobacily, které mechanizmem kompetitivni inhibice zabranuji adhezi
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patogennich mikroorganizm( ve stfevé. Soucasné produkci latek fyziologickou stfevni mikroflorou, ke
kterym patfi napf. mastné kyseliny s kratkym fetézcem, dekonjugované Zlucovy kyseliny, bakteriociny,
defenziny aj. se zvySuje baktericidni schopnost stfeva (Sjogren 2009). Mikroflora rovnéz pfispiva
k presmyku od postnatalné dominujiciho Th2 typu imunitni odpovédi na Th1 typ. OpoZdéna kolonizace
komenzalnimi kmeny je pfitomna u déti porozenych cisafskym fezem, u nedonosenych déti ¢i u
novorozencll s pritomnosti perinatalni infekce, vyZadujici terapii antibiotiky. V pfipadé absence
adekvatni stfevni kolonizace mliZe perzistovat predominance Th2 imunitni odpovédi, spojovana se
zvySenou prevalenci autoimunitnich ¢i alergickych chorob. K dllezitym slozkdm MM pat#i
imunokompetentni buriky, z nichZ nejvétsi ¢ast tvori makrofagy (cca 60 %), dale neutrofilni leukocyty
(30-40 %) a lymfocyty (5—-10 %). Produkty mlééného kvaseni laktézy MM jsou zdrojem kyselého

prostiedi ve stfevé novorozence a stimuluji tak osidleni GIT optimalni mikrobialni florou.®

1.3.7 Humoralni a celuldrni imunita u novorozencu

Opsonizacni aktivita novorozeneckych sér je snizena vici pyogenimu stafylokoku a gram
negativnim mikrobldm, které jsou ¢astou pticinou tézkych novorozeneckych infekci. V poslednich dobé
dominuje streptokok skupiny B. Nizké hodnoty IgM a sniZzena aktivita komplementového systému, jez
predstavuji nejduleZitéjsi slozky opsonizacniho déje, tento fakt z¢asti vysvétluje. Byly nalezeny nizsi
hodnoty v aktivité celkového komplementu u déti donoSenych a byly zjistény vyznamné rozdily v
aktivité komplementu u déti nizSiho gestacniho véku. Vysoké hodnoty nukleoldrniho testu ve skupiné
novorozencl nizké porodni hmotnosti 20 x vice oproti dospélym a u zdravych donosenych
novorozencl 10 x vice oproti dospélym jsou vyrazem celuldrni imunity a zndmkami lymfocytarni

aktivace, vlastné nalezem stimulovanych lymfocyt(. 6

1.3.8 Lymfoidni tkan traviciho traktu

»Jednim z fyziologicky velice dilezitych oddild imunitniho systému jsou tkané kryté epiteliemi.
Jsou to predevsim slizniéni povrchy trdviciho, dychaciho a urogenitalniho traktu. Zde je kontakt
organismu na uvedenych sliznicich tj. 300 m2. Nejmohutné;jsi soucdsti imunitniho systému je lymfoidni
tkan traviciho traktu. Denni produkce IgA ve stfeveé je 2-5 g. Volné intraepitelové lymfocyty se dosud

neobjasnénym mechanismem ucastni vzniku tzv. oralni tolerance, tj. Utlumu systémové odpovédi na

15 Mockova, A.: Ovlivnéni vyvoje imunity v prenatalnim a perinatalnim obdobi. Pediatr. praxi. 2014, 15(4), 197-200.

16 Misarovicova, Z.: Nékteré faktory humoralni a celularni imunity u novorozencd., C.Pediat.,35,1980,8,416-418. Smetana,
K., et al: A further contribution to the demonstration of RNA and nucleoli of blood cells in smear preparations. Folia
haematologica,1969,91(4),381-394
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neinfekéni antigen podany predevsim perordlné. Timto fyziologickym mechanismem omezuje
organismus imunni breaktivitu proti tém slozkdm potravy, které nejsou v zaZivacim traktu enzymaticky
rozStépeny na malé neimunogenni fragmenty. Pfi jeji poruSse mohou vzniknout patologické procesy

napf. potravinové alergie.” Y’

Sekrec¢ni imunoglobuliny: u lidi nejcastéji dimer A monomerni IgA kostni dien
polymerni IgA plasmatické bunky

IgA a IgM jsou prenaseny pres epitelové buriky sliznic. Sekrecni IgA blokuje adhezi bakterii na slizniéni
povrch a brani priniku antigen( do vnitfniho prostredi. IgA ma téZ schopnost reagovat s nékterymi
baktericidnimi latkami a pfivést je na povrch bakterii. IgA ma schopnost neutralizovat viry pfitomné
v epitelovych burikach a eliminovat v podobé imunitnich komplex( nezadouci antigeny pfitomné pod
epitelovou vrstvou. IgA ma dvé podtfidy, a to IgA 1 v cirkulaci, a v tlustém strfevé prevahu bunék
produkujicich 1gA2. Sliznice lze vyuzit pro indukci imunity proti infekcim (vakcinace) a pro indukci

tolerance (Ié¢ba autoimunnich chorob).®

1.3.9 Imunologickd nezralost novorozence a kojence

Hlmunitni systém novorozencl a malych kojencll se funkéné lisi ve vsech slozkach od vétsich
déti. U novorozence a kojence je absolutni pocet lymfocytl srovnatelny se starsim ditétem, avsak je
vyraznéjsi zastoupeni CD4+ T lymfocytd na ukor cytotoxickych T bunék. Soucasné je snizena tvorba
nékterych cytokin(l, zejména IFNgama a IL4, kterd negativné ovliviiuje imunitni odpovéd' zvlasté proti
systému predstavuji asi 50 % starSich déti. To spolu s omezenou fagocytdrni aktivitou vede ke zvysené
vnimavosti k bakteridlnim infekcim. Plod je schopny vytvaret protildtky od 20. gestacniho tydne.
Nedojde-li k intrauterinni antigenni stimulaci, ma novorozenec pouze imunoglobuliny, které v pribéhu
posledniho trimestru gestace prenesly transplacentdrné od matky. Posléze dochazi k rozvoji
fyziologické hypogamaglobulinémie, kdyZz produkce vlastnich imunoglobulind nestaci kompenzovat

Ubytek matefskych protilatek.“*

17 peters JL, et al. Prenatal negative life events increases cord blood IgE: interactions with dust mite allergen and maternal
atopy. Allergy, 2012; 67(4): 545-551. Sjogren YM, et al. Influence of early gut microbiota on the maturation of childhood
mucosal and systemic immune responses. Clin Exp Allergy, 2009; 39(12): 1842—-1851. MUDr. Alice Mockova, Ph.D.:
Ovlivnéni vyvoje imunity v prenatalnim a perinatdlnim obdobi. Pediatr. praxi 2014; 15(4): 197-200.

18 Tlaskalova-Hogenova, H.: Imunita na sliznicich. Forum imunologie. 1/94.

19 patizkova,E.: Imunologickd nezralost novorozence a kojence. Alergie,Supplementum 3/2002,str. 14
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1.4 VYVOJ STREVNiI MIKROFLORY

1.4.1 Podpora pfirozené obranyschopnosti kojencd modulaci stfevni

mikroflory

Stfevni mikroflora je tvofena u dospélych — 10 mikrob’ o 500 druzich. Vykazuje velkou
metabolickou aktivitu shodnou s aktivitou jater. Stfevni mikroflora hraje zdsadni roli pfi zachovani
naseho zdravi. Hlavnim pfinosem vyvazené strevni mikroflory je zajisténi rezistence vici kolonizaci.
U kojencl jesté neni vytvorena stabilni mikroflora, neni jesté plné vyvinuta schopnost rezistence této
mikroflory viéi kolonizaci [Favier 2002]. Normalni mikroflora zajistuje dulezitou stimulaci vyvoje
imunitniho systému. Nedostatecnd expozice mikrobialnim antigenim se povaZuje za faktor, ktery
pfispiva k rozvoji alergie [Yazdanbakhsh 2002]. SloZeni stfevni mikroflory, nizké hladiny bifidobakterii
a vysoké hladiny clostridii pfedstavuji indikator pozdéjsiho vyvoje alergie [Kalliomaki 2001]. U malych
déti trpicich alergiemi jsou rovnéz ve strevech pritomny odlisné druhy bifidobakterii v porovnani se
zdravymi kontrolnimi skupinami v odpovidajicim véku [Ouwehand, Isolauri 2001]. Pfi narozeni je v téle
pfitomno malé mnoiZstvi B bunék, které produkuji IgA. Jejich pocet postupné stoupa, az pfiblizné ve
véku jednoho roku dosdhne hladiny odpovidajici dospélym jedincdm [Helgeland 2000]. Tato
skutecnost jasné ilustruje vyznam mikroflory pti vyvoji imunitniho systému. Stfevni mikroflora hraje
svou roli i ve vyZivé. Napomaha trdveni a ziskavani energie z potravinovych slozek, které se nestravi
v dUsledku produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem, jez maji vyznamny troficky ucinek na
stfevni epitel [Pruzzo 2009]. SloZeni mikroflory typické pro dospélé jedince se dosahuje ve véku 1-2 let
[Benno 1986]. Na kolonizaci a vyvoj stfevni mikroflory ma u ditéte vliv fada faktord. Jednd se o zpUsob
porodu, medikace a zplsob krmeni. U déti, které se narodily cisarskym rfezem, byla pozorovana
kolonizace mensim poctem bifidobakterii a druhem Bakteroides. Rozdil ve sloZeni stfevni mikroflory
Ize pozorovat jeSté po 6 mésicich Zivota [Gronlund 1999]. Medikace, zejména pomoci antimikrobialnich
latek ma vyznamny rusivy vliv na sloZeni, aktivitu a vyvoj stfevni mikroflory. Pro kojence, ktery je krmen
pomoci pripravkl, je charakteristicka spiSe nizka kolonizace bifidobakteriemi. Rozdily se ale snizuji
[Orrhage1999]. Vysvétleni je ve zlepSeni sloZeni kojeneckych pfipravkd, které se vice blizi sloZeni
materského mléka. Déti krmené materskym mlékem a déti krmené pomoci pripravki vykazuji rovnéz
kolonizaci odliSnymi typy bifidobakterii [Benno 1986]. Probiotika a prebiotika predstavuji moznost
zlepseni jejiho sloZeni. Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které po poziti v uréitém mnozstvi vykazuji
prospésné ucinky na zdravi presahujici ucinky zakladni vyZivy. Terapie probiotiky predstavuje moznost
zavést specidlné vybrané mikroby do gastrointestindlniho traktu. Nevyhodou tohoto pfistupu je
skutecnost, Ze mikroby musi zlstat Zivotaschopné béhem jejich produkce a skladovani a také béhem

prichodu gastrointestinalnim traktem. | kdyz se fada prospésnych ucinkl na zdravi pficita vybranym
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kmendm probiotik [Grubb 1989], jsou pouze nékteré z téchto ucinkd podloZené. Prebiotika jsou
definovdna jako nestravitelné potravinové slozky, které vykazuji prospésny ucinek na zdravi hostitele
prostfednictvim stimulace rlistu nebo aktivity omezeného poctu prospésnych bakterii v tlustém strevé
[Gibson 1995]. Nejcastéji pouzivanymi prebiotiky jsou fruktooligosacharidy a galaktooligosacharidy.

Dostévaji se do tlustého stfeva, kde mohou sloufZit jako zdroj energie pro mikroby zde pfitomné.?

1.4.2 Receptory ve strevni mikroflore

Bakterie pouZziva k navazani na bunécny povrch rizné mechanismy, kdy adherence zahrnuje
interakci mezi strukturami na povrchu bakterie (adheziny) a receptory na eukaryotické burce. Jako
receptory slouzi vétSinou membranové glykoproteiny nebo glykolipidy. Adheziny mohou tvofit
souvislou vrstvu na povrchu bakterie nebo morfologicky zfetelné vybézky v podobé fimbrii. Specificka
adherence znamend, Ze napf. gram neg. tycky maji afinitu k enterocytim tlustého stfeva. Tvorba
receptorll je kddovana geneticky, takZe defekt specifickych receptord vysvétluje rezistenci nékterych
jedincl proti kolonizaci urcitym bakterialnim druhem. Receptory nékterych enterocytli mohou byt
pfitomny jen v nékterych vékovych obdobich. Pti kolonizaci gastrointestindlniho traktu bakterie
nejprve musi adherovat na receptory mikrovilozni membrany. Obsazeni fyziologickych receptori
usnadniuje prlnik bakterie do organismu hostitele. Jakmile dojde k adherenci, bakterie mohou dale
proliferovat. Interakce mezi bakterii a epitelialnimi burikami byva nazyvana , bacterial-epitelial cross
talk”, coz znamens3, Ze kolonizujici bakterie komunikuji s bufikou hostitele (enterocytem) a vyuzivaji jeji
nitrobunécny aparat k usnadnéni translokace. Zakladni vyzkum v této oblasti se zaméfuje predevsim
na patologické mikroorganismy. Ale je i jasné, Ze i fyziologicka stfevni flora je v interakci s enterocyty
a mlZe zvySovat obranu stfeva hostitele proti bakteriim, které vyvolavaji klinickd onemocnéni.
Probiotika mohou chranit hostitele od patologické kolonizace mnoha mechanismy. Napf. probiotické
bakterie nohou preferovat receptory, které jsou spolecné i pro patogeny (bifidobacterie nebo coli).
listd nezralost interakce bakterie-enterocyt mizZe pfrispivat k plisobeni patogend u déti v téchto
vékovych skupindch. ProtoZe antiadhezivni terapie neni spojena s Zddnym zasadnim zdsahem do

metabolismu bunék, nebezpedi vzniku rezistence na tuto terapii je nepravdépodobné.?

To je v ostrém protikladu se sou¢asnym rozvojem rezistence bakterii na antibiotika a velkym
pfislibem do budoucna! Experimentdlni modely z minulosti na zvifatech umozZnily studovat reakce
organismu na jeho fizené osidlovani definovanymi mikroby. Vyznamnym svétovym pracovistém je od

konce padesétych let 20. stoleti zejména Mikrobiologicky Ustav Akademie véd CR.

20 Quwehand, AC., et al: Differences in Bifidobacterium flora composition in allergic and healthy infants. J.Allergy Clin
Immunol 2001, 108, 144-145. Functional foods forum, Universiti, Turku, 2004.
21 pozler, O.: Stfevni mikroflora. Sympozium o morfologii stfeva. Staré Splavy, 2004, 4, 3-4 Abstr.
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1.4.3 Komensalni bakterie

Kontakt s vnéjSim prostfedim se odehrdva predevSim na epitelovych povrsich sliznic
vybavenych vyvinutym systémem ptirozené imunity a specializovanym systémem adaptivni imunity.
Slizni¢ni imunitni systém zabranuje pronikani infekénich a imunogennich sloZek ze sliznic do cirkulace
(barierova funkce), zajistuje obranu proti patogennim mikroorganismdm (antiinfekéni uloha), oralni
nebo slizni¢ni tolerance a prispiva k udrzeni homeostazy (barierova funkce). Strevni sliznice 200 m2 ma
charakteristicky rys, obménuje se 1x za 3-4 dny. Na sliznicich se vyskytuji zakladni burnky pfirozené
imunity, t-neutrofily a makrofagy, dale NK, dendritické, zirné a dalsi bunky. K nim se pfifazuji i epitelové
buriky, které chrani hostitele v prvnich minutach po vystaveni podnétu. Epitelové buriky jsou zapojené
do cytokinové sité. Hlavnim ukolem bunék pfirozené imunity je rozpoznat, pohlcovat, zpracovavat a
predkladat antigeny burikam adaptivni imunity, tzn. lymfocytdim. Lymfaticka tkan zaZivaciho traktu s
denni produkci IgA ve strevé 2-5 g. Lymfatickd tkan stfeva je tvofena prevazné Peyerskymi platy, jednak
lymfocyty. Jeden z hlavnich obrannych faktor( na sliznicich je IgA, ktery ma dvé podtfidy (1,2). V
sekretech je polymerni forma IgA, zatimco v cirkulaci je IgA monomerni. Sekrecni IgA ma funkci
blokovat adherenci bakterii na slizni¢ni povrch. Antigeny jsou u zdravych jedincli tolerovany (oralni
tolerance), nevyvoldvaji vyraznou systémovou odpovéd. Vyznamna je funkce dendritickych bunék,
mechanismus oralni tolerance je pak realizovan lymfokiny. Efekty podavani probiotik: Jeden z vykladu
hygienické hypotézy spociva v ndlezech nizké diverzity stfevni mikroflory v postnatalnich obdobi u déti
v hygienicky vyspélych oblastech. Tlaskalova popisuje vyrazné efekty mikroflory na vyvoj imunity v

postnatalnim obdobi u zvifat. Efekty podéavani prebiotik i probiotik se u nés stale zkoumaji.?

1.4.4 Imunitni odpoved Th2

Pfevaha Th2 imunitni odpovédi se ustavuje jiz koncem gestacniho obdobi. S tim souhlasi i
prikaz snizené tvorby IFN gama mononuklearnimi burikami periferni krve novorozenct, u nichz se
pozdéji rozviji atopie. Inicidtorem je inhalovany alergen. Pfi astmatu aktivuje Zirné buriky a makrofagy,
které zacnou tvofit a uvoliovat prozanétlivé medidtory — leukotrieny, cytokiny a chemotaktické
faktory. Antigen zpracovavany makrofagy je predkladan pomocnym Th lymfocytlm, u nichZ vyvola
tvorbu IL4 a IL5, které pak navedou B lymfocyty k tvorbé IgE a zpUsobi eosinofilii. Makrofagy tvorené
cytokiny, IL1, TNF alfa a TNF gama aktivuji endotelové bunky a vyvolaji v nich zvySenou tvorbu

adhesivnich molekul. ZvySena pfilnavost k endotelu umozni vycestovani leukocytll z obéhu do sliznice

22 T|askalova-Hogenova, H.: Stfevni imunitni systém a komensélni bakterie. Medical Tribune. 11/2008.
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dychacich cest. Nervova zakonceni jsou vystavena mediatordm zanétu, dlisledkem je cholinergni
bronchokonstrikce a hyperreaktivita hladkych svald bronchid. Eosinofily jsou vyznamny faktor

v etiopatogenezi asthmatu.?

1.4.5 Koncentrace eosinofilniho kationického proteinu v séru

donosenych novorozencl

»Zvysené koncentrace eosinofilniho kationického proteinu (ECP) v séru nebo v trachedlnich
aspirdtech se u novorozenctll davaji do vztahu k naslednému vyvoji bronchopulmonalni dysplazie. Bylo
provedeno vysetfeni koncentrace ECP v séru z pupecnikové a kapilarni krve zdravych donosenych
novorozencll. Koncentrace ECP u zdravych donoSenych novorozencd jsou oproti hodnotdam u
dospélych vysoké a rovnaji se nalezlim popisovanym napf. v souvislosti se zavaznymi alergickymi
zanéty. Koncentrace ECP v pupecniku mize odrazet stres matky nebo plodu pred a po porodu, mize

byt odezvou na komplex exogennich stimul( z prvnich hodin Zivota novorozence po porodu.“#

1.4.6 Lymfoidni systém spojeny se sliznicemi — MALT

Nejvyznamnéjsim sekundarnim organem imunitniho systému je lymfoidni systém spojeny se
sliznicemi (MALT, Mucosa Associated Lymphoid Tissue). Obrana je zde regulovana tak, aby noxy
vnéjsiho svéta byly odstrafiovany z povrchu, i jinak eliminovany jesté predtim, nez budou stimulovat
slizni¢ni imunitu. K tomu je slizni¢ni systém optimalné vybaven. Slizni¢ni imunitni systém je regulovan
tak, aby na vétsSinu podnét(l, které nepredstavuji jednoznacné signdly nebezpeci, byla indukovana
tolerance. Stimulace slizni¢ni imunity ma za dlsledek ovlivnéni centralnich mechanizmd imunity. Role
slizniéniho imunitniho systému je mimoradné dulezitd, zvlasté pro rozvoj individudlni imunitni
reaktivity (Kudsk 2002). Klicové pro jeji optimalni nastaveni je obdobi tésné po narozeni. Travici trubice
embrya je sterilni. K jeho kolonizaci dochazi bezprostfedné po porodu. Stfevni mikrofléra prodélava v
tomto obdobi rychlé promény. Prvni koloniza¢ni vinu pfedstavuji predevsim fekalni mikroorganizmy z
rodu Enterobacter, Streptococcus a Staphylococcus, ktefi maji plvod v materské vagindlni a fekalni

bakterialni fléfe. Zastupci uvedenych bakteridlnich rodd jsou schopni spotfebovavat kyslik, a vytvareji

23 ABC symposium 1996 Solnohrad, Allergy 54,suppl 49,103, str. 199

24 H.Tomasova et al: Koncentrace eosinofilniho kationického proteinu v séru donosenych novorozenctl. Neonatologické listy
2000,¢.4, rocnik 6.
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tak vhodné prostiedi pro dalsi vinu mikroorganizm{, jeZ kolonizuje zdravé dité, které je kojeno, zhruba
po tydnu po narozeni. Druhou kolonizaéni vinu predstavuji predevsim bakterie z rodu Lactobacillus a
Bifidobacterium. Pocatecni kolonizace ma mimoradny vyznam nejenom pro rozvoj slizni¢ni imunity,
ale bakterie moduluji biologickou aktivitu epitelovych bunék. Odstaveni kojence a pfechod na pevnou
stravu predstavuje dalsi klicové obdobi pro vyvoj slizni¢ni mikrofléry. Od tohoto obdobi previada
striktné anaerobni mikrofléra. Pouze okolo 3 % stfevni mikrofléry dospélého clovéka jsou aerobni
bakterie nebo fakultativnhé anaerobni bakterie. V soucasnosti je definovan novy termin mikrobiom,
ktery je oznacovan jako suma genl vsech mikrobidlnich druh(, které kolonizuji stfevo. Mikrobiom
zahrnuje odhadem stokrat vice gend, nez ma nas vlastni genom. Zajistuje ¢lovéku vyuziti pro néj
nedostupnych Zivin. Potlacuje kolonizaci a rlist potencialné patogennich mikroorganizmu. Bakterie
v travicim traktu jsou schopny mezi sebou komunikovat. Aktivované epitelové bunky jsou vydatnym
zdrojem cytokinl, které ovliviuji jak intraepitelové lymfocyty, tak burky imunitniho systému
nachdazejici se v lamina propria. Specializované M burky umoznuji prostup podnétd do lamina propria.
Vyznamnou slozkou slizni¢ni imunity jsou dendritické burky. Dendritické buriky, které se nachdzeji v
lamina propria, jsou schopny pronikat svymi vybézky mezi epitelové buriky do stfevniho lumen. Zde
jakoby vzorkuji mikrobidlni podnéty a prezentuji je potom specifické imunité. Je pravdépodobné, ze
takovyto kontakt s fyziologickou mikroflérou vede k indukci regulaénich T lymfocytd, které tvorbou
cytokin(i s protizdnétovym pusobenim (IL-10) optimalizuji slizniéni odpovéd a indukuji slizni¢ni
toleranci (Schmidt-Weber 2005). Opakovana expozice sliznic antigennim podnétim nevede obvykle k
zesileni slizniéni odpovédi, ale naopak k utlumeni imunitni reakce. Tento fenomén se nazyva indukce
slizni¢ni tolerance je mimoradné komplexni. Konkrétné jde o Ulohu subsetu regulacnich T lymfocyt(
(Treg). Expozice antigenim na stfevni sliznici vede k rozvoji antigen specifické imunologické tolerance
(oraini tolerance). Je jednoznacné uréovana subsetem Treg T lymfocytl. Ze studii na bezmikrobnich

zviratech je zretelné doloZeno, Ze ordini tolerance nemUze byt indukovana v bezmikrobnich zvifatech.

1.4.7 Gastrointestinalni ekosystém

Gastrointestindlni ekosystém je vysoce integrovany komplex, ktery zahrnuje strevni
mikrobiom, stfevni slizni¢ni bariéru a slizni¢ni imunitni systém. Fetdlni travici trubice je sterilni. Jeji
mikrobialni osidleni za¢ina pfi spontannim porodu prichodem plodu porodnim kanalem a pokracuje v
prabéhu prvniho roku Zivota z fady zdrojl. K nim patfi typ porodu (spontanni, cisafsky fez), zralost
plodu, typ vyZivy (kojeni, uméla vyziva), podavani antibiotik, celkovy zdravotni stav a stres. Prvni
mikroby kolonizujici stfevo jsou aerobni a fakultativné anaerobni kmeny (E. coli, laktobacily a

streptokoky), které snizuji oxidoredukcni potencidl a umoznuji kolonizaci anaerobnimi kmeny
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(bifidobakterie, bacteroides). Kojeny, plné vyvinuty novorozenec md vyhodnéjsi MF s pfevahou
bifidobakterii (Dai 1999). Po zavedeni pevné stravy se sloZzeni MF pfiblizuje stale vice definitivnimu
stavu v dospélosti s pfevahou anaerobnich kmenU. Hlavni lokalizaci MF v travici trubici je tlusté stfevo
a konecnik, v némz zastoupeni anaerobu ¢ini az 99 % (Fri¢ 2005). Kolonizace stfeva MF je tedy
programovana casové (doba a poradi kmenu), kvalitativné (definice kmen) a kvantitativné
(koncentrace kmen(). Komenzalni MF ¢asné po narozeni vyznamné aktivuje procesy vrozené i ziskané
imunity a podili se na rozvoji imunitniho systému stfeva. Komenzalni MF je kriticka pro rovnovazné
vyzrani imunitniho systému a vyvoj ordlni tolerance, tj. tolerogenni nebo imunogenni reakce na

antigenni podnéty.

1.4.8 Strevni bakterialni mikrofldra

Do okamziku narozeni je zazivaci i dychaci trakt plodu sterilni. Jeho osidlovani bakterialni
mikroflérou zacind za porodu p¥i prlichodu porodnimi cestami a velmi intenzivni je hlavné v prvnich
dnech po narozeni. Podstatnym faktorem, urcujicim slozeni stfevni mikrofldry, je vyZiva novorozence
a kojence. Kojené déti maji bakteridlni mikrofléru sloZzenou z 90 % z laktobacild a bifidobakterii. U
uméle Zivenych déti se v kratkém ¢asovém obdobi vytvari komplex témérF uplného spektra mikrofléry
s dominanci anaerobnich bakteroid(i a enterobakterii. Fyziologickd gastrointestindlni bakterialni
mikrofléra zahrnuje 400 aZ 1 000 bakteridlnich druhd, z nichZ kultivovatelnych je 20—40 %. Obvykle
byva definovana jako soubor mikroorganizm, které mohou byt pfitomny v zaZivacim traktu zdravého
Clovéka (Jerabkova 2008). Pfi optimdlnim sloZeni bakteridlni mikrofléry dochazi k indukci imunitni
reakce, ktera vede k produkci cytokind, navozujicich vznik aktivni tolerance neskodnych antigen(.
Prenatalné nastaveny typ dominance Th2 imunitni odpovédi se méni ve vyvazeny typ imunitni reakce,
které se adekvatné ucastni lymfocyty Thl, Th2, Th3 a Treg. Mechanizmy slizni¢ni imunity jsou proto
balancovany spise ke stavu udrzeni tolerance (Jefabkova 2008). Opakovana aktivace Th2 lymfocytu
vede kromé stimulace tvorby IgE téZ ke zvySené produkci sekrecnich imunoglobulind IgA a
prostfednictvim interleukinu-4 pak tlumi aktivitu Thl lymfocytd, ¢imZ indukuje prevahu regulacnich
lymfocytl Th3, které snizuji systémovou zanétlivou odpovéd (Jefabkova 2008). Pro navozeni tolerance
ma velky vyznam i zplsob prezentace antigenu imunitnimu systému prostfednictvim APC. Faktem je,
Ze snizena antigenni stimulace v ¢asném poporodnim a kojeneckém obdobi obvykle nenavodi u
zdravého jedince preladéni imunologické reaktivity z prevahy stimulace Th2 (typické pro obdobi

intrauterinniho Zivota) na rovnovahu Th1/Th2, regulujici imunologické procesy postnatalné.
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Ptetrvavani stimulace Th2 pak muzZe vést k snazsi senzibilizaci, k vyssi tvorbé IgE a tim k naslednému
rozvoji alergie (Romangani 1999). Na ustanoveni rovnovahy mezi Thl a Th2 lymfocyty v imunitnim
systému nema vliv jen pfitomnost ¢i nepfitomnost antigenni stimulace, ale také vlastnosti stimulujiciho
antigenu, zpUsob jeho predloZeni imunokompetentnim burikdm a soucasné plsobeni dalsich faktord.
Znacny vyznam ma téz obdobi, ve kterém ke kontaktu mezi antigenem a imunitnim systémem dochazi.
| kdyZ by tato hypotéza mohla ¢astecné vysvétlit vzestup incidence alergickych chorob v zemich Zijicich
tzv. ,zapadnim” stylem Zivota, svédci proti jejimu zjednodusenému chdpani celd fada pozorovani. Je
totiz zfejmé, Ze soucasné s alergiemi, typickymi dominanci odpovédi Th2, vzrlistd i vyskyt
autoimunitnich onemocnéni, asociovanych s genotypem Thl. Oba typy onemocnéni se vyskytuji u
nékterych osob soucasné. Promoreni populace parazity indukuje Th2 odpovéd, pfitom ale nezvysuje
incidenci alergickych onemocnéni a obyvatelé oblasti promofenych parazitdrnimi chorobami byvaji
obvykle pred alergiemi chranéni. Z predeslého vyplyvd, Ze vzestup incidence alergii neni mozné
vysvétlit striktni dichotomii TH1/Th2 odpovédi. Zakladem soucasného pojeti narlstu alergickych
chorob je teorie protizanétlivé imunitni odpovédi, zaloZzené na vyvoji tolerance. Vznik tolerance je
zfejmé Fizen predevsim aktivitou intestindlnich regulacnich T lymfocytl, které imunitni odpovéd
kontroluji a v soucinnosti s dalSimi slozkami slizni¢ni imunity moduluji souc¢asné i imunitu systémovou.
Imunomodulaci rozumime terapeutické ¢i preventivni zasahy do cinnosti imunitniho systému
(Bartlinkova 2003, Bystrori 2005). Tato kritéria ndm u déti pfi indikaci imunomodulace pfilis

nepomohou, a proto budeme pfi indikaci této 1ééby pomérné zdrzenlivi.?®

1.4.9 Vyuziti slozek stfevni mikrofléry

Interakce mezi stfevni mikroflérou a slizni¢nim imunitnim systémem hostitele hraje klicovou
roli pfi udrZovani sliznicni homeostazy. Bylo prokazano, ze dysbidza, zména ve slozeni mikrobialnich
spolecenstev miZze vést k rozvoiji civilizacnich onemocnéni, jakymi jsou zanétliva stfevni onemocnéni
nebo alergie. Vtomto ohledu jsou probiotika cennym nastrojem pro zmirnéni nerovnovahy strevni
mikrofléry s vhodnou stimulaci imunitniho systému. Pfi sledovani imunomodulacnich vlastnosti
vybranych bakterii bifidobacterium a lactobacillus a stanoveni pfiznivého Ucinku vybranych bakterii.
Ve zvifecim modelu alergie se ukdzalo, Ze neonatalni kolonizace zabrdani rozvoji alergické senzibilizace
pravdépodobné aktivaci T-regulacéni odpovédi. Je nutné si uvédomit, Ze vlastni dysbidza vede ke
zpozdénému vyzravani imunitniho systému a naruseni mechanismu imunologické tolerance, cozZ vede

ke vzniku zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni a alergii (Belkaid 2014, Sartor 2008). Podle tzv.

25 Vernerova, E.: Slizniéni imunita u déti, moZnosti imunomodulace a alergie. Pediatr. pro Praxi. 2008, 9(3), 164-168.
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hygienické nebo mikrobidlni hypotézy se predpoklada, Ze za rozvoj alergickych onemocnéni je
zodpovédna nedostatecna mikrobialni stimulace na pocatku Zivota a sniZeni bakteridlni rozmanitosti
v mikrofléfe hostitele (Kaliomaki 2010, Toh 2012, Noverr 2005). Absence mikrobidlni stimulace
v dlisledku zvysené hygieny nebo naduZivani antibiotik ma za nasledek oslabeni slizni¢ni imunity,
doprovazené Castéjsi senzibilizaci k alergendim, které jsou zdravou populaci tolerovany (Tlaskalova-
Hogenova 2004). Nasledné zmény v TH1 mohou zpUsobit posun k TH2 imunologické odpovédi, ktera
je zodpovédna za rozvoj alergii. Zanétliva stfrevni onemocnéni — ulcerozni kolitida a Crohnova choroba
patfi mezi chronickd onemocnéni spojena s nekontrolovanym zanétem GIT (Hanauer 2006). Tato
onemocnéni jsou zplsobena poruchou stfevni homeostazy a deregulovanou imunitni odpovédi vici
rezidentnim slozkdm mikrofléry v disledku genetickych poruch slizni¢ni bariéry, nespecifické imunity
a imunoregulace. Rozvoji stfrevniho zanétu predchazi zvyseni propustnosti epiteliadlni vrstvy v dlsledku
snizené exprese nebo reorganizace nékterych protein( tésnych spoji. Mensi vyskyt kvalitnich bakterii
a zvySeny pocet patogennich je u téchto pacientl s chronickymi GIT potizemi prokazan. Vybrané
probiotické kmeny bifidobacterium, lactobacillus, E. coli nisle byly Uspésné pouzity pfi prevenci nebo
|éCbé zanétu nebo 1écbé alergii. (Abrahamson 2007, Viljanen 2005, Kukkonen 2007). Je dulezité brat
v Uvahu imunologicky stav hostitele, a i vybér probiotika (Ismail 2013). Stanoveni imunomodulacnich
vlastnosti 9 bakteridlnich kmen( lidského plvodu. Vysledkem bylo, Ze druhové a poddruhové
specifické PCR a Rep-PCR ukdzaly vysoky stupen genetické homogenity analyzovanych kmen(. Bylo
prokdazano, ze specifické imunomodulacni vlastnosti probiotickych kmen( mohou korelovat s jejich
schopnosti prevence zanétlivého onemocnéni. Studie prokdzala, Ze imunostimulacni vlastnosti
probiotickych kment, napf. bifidobakteria, jsou jednoznaéné kmenové specifické, zZe profilaktické
podavani probiotického kmene zabranilo poruseni protein(i tésnych spojeni. Proto také bakteridlni
kmen muze hrat daleZitou roli pti regulaci stfevni bariéry. V modelu indukované colitidy zavisi
zdvaznost zanétlivych projevd na imunitni reakci hostitele. Podavani probiotika zabranilo poruseni
slizniéni bariéry jak u imunodeficitnich, tak u imunokompetentnich zvifat. V testech neonatalni
kolonizace bakterii bifidobacterium pfispély ke sniZeni alergické senzibilizace jak na bunécné, tak na
protilatkové udrovni. Neonatalni monokolonizace bakterii bacterium longum sniZuje alergickou
senzibilizaci pravdépodobné aktivaci regulacnich reakci. Analyza imunomodulaéni vlastnosti kmen(
lactobacilla potvrdila, Ze kolonizace mysi v experimentalnich modelech snizZila alergickou senzibilizaci
na bunécné i protilatkové Urovni. Ddle indukovala systémovou a lokalni produkci IgA protilatky a
regulacniho cytokinu TGF-B. Kolonizace zlepsila funkci stfevni bariéry posilenim komplext apikalnich
spoju enterocytl. Jednotlivé kmeny stimuluji rdzné hladiny cytokinG. Stimulace mononuklearnich
bunék periferni krve s rdznymi kmeny probiotika vedla ke specifické produkci regulacnich cytoking.

Produkované mikroorganismy plisobi ve stfevé jako zdroj energie pro colonocyty a moduluje i oxidacéni
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stres. Tim se zmirfiuje vznik zanétlivych procestl. U¢inek probiotik na imunitni systém je zavisly na

pouZitém bakteridlnim kmenu. Probiotické kmeny byly selektovény na zékladé srovnavacich studii. 26

Je tedy mozné fici, ze nékteré probiotické bakterie jsou schopné indukovat celkové potlaceni
T bunééné imunitni odpovédi spiSe nez posun z alergen specifické Th2 odpovédi smérem k Th 1
fenotypu (Feleszko 2007). Ukazuje se také, Ze pfiznivé ucinky probiotik jsou zavislé na pouZitém
bakterialnim kmenu a nacasovani |éCby, coZ naznacuje vyssi Uucinnost probiotik spiSe v prevenci nez v

|éCbé alergie.

1.4.10 Strevni mikroflora v raném détstvi

Je jiz vSeobecné znamé a uznavané, Ze tzv. mikrobidlni deprivace ma v rozvinutych zemich za
nasledek nevyvaZenost pfirozené antigenni stimulace sdlsledkem redukce expozice
lipopolysacharidy. Probiotika mohou imunitni odpovéd modifikovat. Aerobni a potenciadlné anaerobni
bakterie, jakmile expanduji, spotfebovavaji kyslik a tim umoznuji anaerobnim kmentm dynamicky
stfevo kolonizovat (bacterioides). U novorozencl porozenych cisafskym fezem je tato kolonizace
opozdéna. Ale laktobacily, které kyslik toleruji, nemusi byt dokonce zachyceny béhem prvniho mésice
Zivota. Mnohdy mze byt dokonce zdrojem kolonizace stfevni fléra matky. Nejintenzivnéjsi kolonizace
je v prvnich mésicich Zivota. Se sliznicemi asociovany imunitni systém (MALT, Mucosa associated
lymphoid tissue). Nutno podotknout, Ze v anatomické lokalité zazivaciho traktu se oznacuje zkratkou
GALT (Gut associated lymphoid tissue). Jak znamo, normalni mikroflora zabrarnuje adherenci a invazi
patogenl pres epitelidini bariéru a také stfevo se podili tvorbou mucinu na nespecifické obrané
organizmu. Bunécna spojeni epitelové bariery jsou regulovana neuropeptidy. Mechanizmi prirozené
imunity se zuc¢astni fagocytujici buriky (makrofagy, neutrofily, dendritické bunky), jez svymi cytokiny
reguluji zanétlivou odpovéd. Signal nebezpedi rozezndvaji Tool — like receptory. Antigeny ze stfevniho
lumen transportuji M buriky. Dendritické bunky prezentuji antigeny T lymfocytim, které jsou pravé
vyznamné v indukci tolerance v interakci s regulacnimi T-lymfocyty. Pravé produkce IL -10 a TGF-beta

vede k aktivaci regulacnich T lymfocytl a k indukci oralni tolerance. (Barnes 2009)

Soucasné vsak patogenni mikroorganizmy stimuluji dendritické burky k vyzravani. Humoralni
slozku specifické imunitni reakce na sliznicich pfedstavuji predevsim sekrecni IgA protilatky. Distribuce
struktur GALT je predevsim v Peyerskych plakach. Unikatni cesky kmen E.coli 083:K24:H31 se

vyznacuje vysokou adhesivni schopnosti diky fimbriim typu 1, dokaze sliznici osidlit a stfevni floru

26 §r(itkova, D.: Charakterizace a vyufiti slozek stfevni mikrofléry. Mikrobiologicky ustav AV CR, Dizertaéni prace 2015.
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normalizovat. Jeho bezpecnost aimunomodulaéni aktivita byla testovana na bezmikrobnich modelech.

Je jisté toto moZné prodlouZit i na atopickou populaci.?’

Z imunologického hlediska a fenomenu ordlni tolerance je vhodné preventivni podani vcas,

dokud jesté neni slizni¢ni tolerance prolomena (Thon 2010.)

1.5 ATOPIE

1.5.1 Hygienicka hypotéza

Vysvétleni stoupajici prevalence atopickych chorob v rozvinutych zemich nabizi tzv. hygienicka
hypotéza, kterou v zdkladni formé formuloval Strachan v roce 1989 (Strachan 1989). U novorozenci
jsou odpovédi na antigeny zevniho prostfedi vychyleny k Th2 cytokinovému profilu, ktery je
charakteristicky pro alergickd onemocnéni. V pribéhu prvniho roku Zivota imunitni systém vyzrava v
disledku expozice rlznym mikrobidlnim antigendm a imunitni odpovédi nabyvaji charakteru
kontraregulac¢niho Th1l profilu, ktery je typickou odpovédi na mikrobidlni antigeny. U atopickych déti k
této reorientaci imunitni odpovédi nedochazi a déle pretrvdva Th2 typ odpovédi. Vhodné podminky
pro takovy vyvoj vytvari nedostatecna expozice mikrobidlnim antigeniim v dlsledku vysoké Zivotni
urovné s premrsténou hygienou, ockovanim, ¢asnym a opakovanym podavanim antibiotik a mensim
poctem clent rodiny. Objeveni dalsi podskupiny T-bunék, tzv. regulacnich T-bunék (Th3, Trl) umoznilo
rozsifit pGvodni hygienickou hypotézu také na autoimunitni a infekéni choroby (Rautava 2004).
Neschopnost vytvofit tolerogenni stav ve stifevé a na ostatnich sliznicich v ¢asném détstvi mize zvysit
riziko ztraty tolerance a vznik chronického zanétu. DUsledkem celkové vychylené imunity typu Th2 u
novorozence mUze byt atopické onemocnéni v détstvi, kdezto autoimunitni onemocnéni s Th1l typem
odpovédi se objevi pozdéji, kdyz tyto odpovédi prevladnou. Soucasnému novorozenci mohou chybét
kritické interakce s mikrobidlnimi kmeny prostfednictvim toll-like receptorti a CD14, které umoznuji
vytvoreni protizanétlivého, tolerogenniho imunitniho prostiedi udrZzovaného mediatory, jako jsou
transformacni rastovy faktor B (TGF-B) a IL-10. Vyvoj stfevni MF ma klicovy vyznam pro vyvoj a
zachovani funkci slizni¢ni stfevni bariéry a zdravi hostitele. Stfevni MF reguluje v casném obdobi Zivota
ovliviiovanim vyvoje stfevni lymfatické tkané systémové a lokalni imunitni odpovédi (véetné odpovédi
na mikrobialni a potravinové antigeny) k tolerogennimu nezanétlivému stavu, pfi ¢emz soucasné

udrzuje schopnost pfimérené (fyziologické) zanétlivé odpovédi.

27 Thon, V.: Intestinalni mikrofldra v raném détstvi — Gloha pfi rozvoji infekénich a alergickych chorob. Pediatr. praxi. 2011,
12, 4, 252-256.
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1.5.2  Strevni mikrofléra a atopie

Kalliomaki et al (Kalliomaki 2001 J Allergy) zjistili u tfitydennich kojencl rozdily ve spektru
mikrobidlnich mastnych kyselin u téch, ktefi se pozdéji stali atopiky ve srovnani s takto nepostizenymi
jedinci. U obou skupin se také liSilo sloZzeni MF: atopici méli vice klostridii a méné bifidobakterii. Kmeny
bifidobakterii atopik(l produkuji po stimulaci jiné cytokiny neZ neatopici (He 2002). Kromé toho bylo
zjisténo, Ze kmeny bifidobakterii atopickych kojencl se podobaji vice sloZeni bifidobakterii dospélych
jedincl nezZ zdravych déti (Ouwehand 2001). Tyto nélezy dovoluji pfredpokladat, Ze odchylky ve sloZeni
stfevni MF predchazeji vznik atopie a zdlrazniuji vyznam MF v patogenezi atopickych chorob.
Probiotika vykazuji fadu prospésnych fyziologickych a terapeutickych vlastnosti v zavislosti na davce a

metodé aplikace, viz tabulka 1.

Tabulka 1 - Fyziologické a terapeutické ucinky probiotik

kompetice s patogennimi mikroby v adhezi na stfevni epitelie a

potenciace imunitnich odpovédi na patogeny

tvorba peptidd s bakteriostatickymi a baktericidnimi Ucinky

(mikrociny, koliciny)

regulace funkci stfevni bariéry a mikrobialni translokace

modulace funkci stfevnich epitelii a vyzravani slizni¢niho imunitniho

systému

inhibice prerdstani patogenl

stimulace eliminace toxinC

tvorba steroidd z cholesterolu

ovlivnéni stfevnich funkci (vstfebavani, motility, splanchnické

cirkulace, tvorby a sekrece hlenu)

Zdroj: Fri¢, P.: Probiotika, prebiotika a atopie. Pediatr. pro Praxi. 2008, 9(1), 46-50.

VyzZiva MF a stfevni sliznice je komplexné zajisténa prostrednictvim prebiotik. To jsou latky
nenatravitelné enzymy eukaryotickych bunék, ale ve stfevé se stavaji substraty enzym( MF. Jsou to
nejcastéji oligosacharidy (zejména fruktooligosacharidy, napf. inulin), rizné druhy vlakniny, pektiny,

xylany a celuléza. Mikrobialni enzymy Stépi tyto substraty na latky vyznamné pro MF i stfevni sliznici
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(kratké mastné kyseliny, aminokyseliny, polyaminy, rlstové faktory a antioxidantia). Tyto substance
kryji znacnou ¢ast nutri¢nich potreb kolonické sliznice, ktera neni schopna vyZivit se pouze substraty

z krevniho ob&hu.?®

28 Fri¢, P.: Probiotika, prebiotika a atopie. Pediatr. pro Praxi. 2008, 9(1), 46-50.

32



2 PROBIOTIKA

2.1 Probiotika a prebiotika

Probiotika v pfipadé aplikace v pfiméfeném mnozZstvi pfiznivé ovliviiuji stav hostitele. U¢inek
jejich pasobeni je vysledkem komplexniho plsobeni na stfevni bakterialni mikrofléru a pfiznivy efekt
presahuje oblast imunologie. Vedle podpory specifické i nespecifické sliznicni imunity probiotika
syntetizuji nékteré vitaminy (B12, K) a zajistuji energetické zdroje pro ¢innost enterocytl (Frihauf
2006). Probiotika jsou nestravitelné oligosacharidy, které podporuji rlist nékterych komenzalnich
bakterii ve strevé, a tim umoziuji zlepseni kvality bakteridlni mikrofléry traviciho traktu. Probiotika a
prebiotika jsou souhrnné oznacovana jako synbiotika a jejich pfiznivy vliv na slizni¢ni imunitu je nyni

obecné uznavan.”

Kromé obohacovani kojenecké vyzivy je jejich podavani doporucovano v pfipadé priijmovych
onemocnéni kojenc( a déti a v pripadé antibiotické 1éCby. Podle nékterych studii sniZuje jejich v€asné

a dlouhodobé podavani vyskyt alergii u déti (Lee 2008).

2.2 Klinické aplikace probiotik

Pouziti probiotik prokazatelné sniZzuje vyskyt a dobu nékterych prdjmovych onemocnéni.
Zvlasté zietelné je to v pripadé prijmu zplsobenych rotaviry. Nepfimé dikazy existuji i pro pozitivni
ovlivnéni prtjm( bakteridlniho plvodu, zvlasté prajmu provazejicich terapii antibiotiky a prijmovych
onemocnéni cestovatell. Probiotika podle nékterych studii pozitivné ovliviiuji i pribéh nekrotizujici
enterokolitidy u nedonoSenych déti. Mimoradna pozornost je vénovana pozitivnimu ucinku podani
probiotickych mikroorganizm( téhotnym Zenam a poté také kojenciim. Takovéto podani Lactobacillus
rhamnosus GG vedlo k redukci IgE zprostfedkovanych alergickych nemoci u déti. Bylo prokazano, Ze
kombinace tfi probiotickych druh(ll Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis a Lactococcus
lactis (tzv. Ecologic Panda) prenatdlné podanych matkam déti, s vysokym rizikem rozvoje atopické
dermatitidy, potravnich alergii a alergické rinitidy nebo astmatu s naslednou aplikaci téchto probiotik
po dobu 12 mésicl jejich détem vyznamné sniZovala vyskyt atopické dermatitidy (Salvatore 2005). V
in vitro pokusech bylo prokazano, Ze vybrané kmeny probiotickych mikroorganizmd jsou schopny

stimulovat produkci IL-10 predevsim v populaci monocytl. Interleukin-10 vykazuje vyznamné

23 Vernerova, E.: Slizniéni imunita u déti, moZnosti imunomodulace a alergie. Pediatr. pro Praxi. 2008, 9(3), 164-168.
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imunoregulacni charakteristiky a ma obecné protizanétové plisobeni. Tlumi tvorbu cytokinli subsetem
TH2 T lymfocytl (Dunstan 2005, Niers 2005). Tento subset je klicovy v rozvoji alergického zanétu. Bylo
prokdzdno, Zze podani probiotik zvySuje dvojnasobné koncentraci TGFB (Transforming Growth Factor
B) v mateiském mléce. Pozitivni vysledky podani probiotik nebyly potvrzeny jinymi studiemi. Nap¥. se
nepodafilo ovlivnit pribéh alergie na pyl bfizy podanim probiotik. Zatim Ize shrnout, Ze u dospélych
jedincl s jasné vyjadrenymi klinickymi projevy atopické dermatitidy nepfinasi probioticka terapie
Zadouci klinicky efekt. Naproti tomu vysledky nékolika studii pfedevsim z Finska a Holandska jasné
ukazuji, ze podani probiotik prenatdlné matkdm u déti s vysokym rizikem rozvoje tohoto typu
imunopatologie a nasledna aplikace probiotik po narozeni ptindsi klinicky efekt, ktery se udrzuje i v
pozdéjsim véku ditéte. Udaje jsou zatim dostupné do véku 4 let (Baker 2006, Kalliomaki 2003,
Rosenfeldt 2003). V soucasnosti je definovano 38 bakterialnich druhll v ramci Bifidobacterium. Z nich
je 6 vyuzivano pro své probiotické vlastnosti. Jejich podani je bezpecné jak u imunokompetentnich
osob, tak u osob s imunodeficienci. Dale je popsano 128 druhl Lactobacillus, L.rhamossus je
diskutabilni. Poslednim druhem je Lactococcus, ktery tvofi vitamin K novorozence. L.rhamossus vedI k
redukci IgE zprostfedkovanych alergii u déti. Je prokazano, Ze vybrané kmeny probiotickych
mikroorganism{ jsou schopny stimulovat produkci IL 10, ktery vykazuje vyborné imunoregulaéni
charakteristiky. Ve vyse uvedené praci Salvatore, tlumil tvorbu cytokin(i subsetem TH2 T lymfocyt(.
Tento subset je klicovy v rozvoji alergického zanétu. Bylo prokadzano, Ze podani probiotik zvySuje
dvojndsobné koncentraci TGF Beta (transforming Growth Factor B) v matefském mléce. Zatim se ale
prokazalo, Ze u dospélych jedincl nepfinasi probioticka terapie zadouci vysledky. Také se opakované
uvazuje o negativné snizené expozici mikrobidlnim podnétim, které vyzravajici imunitni systém
vyzaduje pro svoje diferenciacni kroky. Paradoxné pozitivni zmény, které vedly k dramatickému snizeni
mortality na alimentarni ndkazy, vedou k abnormalnim procesim pfi nastaveni individudlni imunni
reaktivity. Primyslové vyrabéné potraviny jsou v prabéhu celého vyrobniho procesu sterilizovany.
Clovék pojida tedy potraviny, zbavené expozic zivych mikroorganism( (dfive 500, toho ¢asu 50 druhi
potravy) a i to ma nepochybné vliv na rozvoj individudIni imunni reaktivity. Na druhé strané je clovék
vystaven abnormalnim podnétiim. Vliv na rozvoj imunni reaktivity maji nepochybné i postupujici
aktivni imunizace. Je mozné fici, Ze aktivni imunizace predstavuje dalsi mnoZstvi podnétl. Abnormity
v individudlni imunni reaktivité mohou byt zakladem pro vznik imunopatologickych onemocnéni.
Zasadni mérou pribyva onemocnéni, které maji charakteristiky alergii zprostfedkovanych protilatkami
IgE. Aplikace latek s prebiotickymi vlastnostmi a probiotickych mikroorganism( by mohly pozitivné

ovlivnit nezadouci trend v prevalenci imunatologickych nemoci v populaci.®

30 Krejsek, J.: Nutrice, probiotika a imunitni systém Il. ¢ast: nutrice, pfirozena slizni¢ni mikrofldra a individualni imunitni
reaktivita. Pediatr. pro Praxi. 2007, 3, 156-162.
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2.3 Probiotika, prebiotika a atopie

Atopie je definovana jako geneticka dispozice k hypersenzitivnim reakcim I. typu proti rliznym
antigenlm prostfedi (atopicka alergie). Nejcastéjsimi klinickymi projevy jsou alergicka
rhinokonjunktivitida, bronchidlni astma, atopicka dermatitida/ekzém (ADE) a méné Casto potravinova
alergie. Postihuje 10-20 % détské populace a v puberté se k ni mlze pridruZit respiracni alergie
(Cervenkova 2006). Je ji moino povaZovat za portal pro IgE zprostfedkované atopické choroby (Isolauri
2004). Patogeneze a terapie atopickych chorob se stavaji znovu predmétem pozornosti s rozvojem

poznatkl o stfevni mikrofléife (MF) a slizni¢ni imunité.

2.3.1 Probiotika, prebiotika a atopické choroby

Terapeutické pouZiti probiotik u atopickych chorob propracovala nejvice skupina E. Isolauri z
finského Turku. Isolauri et al (Isolauri 1993), ktefi publikovali v roce 1993 experimentalni praci o
ochranném ucinku Lactobacillus casei rhamnosus (LGG) na poruchu stfevni permeability zplsobenou
kravskym mlékem u sajicich mladat potkana. V roce 1997 uverejnili Majamaa a Isolauri (Majamaa
1997) studii o pfiznivém ucinku LGG a hydrolyzatu syrovatky poddvaného détem s nesnasenlivosti
kravského mléka. V druhé skupiné podavali stejny kmen kojicim matkam déti s atopickym ekzémem a
intoleranci kravského mléka. Tyto prace odstartovaly dalsi publikace zabyvajici se pouZzitim probiotik u
atopickych chorob. Nejc¢astéji pouzivanymi probiotiky jsou vybrané kmeny laktobacil(l a bifidobakterii,
zejména LGG a Bifidobacterium lactis Bb-12. Tato a néktera dalsi probiotika maji vyrazné antipatogenni
a protizanétlivé vlastnosti. Je vSak tfeba uvést, Ze skupiné Isolauri a kol. patfi spiSe jen priorita aplikacni
a nikoliv metodicka. Tato naleZi ¢eské skupiné R. Lodinové- Zadnikové. Tito autofi poufili jiZ v roce 1991
nepatogenni kmen E. coli 083:K24:H1 a v pozdéjsi praci E. coli Nissle 1917 k fizené kolonizaci u
kojenych i nekojenych novorozenc( jako prevenci nosokomialnich nakaz (Cukrowska 2002, Lodinova-
Zadnikova Adv.Exp 1991). Prokazali také, Ze tento postup ovliviiuje pfiznivé slizni¢ni i latkovou imunitu

a ma dlouhodoby preventivni Gcinek (Lodinova-Zadnikova 2003, Lodinova-Zadnikova 1991).

2.3.2 Terapie atopie

Ucinek LGG a Bifidobacterium lactis Bb-12 u déti s atopickym ekzémem prokazali definitivné
Isolauri et al v roce 2000 (Isolauri 2000) v randomizované, dvojité slepé a placebem kontrolované

studii. Vyhradné kojené déti primérného véku 4,6 mésicl s atopickym ekzémem byly prevedeny na
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vyzivu vysoce hydrolyzovanou syrovatkou s probiotiky nebo bez nich. Po dvou mésicich se vyrazné
zlepsila probiotickad skupina podle SCORAD skdre, snizeni sérového CD4 a eozinofilniho proteinu X v
moci. Lze tedy predpoklddat, Ze néktera probiotika jsou schopna modifikovat projevy alergického
zanétu a Ze mohou ovlivnit zanétlivé odpovédi i mimo stfevo samotné. Tato interpretace je ve shodé
se zménami dalsich indikator( alergické odpovédi po podani probiotik. Peroralni aplikace LGG a
nékterych dalsich laktobacilG u déti s atopickou dermatitidou je provazena zvySenim sérového IL-10

(Pessi 2000).

V dlsledku stimulace regulacnich T-bunék (Smits 2005). Soucasné dochazi k zvySeni imunitnich
odpovédi Thl typu prostfednictvim IFN-y (Prescott 2005). Bylo rovnéz potvrzeno, ze stfevni MF u
zdravych déti a atopikl se lisSi béhem kojeni i odstavu a Ze probiotika ptiznivé ovliviiuji jeji sloZeni.
Atopici maji méné grampozitivnich aerobnich kmen( a celkové chudsi MF. PFi vyraznéjsim postiZeni se
zvysuji kmeny bacteroides a sniZuji se bifidobakterie (Kirjavainen 2001). Podavani Bifidobacterium
lactis Bb-12 vede k sniZeni E. coli a zabranuje zvyseni bacteroides, coz mlze zmirnit alergicky zanét
(Kirjavainen 2002). Ve shodé s tim dochazi u atopikl k sniZzeni zanétlivych marker( ve stolici a zvyseni
IgA po stimulaci (Viljanen 2005). U¢inek LGG u déti s intoleranci kravského mléka a atopickym
ekzémem predpoklada pouziti zivé a nikoliv tepelné inaktivované kultury. Dalsi studie potvrdily
predchozi nalezy a vyznamné je doplnily fadou poznatkd. Lactobacillus fermentum (109 CFU 2x denné)
podavany po dobu 4 mésicu zlepsuje stfedné tézkou a tézkou atopickou dermatitidu déti ve véku 6—
18 mésicu (Weston 2005). Rosenfeldt et al. sledovali ucinky Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus
reuteri u 1-13letych déti s atopickou dermatitidou. SCORAD skdére bylo vyznamné snizeno u
nemocnych se zvySenim sérového IgE a alespon jednim pozitivnim koZnim testem. Béhem terapie
rozsah ekzému a trdvici obtize vyznamné ustoupily, bariérova funkce stanovena testem propustnosti
se zlepsila a sérova koncentrace eozinofilniho katonického proteinu se snizila (Rosenfeldt 2003,
Rosenfeldt 2004). U¢innost probiotické terapie pravdépodobné klesd s vékem ditéte a omezuje se
hlavné na IgE-senzibilizované jedince (Sistek 2006, Viljanen 2005). Laitinen et al (Laitinen 2005)
prokdzali prospektivnim sledovdanim déti s rodinnou anamnézou alergického onemocnéni, Ze
perinatalni podavani probiotik v kombinaci s nékterymi dalsimi latkami (retinol, vapnik, zinek) je
bezpecné a sniZuje riziko atopického ekzému. PovaZuji proto takovou kombinaci za vhodnou pro
prevenci i terapii alergickych chorob. Kombinace probiotik a prebiotik plsobi synergicky v terapii
atopické dermatitidy. Nejvhodnéjsi se jevi smés galaktoa fruktooligosacharidd, kterd vyznamné zvysuje
pocet bifidobakterii ve stolici. Tento nalez svédci pro schopnost oligosacharidli ménit sloZeni stfevni
MF a ovliviiovat pfiznivé postnatalni vyvoj slizni¢ni imunity. Na rozdil od téchto sdéleni nezjistili pouze

Brouwer et al (Brouwer 2006) u déti s atopickou dermatitidou (vék do 5 mésicl) po 3 mésicich aplikace
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LGG a Lactobacillus rhamnosus vyznamné zmény SCORAD skére, senzibilizacnich testl, zanétlivych

parametr( a produkce cytokind.

2.4 Primarni prevence

Kalliomaki et al (Kalliomdki 2001) podavali LGG prenatalné matkam, které mély alespon
jednoho pfibuzného 1. stupné nebo partnera s atopickym ekzémem, rhinitidou nebo astmatem a
postnatalné pokracovali v [écbé u 132 déti do 6 mésicl. Vyskyt atopického ekzému ve véku 2 let se
snizil timto postupem na polovinu ve srovnani s placebovou skupinou. Preventivni ucinek pretrvaval u
téchto déti také ve véku 4 let (Kalliomaki 2003). LGG lze tedy povaZovat za ucinny v prevenci ¢asného
atopického onemocnéni nejspiSe v dlsledku jeho imunomodulacnich vlastnosti. Ve shodé s timto
nalezem bylo zjisténo, ze poddvani LGG matkam 4 tydny pfed porodem a dalsi 3 mésice béhem kojeni
zvySuje obsah TGF-B v matefském mléku (Rautava 2002). TGF-B prispiva vyznamné k vyvoji ordlni
tolerance, potladuje Th2 imunitni odpovéd, stimuluje tvorbu IgA protilatek k potravinovym antigendm

a chrani pfed vznikem atopické nemoci béhem kojeni (Ogden 2005).3!
2.5 Vyuziti probiotik v praxi

Stfevni mikrobiota tvofi dulezity systém v téle Clovéka, jehoz sloZeni a funkce byly rozpoznany
jen ¢astecné. Probiotické bakterie, které maji uplatnéni v klinické mediciné a spliuji statut Iécebného
pfipravku, zahrnuji nepatogenni E.coli kmen Nissle 1917., Lactobacillus rthamnosus a rutei a
Sacharomyces boulardii. Bakterialni kmeny jsou klasifikovany jako probiotika, kdyz spliuji pfislusna
kriteria. Na ¢eském trhu je v soucasné dobé dostupnych pouze pét preparat(, které splnuji kritéria
|é¢iva. Mutaflor a Colinfant New Born, obsahujici nepatogenni kmen E.colli. Dale Lacidofil obsahuijici
smés lactobacill a Enterol obsahujici Saccharomyces boullardii. Koneéné VSL/3 obsahujici osm

bakterialnich kmeng. 3

2.5.1 Infekéni prljmy

Terapie zkracuje délku trvani prajma, sniZzeni permeability stfevni bariéry, vyznamné zvyseni
tvorby slizni¢nich IgA. Déti Iécené probiotiky vykazuji béhem 5 dnl vyznamnou eliminaci rotavir(

v porovnani s neléenou skupinou.

31 Fri¢, P.: Probiotika, prebiotika a atopie. Pediatr. pro Praxi. 2008, 9(1), 46-50.
32 | ukas, M.: Prebiotika, probiotika a stfevni mikroflora. Interni med. 2015, 17, 1, 14-17
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2.5.2 Lécba postantibiotickych prjma.

Ve 30 % jsou vyvolany infekci Clostridiun difficile. Soucasna |écba probiotikem snizuje vyskyt

postantibiotickych prdjma.

2.5.3 Pseudomembranozni colitida

Zvlasté u starych nemocnych a u pacientd ve velmi tézkém stavu s pfidruzenymi
onemocnénimi s narusenim celkového stavu pacienta, védomi, zanétlivych parametr(. Také zde je
pri¢inou premnozZeni kmene Clostridium difficile, ktery produkuje toxiny A, B. Prlikaz téchto toxinG ve
stolici je potvrzenim diagnozy. Dochazi k recidivam. Uréitym feSenim je dlouhodoba terapie probiotiky.
Mozna je fekalni transplantace od zdravého darce. Eluat stolice 100-200 ml pfi koloskopickém

vySetfeni do pravého tracniku.

2.5.4 Kolitida pfi divertikularni nemoci

Kolitida pti divertikuldrni nemoci (bolesti bficha, krvaceni a nepravidelna stolice). ATB

v kombinaci se salicylaty (metronidazol). Dlouhodobé Mutaflor.

2.5.5 Alergickd onemocnéni

Zvysena incidence atopie je podle hygienické hypotézy vysvétlovdna snizenou expozici

lymfatické tkané k mikrobialnim antigenlim v ¢asnych fazich po narozeni.

Regulacni vyznam probiotik u alergickych onemocnéni vychazi z toho, Ze probiotika maji
v pokusech in vitro imunosupresivni vlastnosti na proliferaci lymfocytd a tvorbu IL4. Ndsledna odpovéd
cytokint (IL10) a transformujiciho rlstového faktoru beta (TGFB). Zajimavé prace byly provedené u
déti s vysokym rizikem vzniku atopie. Vyzkum ukazal signifikantni zménu mikrobialni stfevni flory ve
tfetim tydnu Zivota po narozeni u atopikl oproti zdravym détem. Prevazujici florou u postizenych déti
byly clostridia a malé procento bylo zastoupeno bifidobakteriemi (Pelech 1998). Vyznamného zlepSeni
klinického pribéhu atopického ekzému bylo dosaZzeno i u kojenc(, kteti dostavali terapii probiotiky. U
téchto déti doslo k Upravé i laboratornich markerl zdnétu. V jiné praci Kalliomaki prokazal, Ze
probiotika podavana prenatalné i postnatalné po dobu 6 mésicl détem s vysokym rizikem vznikem
atopie vyznamné snizila riziko a prevalenci atopického ekzému na polovinu v porovnani s détmi, které

dostavaly pouze placebo (Cukrowska 2002).
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2.5.6 Prlijmy cestovatell

Velmi praktické se jevi vyuZiti Saccharomyces boulardii.

2.5.7 Funkéni stfevni dyspepsie

Vlivem abnormalni motility a sekrece v tlustém stfevé dochdzi druhotné k poruse bakterialniho
osidleni. Dusledkem je zavaina porucha intralumindlni faze traveni. Funkéni stfevni dyspepsie a

drazdivy tracnik jsou proto vhodnou indikaci k 1é¢bé probiotiky (E. coli, Biolak).

2.5.8 Zacpa

Priciny sekundarni zacpy

2.5.9 Idiopatické stfevni zanéty

Antigenni stimulace je dllezitd pro vyzrani imunitniho systému, ale také pro vytvareni oralni
tolerance. Jeji podstatou je, Ze slizni¢ni imunitni systém se dokaZe vyhnout odpovédi na antigenni
stimulaci fyziologicky se vyskytujicimu mikrobioty, ale na druhé strané si zachovavad schopnost

mohutné odpovédi na patogeny. Idiopatické stfevni zanéty

vznikaji v dusledku abnormalni imunitni reaktivity k fyziologické stfevni flofe u geneticky
disponovanych jedincd. Pelech 1998 publikoval vysledky studie, kdy prva skupina pacient( uzivala

Mutaflor a placebo Mesalazin. Druha skupina mesalazin a placebo Mutafloru. Nebylo vétsich rozdild.

2.5.10 Probiotika v 1é¢bé idiopatickych stfevnich zanét(

Nepatogenni E. coli (Mutaflor) ma profylaktické ucinky v remisi ulcerosni colitidy srovnatelné
s mesalazinem. Skupina Laktobacill a Bifidobakterii ve vyssich koncentracich je indikovana v terapii
ulcerosni colitidy pfi intoleranci aminosalicylatd a rovnéz v lécbé pouchitid. Volné mastné kyseliny
s kratkym fFetézcem jako produkty Casti probiotické mikroflory maji prokazatelny lécebny efekt

v lokalni aplikaci u distalnich tvar( ulcerosni colitidy. Dnes Ize v 1é¢bé ulcerosni colitidy a Crohnovy
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nemoci probiotickou terapii skupiny nepatogennich E. coli, laktobacil( a bifidobakterii povaZovat za

metodu volby, viz. tabulka 2.3

Tabulka 2 — Mikrobiologickd terapie

Probiotika — fyzilologické mikroorganismy Mutaflor

Colinfant New Born
Paidoflor

Omniflora

Probioflora

Santax

Lacidofil

BION3

Nefyziologické mikroorganismy Perenterol

Bactisubtil

Usmrcené / poskozené mikroorganismy Urovaxom

Omnisept

Pro-symbioflor

Produkty mikroorganism( Colibiogen
Hylak
Smési probiotik + usmrcenych — poskozenych mikroorganism( Symbioflor 1, 2

Zdroj: Vlastni

U probiotik jsou vylouceny faktory patogenity, pfedevsim tvorba enterotoxin( a cytotoxinQ,

enteroinvazivita, hemolyza a sérorezistence.

I. Mecnikov publikoval v roce 1907 v Londyné praci, kde jako prvni upozornil, Ze konzumace
fermentovanych mlécnych vyrobk( zlepsuje zdravotni stav a proces starnuti daval do souvislosti
s chemickou intoxikaci mikrobidlni florou tra¢niku. Jeho prace vychazela z pozorovéani Zivota

bulharskych venkovan.

Alfred Nissle vroce 1916 publikoval zakladni praci, kterd se stala zadkladem probiotického

kmene E. coli k datu 1.3.1917. V témze roce prevzala farmaceuticka firma G. Pohl vyrobu bakterie

33 Zbofil, V.: Probiotika v 1é¢bé idiopatickych stfevnich zanétd. Alergie. 2004, 3, 151-155. ISSN 1212-3536. Zbofil, V.:
Fyziologie mikroflory traviciho Ustroji jako zéklad probiotické terapie. Postgradudini medicina. 2002, 8, 824-827.
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obsahujicich kapsli pod nazvem Mutaflor. Nissle sdm je poprvni pouZil vroce 1930 v terapii
idiopatickych stfevnich zanétd. V roce 1987 byla vytvofena prvni genomova karta E.coli. Autofi béhem
15leté studie zjistili, Ze jedna bakterie E.coli K 12 mlzZe produkovat asi 1900 rGznych protein(. Z
moznych vedlejsich G¢ink( terapie nepatogennimi E.coli byl registrovan pouze meteorismus jako
znamka pfilis vysoké davky Mutafloru. Prijmové stolice ¢i jiné potize v literatufe 1x sporné uvadéné,

jsme u Colinfantu nezaregistrovali.

Z jednotlivych, v tabulce 2 uvadénych preparat(, je na nasem trhu BION3-smés 3 probiotickych
kultur, lactobacill a bifidobakterii. Lactobacily jsou také soucasti preparatu Lacidofil. Z dalSich je zde
k dispozici VSL 3 (Streptococcus salivariusa) pak Saccharomyces boulardi (Santax S). Zminime-li se o
zkusenostech s probiotickou terapii v 1écbé idiopatickych stfevnich zanétd, autor konstatuje velmi
dobré zkusenosti s Mutaflorem. Laktobacilova probiotika se neosvédcila v prevenci rekurenci po

operacich Crohnovy choroby.3*

Pro terapeutickou Uplnost pfikladame tabulku 3 s nejcastéji pouzivanymi probiotiky od prof.

Nevorala.?®

Tabulka 3 - NejCastéji pouzivana probiotika

Lactobacily

L. acidophilus

L. casei, spec. rhamnosus (Lactobacillus GG)
L. casei Shirota

L. delbrueckii subsp. bulggaricus

L. reuteri

L. brevis

L. cellobiosus
L. curvatus

L. fermentum

L. plantarum 299v

Grampozitivni koky

34 Zbofil,V.: Probiotika v Ié¢bé idiopatickych stfevnich zanétl. Alergie, 2004,3:151-155.I1SSN 1212-3536. Zbof¥il,V.: Fyziologie
mikroflory traviciho Ustroji jako zaklad probiotické terapie. Postgradudlni medicina,2002,8,824-827

35 prof. MUDT. Jifi Nevoral, CSc.: Prebiotika a probiotika v pediatrii. Pediatr.praxi 2012,13,3,167-173.
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Lactococcus lactis subsp. cremonis
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
Enterococcus faecium

S. diacetylactis

S. intermedius

Enterobakterie

E. coli (serotyp 083:K24:H1)
E. coli Nissle 1917 (serotyp 06:K5:H1)

Bifidobakterie

. bifidum
. adolescentis

. animalis

™ W W

. infantis

o

. longum

B. thermophilum

Kvasinky

Saccharomyces boulardii

Zdroj: prof. MUDr. Jifi Nevoral, CSc.: Prebiotika a probiotika v pediatrii. Pediatr.praxi 2012,13,3,167-173.

2.5.11 Prvnirealizované experimentalni studie s peroralnim osidlenim

Nahrazeni prirozeného, le¢ nahodného osidleni stfeva cilenym osidlenim probiotickym
kmenem E.coli s vyhodnymi vlastnostmi sniZilo u nedonosenych déti vyznamné pocet nosokomialnich

infekci.

Jesté po 10 letech byl u této skupiny prokazan nizsi vyskyt opakovanych infekci (23 %) nez u
déti kontrolnich (58 %). Cilené osidleni po narozeni kmenem E.coli mélo téZ dlouhodoby vliv na vyskyt
alergickych onemocnéni —vyznamné nizsi pocet byl prokazan po 10 a 20 letech (12 % po 10 letech, 16
% po 20 letech) u osidlenych déti. A u kontrolnich déti 33 % po 10 letech a 32 % po 20 letech. Vysledky
jsou v souladu s udaji ve svétové literature o vyznamu strevni flory, ktera je dlleZitym moduldtorem
vyvoje imunitnich funkci. Tato zprava vsak neodpovida sou¢asnym tendencim mediciny zaloZzené na

dlikazech. Vychazi z dotaznikové akce na pacienta 10 a 20 let po narozeni, laici. Nelze zmapovat
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vytéZnost podle mista bydlisté pred 10 a 20 léty, kdyz je nam znamo, jak casto lidé méni bydlisté.
Odpovédi laikll na zdravotnické otazky jsou vsak velmi zavadéjici, zvlasté kdyZ odpovidaji na jejich
problematiku z novorozeneckého a raného Skolniho véku! Lidé mnohdy nevédi, co bylo v minulém
roce. U bezmikrobnich zvifat chybi indukce vyvoje tolerance. Specifické kmeny stfevni mikroflory
podporuji ochranu hostitele proti senzibilizaci. Po obnoveni stfevni flory (avSak pouze stane-li se tak
v neonatdlnim obdobi), obnovi se vnimavost Thl a Th2 odpovédi k oralni indukci tolerance (Sudo 1997)
Ontogeneze alergické sliznicni odpovédi neni dosud plné objasnéna. Ovlivnéna je kojenim, aktivaci
dendritickych bunék, které predstavuji primdarni antigen prezentujici bunky a za treti determinuijici
Ulohou cytokind. Fetalni Th2 cytokiny u zdravych déti rychle klesaji v pribéhu prvniho roku Zivota,

avsak u alergickych déti jejich hladina stoupa (Jones 2000)

Dité donosené je vybaveno:

1. transplacentdrné prenesenymi protilatkami od matky

2. humordlnimi a celuldrnimi ochrannymi slozkami materského mléka
3. plné vyvinutym vlastnim imunitnim systémem

U nedonosenych déti se pomaha probiotiky, coZ jsou mono nebo smiSené kultury Zivych
mikroorganism, které kladné plsobi na hostitele vytvarenim vyrovnaného a spravného slozeni stfevni
mikroflory. Kmen E.coli byl ve stolici sledovanych déti v naprosté prevaze po dobu 16 tydn(.
Pfitomnost kmene ve stolici vyvolala lokdIni imunitni odpovéd. IgA protilatky ve filtratech stolice
pritomny. Casnd indukce vlastni tvorby sekre¢niho IgA je u téchto déti zvldsté vyznamna, protoie
nahrazuje chybéni tohoto imunoglobulinu obsazeného v MM. Pomoci dotazniki obsahujicich 18

otazek byl zhodnocen vyskyt opakovanych infekci a alergickych onemocnéni po 10 a po 20 letech.3®

2.5.12 Slizni¢ni IgA a probiotika

VSeobecné uznavany je antiinfekéni efekt probiotik a zdsadnim mechanismem muzZe byt
stimulace nespecifické imunity. Bifidobakterie byly podavany 7 zdravym japonskym détem ve stafi od
15 do 30 mésicli po dobu 21 dnd. Podavany kmen byl detekovan ve stolici v 71 % a také totalni fekalni
bifidobakterie byly zvyseny. Fekalni hladiny celkového IgA a anti-polioviru IgA béhem pfijmu formule

byly také vyrazné vyssi. Sekrecni imunoglobulin A hraje dlleZitou roli v lokdlni imunité a tvofi soucast

36 Lodinova — Zadnikova, R.: Probiotika v pediatrii: SniZeni rizika nosokomialnich infekci peroralnim osidlenim probiotickym
kmenem E.coli po narozeni a jeho vliv na frekvenci opakovanych infekci a alergii po 10 a 20 letech. Alergie. 2002, 4, 275-
279.
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obrany proti infekci patogenimi bakteriemi nebo viry. O stimulaci IgA bifidobakteriemi informovali jini
autofi (Yasui 1992). Bifidobakterie se uplatiiuji u akutniho prdjmu, rotavirové infekce. V testech na
zvitatech informuji autofi (Perdigon 1986 a 1990), o aktivaci makrofagové aktivity u mysi. Stimuluji

protilatkovou odpovéd na specifické antigeny.

2.5.13 Bifidogenni faktor

Horni ¢ast zaZivaciho Ustroji je pomérné sterilni, v tlustém stfevé je bakterii velké mnozstvi. U
starSich déti a dospélych je moiné v tlustém stfevé nalézt az 500 bakteridlnich kmen(. Béhem
nitrodélozniho Zivota je prostfedi novorozence sterilni. Osidlovani zacina v okamziku protrzeni vaku

blan.

Hlavnim zdrojem mikroflory pro dité je matka (vaginalni a fetalni mikroflora). Osidleni ovliviiuje
mikroflora matky a zpUsob porodu, tj. vaginalni porod nebo cisafsky fez, pfi kterém je osidlovani
zpozdéno asi o 10 dni. O mésic pozdéji osidluji zaZivaci trakt laktobacily a bifidobakterie. Kde je vysoka
Uroven porodnic, mlZe byt prenos ochranné mikroflory omezeny. SloZeni stfevni mikroflory je
vyznamné ovlivnéno zplUsobem wvyZivy. U novorozencl, ktefi jsou vylucné kojeni, je intestindlni
mikroflora sloZzena z 90 % bifidobakterii a laktobacil(l. Bifidogenni faktor je prakticky oligosacharid v

materském mléce.

Vlivem jeho ucinku je mikroflora s prevahou laktobacill a bifidobakterii vytvorena béhem
jednoho meésice. Vytvorena kyselina mlécna pfispiva k tvorbé prostredi, ve kterém tyto dobte rostou,
coZ trva pfiblizné do 2 let. Fyziologicka funkce normalini stfevni mikroflory spociva v ni¢eni patogennich
bakterii, inhibici bakterialni adheze a konsumpci Zivin pro rist patogent. Pravé timto plsobenim na
stfevni lymfatickou tkan v prvnich mésicich Zivota pfimo reguluje systémovou i lokdIni imunitni
odpovéd, véetné odpovédi na antigeny mikroorganismu a potravinové antigeny. Tyto mikroorganismy
pomdhaji vytvofit rovnovahu mezi Thla Th2 imunitni odpovédi a stimuluji navozeni tolerance
pravdépodobné prostfednictvim stimulace dalSich podtfid T pomocnych bunék produkujicich
transformujici faktor beta (TGF beta a interleukin 10 (IL10)). Vhodné osidleni vede také k urychlené

tvorbé sekrecniho IgA.

Obohacenim kojeneckych pfipravkl smési oligosacharidll se stfevni mikroflora blizi mikroflofe

kojenych déti.3”

37 Nevoral, J.: Probiotika a prebiotika. Medical Tribune. 13/2008.
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2.5.14 Charakteristiky probiotik

e schopnost kolonizace, adherence
e antagonisticky vliv na patogenni floru
e schopnost tvorby antimikrobialnich substanci

e schopnost imunomodulace

2.5.15 Mikrobiologické bezpecnostni pozadavky

e humanni pavod

e netoxické a nepatogenni

e geneticky stabilni

e schopnost preiivat, rlst a byt metabolicky aktivni v travicim Ustroji pfijemce

e potencialné rezistentni proti antimikrobidlnim substancim pdvodni mikroflory pfijemce
e rezistentni proti Zaludecni kyseliné a Zlu¢ovym kyselinam

e mozZnost pfesného taxonomického zarazeni

2.5.16 Pramyslové parametry

e stabilita Zadanych vlastnosti b&€hem vyroby, transportu a skladovani

e pfiznivé organoleptické vlastnosti

2.5.17 Mechanismus pusobeni

Probiotika jsou smésné kultury nebo monokultury Zivych mikroorganismd, které po aplikaci
prospésné ovliviiuji hostitele zlepSenim vlastnosti jeho vlastni mikroflory. Mikroorganismy pouzivané
jako probiotika jsou humanniho plivodu s jedinou vyjimkou kvasinky Saccharomyces boulardii. Povrch
zaZivaciho Ustroji kolem 200 m2. ZaZivaci Ustroji dospélého &lovéka obsahuje 10 Zivych bakterii, jak
jiz bylo zminéno. Po SC je osidlovani zpoZdéno asi 0 10 dni. Téméf o jeden mésic pozdéji osidluji zaZivaci
trakt laktobacily a bifidobakterie. Hovofime o prebiotické funkci materského mléka. Tento bifidogenni
faktor je tvoren oligosacharidy. Fyziologicka funkce normalni stfevni mikroflory je soucasti obranného

mechanismu, ktery spociva v kompetitivni inhibici bakteridlni adheze patogennich bakterii na sliznici
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zazivaciho traktu, v syntéze sloucenin, které inhibuji a nici patogenni bakterie a v kompetitivni

konsumpci Zivin potfebnych pro riist patogennich mikroorganisma.3®

3 PROBIOTIKA V PEDIATRII

Po narozeni je gastrointestindlni trakt osidlovdn bakteriemi z porodnich cest a traviciho traktu
matky za podpory oligosacharidi materského mléka (prebiotik), které podporuji rist probiotickych
bakterii. Probiotické bakterie jsou nachazeny i v matefském mléce, jak dokumentuji prace z posledni

doby. U¢inek probiotik je udavan v nékolika oblastech.

. normalizace stievni flory, kterad spociva ve zvyseni odolnosti k patogentdim a Upravé stfevni flory
pfi poruchach motility,

. imunomodulacéni plsobeni, které spociva ve vlivu na sniZeni manifestace alergii (atopicka
dermatitis, potravinové alergie), nespecifické stfevni zanéty, rozvoj imunity v novorozenecko-
kojeneckém véku

. metabolické ucinky produkce enzymu laktazy a tim lepsi tolerance mléénych vyrobk(, produkce
mastnych kyselin s kratkym retézcem. Je popisovana i odlisna stfevni fléra u kojencl s nadvahou.

. prevence a terapie prijmovych onemocnéni, pfedevsim virové etiologie

. pfiznivy Ucinek na redukci postantibiotického prdjmu

° evidentni vliv na sniZeni vyskytu nekrotizujici enterocolitidy u nedonosenych déti

. pfiznivy ucinek u ulcerosni proktokolitidy

e  studie prokazujici u¢innost probiotik v prevenci respiraé¢nich onemocnéni.*

Mecnikov prokdzal, Ze nékteré mikroorganismy jsou schopné v experimentu stimulovat rust
Vibrio cholerae, zatimco jiné maji opacny Ucinek. Daval do souvislosti dlouhovékost bulharskych horal(i
s jejich pravidelnou konzumaci fermentovanych mléénych produktd. Stfevni mikroflora se déli na
slozku stalou, autochtonni a prechodnou. Béhem téhotenstvi je GIT trakt sterilni. Dale pak jen
z porodnich cest a z okoli po S. Caesarea. Byl zaveden pojem bioterapeutické agens. Je otazka, zda je

mozZno mezi probiotika Fadit subceluldrni slozky bakterii, napf. ¢asti bakteridlni stény.

Klinické vyuziti probiotik musi splnit:

38 Fukushima, Y., et al: Effect of a probiotic formula on intestinal immunoglobulin A production in healthy children.
International Journal of Food Microbiology. 1998, 42, 39-44.

39 Frihauf, P.: Racionalni uZiti probiotik v pediatrii. Zdroj www.edukafarm.cz.
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° organismy musi byt pripraveny a skladovany i poddvany v zivé formé

. musi byt bezpecné pfi podavani ve vysokych davkach

. musi prezit v GIT traktu, zejména rezistence k zaludecni kyseling, Zluci a pankreatickému sekretu

. musi byt rezistentni k vétSiné poddvanych antibiotik

. klinicky efekt by mél byt multifaktoridlni, napf. inhibice adheze patogen(, plsobeni jako
antibakteridlni substance, imunomodulace plsobenim na toxiny nebo jejich receptory,
kompetice o Ziviny s patogennimi kmeny.

. bakterie stfevni mikroflory produkuji mastné kyseliny s kratkym retézcem a hraji roli v syntéze

vitamint B, K

Mimo nejriznéjsi sledované efekty u dospélych se predpoklada, Zze nékteré bakteridlni kmeny jsou
schopné modifikovat aktivitu fagocyt(ll a snizit aktivitu Th2 lymfocytd. Vysledkem je snizeni sekrece IgE.
Velmi malo popsanych vedlejsich pfiznakl u extrémné oslabenych jedincl - pripady katetrovych sepsi

u pacientt |é¢enych S.boulardii.*°

3.1 Vyuziti probiotik v pediatrii a vliv na strevni mikrofléru

V roce 1965 Lilly a Stilwell poprvni definovali probiotika jako faktory, které jsou produkovany
mikroorganizmy, a které maiji ptiznivy Ucinek na podporu rlstu zvifat. Zvifata Zivena zakysanymi
mlécénymi vyrobky, které tyto faktory obsahovaly, byla celkové zdravéjsi a Iépe rostla. V roce 1974
pouzil Parker termin probiotika pro organizmy a substance, které maji pfiznivy vliv na stfevni
mikrofléru. V soucasnosti muiZeme probiotika definovat jako mono ¢i polykultury Zivych
mikroorganizm, které maji pfiznivy ucinek na mikrofloru ¢lovéka. Mezi probiotika patfi predevsim
nékteré mlécné bakterie, vétsinou 3 skupiny: Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus. V kazdé
skupiné jsou specifikovany rizné druhy bakterii, které se navzdjem potencuji. K prvnimu osidleni
dochazi pfi porodu ditéte. V travicim traktu musi mikroorganizmy prekonat barieru, kterou tvofi kyselé
prostiedi Zaludku. Za Zaludkem vytvafri tzv. stfevni mikrofloru. Spontanné porozené a kojené dité je
osidlovano predevsim bifidobakteriemi. Mikrofloru tvofi vice nez 500 druhl bakterii. V souvislosti
s mikroorganismy hovofime i o mikrobiomu (Turnbaugh 2007). Tato se méni fyziologicky s vékem a
s onemocnénimi. Probiotika iniciuji aktivaci nékterych gena lokalizovanych v burikach (Walker 2006).
Perdigdn (Perdigdn 1999) hodnotil aktivaci imunitniho systému po poziti rznych typl mlécnych

bakterii. Tato byla rGznd od stimulace humordlni a celuldrni imunity a? kindukci IgA. Ucinek

40 Bronsky, J.: VyuZziti probiotik v pediatrii. Lékarské listy. 2008.
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probiotickych bakterii je pevné spojen s jejich metabolizmem. Probiotika zlepsuji traveni bilkovin a

Stépeni laktozy, modifikuji toxiny (Szajewska 2006).

Probiotika se uplatiuji v prevenci rozvoje nekrotizujici enterokolitidy, k ochrané pred
prijmovymi onemocnénimi, v prevenci rozvoje alergickych onemocnéni — stfevni mikroflora iniciuje
stfevni lymfatickou tkan, zvlasté plasmocyty, navozuji rovnovahu Thl a Th2. Posiluji imunoregulaci.
Tvofi mastné kyseliny s kratkym fetézcem, uplatiuji se pfi intoleranci laktézy a u pacientd

s hypercholesterolémii. 4

3.2 Spektrum uziti probiotik v pediatrii

V zazivacim traktu je prakticky 80 % imunologicky aktivnich bunék z organismu.

Zde jsou rozebrana jednotliva probiotika a jejich hlavni ucinky. Role stfevni mikroflory u
novorozencl a kojencU. Bifidobacterie a Lactobacily zvysuji produkci T helper bunék. Stfevni bakterie
zvysuji sekrecni imunni funkci, zvlasté sekreéni imunoglobulin A je dlleZitym predominantnim
imunoglobulinem povrchu mucosalni sliznice. Zafizuje protekci proti antigenlm, potencidlnim
patogenlim, toxinm. Alterace stfevni mikroflory u nemoci, kdy jiz po tydnu suplementace podavani
bifidovskych probiotik je patrné signifikantni zvySeni fekdlnich bifidobakterii. Tyto po€ty pak mnohdy
dosahuji poctli jako u kojenych déti. Bifidobakteria, Lactobacily, stejné dobfe jako B.lactis vykazuji
zvyseni fagocyt. aktivity proti E.coli stejné dobre tak zvySeni aktivity pfirozenych zabije¢d. Nékteré
probiotické bakterie vykazuji efekty na cytokinovou sekreci. Pokles fekdlniho alfa | antitrypsinu,
mocového eosinofilniho proteinu X, TNF a dalSich ukazuji na regulaéni efekt na zanétlivé mediatory,
zvlasté u déti s odliSnou zanétlivou nebo alergickou odpovédi. Tyto odpovédi jsou dllezZité pro vyvoj

imunni tolerance. Tehdy probiotika vedou k poklesu zmén pro abnormalni imunni hyperreaktivitu. 2

Efekt na nespecifickou imunitu:

1. zvySuji mucinovou produkci

2. inhibuji rGist potencialnich patogenl
3. pokles strevni permeability
4

zvyseni aktivity prirozenych zabijec(, aktivity makrofagl a fagocytozy

41 Tlaskal, P.: Vyuziti probiotik v pediatrii. Pediatr. pro Praxi. 2008, 9(5), 288-292.
42 Saavedra, JM., et al: Use of probiotics in pediatrics: rationale, mechanismus of action and practical aspects. Nutrition in
Clinical Practice. 2007, 22, 351-365.
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Efekt na adaptivni imunitu:

1. zvySuji sekreci IgA, IgG a IgM

2. zvysuji totalni a specificky sekrecni IgA v séru a v intestindlnim lumen

3. moduluji zadnétlivou imunni odpovéd strevni

4. Nejlepsi efekty sledovany u akutni diarhey s L.rhamnosus nebo bifidobakterie.

3.3 Reserze nejznameéjsich publikaci o aplikaci probiotik v détském véku.

Tab. 4 - Probiotické klinické studie u kojencu a déti: vysledky imunitniho markeru

(Probiotic clinical trials in infants and children: immune protective marker outcomes)

reference Populace/population | Probiotika/ probiotics | ochrannd imunita
/protective immunity

Kaila 1992 infants rotaviral | l.rhamnosus Mtotal IgG,IgA,lgM

diarhea “Mrotavirus spec.IgA
Saavedral994 healthy inf. B.lactis J rotavirus shedding
Isolauri 1995 healthy inf. L.casei “Mrotavirus IgA
Fukushima 1997 healthy inf. B.lactis Mecal bifidobacterie
Fukushima 1998 healthy B.lactis Mtotal fecal IgA
Gupta 2000 Crohn L.rhamnosus Jintestinal

permeability

Cukrowska 2002 preterm infants E.coli Nissle MNanti-E coli
Nissle,IgA,lgM
Kirjavainen 2002 atopic infants B.lactis Mecal lactobacilli
J fecal bacteroides
Mullie 2004 healthy infants B.breve M antipolio fecal IgA
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Rinne 2005 infants with risk atopy | L.rhamnosus Mtotal IgA,1gM,IgG
Viljanen 2005 atopic infants L.rhamnosus MMecal IgA
Bakker—Zierkzee 2006 | healthy infants B.lactis MMecal IgA

Kukkonen 2006

atopic infants

L.rhamnosus

Mnumber of infants

with high anti-Hib I1gG

Mohan 2006 preterm infants B.lactis Mecal bifidobacterie
Jfecal
enterobacteriaceae

Rautava 2006 healthy infants B.lactis Mmilk specific IgA

L.rhamnosus

Stratiki 2007

preterm infants

B.lactis

improved intestinal
permeability,
/M Bifidobacterial

count

Zdroj: Saavedra,JM., et al: Use of probiotics in pediatrics: rationale, mechanismus of action and practical aspects. Nutrition

in Clinical Practice 2007,22,351-365.

Tab. 5 - Probiotické klinické studie u kojencu a déti: hlasené imunitni modulacni vysledky

(Probiotic clinical trials in infants and children: reportedimmune modulatory outcomes) 43

Majamaa 1997

atopic infants

L.rhamnosus

J fecal a-1 antitrypsin

Isolauri 2000 breastfed atopic | B.lactis { serum sCD4
infants

Pessi 2000 atopic infants L.rhamnosus M™IL-10

Arvola 2002 atopic infants B.lactis { urinary eosinophil

Kirjavainen 2002 atopic infants B.lactis

43 Saavedra,JM., et al: Use of probiotics in pediatrics: rationale, mechanismus of action and practical aspects. Nutrition in
Clinical Practice 2007,22,351-365.
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Rosenfeld 2003 atopic infants L.rhamnosus dserum  eosinophil
cationic protein

Pohjavouri 2004 atopic infants L.rhamnosus MFN-y

Viljanen 2005 atopic infants L.rhamnosus J fecal a-1 antitrypsin

Fujji 2006 preterm infants B.breve M seum TGF-B1

Rautava 2006 healthy infants B.lactis N serum CD14

Zdroj: Saavedra,JM., et al: Use of probiotics in pediatrics: rationale, mechanismus of action and practical aspects. Nutrition
in Clinical Practice 2007,22,351-365.

3.4 Prehled dopliikové imunomodulace v pediatrii

Nespecificka imunostimulace se pouziva zejména v pripadech sekundarnich poruch bunécné
imunity. V praxi se s pozadavkem nespecifické imunostimulace setkdvdme nejéastéji u opakovanych
infekci dychacich cest, i kdyZz dotazy pacientl se mohou tykat i alergickych nebo onkologickych
onemocnéni. Nespecifické imunomodulatory jsou velmi Casto latky, jejichZ struktura odpovida tzv.
s patogenem asociovanym molekuldrnim vzordm (PAMPs — pathogen — associated molecular
patterns). Tyto struktury jsou rozeznavany zejména slozkami nespecifické imunity (makrofagy a
komplement) receptory rozpoznavajici vzory (PRR — pattern recognition receptor) (Chen 2007). Podani
téchto latek tak do urcité miry mimikuje napadeni organizmu infekénim agens, ovsem bez privodnich
patogennich projevl (nespecifickd vakcinace) (Eyles 2007). ProtoZe se nejedna o protilatkovou

imunitu, neni zesileni imunitni odpovédi specifické jen v(ci aktivatoru, ale vici vSsem podnétim.

. Beta-glukany patii k dalSim prirozenym imunomoduldtordim lidského imunitniho systému.
Vyskytuji se zejména jako typicka stavebni slozka burikovych membran hub (Fungi).

. Rostliny rodu Echinacea patfily mezi tradi¢ni prostfedky severoamerickych indiant pouzivané pfi
infekénich onemocnéni. Obsahuje komplex rdznych latek s imunomodulaénim pulsobenim
(Spilkova 2006).

° Omega-3/omega-6 nenasycené mastné kyseliny

. Polynenasycené mastné kyseliny jsou prekurzory vicerych mediatorl imunitniho systému
(prostaglandiny, tromboxany a leukotrieny). P¥i jejich poddvani se sniZuje tvorba prozanétlivych

mediator( (TNF-alfa, IL-1), a dobré zkuSenosti jsou proto pozorovany zejména pfi podavani u
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autoimunitnich zanétlivych onemocnéni (naptiklad revmatoidni artritida, lupus, ulcerativni

kolitida, Crohnova choroba) (Calder 2008, Damsgaard 2007).%

3.5 Vybrana probiotika

3.5.1 Lécebné ucinky probiotika Colinfant u extrémné nezralych

Podavani a ucinky aplikace Colinfantu u nedonosenych déti prokazovala ve svém sdéleni
Sochorova. U novorozence se jako prvni objevuji fakultativné anaerobni kmeny, hlavné kmeny E.coli.
U kojenych déti postupné prevladne bifidogenni flora. Sekrecni IgA kolostra a mléka zacne vykonavat
svoji funkci, brani kontaktu a adhezi patogennich mikrobd na stfevni sliznici. Matefské mléko obsahuje
specifické protilatky proti bakteridlnim kmen(tm, které ma matka ve stolici. Ma-li dité stejné bakterialni
kmeny jako matka, je mléénymi protilatkami proti témto kmenlm chranéno. Situace je horsi u
nedonosenych déti, které maji omezeny prenos protildtek od matky jak prfimo, tak vlivem toho, ze
vétsinou nejsou kojené, jejich imunitni systém je nezraly. Castou aplikaci antibiotik dochazi k naruseni
sloZeni stfevni mikrofléry. Vznikd prostor pro uplatnéni nosocomidlni infekce. Proto nahradila
prirozené, ale ndhodné osidleni travicich Ustroji cilenym peroralnim osidlenim nepatogennim kmenem
E.coli, vakcinou Colinfant Newborn. Tento obsahuje lyofilizovanou suspenzi Zivych bakteridlnich bunék
nepatogenniho kmene E.coli obsahem 0,8 x109 Zivych zarodkl v jedné davce pfipravku. Pripravek
podavala détem, které se rodily v 29. tydnu gravidity s hmotnosti kolem 1200g. Snasenlivost preparatu
byla velmi dobrad. Nebyla zaznamendna Zadna intolerance. Pfipravek byl podavan 3x v tydnu.
Vyznamny statisticky rozdil byl ve spotfebé antibiotik, u déti se zkratila doba hospitalizace. Neobjevily

se nekrotizujici enterokolitidy.*

3.5.2 Mutaflor E.Coli — varianta pro dospélé

e antagonismus v0ci patogennim zarodkim

e imunomodulace

e podpora normalniho zplsobu traveni a vymésovani
o fysiologicky jasné definovany kmen E.coli

e fyziologicka adheze colon

e apatogenita: neinvazivni, Zddna tvorba enterotoxind ¢i cytotoxind

44Végh, V., Végh, T.: Pfehled doplrikové imunomodulace v pediatrii.: Pediatr. pro praxi. 2008, 9(6), 388—392.

45 Sochorova, V.: Podavani a Ucinky aplikace Colinfantu u nedonosenych déti. Vox.Ped. 2003, 9, 7, 3, 26-27.
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e Uprava prostredi, spotreba kysliku, snizeni redox potencialu, regenerace anaerobni flory
e ochrana anaerobni flory proti kysliku

e podpora metabolismu kolonocyt(

o fermentativni odbouravani uhlohydrat(

e kyseliny mravendi, octové, propionové a maselné

e snizeni hodnot pH

e  Ziviny pro kolonocyty

e tvorba vitaminu K

e |yofilizované mnoZeni schopné esch.coli

e Mutaflor otevfeni aZ v distalni ¢asti tenkého stfeva®®

3.6 Imunomodulace

Vyvojem doslo k velkym zménam ve zpUsobu pfipravy jidla i stravovani. Snizil se antigenni tlak
patogennich mikrobl. Dfive k ukojeni hladu pouzivali 500 druh( rostlin, dnes jen 50 druhu. Je témér
nulova stimulace dozravajiciho imunitniho slizniéniho systému u malych déti. Slaby mikrobidlni
antigenni tlak. Vliv probiotik na imunitni systém je klinicky doloZzen zejména v oblasti Thl a Th2
lymfocytl, kdy je pUsobenim probiotik zesilena aktivita Thlbunék a zeslabena aktivita alergii
podporujicich Th2 bunék. Stimulaci Th1 bunék dochazi ke zvyseni produkce Th1l cytokind/(IL12, IL18,
INF gama) v monocytech a v perifernich mononukledrnich burikach charakteristickych pro specificky
imunitni systém. Probiotika nebo symbiotika jsou doporu¢ovana u nemocnych v prevenci clostridiové
kolitidy, pfi |écbé gastrointestinalni alergie, u recidivujici divertikulitidy i ulcerosni colitidy. Znamé je
vyuziti v prevenci nekrotisujici enterocolitidy u nedonosSenych novorozencu. Pfipravuje se vyufZiti pfi

idiopatickych stfevnich zanétech. Zkousi se vyuZit synergie probiotik a B-glukan(.”

3.7 Probiotika v primarni prevenci

Efekt Lactobacillus na atopické nemaoci, kdy je dané probiotikum podavano budoucim matkam,

které mély v posledni dobé atopicky ekzém, alergickou rhinitis nebo asthma a postnatalné a soucasné

46 Rembacken,BJ. et al: Non-pathogenic Escherichia coli versus mesalazine for the treatment of ulcerative colitis: a
randomised trial. Lancet 1999,354,635-639

47 Ezendam, J.: Probiotics: immunomodulation and evaluation of safety and efficacy. Nutrition Reviews. Jan 2006, 64, 1, 1-
14.
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po 6 mésicl jejich novorozenclm. Atopicky ekzém byl jako hlavni ukazatel efektu terapie byl
diagnostikovdn u 35 % déti ve véku 2 let tzn. 35 ze 132. Asthma bylo diagnostikovdno u 6 a alergicka
rhinitida u jednoho. Frekvence atopického ekzému v probiotické skupiné byla poloviéni nez
v placebové skupiné. Lactobacilus byl efektivni v prevenci v€asného atopického onemocnéni u déti
s vysokym rizikem. Kvalitni mikroflora je zdrojem pfirozené imunomodulace. Gastrointestinalni
mikroflora podporuje potencidlni antialergenni procesy: T helper 1 typ imunity, tvorbu
transformujiciho rlstového faktoru Beta, ktery ma dulleZitou roli v supresi T2 lymfocyt( a indukci oralni
tolerance a za treti IgA produkci. Zavaznost ekzému hodnotili podle SCORAD indexu. Laktobacily zfejmé

navysuji rastovy faktor Beta a produkci interleukinu 10. Je popisovana produkce anti IgE protilatek.*

3.8 Vyuziti bakteridlnich lyzatd v klinické praxi — mechanizmus plsobeni

bakteridlnich imunomodulatoru

Publikace z poslednich let doklddaji velmi pfiznivy vliv bakteridlni antigenni stimulace na
spravny vyvoj imunitniho systému jiz po narozeni, napt. plsobeni nepatogennich kmen( Escherichia
coli nebo Lactobacilll. PGsobenim bakteridlnich antigend véetné antigenl obsaZenych v bakterialnich
imunomodulatorech dochazi ke zvysené produkci interferonu gama (INFy) a selektivni aktivaci Thl

typu imunitni odpovédi.

Z vyse uvedenych skutecnosti celkem jednoznacné vyplyva, Ze bakteridlni imunomodulatory
vlbec nepatti k obsoletnim lé¢ebnym pripravkiim, které mame k dispozici v klinické praxi. Patfi naopak
k nejpfirozenéjSim moduldtordm lidského imunitniho systému. LiSi se predevsim zastoupenim
bakteridlnich kmenl v jednotlivych pftipravcich. Viz. tabulka 6. Bakteridlni imunomodulatory se
predevsim uplatiuji na sliznicich, se kterymi pfichazeji do kontaktu, aktivaci nespecifickych imunitnich

mechanizm(.*®

Tabulka 6 - Bakteridlni imunomodulétory na lékafsky predpis™

Nazev SloZeni Lékova Zpusob Indikace Vlastni

pfipravku pfipravku forma aplikace zkusenosti

48 Kalliomé&ki, M., et al: Probiotics in primary prevention of atopic disease: a randomised placebo-controlled trial. The Lancet.
Vol.357, April 7, 2001, 1076-1079.

49 Bystron, J.: VyuZiti bakteridlnich lyzath v klinické praxi. Pediatr. praxi. 2011, 12(6), 398-404.

50 Doc. MUDr. Jaromir Bystron, CSc.: Vyuziti bakteridlnich lyzatQ v klinické praxi. Pediatr. praxi 2011,12(6),398-404
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Broncho- Haemophilus influenzae Tobolky 10-30 Prevence a | Po zakladni
Vaxom . obsahujici denni kdra s | l1écba 10denni kare
Streptococcuspneumoniae
lyzaty naslednou chronickych . »
. . mozno  dalsi
Klebsiella pneumoniae minimalne ’ ’ a ’
3tydenni kdry a pauzy
; recidivujicich
Klebsiella ozaenae 109 pauzou J ‘
infekci upravit dle
bakteriadlnich
Staphylococus aureus &l 1 tob. rano chhacich individualni
é
Streoptococcus pyogenes nalacno cest odpovidavosti
jednotlivych .
Streptococcus viridans . pacienta
druhu
Neisseria catarhalis
Celkem 7 mg
Pro déti
poloviéni
davka
Luivac Staphylococcus aureus Tablety 1 tableta | Prevence a | Po zakladni
. osahuijici denné rano | lécba 28denni kure
Streptococcus mitis
lyzaty 5 recidivujicich | | . .
nalaéno ve je mozno dalsi
Streptococcus pyogenes
minim. 109 | 28dennich a kidry a pauzy
Klebsiella pneumonie bakterialnich | chronickych .
karach s volit dle
; infekci
Moraxella catarhalis tél 28dennimi individuaini
Mo i jednotlivych dychacich
Haemophillus influenzae | Y pauzami Y odpovidavosti
druh cest .
Mechanicka destrukce pacienta
Celkem 3 mg
bakterii
Stejna davka
pro déti i
dospélé
Ribomunyl | Smés glykoproteid(l | Sacky nebo | 1 tableta ¢i | Prevence a | Tablety je
bakterialni stény Klebsiella | tablety sacek rano | lécba mozno taky
pneumoniae a  smés .. .| nalactno recidivujicich | rozpoustét v
Pro déti i
purifikovanych ribozoma . a Ustech -
dospélé
bakterialnich nejlépe
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druh(

Streptococcus pyogenes
Klebsiella pneumoniae
Haemophillus influenzae

Streptococcus

pneumoniae

stejna davka

Celkem 2 mg

4 dny v
tydnu v
prvnich

3 tydnech,

nasledné

tyden pauza
a

pokracovani

1x mésicné

chronickych

infekci

dychacich
cest a

stredousi

na noc pred

spanim

4denni
kuarou
Uro- Purifikovany extrakt Kapsle 1 kapsle 10— | Doplrikova U chronickych
Vaxom o ) 30 dnl rano | 1écba infekci
Escherichia coli 6 mg
. opakovanych .
nala¢no mozZno

moc. infekci

podavat 90

dna

Zdroj: Doc. MUDTr. Jaromir Bystrofi, CSc.: VyuZiti bakterialnich lyzat( v klinické praxi. Pediatr. praxi 2011,12(6),398-404
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Prakticka ¢ast

4 \/YZNAM STANOVENi PUPECNIKOVEHO IMUNOGLOBULINU E VE VZTAHU

K RODINNE ANAMNEZE ALERGIE

V této praci, ktera zacala pred 18 roky, byla prvni faze, v letech 1998-2010, vedena snahou o
vyjasnéni problematiky pupecnikového IgE. Jednalo se o vytéZznost vySetfovani hodnot imunoglobulinu
E nejen z krevniho séra. Zamérem bylo mimo jiné ovéfit Udaje z literarnich praci o vazbé mezi
hodnotami IgE z pupecniku a hodnotami IgE v krevnim séru v nasledujicim kojenecko-batolecim véku,
ale i v dalSim obdobi a také, zda hodnoty pupecnikového IgE jsou v priméru rozdilné u novorozenct

z rodin, kde jeden nebo oba rodici jsou alergici.

Vyzkum byl zaméfren na hodnoty pupecnikového IgE a jejich zavislost na faktorech, jako je ro¢ni
doba porodu a sezénnost. Ukolem bylo zjistit, jestli mGZe byt pupeénikovy IgE daldim vhodnym
markerem ukazatele rozvoje alergie. Byli jsme pfi tomto vedeni snahou o uréeni budoucnosti rozvoje
této alergie. Byli jsme si také védomi zvysujici se frekvence praci o dileZitosti predpokladané dlohy
stfevni fléry détského jedince. PFi tvorbé imunitniho stavu novorozence a kojence, kdy se vyzkum
etiopatogeneze zaméruje na perinatdlni i prenatalni obdobi. Smyslem je co nejv¢asnéjsi moznost
pfipadného terapeutického zasahu, a to i na bazi biotechnologickych metod. Rad bych zdlraznil, Ze
jsem byl inspirovan publikacemi i akcentovanymi medicinskymi pohledy prof. MUDr V.Zavazala, DrSc.,

ktery nas do této tématiky zavedI.

Soubor novorozencl v této prvni fazi byl rozdélen do dvou skupin ve dvou obdobich: 1998-
2002 a 2003-2010. Odbéry pupetnikové krve byly provddény na stejném porodnim sale, stejnymi
zaméstnanci, stejnou technikou. Pfed ndbérem z pupecniku u vSech matek — rodi¢ek byla provadéna
podrobna rodinnd anamnéza z hlediska alergie a nemocnosti. Na ambulanci byly matky jiz predem
uvédomovdny o této moznosti jednoduchého zcela netraumatizujiciho, z hlediska novorozence
nedotykového vysetfovani. S uvedenym vySetfovanim vyslovily souhlas. Abychom vyloucili pfitomnost
krve matky, byla vySetfovana v tomto vzorku zdroven pfitomnost imunoglobulinu A. Pfi jeho zcela

nahodné pozitivité byl vzorek vyrazen. Také sporadické vzorky nemocnych novorozencl byly vyrazeny.
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4.1 Metodika stanoveni

VysSetfovani bylo provadéno ve stejné laboratofi po celou dobu, zpracovavdno a hodnoceno

stejnymi zaméstnanci na Urovni laboratofi i na Urovni novorozenecké i pediatrické.

V létech 1998-2002 byly odebrany vzorky 2 ml pupecénikové krve bez protisrazlivého cinidla a
po jeji centrifugaci byla stanovena hladina na chemiluminiscenénim analyzatoru Immulite. Od roku
2003 do roku 2010 bylo vysSetfeni provadéno metodou ELISA sety f.Radim. Od roku 2011 bylo
provadéno stanoveni metodou chemiluminiscenéni imunoanalyzy setem Beckman Coulter. VySetfeni

byla provadéna vidy nejdéle do 24 hodin po porodu.

Hodnoty odpovidaly vidy dané metodice a pfislusné kontrolni skupiné.

4.2 Soubor a vysledky

Prdmérné hladiny v prvni skupiné od roku 1998-2002 tvofilo 962 vzorkd pupecnikové krve.

Podle rodinné anamnézy odebrané od matek, byli novorozenci rozdéleni do 4 skupin.
A: 174 déti s alergii obou rodict

B: 577 déti s alergii matky

C: 144 déti s alergii otce

D: 67 déti jako kontrolni soubor

PFi statistickém zpracovani byla nalezena mezi skupinami vzdy statistickd vyznamnost na hladiné 1

promile (Kruskall Walistv test, Mann-WhitneyQv test).

Hodnoty pupecnikového IgE u jednotlivych skupin pacientl v prvnim obdobi jsou nejvice patrné u prvni

skupiny, nejvyssi hodnoty.

Ve skupinach v letech 2003-2010 bylo vzorka vice, pfi vyssi porodnosti a tim relativné vétSimu poctu

novorozencu (celkem 2657 vzork( pupecnikové krve).
A: 263 déti s alergiemi obou rodict
B: 1934 s alergiemi obou rodicl

C: 430 s alergii u otce

58



D: 30 déti kontrolni soubor

Zde pfi Kruskal-Walisové testu a Mann — Whitneové testu byla zjisténa i vtéto skupiné
statistickd vyznamnost na hladiné 1 promile. | zde ze statistického zpracovani vyplynuly nejvyssi
hodnoty IgE ve skupiné novorozencl s alergii obou rodic(. Z pfilozenych graf( (Pfiloha 1)
dokumentujicich hodnoty IgE v jednotlivych mésicich roku jsou patrné vzestupy hodnot podle pylové
sezony a kvality pocasi. V prezentacich je poukdzano na roky 1999, 2000, 2001, 2002, 2003-2008, 2009-

2010, coz jsou hodnoty vlastné béhem celého desetileti.

Pro ohodnoceni skupin odebiranych novorozenct bylo u rodi¢d novorozencl provedeno,
v osmi sledovanych létech v obou skupindch, zjiSténi procentudlniho rozlozeni nejcastéji anamnesticky
zjistovanych alergii. Udaje byly v asociaci s dokumentacemi ze statistik z alergologickych poraden.
Nejcastéjsi alergii byla v anamnézach nastavajicich rodicd zjiStovana alergie na pyly (ve 40 %) a prach

(20-25 %) (Priloha 1).

Je mozné konstatovat, Ze rodinnd alergicka zatéz je nepochybné rizikovym faktorem alergie.
Alergie se sdruZuje s rodinnou anamnézou, i kdyZz ndlezy nemusi byt vZdy jednoznacné. Prvni pfiznaky
alergickych projevid se v poslednich desetiletich posunuji do prvnich let Zivota. Dokonce se jevi, Ze
ohroZeni budouciho novorozence alergii je uvazovano v poslednich 6 tydnech gravidity. Po dobu 2 let
bylo mozZné korelovat vysetiené hodnoty s pylovym kalendarem. Z vysledk Ize vyzdvihnout dominujici
roli obou rodicl pfivzniku alergie. Tyto statistiky jsou vyznamné na hladiné 1 promile. (Pfiloha 1). Proto
vznikla domnénka, Ze vysoka hodnota pupecnikového IgE je spolu s rodinnou anamnézou dlivodem

k preventivni intervenci, mimo jiné, ovlivnénim mikrobialni fléry gastrointestindlniho traktu.

4.3 Studie

V ramci diskuze studie ukazaly, Ze k ovlivnéni imunitniho systému muze dojit jiZ intrauterinné,
kdy nékteré antigeny maji moznost prochdazet placentou (14 Salvatore.S. 2005). Za kritické obdobi, kdy
vlivem vnéjsich faktorl muize dochdzet k imunologickym zméndm a naslednému vyvoji atopie, se
povazuji prvni mésice Zivota. Imunitni systém novorozence je v prvnich mésicich nezraly. Novorozenec
tvofi jen malé mnozstvi imunoglobulin(, schopnost bunék specifické imunity reagovat na antigeny je
omezena. U novorozencl, jak je zdGraznéno v této praci, je primarné posunuta nerovnovaha mezi Thl
a Th2 lymfocyty ve prospéch Th2 a tim je i vy$si moZnost atopické senzibilizace. Také literarné uvadéna
moznost senzibilizace plodu jiz od 22. tydne gravidity, polygenni zaklad, zvySena tvorba IgE, IL 4 a IL5

predstavuji dalsi rizikovy faktor. Novorozenci maji také nedostatecné vyvinutou slizni¢ni bariéru.
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Zvlasté u déti, z nichz jeden nebo oba rodice jsou alergici, se dnes povazuje za vhodné v
novorozeneckém véku vysetfit pupecnikovou krev na hodnoty IgE, pfipadné krev z periférie na
hodnoty IgE. Pokud je zjisténa vyssi hladina, je tento povaZovan za potencialniho alergika (11 Petrq,
Spi¢ak, Panzner, 21 Vernerova) zvlaété v prvnich mésicich Zivota. Genetickd vybava jedince vyrazné
ovliviiuje vznik a prlbéh alergickych reakci. K tomu si pfipomindme vyjadreni naseho plzernského
ucitele prof. MUDTr V. Zavazala, DrSc. o tom, Ze kdyZ se ¢lovék zbavil tézkych epidemii infekci, tak jeho
imunitni systém, zacal reagovat na bézné véci, jako jsou pyly a podobné (23, Zavazal). Alergicka
onemocnéni jsou cenou za osvobozeni od infekénich a parazitarnich chorob, jak udavaji nékteré dalsi
informace. D4 se oCekavat rozdilny vliv genetického pozadi na vznik asthmatu, atopické dermatitidy a
dalsich. DulezZitou roli hraje chromosom, kde je celd oblast obsahujici geny pro fadu cytokin( napf. IL
4. Klicovym mediatorem alergickych reakci je ale IgE (23 Zavazal). Dalsi dllezitd geneticka oblast,
souvisejici s hladinou IgE, byla zjiSténa na chromosomu 5 v oblasti molekuly CD14. Tento receptor
zajistuje smér imunitni odpovédi. Imunitni systém novorozence ale nema specifickou imunitni pamét.
Tzv. hygienicka hypotéza (16 Strachan,15 Shah), jak je uvadéno v teoretické ¢asti, vychazi z nazord, ze
nedostatecna expozice mikrobidlnim antigentm je faktorem, prispivajicim k rozvoji alergie. Hygienicka
hypotéza vychazi z ndzord, Ze véasna mikrobialni stimulace vede k Th1 lymfocytové imunitni odpovédi.
Na druhé strané se ale uvadi, Ze prodélana RSV infekce v raném détstvi nebo prodélana atypicka
pneumonie predklada prevahu Th2 lymfocytd. Jiz na drovni bunék pupecnikové krve je patrny alergicky
fenotyp, ktery upozornuje na zvySenou moznost pozdéjsiho vzniku alergie. Také vyznamné vyssi
mnozstviIL5 a IL 10 v kolostru alergickych a také v pupecnikovém séru jejich déti naznacuje prevaZzujici
ladéni TH2 imunitniho systému. Také sniZzend exprese TGF-B u déti alergickych matek mize pfispivat k
pomalejSimu vyzravani stfevniho epitelu novorozencl a tim usnadriovat prichod alergeni (2,3
Isolauri, 6 Kalliomaki,7 Kjellman). Nebyla zjisténa Zzadna korelace mezi sérem matky a novorozence.

Imunitni systém dostdva prvni alergenové podnéty v téhotenstvi, zvlasté v jeho poslednim trimestru.

CD4 T lymfocyty z pupecénikové krve déti atopickych rodic¢t produkuji in vitro vétsi mnozstvi IL 4
nez CD 4 lymfocyty od novorozencl neatopickych rodi¢d. Jak uvadime v Cetnych predchozich
teoretickych i konkrétnich publikacich jsou odpovédi na antigeny zevniho prostfedi vychyleny k Th2
cytokinovému profilu. U neatopickych jedincl ale v pribéhu prvniho roku Zivota imunitni systém
dozrava k Thl profilu. Na druhé strané u atopikl k této reorganizaci nedochazi, a naopak pretrvava
Th2 typ odpovédi s uvolfiovanim IL 4 a IL 5. Tyto pak hraji klicovou roli v regulaci tvorby IgE. Pfi deficitu
imunoglobulinu A vznikd soucasné deficit blokujicich protilatek, takze snadno sliznici prochazejici
antigen je ve tkanich s mensi intenzitou vyvazan a pravdépodobné zpUsobi zvySenou tvorbu IgE. Na té

se podili deficit T-supresorovych lymfocytd, ktery je u alergickych chorob prokazan.
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5 KOLONIZACE NEPATOGENNiM E.cOLI Vv LECBE A PREVENCI MORBIDITY A

ALERGIE U NOVOROZENCU S VYSOKOU HODNOTOU PUPECNIKOVEHO IGE

Ve studii, ktera probihala od roku 1998 a pokracovala, az do roku 2010 byla ve dvou obdobich,
tj. v letech 1998-2002 a 2003-2010 ovérovdna hodnota IgE z pupecniku, nasledné v 1. roce véku a ve 3
letech z periférie. VysSetfovany soubor byl veliky, vySetfeni byla provadéna celoroéné. Diky této studii
bylo mozné dospét k zavériim, ze kterych bylo patrné, Ze alergie se velmi vyrazné sdruzuje s rodinnou
anamnézou (vyznamnost 1 promile). Prvni ptiznaky alergickych chorob se posunuji do prvnich let
Zivota. Pravdépodobné literarné poprvni se podafilo graficky znazornit, jaké jsou v desetiletém obdobi
rozdily v sezénnosti (Pfiloha 1). Vysoké hodnoty pupecénikového IgE jsou dlivodem spolu s rodinnou
anamnézou, k preventivni intervenci, mimo jiné ovlivnénim mikrobidlni fléry gastrointestinalniho
traktu. Bylo Cerpéano z Cetnych literarnich odkaz(, predevsim finskych autord. Tito autofi prezentovali
mnoho publikaci o vlivu rliznych probiotik pfi [é¢ebném ovlivnéni recidivujicich onemocnéni hornich
cest dychacich, asthmatu, otitis media, atopické dermatitidy, gastroenteritid bakterialnich i virovych,
nekrotisujici enterocolitidy nezralych déti a ulcerosni colitidy v détském véku. DlleZitym vystupem
studie bylo presvédceni o vyznamu vySetfovani pupecnikového IgE a o naslednych souvislostech ve
vazbé na dalsi imunoglobuliny, pfedevsim IgA i IgG. PFi vyznamu vySetfovani pupecnikové krve byly
sledovany vlastnosti cytokind, faktory humordini a celuldrni imunity novorozencl i faktory
imunologické nezralosti. S tim nasledné souvisi opsonisacni a fagocytarni aktivita. Dale pak reakce
imunitniho slizni¢niho systému traviciho traktu a podpora pfirozené obranyschopnosti novorozencl a
kojencl modulaci strevni mikrofléry. Také geneticka komponenta obou imunopatologii (alergickych a
autoimunnich onemocnéni) je velmi komplexni. DllezZitd je reakce mezi alergen specifickymi Th2
lymfocyty a Th1 lymfocyty pfi velké plose sliznic slizni¢niho mikrobiota (mikrofldry), spojena s vlivem
sekre¢niho a slizniéniho IgA a také v soucasné dobé zdlraziiovany vliv regulacnich T lymfocyt
v pupecnikové krvi. Zd{iraziiovana je nerovnovaha mezi Th2 a Th1 lymfocyty v pocatecnich obdobich
Zivota a také uloha pomocnych Th lymfocytd, u kterych antigen vyvola tvorbu IL 4 a IL 5, které pak
navedou B lymfocyty ktvorbé IgE a zpUsobi eosinofilii. Pravé vysSe uvedeny pfipadny kontakt
s fyziologickou mikroflérou vede kindukci regulacnich T Ilymfocytl, které tvorbou cytokind
(Schmidt-Weber 2005). Opakovana expozice sliznic antigennim podnétim nevede obvykle k zesileni
slizni¢ni odpovédi, ale naopak k utlumeni imunitni reakce. Tento jev je nazyvan indukce slizni¢ni
tolerance, ktery je mimoradné komplexni se spolulcasti regulacnich T lymfocytl (Treg). Vychazime

z Cetnych literdrnich odkazl, Ze expozice antigenl na stfevni sliznici vede k rozvoji antigen specifické
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imunologické tolerance (ordlni tolerance). Literarné je uvedeno v prehledu ¢asové rozvrstveni

zasadnich praci o pouZivani probiotik (Saavedra 2007).

Dosli jsme k zavéru, jak je prezentovdno na zacatku, Ze vysoké hodnoty pupecnikového Igk
spolu s rodinnou anamnézou jsou divodem k preventivni intervenci ovlivnénim mikrobialni flory
gastrointestinalniho traktu. Zacali jsme ve stdle SirSim zabéru pouzivat ceské patentované probiotikum,
preparat Colinfant Newborn, peroralni vakcinu. Jednd se o lyofilizovany nepatogenni kmen E.coli.
Uvedeny kmen podavame od roku 2005 novorozenclm, u kterych pfi pozitivni alergologické rodinné

anamnéze byly nalezeny zvysené a vysoké hodnoty imunoglobulinu E v pupecnikové krvi.”
Charakteristiku probiotika Colinfant Newborn a jeho zplisob podavani prikladame.

Vlastni vakcina je dodavana v baleni 1x 12 lahvicek. Toto baleni je uréeno pro pacienta ve véku
do jednoho roku bez ohledu na jeho hmotnost. Je zdsadné podavana peroralné, obsah lahvicky se
rozpusti v 1 ml tekutiny-voda, ¢aj. Podava se 3x tydné 1 lahvicka po dobu 4 tydn(. Vydej je vazan na

|ékarsky predpis pediatra.

Podotykam, Ze jsem se nikdy nesetkal s vedlejsSimi Ucinky této kapkové vakciny, nezjistil jsem
zadné zndmky intolerance. Jednad se o Zivou peroralni vakcinu, lyofilizovany nepatogenni kmen E.coli.
Je schopen vytésnit osidleni stfevniho traktu patogennimi kmeny. Vyroben piivodné Ustavem sér a
ockovacich latek, obsah je 12 lahvicek. Kazda lahvic¢ka obsahuje E.coli sérotyp 083:K24:H31min.0,8 x
109. Je predstavitelem skupiny bakterii, které jsou soucdsti normalni stfevni mikroflory. Pouziti kmene
a priprava vakciny byly patentovany v roce 1989 pod ¢islem 2645722. Vakcina byla registrovana
v SUKluv roce 1997 pod registraénim &islem 59/762/97-C. E.coli, ze které je pfipravovana vakcina, je
nepatogenni kmen s vySe uvedenym serotypem. Je vysoce selektovany, citlivy na béznd antibiotika,
netvofi enterotoxin a nemd plasmid. Nepatii mezi zddné skupiny enteropatogennich E.coli. Jeho
vyborna kolonizacni schopnost je zajiSténa i pfitomnosti fimbrii prokdazanych hemaglutinaci. Kmen ma
vyborné kolonizac¢ni vlastnosti, obsazuje receptory stfevni sliznice, brani adherenci patogeni a
vytlacuje pfitomné enteropatogenni kmeny. Indukce vlastni tvorby sekreéniho IgA je zvlasté vyznamna,
protoZe nahrazuje z¢asti deficit tohoto imunoglobulinu. Prokazalo se, Ze po osidleni novorozenci
vymizi jejich bakteridlni patogeny ze stolice, krku, nosu (Lodinova 1999). Pfi testech pretrvaval
vakcinaéni kmen po dobu 16 tydnf, ale byl i prokazan po nékolika létech. Pfitomnost kmene stimuluje
tvorbu specifickych i nespecifickych protilatek, prokazatelnou ve stfevnim traktu, ve slindch i v séru.
Ukazal se velmi dulezity fakt, Ze specifické kmeny stfevni fléry mohou podporovat ochranu hostitele
nejen proti sensibilisaci a alergii, ale i proti infekci! Jedna se o velky efekt vakciny v prevenci infekci a
pro vyrazné snizeni nemocnosti u léCenych déti do 4 let véku. Tyto zavéry byly ovéreny s rodici pri

kontrolach déti po 1. roce a po 3. roce véku podrobnou konkrétni anamnézou a u vSech Iécenych déti
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kontrolami krevniho biochemismu (imunoglobuliny G, A, E, KO diff, CRP, metabolismus Fe, vylouceni

osidleni patogennimi mikroby).

5.1 Soubor a vysledky

V prvni skupiné IéCenych pacient( s vysokym pupecénikovym IgE a nasledné kontrolovanych
v létech 2005-2007 byla zjisténa normalizace hodnot IgE (porovnavanych s laboratorni normou) u 106
ze 116 pacientl. Primérna hodnota u téchto pacientd byla 25,7 U/ml. Dalsi skupina l1é¢enych pacienttd
byla vySetrfena v |étech 2007-2008. Graficky je toto v praci zndzornéno. Z toho vyplyva, Ze normalizace
hodnot IgE v dané skupiné po lécbé nastala u 87 % pacientll (Pfiloha 2). Vzhledem k tomu, Ze na
zakladé podrobné anamnézy rodice upozornovali na ndpadné nizkou nemocnost vakcinou pfelééenych
pacientl, byly zpracovany u vSech pacientl primérné hodnoty 1gG a zanétlivé ukazatele a
metabolismus Fe. Hodnoty IgG jsou zndzornény na grafu 2 (Pfiloha 2). Vysledky byly srovnavany se
skupinou zdravych déti. Prekvapujici byly velmi dobré hodnoty IgG v |écenych rocnich skupinach.
Nasledné vse bylo zpracovano statisticky. Byly zpracovany nejen hodnoty IgG a IgE , ale i IgA. Hodnoty
se zménily u lécenych Colinfantem v novorozeneckém véku mezi 1.-3. rokem, a to na hladiné
vyznamnosti 1 promile. IgG u nemocnych se zvysilo v medidnu ze 4,55 na 6,87, IgA u nemocnych se
zvysilo v medidnu z 0,26 na 0,62 a IgE u nemocnych se optimalné zvysilo v medidnu jen z 8,87 na 17,09.

Ve 3 letech véku statisticky vyznamné koreluje IgG s IgA na hladiné vyznamnosti 1 promile.

Lécba Colinfantem pfispéla k tomu, Ze vysledné IgE u lIéCenych déti se statisticky vyznamné nelisily od
pfislusnych velic¢in zdravych déti. Nemocnost |écenych déti Colinfantem oproti kontrolni skupiné

nelécenych sourozencl je graficky zndzornéna na kruhovém grafu ¢.3 a ¢.4 (Pfiloha 2 a 3).
5.2 IgE

Japonsti autofi uzaviraji (Matsamura 2010), Ze nejlepsim prediktorem alergie je u novorozence
pozitivni rodinna historie a elevace pupecnikového IgE. Také vcéasné podavani antibiotik, zvlasté v
prvnim roce véku pfispiva alergii, pravdépodobné ovlivnénim stfevni fléry. Také bylo ovérovano,

pomoci hodnot pupecnikového IgA, potencidlni kontaminaci s materskou krvi.
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5.2.1 Polyklonalni aktivace

Osidleni slizni¢nich povrchid uréitym typem bakterii ma pfiznivé G¢inky nutriéniiimunologické.
Dokazi snizit adhezi patogen( na povrch stfeva. Jejich plsobenim dochazi ke snizeni intraepitelidlnich
regulacnich lymfocytl T ve stfevni sliznici. Na enterocytech zvysuji expresi MHC molekul II. tfidy, ¢imz
zvysuji jejich schopnost prezentovat antigen. Vyznamné i stimuluji syntézu slizniéniho IgA.
Pravdépodobné se jednd o urcity typ polyklondlni aktivace. MozZnost ovlivnéni stfevni flory probiotiky
je uvadéna v fadé praci (2 Bjorksen 2004, 7 Cadova 2012, 8 Desphande 2010, 10 Fukushima 1998, 19
Kukkonen 2007, 22 Lievin 2000, 30 Nevoral 2012, 49 Vernerova 2009). Pro zafazeni mezi probiotika

musi spliovat celou rfadu kritérii.

5.2.2 Genova typizace probiotik

Samotna genova typizace byla provadéna zatim jen u 3 druh(l probiotik. Jedna se o E.coli typ
Nissle preparat Mutaflor, E.coli typ 083 preparat Colinfant a dale Lactobacillus casei spec. Rhamnossus
GG a Sacharomyces boullardi. Tento posledni druh ale neni humanniho plvodu, a tak nepatti mezi
prava probiotika. Bakteridlni kmeny musi byt izolované ze stejného ZivocisSného druhu, jako je
predpokladany pfijemce, nesmi byt toxické ani patogenni. Forma, ve které je probiotikum do
zazivaciho Ustroji aplikovano, musi obsahovat dostatecné mnozstvi Zivotaschopnych bakterii. Tyto

bakterie musi mit schopnost prezivat v zaZzivacim Ustroji a byt dostatecné metabolicky aktivni.

,Probiotika pro klinické pouZziti by méla byt vzdy izolovana z lidskych material. Probiotika ze zvifecich
materiald mohou v sobé skryt faktory rizikové pro lidsky organismus. Ackoliv bézné nepredstavuji pro
zdravého clovéka Zadné riziko, u oslabenych pacientl byly pozorovany ojedinéle nezadouci Gcinky (46

Thomas DW 2010).”

Jedna se o déti, které jsou imunosuprimovany, trpi chronickymi onemocnénimi nebo maji
zavedenu néjakou medicinskou pomucku. Dokud nebudou eliminovana bezpecnostni rizika pro velmi
vazné nemocné déti, neméla by byt u nich |éc¢ba zavddéna. Sem patfi stavy po chemoterapii,
radioterapii, po biologické lé¢bé autoimunnich onemocnéni a po orgdnovych transplantacich.
Z moznych vedlejsich ucink( terapie nepatogennim E.coli byl registrovan literarné pouze meteorismus
a u naseho Colinfantu vyrdzka, ktera po ukonceni terapie vymizela, a nebylo mozno specielné vazbu na

preparat urcit.

Vlastni smysl |é¢by probiotiky spociva v pfesmérovani imunologické odpovédi od Th2 fenotypu
k Thl jesté dfive, neZ je ustavena imunitni odpovéd na antigeny z okolniho prostfedi. Imunitni systém

v Casném détském véku je v nedostatecném kontaktu s mikroby a alergeny, které jsou dilezité pro
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stimulaci a regulacni funkce i k 1é¢bé prajmU. Mnoho odbornikl se shoduje, Ze takto nedochazi k jeho
dostatecnému ,vyzravani“ a disledkem je vychyleni imunitni reakce k reakci Th2 typu. Uplatriuje se
zde navic jesté mechanismus navozeni imunologické tolerance do 2-3 let véku. Ze studii se ukazuje, Ze

z poddvani probiotik profituji predevsim déti s IgE zprostfedkovanou alergii (4 Bosquet 1983).

Z historického hlediska probioticky kmen E.coli strain Nissle byl poprvé podan v roce 1917 (11
Henker 2007, 41 1992 Schréder). Termin probiotika byl poprvé pouzit v roce 1965 (Lilly), pro popis
latky vyluCované organismy, které stimuluji rlst jinych organismd. V Plzni a vibec zfejmé poprvé i
v tehdej$i Ceskoslovenské republice jej pouZili v nemocni¢ni studii Kneifl (LFUK Plzefi — katedra
hygieny) spolu s VIckem a na DO nemocnice v Klatovech —Lactobacillus (LAT) s velmi dobrym efektem
pfi podplrné lécbé kojeneckych prijml. Osobné jsem mohl tento efekt sledovat po nastupu po
promoci do praxe. Plzeriska LF UK ma tak zfejmé historicky nedostatecné proklamované prvenstvi
v l1é¢bé kojeneckych prijmua probiotikem i v mezinarodnim métitku. Zacali jiz v roce 1965. Ponékud
s nadsazkou je mozné tak k prospéchu mediciny sdélit, Ze by se mohlo jednat o 50leté sledovani. Mnozi
autofi (1 Abrahamsson,2011) tvrdi, Ze probiotika redukuji incidenci IgE asociovaného ekzému u
kojencu. Dalsi k tomu dodavaji (10 Fukushima 1998), Ze také zvysuji fekalni hladinu IgA, ktera tak muze
prispivat ke zvySeni mucosdlni rezistence proti GIT infekci. Tyto pohledy jsou také v souladu s nasimi
klinickymi vysledky i laboratornimi nalezy hodnot sérového IgA u Ié¢enych pacientd. Kromé toho je

prokazano, Ze néktera bifidobakteria také stimuluji produkci IgA in vitro (10 Fukushima 1998).

Z mozného pusobeni probiotik je vhodné uvadét uznavanou Upravu stfevni permeability a
stimulaci imunitni odpovédi na patogeny, a to uzndvanym zvysenim produkce sekre¢niho i sérového
IgA, ale i prokazané normalizace hodnot sérového IgG i IgA a také zvySenim protizanétlivé plsobicich
cytokinl 1L10, TGF Beta (Hrdy 2007, Vouloumanou 2009). Opakovana aktivace Th2 lymfocytli vede
kromé stimulace tvorby IgE téz prostfednictvim IL4 k Gtlumu aktivity Thl lymfocyt(. Timto indukuje
prevahu regulacnich Th3 lymfocyt(, které sniZuji systémovou zanétlivou odpovéd. Pro navozeni
tolerance ma velky vyznam i prezentace antigenu prostrednictvim APC (antigen prezentujicich bunék).
V Cetnych studiich (Saavedra 2007 shrnuti) je uvadén nesporny vliv probiotik na prevenci GIT problém{

u kojenct, [écbu a rychlejsi Upravu rotavirovych i bakterialnich gastroenteritid.

Dalsi autofi se zabyvali také klinickymi obrazy novorozeneckého véku, ale i moznym ovlivnénim
prenatalniho obdobi. Poddvani probiotik matkdm prenatdlné i po porodu, podavani prebiotickych
oligosacharid(i v prvnim pllroce Zivota a omezovani alergen(i ke konci téhotenstvi vedlo jen ke
spornym nebo nedokladovatelnym vysledkdm. ESPGHAN (2011) se shoduiji, Ze pokud matka nekoji, v

rodinach alergik( se podavaji ¢astecné hydrolysovana mléka do 4. mésice véku. Thon (2011), Bjorksen
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(2004), Isolauri (2008), Lilly (1965) a mnoho dalsich autorl uvadi pozitivni ovlivnéni stfevni mikroflory

o v.v

pres mechanismy imunniho systému GALT (Petr( 2004, Ruzickova 2011, Novak 2012).

Pravé v casti studie, vletech 1998-2010 bylo cilem zjisténi diagnostického a lé¢ebného
postupu. Studie zahrnula 3619 novorozencl. Diagnosticka ¢ast byla provedena z vétsi ¢asti. Zbytek byl

dovysetren v létech 2010-2015, a to 412 novorozencu.

Do druhé ¢asti studie, tykajici se |écebného efektu pouzivaného preparatu Colinfant, byli
zafazeni pacienti — novorozenci z rodin s pozitivni rodinnou anamnézou a hodnotami pupecnikového
IgE pFfesahujicimi 2 smérodatné odchylky. Musim zde také zd(raznit dlouhodobost této studie a vyvoj
medicinskych pohledl vzhledem ke klinickym studiim, ddale také nesmirnou klinickou naroc¢nost
laboratorniho vysetfovani déti daného vékového obdobi, zahrnujiciho novorozenecky, kojenecky,
batoleci ale i ¢ast predskolniho véku. S tim souvisela anamnesticka peclivost stfedniho zdravotnického
persondlu, zejména v porodnim obdobi, ktera se tykala souhlasu matek rodicek, ale i casného pobytu
novorozencl a matek. Ve se fesilo cilenymi anamnestickymi dotazy, nikoliv formou dotaznikové

korespondencni akce, zvlasté pak v rodindch, kde se sledovala nemocnost sourozence.

Vysledkové hodnoty pupecnikového novorozeneckého IgE byly k dispozici po ndbérech vidy jiz
druhy den po porodu. K dispozici byly téZ vSechny 3 metodiky, béhem sledovanych 20 let a vysledky
kontrolni skupiny, které byly porovnavany s normdlnimi hodnotami. K vylouceni pfitomnosti krve
matky byla vySetfovdna v pfislusném vzorku pfitomnost IgA. Pokud zde byl pfitomen v méfitelnych

hodnotach, vzorek byl vyfazen. Téchto vzorkd vsak bylo zcela zanedbatelné minimum.
5.3 Vlastni terapie

Probiotikum Colinfant, Ziva peroralni vakcina, liofylizovany nepatogenni kmen E.coli, v krabicce
12 ampuli, byl podavan od 10. dne véku, pfesné podle pisemného navodu, relativné na lacno.
Aplikovan per os tfikrat vtydnu. Zaroven u matek, v pfipadech, kdy Zeny nekojily, nebylo
doporucovano poZivani citrusovych plodl, aromatického ovoce a orfech(ll. Pokud nekojily, do 4 mésict
bylo doporucovano podavani hypoalergenniho mléka, v naSem souboru pouzivdame HA BEBU. Po

mésici bylo podavani Colinfantu ukonceno jeho spotiebovanim.
54 Nemocnost

V1 roce véku a ve 3 letech véku byly déti, s podavanym Colinfantem, anamnesticky a
laboratorné vysetfeny. Pfekvapenim hned na pocatku byly idaje rodicd o velmi minimalni nemocnosti
jejch déti v predchozich obdobich. Zajimavé byly také Udaje o napadné lehkém pribéhu nemocnosti

uminénych déti v dobé virovych epidemii. Tyto déti byly porovnany se sourozenci. Rozdily v obou
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nahodné vybranych lécenych skupinach se skupinou kontrolni jsou velmi vyznamné a uvedené

v kruhovych grafech (Pfiloha 2 a 3)
5.5 Imunoglobulin IgE

V laboratornich hodnotdach v prvnich letech po Iécbé byly kontrolovany hodnoty plivodné jen
IgE v roce a ve 3 letech. Normalizace patologickych novorozeneckych hodnot IgE v roce véku nastala u
91,3 % a ve druhé skupiné u 87 % pacientu. Ve stejnych procentech se pohybovaly anamnestické udaje
ohledné projevl alergie. S tim jsou i uvedeny hodnoty ve sloupcovych grafech (Pfiloha 2 a 3).
Pfedmétem dalsiho sledovani je vidy skupina citajici kolem 10 % daného léc¢eného souboru, jejichz
projevy alergie jsou v relaci s klinickymi obrazy skupiny, ale vySetfované hodnoty IgE v séru v 1 roce a
ve 3 letech jsou v hodnotdch presahujici laboratorni normu. Danou diferenci mohu zatim vysvétlit

moznosti pfitomnych regulacnich protilatek.

5.6 Imunoglobulin IgE

Je typ protilatek, ktery se vyskytuje jenom u savcu. Je produkovan plazmatickymi burikami a
nasledné se vaze na povrch basofilt, mastocytl a eosinofil(i. Hraje hlavni Glohu pfi vzniku alergii. Ma
relativni molekulovou hmotnost 197000 s polo¢asem katabolismu v séru 2-3 dny. IgE vdzané na
receptorech Zirnych bunék ale pretrvava i nékolik mésict (Lochman 2002). Syntéza je ovliviiovana T
lymfocyty, interleukinem 4 a genetickym vybavenim jedince. Tvofi asi 0.004 % celkovych

imunoglobulinG. Hraje roli v patogenezi pfecitlivélosti 1. typu.®!

V Acta Scandinavica bylo v minulosti uvedeno, Ze syntéza IgE v embryondlnim stadiu byla
bezpecné prokazanajiz od 11. tydne. Proto hladina IgE v pupecnikové krvi a u novorozence je vyslednici
vlastni produkce, a nikoliv pasivniho pfenosu. To odrazi také zkuSenost, Ze hladiny u novorozence i
matky nijak nekoreluji a Ze uz v pupecénikové krvi je znacné mnozstvi lymfocyt nesoucich IgE molekuly.
Stanoveni IgE v pupecnikové krvi také u novorozence nema ovsem jen teoreticky vyznam pro poznani
Zivotni dynamiky IgE, ale predevsim prognosticky vyznam pro ohroZeni atopii v dalsSim obdobi nékolika
let, a to v pripadé, jestlize obsah IgE je prekrocen o dvé smérodatné odchylky nad stanoveny normalni

pramér.

511, Lochman,|., et al: Uskali v laboratorni diagnostice alergickych onemocnéni. Vox Pediatriae,2002,6,28-29. Zavazal,V.:
Hladiny imunoglobulinti G, A, M, D a E v bé7né détské populaci. Cs.Pediat.,29,1974,5,249-252
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5.7 Imunoglobulin G

Postupné byla sledovana ndpadna normalizace hodnot Imunoglobulinu G v jednotlivych letech
studie, konkrétné v letech 20052008, vidy v 1. roce véku. Je zde také prezentovana i posledni treti
skupina, vysetfenou na IgG v 1 roce i ve 3 létech véku, ktera spada do rok(i 2010-2014 uvedené studie.
Uvadim zde velmi dobré vysledky, které jsou stejné jako predchazejici, vyssi nez hodnoty kontrolni

skupiny a zcela souhlasi se sdélovanymi Gdaji rodi¢d o minimalni nemocnosti téchto déti.

5.8 Imunoglobulin A

Také v této treti skupiné se primérna hodnota IgA ve skupiné lé¢enych déti ve 3 letech véku

(2010-2014) pohybovala v normé.
5.9 Imunoglobulin E

Imunoglobulin E byl objeven manzely Ishizakovymi v roce 1966, ktefi bezpecné prokazali, Ze je
nositelem reaginové aktivity (23, Zavazal). Sérova koncentrace IgE tvofi jen 41 % celkového mnoZstvi v
organismu, zbytek je vazan na receptory Zirnych bunék a basofilnich granulocyt(. Polocas vdzaného
IgE je 2 tydny. Syntéza IgE je ovliviiovana T lymfocyty, specialné IL 4 a genetickym vybavenim jedince.
IgE se zucastniimunopatologické reakce 1. typu, kterd vede ke klinickym projeviim atopie. K této reakci
dochazi u jedincl, ktefi maji geneticky podminénou tendenci reagovat na pfitomnost nékterych
antigend (alergen(l) nadmérnou tvorbou protilatek izotypu IgE. Syntéza IgE v embryonalnim stadiu byla
prokdzdna od 11. tydne, takZe jeho koncentrace v pupecnikové krvi je odrazem této tvorby. Hladiny
IgE v séru matky nekoreluji s hladinou u novorozence. V pupecnikové krvi byla také prokazana

pritomnost lymfocytli nesoucich molekuly IgE.

V minulosti byla také sledovana imunitni odpovéd atopickych Zen a jejich plod( s vlivem
potravinovych alergenti v pozdnim téhotenstvi (8 Lilja). Upravy matefské stravy v poslednim trimestru
gravidity maji v predchazeni atopické senzibilizace mensi vliv na plod, nez se predpokladalo (4 Jones).
Stanoveni IgE v pupecnikové krvi ma nepfiznivy vyznam pro ohroZeni alergii v dals$im obdobi (7
Kjellman, 9 Liska) jestlize obsah IgE presahuje o dvé smérodatné odchylky nad stanoveny normalni

pramér. Nékteré prace poukazuji na urcitou kontroverznost tohoto parametru (15 Shah).

Riziko senzibilizace je v prvnich 6 mésicich znaéné. Je dano nizkou hladinou travicich enzym( v
zazivacim traktu, nezralym slizni¢nim imunitnim systémem, nedostatecné vyvinutou schopnosti oralni
tolerance a relativné neomezenou absorpci makromolekul ze stfevniho lumina. Ordlni tolerance je

aktivni proces probihajici v oblasti slizniéniho imunitniho systému. Jde o specifickou inhibici imunitni
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odpovédi po jejim predchozim navozeni kontaktem urcitého antigenu s regulacnimi T burikami
usidlenymi v oblasti sliznice stfeva. Tolerance je vlastné jedna z aktivnich funkci imunitniho systému
zprostfedkovand supresorovym mechanismem a realizovand prostfednictvim inhibi¢né pusobicich

lymfokind produkovanych regulaénimi lymfocyty.

Pozitivni ovlivnéni abnormalniimunologické aktivity u déti, se zvySenym rizikem rozvoje alergie
zprostfedkované IgE protilatkami, mdzZe preventivné plsobit proti vzniku atopie. Kmeny bifidobakterii
alergickych jedincl (atopik(l) se podobaji spise sloZeni bifidobakterii dospélych jedincl nezZ zdravych
déti. Tyto nalezy dovoluji pfedpokladat, Ze odchylky ve sloZeni stfevni mikrofldry predchazeji vzniku
atopie (6 Kaliomaki, 10 Ouwehand). Pravé zde je misto predpokladaného efektu probiotika. Navic

néktera probiotika redukuji riziko akutnich infekci (13Rautava).
Za rizikové faktory jsou pokladany:

e rodinna dispozice

e polygenni zaklad

e zvysSené pupecnikové IgE

e vysokd koncentrace IgE v prvnich tydnech Zivota
e zvySena dispozice k tvorbé specifickych protilatek
e pozitivni koZni testy

e pozitivita specifickych IgE protilatek

e eozinofilie v krvi

e snizeni hladiny CD8 lymfocytl

K vlastni zvySené tvorbé IgE se uvadi (11 Petrt), Ze sliznici pronikly antigen je vyvazan ve tkdnich a
pravdépodobné zplsobi zvySenou tvorbu IgE. Na tom se udajné podili i deficit T-supresorovych

lymfocytd.

Dalsi zajimavy udaj v predloZzenych grafech, je ndpadna sezénnost vysokych a zvySenych
hodnot IgE v zavislosti na probihajicich ro¢nich obdobich a jejich charakteru. Z graf(i (Pfiloha 1) je
patrné, jak velky vliv na hladiny pupecnikového IgE ma pocasi a koncentrace pyll v prostfedi. Hodnoty
IgE u novorozenctl z rodin s vyraznou pozitivni anamnézou alergie vykazuji oproti kontrolnim skupinam
vyrazné rozdily. Je dokonce mozné uvazovat i o planovani porodu v rodinach s vyraznou alergii na

mimosezdnni obdobi.
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5.10 Pfipominky k hladindm imunoglobulin( v détské

populaci

Podle praci Zavazala ze Sedesatych let 20. stol. se hodnoty IgG pohybovaly v hodnotach
dospélych, IgM aZ kolem 6. mésice dosahoval hodnot dospélych, IGA nemél detekovatelné hladiny.
IgE po narozeni v dané skupiné mél tézko detekovatelné hodnoty. Obsah IgE v novorozenecko
kojeneckém obdobi mnohdy stoupal a znamenalo to, Ze tvorba tohoto imunoglobulinu mohla zacit jiz
v dobé pred porodem. Dosahovala vrcholu v ¢asné dospélosti a poté opét mnohdy klesla. Obsah tohoto
imunoglobulinu jde paralelné s vyvojem dispozice k atopickym onemocnénim. Ve studii byly patrné
velké smérodatné odchylky pfi malém poctu vysetfenych. Hladina IgA byla nulova a zacala se objevovat
az kolem 14. dne Zivota. Hodnoty dospélych byly dosazeny nejdrive u IgM a to do konce prvniho roku

Zivota. Hladiny IgG u déti ve véku 3 let dosahly 94% hodnot dospélych a v témze obdobi hodnoty IgA

dosahly 67 % hodnot zdravé dospélé populace.

5.11 Kyslikové radikaly v pupecnikovém séru z hlediska

rodinné historie alergie - prvni informace

PFi kontrolach déti v roce, ve 3 a 4 letech byla zjisténa v 90 % normalizace IgE, Upravy hodnot
IgA i 1gG ve srovnani s rokem véku a u IgE i ve srovnani s pupecnikovymi hodnotami. V této dobé bylo
zcela zfejmé, Ze pro v€asnou diagndzu jsou zapotiebi mimo rodinnné anamnézy a pupecnikové Igk
jesté dalsi ukazatele. Vyuzil jsem udajl o vztahu alergické reakce k volnym radikaliim a pokusil se
objasnit, zda mimo uvedena zjisténi existuje jesté dalsi prediktor pro alergicky vyvoj zdravotniho stavu
ditéte k posouzeni diagndzy, progndzy a pfipadné také k moznosti ovlivnéni terapie. Proto jsem se
zameéfil na oxidacni stres, o kterém je zndmo, Ze zvySuje zanétlivou odpovéd na alergii a asthma. Dale
jsem chtél potvrdit odpovéd, Ze nachylnost k alergii vznika jiz béhem intrauterinniho Zivota. Alergie a
jeji formy jsou provazeny zvysenim volnych radikal(. Je otazka, zda u malych déti je zvySeni volnych
radikal( jiz prokazatelné. Ucelem je také mimo jiné zjistit, zda i eventuelni terapii antioxidanty Ize
pozitivné ovlivnit budoucnost déti z hlediska alergie. Vztah alergické reakce k volnym radikalim se zda
byt dllezitym faktorem, ktery muizZe vysvétlit nékteré reakce déti, pripadné i posoudit diagnozu,
progndzu a ovlivnit terapii. Glykované bilkoviny, AGE (advanced glycation end-products) aktivuji

receptory (RAGE) a pUsobi dlouhotrvajici zanét, provazeny tvorbou volnych radikald.

Oxidacni stres zvySuje zanétlivou odpovéd na asthma a alergii, asthma snizuje suplementace

antioxidanty, ale nebrani vzniku asthmatu ci alergie (4). Volné kyslikové radikaly podavané téhotnym
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Zzenam nesnizily signifikantné vyskyt asthmatu, rhinitidy ¢i ekzému jejich déti v 5 letech véku. Proto
byly vybrany dvé skupiny novorozencli, jedna bez alergie rodi¢l, druha s alergickou anamnézou

jednoho nebo obou rodi¢l a probéhlo vysetreni na hladinu IgE, IgA a AGE z pupecnikové krve.

Novorozenci, jejichz rodice jsou alergici, maji signifikantné zvySenou hladinu AGE latek uz
v pupecnikové krvi. Ty plsobi zvyseni oxidacniho stresu a zvysuji pravdépodobnost budouciho vzniku
alergii a astmatu. Proto je tfeba tyto déti dispenzarizovat a uvedené biochemické parametry sledovat

a pokud mozZno drZet na nizkych hladinach.

Odkazuji na ptilohu této prace.
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ZAVER

Studie, ktera probihala v letech 1998-2010 byla zamérena na diagnostiku. Tato klinicka studie
byla provedena u velkého souboru 3169 novorozenct trvala 12 let. Dosel jsem k zavértm, jak velka je
dlleZitost podrobné alergologické anamnézy rodic¢ek pred porodem, ktera je provadéna v porodnici a
je zamérena na celou rodinu s pfipravenymi cilenymi otazkami. Velmi dlleZity je také kvalitni odbér a
zpracovani pupecnikové krve u pozitivnich anamnéz vysetfenych je rozdéleno do dvou skupin déti a je
vysetfovano metodikami v rdznych casovych intervalech. Zakladnim rizikovym faktorem rozvoje
alergie je zfejmé rodinna zatéz a Ize vyzdvihnout dominujici roli obou rodicud pti vzniku alergie, kdy tyto
jsou statisticky vyznamné na hladiné 1 promile. U nejvyznamnéjsi alergie obou rodic nebo jen u matky
je vyznamnost na hladiné 1 promile. Prvni pfiznaky alergickych projevl se v poslednich desetiletich
posunuji do prvnich let zivota déti a sezénnost hodnot pupecnikového IgE v zavislosti na jednotlivych
rocnich obdobich je velmi napadnd. Tento zavér by mohl slouzit i pro planovani terminu konce

téhotenstvi a doby planovaného porodu.

Druhd cast studie, kterd probihala v letech 2005-2015 byla prevaziné terapeuticka a byla

rozdélena na 2 skupiny, a to druhou skupinu v letech 2005-2010 a tfeti skupinu v letech 2010-2015.

Souhrnné v celé dlouhodobé studii, kterd probihala v letech 1998-2015 jsem stanovil v ivodu
této prace hypotézy, zda hladiny IgE v pupecnikové krvi jsou predikaci pro alergickd onemocnéni do 3-
4 let véku ditéte a zda se zdruzuje alergie s rodinnou anamnézou a jestli jsou divodem k preventivni
intervenci ovlivnénim mikrobialni fléry gastrointestinalniho traktu vysoké hodnoty pupecnikového IgE.
Hodnoceni této studie prineslo zjisténi, Ze vysoké hodnoty pupecénikového IgE jsou divodem spolu
srodinnou anamnézou k preventivni intervenci mimo jiné ovlivnénim mikrobidlni flory
gastrointestindlniho traktu, nejlépe pouZitim uvedeného preparatu Colinfant Newborn. Z vysledkd
v létech 2005-2008 vyplyvd, Ze u léCenych pacientld s primarné zvySenymi hodnotami IgE
z pupecnikové krve se tyto hodnoty v roce véku normalizovaly v 90 %. Byl také zjistén vliv |é¢by na
hodnoty ostatnich imunoglobulinG IgG a IgA vzhledem k ndpadné sniZzené nemocnosti |écenych
pacientu. Byl popsan vliv |éCby Colinfantem na hodnoty imunoglobulini G a Av 1. a ve 3. roce véku, a
cely soubor byl statisticky zpracovan (hodnoty koreluji na hladiné vyznamnosti 1 promile). Z vysledk(
je patrné, Ze |écba Colinfantem meéla pozitivni ucinek v tom smyslu, Ze vysledné IgE se statisticky
vyznamné nelisily od ptislusnych veli¢in zdravych déti. Hodnoty se v ¢ase zménily u lIé¢enych mezi 1.-
3. rokem na hladiné vyznamnosti 1 promile. 1gG a IgA byly v medianu zcela v hodnotach normality.
Tomu odpovidd zanedbatelnd nasledna nemocnost novorozencl, ktefi byli 1é¢eni uvedenym
probiotikem a na druhé strané u lécenych se IgE mezi 1.-3. rokem zvysilo v medidnu jen na zcela

normalni hodnoty, a to v rdmci predpokladaného protialergického efektu Iécby. Velmi pfiznivy efekt
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terapie na nemocnost déti, ktery byl srovnan oproti kontrolni skupiné v predem definovaném souboru
stejného vékového obdobi, je graficky znazornén v ptiloze. Ve treti skupiné, naposledy zpracovavané
v létech 2010-2014, bylo dosaZzeno jesté lepsich vysledkl v hodnotach sledovanych imunoglobulind
soubézné svelmi nizkou nemocnosti (viz. pfiloha). Velkym kladem je prakticky vybornda tolerance

preparatu.

Lze také konstatovat, Ze novorozenci, jejichz rodice jsou alergici, maji signifikantné zvysenou
hladinu AGE latek uZz v pupecnikové krvi. Ty pusobi zvySeni oxidacniho stresu a zvysuji
pravdépodobnost budouciho vzniku alergii a astmatu. Proto je tfeba tyto déti dispenzarizovat a

uvedené biochemické parametry sledovat a pokud mozno drzet na nizkych hladinach.
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Graficka cast

Graf ¢. 1 — Primérna hodnota IgG

Primérna hodnota IgG u Colinfantem prelé¢enych déti 2010-2014
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Zdroj: vlastni

Graf ¢. 2 — Primérna hodnota IgA

Priimérna hodnota IgA ve skupiné Ié¢enych déti ve 3 letech véku 2010-2014
(normalni laboratorni hodnoty 0,30-1,60 g/I)
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Graf ¢. 3 — Kontrolni IgE

Kontrolni IgE v séru po Ié¢bé Colinfantem
(2010-2014) po 1.roce véku (lab.hodnoty 0-50 U/ml)
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Graf ¢. 4 — Nemocnost déti

Kruhovy graf nemocnosti déti po Colinfantu (z dalsi skupiny sledovanych déti 2013-2015).

anamnesticky nemocnost déti do 3 let véku lééenych v novorozeneckém
obdobi colinfantem 2013-2015
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Zdroj: vlastni

Z uvedeného grafu vyplyva, Ze do tfi let véku je 58 % déti prakticky zdravych, vyjimecné jen s
transitorni zanedbatelnou nemocnosti a s velmi lehkymi prabéhy. | v ostatnich klinickych obrazech jsou
popisovana redukovand onemocnéni bez zavaznéjsi etiologie. Z hlediska koZni nebo respiracni slozky
alergie se jedna vétsinou jen o redukované, velmi lehké pribéhy alergie, z koZniho hlediska spravné

popisované s diagnozou xerosis. Nebyla zaznamendna jedind diagnoza astmatu, recidivujicich
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asthmoidnich bronchitid nebo klasického atopického ekzému. Pro zajimavost uvadim, Ze z posledniho
36¢lenného souboru déti, bylo po domluvé alergologa a pediatra, vzhledem k rodinné anamnéze,

preventivné testovano celkem 11 déti, a to vZdy s negativnimi nalezy.

Zavérem muzeme shrnout vyborny efekt uvedeného preparatu na vyrazné snizeni nemocnosti
déti raného véku zaloZzené na cilenych anamnestickych i laboratornich didkazech. Pravdépodobné
z toho vychazel zajem prezentace dané prdce na 7 th International Conference on Drug Discovery
§Therapy a 4 th Biotechnology World Congress v Dubai-Sharjah, United Arab Emirates (15-18.2.2016).
Nasledny pisemny zajem o prezentaci prace v zahrani¢nim odborném tisku a nyni i jiz poZzadovan3,
odeslana a umisténa prace — poster na Drug Discovery and Therapy World Congress 22.-25.8.2016

v Bostonu v USA.

76



Graf ¢. 5 — Hodnoty IgG 2012 - 2015

Primérné hodnoty IgG ve
sledované lécené skupiné v letech
2012-2015.
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Graf ¢. 6 — Hodnoty IgA 2012 - 2015

Primérné hodnoty IgA ve
sledované |écené skupiné v letech
2012-2015.
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Graf ¢. 7—Hodnoty IgG 2005 - 2008

Prdmérné hodnoty IgG ve sledované lé¢ené skupiné v roce véku v letech 2005-

2008 (laboratorni norma 5,50-14,0 g/l)
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Graf ¢. 8 — Hodnoty IgE 2012 - 2015

Pridmérné hodnoty IgE ve sledované
|éCené skupiné v letech 2012-2015.
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Graf ¢. 9 — Nemocnost déti 2012 - 2015

anamnesticky nemocnost déti do 3 let véku v
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Graf ¢. 10 — Nemocnost déti 2013 - 2015

anamnesticky nemocnost déti do 3 let véku Iééenych v
novorozeneckém obdobi colinfantem 2013-2015
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Graf ¢. 11 — Nemocnost déti 2013 — 2017

anamnesticky nemocnost dalsi skupiny déti do
3 let véku lécenych colinfantem v letech 2013-
2017
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Mezinarodni publikace vénované problematice pupecnikového Igk
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Mold,JE.,et al: Maternal alloantigens promote the development of tolerogenic fetal regulatory T cells

in utero. Science 2008,322,1562-1565

Holt,PG.: Primary allergic sensitization to enviromental antigens: perinatal T cell priming as a
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Vyznamné publikace o IgE a o probiotikach

Rautava,V., et al: Specific probiotics in reducing the risk of acute infections in infancy - a randomised,

double-blind, placebo-controlled study. Br J Nutr,2009 Jun,101,11,1722-1726.

Skupiny kojencG byly suplementovany uvedenymi kmeny probiotik Lactob. rhamnossus a
Bifidobacterium lactis vdobé od 2-12 mésicl. Ve skupiné onemocnélo 22 % déti dostavajicich
probiotika a 50 % ve skupiné dostavajici placebo, a to v dobé od 2 do 12 mésicl. Sledovali otitis media

a respiracni infekty.

Fabrizio,P.,et al: Long term use of probiotics and synbiotics reduce the incidence and severity of

respiratory diseases during the cold season. Carcinogenesis,2008, May,29,5,:1049-1056.

Autotfi se rozhodli dat béhem zimnich mésic novou Sanci détem ve véku predskolnim a zjistili, Ze pfi 4
roky po sobé podavanych probioticich, byly statisticky déti podstatné zdravéjsi a pribéh jejich

onemocnéni byl leh¢i.

Bonnelykke,K., et al: Transfer of maternal IgE can be a common cause of increased IgE levels in cord

blood. Journal of allergy and Clinical Immunology,2010,126,3,657-663

Polovina testovanych déti podle autord méla zvysené IgE v krvi od matek. Domnivaji se, Ze je to mozné

na zakladé jinych vySetfovacich metod.

K odliseni vidy pouZivame soucasné vySetfované IgA v pupecnikové krvi, které musi byt jen

v nedetekovatelnych hodnotach, abychom vyloudili pfimés krve od matky.

Ferguson,A,, et al: Elevated cord blood IgE is associated with recurrent wheeze and atopy at 7 years in

a high risk cohort. Pediatric Allergy and Immunology.2009, Vol.20,8,710-713.

V uvedené praci mélo 19 % novorozencl vyssi hodnoty pupecnikové krve. Atopie matky a porod
v zimnich mésicich v dobé infekt, byl rizikovym faktorem. Hodnota pupecnikového IgE byla

v signifikantni asociaci s alergickou sensibilizaci a s draZzdivym hvizdavym kaslem v 7 letech véku.
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Peters,JL.,et al: Prenatal negative life events increases cord blood IgE: interactions with dust mite

allergen and maternal atopy. Allergy,2012, Vol.67,4,545-551.

Prenatalni expozice stresu a vzdusnym alergenim mohou modulovat fetalni imunni systém, zvlasté
pritomnost prachu. Autofi vySetfili spojitost mezi matefskym prenatdlnim stresem a pupecnikovou krvi
a také 403 novorozencli matek zafazenych v astmatické komunité. Vyrazny prenatalni matersky stres
byl statisticky vyznamné asociovan se zvySenim hodnot pupecnikového IgE. Stejné tak stres a

pfitomnost prachu byla statisticky vyznamné odlisena pro déti atopickych a neatopickych matek.

Bergmann,RL., et al: Predictability of early atopy by cord blood-IgE and parental history. Clin Exp Allergy
1997,27,752-760

Bylo vysetfeno 1314 novorozencl od roku 1990 po dobu 2 let. 499 mélo anamnesticky vysoké riziko
atopie i s hodnotami IgE v pupecnikové krvi. Zjistilo se, Ze 31 % kojenc( bylo sensibilisovano proti
jednomu z potravinovych nebo inhalacnich alergend, a to bylo v signifikantni asociaci k hodnotam IgE

z pupecnikové krve. Nelze zatim nalézat spojitosti pro primarni prevenci.

Kimpen,J., et al: Cord blood IgE and month of birth. Arch Dis. Child.,1987,62,478-482

Analyzovali 5353 vzork(d pupecnikové krve na hodnoty IgE. Nejvyssi hodnoty IgE byly nalezeny ke konci

dubna a koncem fijna.

Nabavi,M., et al: Factors associated with cord blood IgE levels. Asian Pacific Journal of Allergy and

Immunology 2013, 31,2,157-62

Autofi vychazeli ze zodpovézeni otazky, zda hodnoty pupecnikového IgE jsou prediktorem alergické
dispozice u déti. Neni stale dobte zndmo, jak tento marker ovliviiuje fetalni vyvoj. Vysetfili celkem 181
novorozencl a jejich matek. Zjistili, Ze pfitomnost néjakého druhu alergického onemocnéni u matky
nebo v jeji rodiné a zvySeni hodnoty matefského IgE je v asociaci s pupecnikovym IgE u novorozence.

Vék matky a koufeni a sezonnost doby porodu jsou pravdépodobné prediktofi alergie.

Sternthal,MJ., et al: Associations among maternal childhood socioeconomic status, cord blood IgE

levels and repeated wheeze in urban children. J.Allergy Clin.lImmunol 2011, Vol.128,2,337-345
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Nizké socidlné ekonomické postaveni matek bylo vptimé relaci ke zvySenym hodnotdm
pupecnikového IgE. Nebylo to vSak v pfimé souvislosti po strance medicinské. Pravdépodobné pobyt
matek, budoucich rodi¢ek, ve velmi znelisténém prostredi, pfispiva k porodim déti s vysokymi

hodnotami pupecnikové krve.

Herr,CE., et al: Exposure to air pollution in critical prenatal time windows and IgE levels in newborns.

Pediatr Allergy Immunol 2011,22,75-84

Kuitunen,M., et al: Probiotics prevent IgE —associated allergy until age 5 years in cesarean-delivered

children but not in the total cohort. J.Allergy Clin.Immunol 2009, Feb.123/2/335-341.

Malo mikrobidlni expozice ve v€asném détstvi je spojeno s vétsim kvantem alergii v pozdé;jsi dobé.
Alergické déti maji fekalni mikrofléru s redukci lactobacilld a bifidobakterii. Ve studii vybrali 1223
matek s vysokymi alergiemi, u kterych v poslednich mésicich gravidity podavali probiotickou mixturu a
stejné tak témto novorozenclim po dobu prvnich 6 mésicl Zivota. Nebyl pozorovan zadny efekt pfi
perinatalni suplementaci ani pti postnatalni suplementaci, pokud kontrola byla provadéna v 5 letech
véku. Ale u déti s IgE asociovanymi alergiemi a narozenych cisafském fezem byl efekt probiotik

popisovan. 24% : 40 % vyskytu alergii u déti nedostavajicich probiotika.

Arroyo,R.,et al: Treatment of intectious mastitis during lactation: antibiotics versus oral administration

of Lactobacilli isolated from breast milk. Clinical Infectious Diseases 2010,50,12,1551-1558

vvvvvv

antibiotika

Savino,F.,et al: Molecular identification of coliform bacteria from colicky breastfed infants. Acta

Paediatrica 2009,98,1582-1588

Porovnavali skupinu kojencl s kolikami a skupinu stejného poctu (40) zdravych kojencll. Ve skupiné

s kolikami nalezli daleko castéji se vyskytujici kmeny clostridii.
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Lee,J., et al: Meta-analysis of clinical trials of probiotics for prevention and treatment of pediatric

atopic dermatitis. J.Allergy Clin Immunol 2008,121,116-121

Efekt je ve vice nez 10 studiich patrny vice v prevenci nez v |é¢bé pediatrické atopické dermatitidy, a

to vétsinou ve skupiné s vysSimi hodnotami pupeénikového IgE.

Ambrahamsson,TR.: Probiotics in prevention of IgE-associated eczema: a double blind, randomized,

placebo-controlled trial. J Allergy Clin Immunol,2007,119,1174-1180

Ackoliv preventivni efekt neni u probiotik potvrzen, |écené déti maji nizsi hodnoty IgE i s tim

asociovaného ekzému a zfejmé tim i redukované riziko vyvoje respiracniho onemocnéni.

V prevenci ekzému byl u déti s rodinnou historii ekzému poddvan Lactobacillus reuteri. Do studie bylo
vzato 232 rodin salergickym onemocnénim. Lééené déti mély méné nalezl sIgE asociovanym
ekzémem pod 2 roky Zivota a zfejmé i toto podavani prospélo k redukci pozdéjsiho vyvoje alergickych

onemocnéni.

Edenharter,G., et al: Cord blood—IgE as risk factor and predictor for atopic diseases. Clin Exp.Allergy

1998, 28,671-678

Ryan,L., et al.: Predictors of cord blood IgE levels in children at risk for asthma and atopy. Journal of

Allergy and Clinical Immunology, Vol.119,1,81-88.

Sensibilizace matky, socidlni postaveni a rasa matky, maternalni vék a pohlavi ditéte mohou mit vliv na
fetalni produkci IgE. Zadnou souvislost nenadli mezi gestaénim vékem nebo obdobim nabéru
pupecnikové krve. Hladina pupecnikového IgE muzZe hrat centralni Ulohu v riziku kojence pro atopicka

onemocnéni.

Tariq,SM., et al: Elevated cord serum IgE increases the risk of aeroallergen sensitization without

increasing respiratory allergic symptoms in early childhood. Clin Exp Allergy 1999,29,1042-1048

Pesonen,M., et al: Cord serum immunoglobulin E as a risk factor for allergic symptoms and sensitization

in children and young adults. Pediatr.Allergy Immunol,2009,20,12-18
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Sadeghnejad.A,, et al: Raised cord serum immunoglobulin E increases the risk of allergic sensitisation

at ages 4 and 10 and asthma at age 10. Thorax 2004,59,936-942.

Probiotic and prebiotic supplementation improves the symptoms of children with atopic
dermatitis. Am J Clin Dermatol. 2010,11,5,351-361

Dermatitis posuzovana podle SCORAD (Scoring of Atopic Dermatitis).

Léceno 90 déti s atopickou dermatitidou ve véku 1-3 let kombinaci Lactobacilus acidiphilus,
B.lactis a oligosacharid 2x denné po dobu 8 tydn(l. Déti dostavajici probiotica mély pokles Scoradu 33%
ve srovnani se skupinou placebo 19 %. Také pouzivani steroidl v dané skupiné bylo signifikantné kratsi.
Absolutni pocet CD 8 se zvysil v probiotické skupiné. Byla patrnd korelace mezi CD 4, CD 25 a Scorad

score. Hodnoty korespondujicich lymfocyt( korelovaly.

Siltanen,M.,et al: Prematurity at birth reduces the long-term risk of atopy. J.Allergy Clin Immunol

2001,107,229-234

Cilem studie bylo zjistit vztah mezi predcasnym narozenim a atopickym ekzémem. Srovnavali
déti s hmotnosti pod 1500 a nad 2500 g. Ve véku 10 let mély déti, pred¢asné narozené signifikantné,
méné atopickych onemocnéni. Dvé protistrany uvazuji kazda rozdilné. Nicméné strana, kterd vnima
nezralost jako faktor snizujici riziko rozvoje alergickych chorob, tvrdi, Ze zavazné bakterialni infekty,
které se u nezralych vyskytuji velmi ¢asto, stimuluji protilalergicky Th 1 typ obranyschopnosti.

Zvysenou prlichodnost nezralé stfevni sliznice prezentuji jako druhorady problém.
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Publikované préce k habilitacnimu tématu
Habilita¢ni téma:

Vyznam stanoveni pupecnikového imunoglobulinu E ve vztahu k rodinné anamnéze alergie. Kolonizace
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pupecnikového IgE.
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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
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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)

115,94
120

Pacienti s norméInimi

Pacienti s hodnotami

(n=86)SD=44,31 normu (n=12) SD=73,11

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
8

7 L
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Kontrolni
skupina
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s kontrolni skupinou 53 zdravych déti z nefrologické ordinace.

Tab. 1 Zakladni statistiky - kontroly
median

median | 1.kvart. | 3. kvart.

PUP_IgE 136 3,098 2,365 1,790 3,560
1gG1 133 4,728 4,550 3,620 5,730
lgA1 136 0,473 0,260 0,200 0,380
IgE1 135 37,54 8,87 3,96 21,50
1gG3 67 6,964 6,870 5,690 8,160
1gA3 67 0,644 0,620 0,460 0,760
IgE3 66 59,49 17,09 7,65 60,12

Byla zamitnuta hypotéza normality rozloZeni pomoci Sikmosti a Spi-
Gatosti. Proto byly dale pouZity neparametrické metody.

Porovnani nemocnych versus kontroly

Tab. 3 Wilcoxon(v test neparovy (nemocni vs, kontroly)
nl n2

(kontroly) (nemocni)

1gG1 20 133 20,5
IgAl 20 136 17,5
IgE1 14 135 99,2
18G3 35 67 29,4
1gA3 35 67 65,4
IgE3 35 66 18,2

Relativné nejblize k vyznamnosti mélo IgA v roce véku.

Vyvoj v éase u nemocnych

Tab. 4 Wilcoxon(iv test parovy - po jednom roce vs. po tiech letech

1gG1 18G3
IgAl 1gA3 62 0,0 +++
1gE1 IgE3 63 0,0 +++

Hodnoty se v Gase zménily u nemocnych mezi jednim a tiemi lety,
ato na hladiné vyznamnosti 1 %o.

1gG u nemocnych se zvysilo v mediénu z 4,55 na 6,87.

IgA u nemocnych se zvySilo v medianu z 0,26 na 0,62.

IgE u nemocnych se zvysilo v medianu jen z 8,87 na 17,09. Hodnoty
ziistaly zcela v normé. U kontrol nebyl vyvoj v Gase testovan pro maly
pocet kompletnich dvojic méfeni.

Korelace velic¢in u kontrol

Tab 5. Pofadové korelace v jednom roce - kontroly

Polozky x,y Kendall

1gG1 IgA1 20 07040 0,2++ 05105 0,2++
1gG1 IgE1 14 02992 281 011758 38,1
IgA1 IgE1 14 0;2227 42,3 10;1429" AT

1gG v jednom roce véku koreluje s IgA v roce véku na hladiné P=1%.

Tab 6. Pofadova korelace ve tfech letech - kontroly

Polozky X,y Kendall

1gG3 1gA3 35 10/1973 25,00 | 0;1395 23,9
1gG3 IgE3 35 0,0003 99,9 10,0118 921
1gA3 IgE3 35 10,0482 779 10,0454 70,1

Ve tfech letech jiZ nebyla u kontrol nalezena zadna statisticky vy-
znamna korelace.

Korelace veliin u nemocnych:

Tab 7. Pofadova korelace v jednom roce - nemocni

n |Spearman P Kendall

PUP_IgE 1gG1 128 0,2330 09++ 0,1658 0,5++
PUP_IgE IgAl 131 0,2684 0,2++ 0,1830 0,2 ++
PUP_IgE IgE1 130 01729 50+ 0,193 4,4+
1gG1 IgAl 132 0,5203 0,0 +++ 0,3853 0,0 +++
1gG1 IgE1 130 10,0887 31,4 10,0582 326
IgA1 IgE1 133  0,0720 40,9 0,0491 40,2

Statisticky vyznamné v jednom roce véku u nemocnych spolu kore-
luje 1gG s IgA na hlading vyznamnosti 1 %o, korelace kladna, pfimo
(imérna. V jednom roce véku pupecnikové IgE koreluje se vemi séro-
vymi imunoglobuliny, nejvice s I1gG a IgA.

Tab. 8 Pofadova korelace ve tiech letech - nemocni
Polozky [x,y Kendall
1gG3 1gA3 67 06000 0,0+++ 0,4197 0,0 +++
18G3 IgE3 66  0,0916 46,0 0,0643 445
1gA3 1gE3 66 0,0626 61,4 0,0434 60,7

Ve tiech letech statisticky vyznamné koreluje IgG s IgA na hladiné
vyznamnosti 1 %o.

Vysvétlivky:

IgE1, IgA1, 1gG1 - hodnoty v jednom roce véku
IE3, IgA3, 1gG3 - hodnoty ve tfech letech véku
P - vysledna pravdépodobnost

PUP_IgE - pupecnikové IgE

n - pocty pacientd

112

VOX PEDIATRIAE « derven/2014 « ¢. 6 ¢ roénik 14




CASOPIS PRAKTICKYCH LEKARU PRO DETI A DOROST

Graf 3 Graficky zndzornéna nemocnost déti 1éenych Colinfantem

Anamnesticky nemocnost déti do 3 let véku
dostavajicich v novorozeneckém obdobi colinfant

6%
KHCD bez nemocnosti
7% do 3 let véku
anginy 43%

6%
problémy s AV

4%
gastrointestinalni
symptoma-
tologie bez

teplot

21%
virosis levis

11% 2%

tzv. atopicky ekzém - tranzitorni priibéh sporadicky bronchitis

Graf 4 Graficky znazornéna nemocnost kontrolni skupiny nelééenych sourozencii

Anamnesticky nemocnost colinfantem nelééenych
sourozenci déti do 3 let véku

11 7

25

Lééba Colinfantem prispéla k tomu, Ze
vysledné hodnoty IgE u Iédenych déti se
statisticky vyznamné neligily od pfisludnych
veliGin zdravych déti.

Efekt 1éEby v novorozeneckém véku pomoci
daného pripravku z hlediska nemocnosti
jsme znézomili pfi porovnani prelééené
skupiny 142 déti v porovnéni s kontrolni
skupinou 73 sourozencl (graf 3, graf 4).
Podotykadme, Ze z hlediska heredity se jedna
0 stejnou rizikovou skupinu monitorovanou
ve stejném vékovém obdabi. Prakticky nu-
lova zdvazna nemocnost Iégenych déti se
vymykala moznosti kvalitniho statistického
zpracovani.

B polinéza
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[ Diskuse

V nasi pfedchozi publikaci (1) jsme po vySet-
feni 3619 vzork( pupecnikové krve dospéli
k zavéru, Ze koncentrace imunoglobulinu E
v pupecnikové krvije predikaci pro alergicka
onemocnéni do 18 mésici véku ¢&i do 6 let
véku. Ukazaly se rozdily v sezonnosti. Déle
bylo patrné, Ze alergie se sdruzuje s rodin-
nou anamnézou, prvni pfiznaky se posunuji
do prvnich let Zivota. Dokonce se jevi, Ze
ovlivnéni budouciho novorozence alergii je
uvazovano v poslednich 6 tydnech gravidity.
| v naSem souboru jsme méli skupinu novo-
rozencd - mladSich sourozenct, ktefi byli
narozeni v zimnich mésicich a jejich hod-
noty pupecnikového IgE byly zcela v mezich
normy proti prvnim, star§im sourozencim
uzivajicim Colinfant. Tito starsi sourozenci
se narodili stejnym rodic¢dm, ale v zimnich
mésicich. Na to jsme pravé jiz upozoriovali
v prvni praci. Z vysledku bylo mozné vyzdvih-
nout také dominujici roli obou rodicd pfi
vzniku alergie. Tyto vysledky byly vyznamné
na hladiné 1 %e. Proto jsme dospéli k zavéru,
Ze vysoké hodnoty pupecnikového IgE spolu
s rodinnou anamnézou jsou divodem k pre-
ventivni intervenci mimo jiné ovlivnénim mi-
krobialni flory. Je znamo, Ze predikce IgE je
pod genetickou kontrolou. Jesté musime zo-
pakovat, ze tvorba IgE zacina u lidského foetu
v jatrech a plicich v 11 tydnech a ve sleziné
v 21 tydnech. Vétsina novorozencd ma velmi
nizké nebo minimalné detekovatelné hladiny
IgE v pupeénikové krvi. Jini autofi uvadéli
prediktivni hodnoty IgE v pupecnikové krvi
jako rizikovy faktor pro novorozence pro
vyvoj véasného zacatku atopie. Matsumura
nicméné uzavira, Ze nejlepsim prediktorem
alergie u novorozence je pozitivni rodinna
historie a elevace pupecnikové IgE. Vsimali
si také druhu a zacatku alergie. Uvadéli, ze
alergie se rozvinula u 29 % déti, které mély
pozitivni rodinnou historii alergie. Z nich
pak v roce véku mélo diagnostikovanou
alergii 23 % déti, z toho bylo 40 % kojeno.
Také si, stejné jako my, ovérovali pomoci
pupecnikového IgA potencidlni kontaminaci
matefskou krvi. Je znamo, Ze u novorozenct
je primarné posunuta nerovnovaha mezi Thl
a Th2 lymfocyty ve prospéch Th2 a tim je
i vy$3i moznost atopické senzibilizace. Déle
se literarné také uvadi, ze podani antibiotik
do Sestého mésice Zivota zvysuje incidenci
astmatu 2,8x, podani Sirokospektrého anti-
biotika aZ devétkrat!

Probiotika jsou podle definice WHO z roku
2001 Zivé organismy, prevazné lidského

plvodu, které aplikovany v pfiméfeném
mnozstvi pfiznivé ovliviiuji zdravotni stav
hostitele. Osidleni slizniénich povrchi urci-
tym typem bakterii ma pfiznivé aéinky nut-
ricni i imunologické. Dokazi snizit adhezi pa-
togend na povrch stfeva. Jejich pisobenim
dochézi ke snizeni poétu intraepitelidinich
regulacnich T lymfocytl ve stievni sliznici.
Na enterocytech zvySuji expresi MHC mo-
lekul Il. tfidy, ¢imZ zvySuji jejich schopnost
prezentovat antigen. Podle nékterych praci
vyznamné stimuluji syntézu slizniéniho IgA.
Pravdépodobné se jedna o uréity typ po-
lyklondIni stimulace. O prvnich variantach
probiotik se zmifiuje Mecnikov, ktery v roce
1907 zddraznil vyznam stfevni mikrofléry
a jeji dlleZitou roli p¥i obrané organismu. Jiz
tehdy konstatoval, Ze konzumace fermento-
vanych mléénych vyrobku zlepsuje zdravotni
stav. MozZnost ovlivnéni stfevni fléry probio-
tiky je uvadéna v dal3ich pracich.

Pro zafazeni mezi probiotika museji mik-
roorganismy spliiovat celou fadu kritérii.
Samotna genova typizace byla provadéna
zatim jen u tii druhl probiotik. Jednd se
o E. colityp Nissle a E. colityp 083 (pfipra-
vek Colinfant), déle Lactobacillus caseispec.
Rhamnossus - Lactobacillus GGa Saccharo-
myces boullardi. Posledni uvedené ale neni
huméanniho plvodu a nepatfi tak mezi prava
probiotika. Bakteridlni kmeny museji byt
izolované ze stejného Zivocisného druhu,
jako je predpokladany prijemce, nesméji
byt toxické ani patogenni. Forma, ve které
je probiotikum do zazivaciho Gstroji apliko-
vano, musi obsahovat dostateéné mnozstvi
Zivotaschopnych bakterii. Ty museji mit
schopnost preZivat v zazivacim dstroji a byt
dostatecné metabolicky aktivni. VySe uve-
deny typ E. coli Nissle 1917, ktery je dnes
soutasti pripravku Mutaflor, je pravé tato
nepatogenni E. coli. Ma profylaktické Gcinky
v remisi ulcerdzni kolitidy srovnatelné s me-
salazinem, Z moznych vedlejsich Gcinku te-
rapie nepatogennimi E. coli byl registrovan
literdrné pouze meteorismus a u vlastniho
naseho Colinfantu 1x nadymani a 1x vy-
razka, ktera po ukonceni vymizela. V tomto
pfipadé vsak nelze vylougit problematiku pfi
distribuci a skladovani. Jinak se nikdy nic
neobjevilo. Schopnost probiotik k ovlivnéni
stievni permeability ve vazbé na potravinové
alergie studoval Perrier. V této souvislosti je
nutné podotknout, Ze dospély typ stfevni
mikrofléry je ustaven ve véku kolem dvou
let. V dnesni dobé je jiz zndmo, Ze alergie
se manifestuje v prvnich tiech letech gast-
rointestindlnimi pfiznaky, atopickym ekzé-

mem a mnohdy jiZ i respiracnimi potizemi.
Z hlediska vyskytu a priibéhu respiracnich
onemocnéni existuji na jedné strané studie,
které neprokazuji pozitivni vliv probiotik,
na druhé strané studie prokazujici uréity
i statisticky signifikantni efekt na sniZeni
vyskytu respiracnich onemocnéni. Stejné
situace je u alergického astmatu, kde
podavani probiotik nevedlo k efektu, na
druhé strané u alergické rymy podavani
probiotik v batolecim a predskolnim véku
vedlo ke sniZeni vyskytu. V dalSi studii byla
podavéna rlizna probiotika a sledovén vliv
na respiracni infekce. Zjistilo se v3ak jen
zkraceni doby a redukce tize onemocnéni,
probiotika neredukovala incidenci. Stejna
situace je popisovana u atopického ekzému.
Jini uvadéji profit z probiotik u atopického
ekzému, ale na druhé strané dal$i prameny
uvadéji selhani probiotik. V této souvislosti
si musime uvédomit, Ze probiotika by méla
byt pro klinické pouziti izolovéana z lidskych
materidll, protoZe probiotika ze zvifecich
material( v sobé mohou skryt faktory rizi-
kové pro lidsky organismus. Agkoliv b&Zné
nepredstavuji pro zdravého ¢lovéka Zadné
riziko, u oslabenych pacientl byly ojedinéle
pozorovany riizné nezadouci Gcinky. Jedna
se o déti, které jsou imunosuprimovany,
trpi chronickymi onemocnénimi nebo maji
zavedenu néjakou invazivni medicinskou
pomicku. Dokud tedy nebudou dostatené
eliminovana bezpecnostni rizika pro velmi
vainé nemocné déti, neméla by u nich byt
|écba probiotiky zavadéna. Sem patfii stavy
po chemoterapii, po ozafovéni, po biolo-
gické 1écbé autoimunitnich onemocnéni, po
organovych transplantacich ¢i po transplan-
tacich krvetvornych bunék.

Na druhé strané dalsi autofi tvrdi, Ze probio-
tika mohou redukovat incidenci IgE asocio-
vaného ekzému u kojenct. O antiinfekénim
efektu probiotik je vSak opakované refe-
rovano a jednim z mechanismi muze byt
i nespecificka stimulace imunity. Fukushima
referoval o tom, Ze pfi podavéni bifidobakte-
rii fekdIni hladina IgA i anti-poliovirus IgA
byla béhem piijmu signifikantné vySsi nez
pred piijmem. Toto zvySeni hladiny lokalniho
IgA mUze pfispivat ke zvySeni mukdzni rezis-
tence proti GIT infekci. Z mozného pusobeni
probiotik je vhodné uvadét tpravu strevni
permeability a stimulaci imunitni odpovédi
na patogeny, a to zvySenim produkce se-
bicich cytokind IL-10, TGF-. PFi optiméinim
slozeni stfevni mikroflory totiz dochazi k in-
dukei imunitni reakce, kterd vede k produkci
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cytokind, navozujici vznik aktivni tolerance
neSkodnych antigend. Opakovana aktivace
Th2 lymfocyt(i vede kromé stimulace tvorby
IgE téZ ke zvySené produkci sekrednich
imunoglobulind IgA. Prostfednictvim IL-4
tlumi aktivitu Th1 lymfocytd. Tim indukuje
prevahu regulaénich lymfocytd Th3, které
snizuji systémovou zanétlivou odpovéd. Na
druhé strané neméame zpravy o vérohodnych
studiich o tom, Ze probiotika v kojenecké
mlé¢né vyZivé by mohla byt Skodliva. Rovnéz
dalsi uvadéji nesporny vliv probiotik na pre-
venci GIT problémd u kojenct a na rychlejsi
Gpravu klinickych obraz(i rotavirové infekce.
Autofi zabyvajici se problematikou novo-
rozeneckého véku konstatuji, Ze podavani
probiotik matkam pfed porodem a nasledné
6 mésicti po porodu détem nepfineslo
Zadouci efekt na prevenci alergického
onemocnéni. VSichni véak v téchto pracich
podavali laktobacily, vétSinou L. rhamno-
sus, L. reuteri, nebo B. lactis. K prevenci
nekrotizujici enterokolitidy u déti velmi nizké
porodni véahy je pouzivali u nas v Brné v roce
2003, nyni uvadéji dalsi. Podporu nékterym
hypotézam poskytuji prace napi. o vyhod-
nosti véasné expozice kravskému mléku
ve smyslu protekce proti IgE. Mezinarodni
spole&nosti zabyvajici se vyZivou doporucuji
v piipadé nerealizovatelného kojeni hyd-
rolyzovanou kojeneckou vyZivu s ovéfenou
snizenou alergenicitou do 4. mésice véku
nebo ¢astecné hydrolyzovana mléka. Jiz ne-
dochazi k vyraznéjSimu omezovani alergen,
jak u matek v dobé téhotenstvi a kojeni, tak
ve vyzivé déti po 6. mésici Zivota. U matek
pfi pfedpokladu, Ze nebudou kojit, jsme
doporucovali v prvnich Ctyfech mésicich
stravu s predpokladanou hypoalergenicitou
(v celém souboru jednotné HA Beba).

Na druhé strané studie ukazuji, Ze z podavani
probiotik profitovaly predevsim déti s IgE
zprostfedkovanou alergii. Vlivem probiotik,
ktera, jak je zndmo, usnadiuji rovnovahu
mezi Th1 a Th2 prostrednictvim regulaénich
bunék, zvyseni produkce IgA a IL-10 a po-
tlaCeni tvorby prozanétlivych cytokind, se
u nas Siroce zabyvaji néktefi autofi.
Moznost pozitivniho ovlivnéni stievni mikro-
fléry probiotiky je uvadéna v nékolika pra-
cich. U nds uvadéji idaje o ceském kmeni,
vyrobeném v minulosti v Ustavu sér a ocko-
vacich latek. Kmen ma vysokou adhezivitu
a je predstavitelem skupiny bakterii, které
jsou soucasti normalni stievni mikroflory.
Smysl 1é¢by probiotikem spociva v pfesmé-
rovani imunologické odpovédi od fenotypu
Th2 k Th1 jesté dfive, neZ je ustavena imu-

nitni odpovéd' na antigeny z okolniho pro-
sttedi. Imunitni systém v ¢asném détském
véku je vnedostatecném kontaktu s mikroby
a alergeny, které jsou dulezité pro stimulaci
a regulacni funkce imunitniho systému. Tim
nedochdzi k jeho dostatecnému ,vyzravani*
a duasledkem je vychyleni imunitni reakce
k reakci typu Th2. Navic je zde ziejmé me-
chanismus navozeniimunologické tolerance
do 2-3 let véku.

Organismus je pravé ve véku kritickém pro
navozeni imunologické tolerance vystaven
pro né&j novym molekuldm. Je nepochybné,
Ze sloZeni stfevni mikrofléry novorozence
ovliviiuje kojeni a hygienicka opatfeni. GIT
trakt osidluji E. coli, enterokoky a Enterobac-
ter. Jakmile expanduji, spotfebovavaji kyslik
a umoziuji kolonizaci stfeva anaerobnim
kmentm - Bacterioides, Clostridium.
Slizniéni a imunitni tkdné obsahuji zdaleka
nejvétsi kvantum imunitnich bunék (80 %)
riznych fenotyp.

Vyse uvadény probioticky kmen E. coli strain
Nissle 1917 podévali v roce 1917 k 1é¢bé
prdjmt. Mezi vékem 6-12 mésicl Géinkoval
Iépe nez ostatni probiotika. Stejny kmen
podévali v roce 1992. Termin probiotika
pak byl poprvé pouZit v roce 1965 pro popis
latky vyluéované organismy, které stimuluji
rlist jinych organismd.

V Plzni a zfejmé i v CR poprvé pouivali
Lactobacillus v nemocnicni studii Knaifl
s VIckem. Srovnavali hodnoty pupecni-
kového IgE, specifického IgE, spirometrie
a klinickou diagnézu po porodu a na zacatku
dospivéni. Hodnoty IgE skromné korelovaly
s celkovym IgE a vétsi tendenci k senzibi-
lizaci. Korelace ale byla mala. Vazba byla
siln&jsi tam, kde dospivajici v prvnich letech
Zivota nebyli v kontaktu s domdcimi zvitaty.
Jini pouZivali Gtyfi bakteridlni kmeny u 1223
gravidnich Zen pred porodem a u jejich déti
do 6 mésicl Zivota. Ve dvou letech doslo
k vyrazné redukci alergickych onemocnéni
spojenych s IgE.

Mimo hygienickou hypotézu je nutné se
zminit také o haptenové hypotéze, ktera
zdiivodiuje nérist atopie pies mechanismy
nespecifické imunity v dlsledku opakova-
ného podprahového vystavovani organismu
pro né€j novym molekuldm, predeviim ve
véku kritickém pro navozeni imunologické
tolerance, tj. do véku 2 let. Hapteny v opako-
vanych podprahovych davkach nevyvolavaji
obvyklou kontaktnéalergickou reakci (sen-
zibilizaci), ale vedou k antigenné nespeci-
fickému vychyleni, resp. perzistenci reakce
II. typu.

Vzhledem k tomu, Ze naSe prace zacina v no-
vorozeneckém véku, podotykdme, Ze novo-
rozenci maji stejné jako astmatici geneticky
podminénou nedostatenou obranu proti
infekci. Novorozenci maji kvili nezralosti
imunitniho systému snizenou tvorbu IFN-y
v dlsledku snizené funkce T1 helper bunék.
Opakovany kontakt s patogeny u nich na-
vodi selhani imunity. Zdravé dité aZ ve véku
kolem péti let reaguje s pfevahou Thi, ktera
vede k rychlé eradikaci viri Také u ast-
matu je snizena tvorba IFN-y T lymfocyty
a zvySena tvorba IL-4,5. To méa za nasledek
zpozdénou eradikaci viru, poskozeni epitelu,
pretrvavajici eozinofilii a amplifikaci alergic-
kého zanétu. DVé tietiny exacerbaci astmatu
vyvolavaji rinoviry. Misto IFN-y buriky tvofi
IL-4,5. IL-4 stimuluje B lymfocyty k tvorbé
IgE. PFi defektu imunoglobulind vznika
soutasné defekt blokujicich protilatek,
takZe snadno sliznici prochézejici antigen
je ve tkanich s mensi intenzitou vyvazén
a pravdépodobné zplsobi zvysenou tvorbu
IgE. U astmatiki se ve vétsi mife tvoii dalsi
medidtory, zejména leukotrieny a histamin.
PFi virové infekci se tvofi i IL-8, ndsledné pak
dochézi ke zvyseni bronchidlni reaktivity,
atoiuzdravych jedincl. Dnes je jiz ale také
zndmo, Ze u déti s potravinovou alergii brzy
dochazi ke vzniku alergie na inhalované
alergeny.

V minulé préci jsme si dali za cil zjisténi
diagnostického a |é¢ebného postupu.
Diagnostickd ¢éast byla tehdy provedena
z velké Casti, zbytek jsme dovySetfili v na-
sledujicim obdobi. Do této druhé ¢asti prace
jsme vytipovali novorozence z rodin s po-
zitivni rodinnou anamnézou a hodnotami
pupecnikového IgE presahujicimi rozmezi
normalnich hodnot. Musime zdiraznit dlou-
hodobost této studie i vyvoj medicinskych
pohledd vzhledem ke klinickym obrazdm.
Chceme zd(raznit nesmirmou technickou na-
rognost laboratorniho vySetfovani déti da-
ného vékového obdobi. Zacali jsme je sledo-
vat a podrobné anamnesticky i laboratorné
po indikované Ié¢bé Colinfantem vySetiovat
na hodnoty IgE, IgA, IgG. V rodinach, kde
byl starSi sourozenec, jsme cilenymi ana-
mnestickymi dotazy (ne dotaznikovou akci)
zaznamenali vSechna onemocnéni starsiho
neléceného sourozence.

Vysledkové hodnoty  novorozeneckého
pupecnikového IgE posléze Ié¢enych no-
vorozencl, hodnoty IgE v roce a ve tiech
letech stejné jako hodnoty IgG a IgA v roce
ave tfech letech véku jsou uvedeny v grafic-
kém znazornéni a statistickém zpracovani.

VOX PEDIATRIAE ¢+ cerven/2014 « &. 6 « roénik 14

115



CASOPIS PRAKTICKYCH LEKARU PRO DETI A DOROST

|
Chce se vas pacient Iécit
v zahraniéi a od vas zada radu?

Reknéte mu, Ze musi mit predem dost
vlastnich penéz a pohlidat si spoustu chy-
taku.

Média informuji, Ze se ted cesti pacienti
mohou vyjet IéCit na zahranicni pracovisté
podle svého vlastniho vybéru. Nenito vsak az
tak jednoduché. 0d 22. dubna platiiv Cesku
evropska smérnice, podle niz mlzZe pojisté-
nec ze svého rozhodnuti vyjet do jiné clenské
zemé EU za ambulantni i 1Gzkovou |ékafskou
péci. Co to obnasi, vyplyva z informaci VZP
a Centra mezinarodnich Ghrad:

Placeni: Pojidténec si musi vSechnu péci
v zahrani¢i sdm zaplatit a az doma mu ji
pak jeho zdravotni pojistovna proplati do
30 dnil, u sloZitych pfipadi do 60 dni. Musi
tedy predlozit doklady: originaly vech faktur
alékarské zpravy.

Limity proplaceni: Pojistovna refunduje jen
do vyse ,Ceské ceny”, tedy do sumy, kterou
by stéla stejna lécba v Cesku. Pokud lécba
stoji vic, dostane pacient zpét jen Gast ceny.
Limity vybéru 1éeni: Zdravotni pojistovny
budou refundovat jen takovou lécbu, kterd
je hrazena i v Cesku, nikoli léeni, které se
tfeba v zahranici uz nabizi, ale u nas ze zdra-
votniho pojiténi hrazeno jesté neni.

Dalsi chytaky: Lécba musi byt indikovana
|ékafem v Cesku, ktery ma odbornost presné
odpovidajici onemocnéni. Néktera lécba
je v Cesku véazana na piedchozi schvéleni
reviznim |ékafem a totéz platii pro jeji refun-
daci, pokud by byla uskutecnéna v zahra-
nici. Pravidla pro léCeni v zahranici plati jen
v &lenskych zemich EU, nikoli ve Svycarsku,
Norsku, Lichtenstejnsku &i na Islandu.
Poznamka: Tzv. nezbytna péce bude i na-
déle hrazena do vySe, jakou ji maji hrazenou
pojisténci statu, kde je péce derpana. Cesky
pacient plati spoludcast stejnou jako mistni
lidé a naklady na péci si pretctuji zdravotni
pojistovny. Podobné zlstava v platnosti
dosavadni praxe v pfipadé zahranicni péce,
kterou piedem schvalila zdravotni pojistovna
- pacient plati v hotovosti jen piipadnou
spoluticast, zbytek plati rovnou pojistovna.
Zavér: Je ziejmé, Ze pokud se chce vas
pacient 1éCit v zahraniéi, doporuéte mu, at
se radsi piece jen pfedem poradi se svou
zdravotni pojistovnou. Dalsi informace ze za-
kona poskytuje Centrum mezistatnich Ghrad
(www.cmu.cz).

Zdroj: doktorvlach.cz, 28. 4. 2014

Zéroven jsme skupinu nami nelécenych
sourozenci z danych rodin po dikladném
anamnestickém zpracovani pouZili jako
srovnani vyskytu alergie a nemocnosti.
Nase pivodni dotazy pfi kontrolach smé-
fovaly na vyskyt alergie s cilem zjistit efekt
Colinfantu a vy3etfit hodnoty IgE. Proto
jsme nejdiive vSechny déti laboratorné
vy3etfili v roce véku. Normalizace hodnot
IgE v danych skupinach po 1é¢bé nastala
u91,3% a 87,7 % pacientd.

Tehdy jsme jesté dlkladné laboratorné
nesledovali nemocnost, proto jsme jen
pfi opakovanych informacich rodicd, Ze
tyto déti nejsou prakticky vilbec nemocné,
a to i pfi nemocnosti celé rodiny, zprimé-
rovali nabirané hodnoty IgG v roce véku
u léEenych pacientd. Byli jsme prekvapeni
prakticky vSude normdlnimi hodnotami
1gG, dokonce ve tiech letech odpovidaji-
cimi laboratornim hodnotdm a ve étvrtém
roce tésné pod udavanymi laboratornimi
hodnotami, ale s hodnotami vy$§imi nez
kontrolni skupina zdravych déti z jiné am-
bulance. Tim jsme do jisté miry davali za
pravdu sdélenim rodicu.

Oproti vySe uvedenym zahraniénim auto-
rim podotykdme, Ze jsme v préaci u nasi
velké skupiny pouZivali fyziologicky bak-
teridlni kmen E. coli, a to jiz od 10. dne
véku Zivota, vychazejice z rodinné pozitivni
alergologické anamnézy a ze zvySenych
hodnot pupecnikového IgE, a nésledné
klinické i laboratorni kontroly v dalSich
letech. Nevychazeli jsme z dotaznikd, ale
z ambulantnich kontrol.

Ohledné dalSich moznosti, jako je stav
vyZivy hypoalergennimi mléky a redukce
rizika vzniku alergického onemocnéni, se
nedospélo k jasnym efektim. Je vsak pfiji-
mana varianta o podavani hypoalergennich
mlék (HA) do 4. mésice Zivota u disponova-
nych jedinct. Raciondlni vyuZiti HA mléka
muZe byt spiSe v 1écbé alergie. Aplikace
HA mlék byla doporuéena jiz v roce 2008
ESPGHAN. Na druhé strané autofi uvadeéji,
Ze vysledky nejsou presvédcivé. My jsme
u dané skupiny, kterd dostévala Colinfant,
podévali v piipadé dokrmu jednotné HA
Bebu nejméné do 4. mésice véku.

V dalsi vytvorené skupiné 1éCenych déti, tj.
vletech 2009-2012, jsme jiz sledovali hod-
noty IgE z pupecniku, ale spolu s tim i IgG
a IgA v roce a ve tiech letech. Déle jsme
do kruhového grafu zaznamenali Udaje
o détech lécenych Colinfantem i jejich
nelécenych sourozencl z hlediska alergie
i nemocnosti. Rozdily jsou velmi ndpadné

a i potvrzuji pavodni Cetné anamnestické
tdaje rodicu.

M Zavér

1. Autofi vychézeji z pfedchozi otisténé
préce, ze které bylo patrné, Ze alergie se
velmi vyrazné sdruZuje s rodinnou ana-
mnézou, posunuje se do prvnich let Zivota
a dokonce se objevuje moZnost korelace
hodnot s pylovym kalendafem. Také do-
minujici role obou rodict byla statisticky
vyznamna.

2. To nas vedlo spolu s hodnotami pu-
peénikového IgE u novorozencl v téchto
rodindch k preventivni intervenci mimo
jiné ovlivnénim mikrobialni fléry gastroin-
testinalniho traktu probiotikem Colinfant,
nepatogennim kmenem E. coli.

3. Domnivame se, Ze efekt této Iécby
je patrny na piedlozenych laboratornich
vysledcich v porovnani s kontrolnimi skupi-
nami.

4. Tyto vysledky se tykaji nejen hodnot
IgE, alei IgG a IgA.

5. Néapadnym zjidténim je velmi vyznamny
rozdil v nemocnosti obou sledovanych sku-
pin.

6. Prakticky nulové negativni vedlejsi
Gcinky lé¢by nas vedou k moznosti plo3-
ného vyuziti daného pfipravku v ramci
rozsifeni péce o nejmladsi populaci.

Autofi dékuji za spolupréci ¢lenim porod-
nicko-gynekologického oddéleni vedeného
prim. MUDr. Z. Kestiéankem. Zarover autofi
d&kuji MVDr. UZiGérovi a spolupracovnikim
zfirmy Dyntec Terezin za distribuci pfipravku
Colinfant, Za cenné rady dékuji autofi doc.
MUDr. Petru Panznerovi, CSc., pfednostovi
Oddéleni klinické imunologie a alergologie
FN v Plzni. Jednotlivé vysledky prace byly
opakované prezentovany na pediatrickych
kongresech v CR a SR s mezinarodni G&asti
v letech 2000, 2001, 2002, 2006 a 2008
ana Europaediatrics Congress vroce 2008
v Istanbulu.
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Lécba novorozenct s vysokymi hodnotami
IgE v pupecnikové krvi peroralnim osidlenim
nepatogennim E. coli a jeho vliv na imunitni
systém a zabranéni rozvoje alergické reakce

Treatment of newborn children with high umbilical IgE with
per oral colonisation with non-pathological E. coli, it's effect on
the immune system and reduced allergic reactions

JIRMLISKA!, VACLAV HOLECEK', STEPANKA SOBOTOVA', MONIKA KEPKOVA'!, FRANTISEK SEFRNA?

'Mula¢ova nemocnice, Plzen
20ddéleni zdravotniho tctovani a statistiky FN Plzeri

SOUHRN

V piedchozi nasi oti§téné préci (21) jsme prezentovali vysledky 12leté studie (1998-2010), ze které jsme piedloZili urité zavéry. Jednalo se
o pomé&mé rozsihly soubor, ve kterém bylo vySetfeno 3619 vzorkii pupecnikové krve. Nabéry i vySetfeni byla provadéna celorotné. Dospé-
li jsme k n&kolika vysledkim, ze kterych bylo patrné, Ze alergie se velmi vyrazn& sdruZuje s rodinnou anamnézou, (statistickd vyznamnost na
hlading 1%.). Prvni piiznaky alergickych chorob se posunuji do prvych let Zivota. Ukézaly se rozdily v sezonnosti, které jsou v praci graficky
dokumentovény v jednotlivych létech. Dosli jsme k hodnoceni, Ze vysoké hodnoty pupeénikového IgE jsou diivodem, spolu s rodinnou ana-
mnézou, k preventivni intervenci mimo jiné ovlivnénim mikrobialni flory gastrointestinalniho traktu. Pouzili jsme preparat Colinfant New-
born, peroralni vakcinu, probiotikum. Jedn se o lyofilizovany nepatogenni kmen E. coli. Uvedeny kmen jsme podavali od 10. dne véku 3%
v tydnu po dobu jednoho mésice.

Z vysledki v 1étech 2005-2008 vyplyva, Ze u 1é€enych pacienti s primarn€ zvySenymi hodnotami IgE z pupe¢nikové krve se tyto hodnoty
v roce véku v séru kojencii v 90 % zcela normalizovaly. Vzhledem ke zjisténé anamnesticky udavané minimalni nemocnosti téchto pacientii
jsme zadali vySetfovat i hodnoty 1gG v roce véku a porovnavali s kontrolni skupinou. Zjistili jsme. Ze tyto hodnoty se v priméru v danych Ié-
tech po 16¢bé také pohybovaly v normé. V létech 2009-2012 jsme zjiStovali vliv IéEby na hodnoty imunoglobulini IgE, 1gG, ale i IgA a cely
tento dalsi soubor statisticky zpracovali v 1 roce a ve 3 letech véku. Statisticky v 1. roce véku i ve 3. roce véku spolu koreluje 1gG s IgA na
hlading vyznamnosti 1%o.

Z vysledki je patrné, Ze 1é¢ba Colinfantem mohla mit pozitivni u¢inek v tom smyslu, Ze vysledné IgE se statisticky vyznamné nelisily od pfi-
sludnych veligin zdravych déti. Hodnoty se v &ase zménily u légenych mezi 1. a 3. rokem na hlading vyznamnosti 1%o. IgG a IgA u léenych
byly v mediénu zcela v hodnotach normality. Tomu odpovida zcela zanedbatelnd nasledna nemocnost novorozencii Iégenych uvedenym probio-
tikem. Na druhé stran& u lé¢enych se IgE mezi 1.-3. rokem zvy3ilo v medianu jen na zcela normalni hodnoty v ramei predpokladaného proti-
alergického efektu [éEby.

V obdobi po 1 roce byly nalezeny vyznamné korelace pupe¢nikového IgE se sérovym IgE, 1gG, IgA a korelace sérového IgG s IgA.

Velmi piiznivy efekt terapie na nemocnost déti oproti kontrolni skuping v pfedem definovaném souboru stejného v&kového obdobi je grafic-
ky znazornén.

Klicova slova:

SUMMARY

In our previous publication (21) we presented the results of our 12 year study (1198-2010) which produced several conclusions. A total of 3619
samples of umbilical blood were investigated throughout each calendar year. We demonstrated that allergy is very strongly associated with a po-
sitive family history. The first signs of allergic disease appear during the early years in life. The seasonal differences were presented graphical-
ly for each year. We arrived at the conclusion that the presence of high IgE levels and a positive family history may be reasons for interventi-
on, including the use of agents influencing gastrointestinal flora. We used Colinfant Newborn, a lyofilised nonpathological strain of E.coli, as
an oral vaccine/probiotic. This was given from the 10th day of life. three times weekly for one month.

In years 2005-2008, in patients with a primary elevation of umbilical IgE, 90 percent of treated children achieved normal serum values of im-
munoglobulin. Because of the low morbidity in these children, we investigated 1gG levels at one year of age and compared the values with the
control group. These levels were similar to the control group. In years 2009-2012 we demonstrated the effects of treatment on levels of IgE,
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1gG. and IgA, with statistical evaluation being performed for ages one year and three years of age. The IgG and IgA levels correlate well with

each other in the first and third years of life to a level of 1 0/00

From our results, it is apparent that treatment with Colinfant may have a positive role in affecting circulating levels of IgE to a statistically sig-

nificant level. The levels changed during the first and third years of life.

1gG and IgA median levels in treated children were the same as in the

control group. .. On the other hand. the IgE levels at one and three years of life was raised to otherwise normal levels within the realms of an-

tiallergic effects of therapy.

After the first year of life there was significant correlation of umbilical IgE and serum IgE, IgG, IgA and correlations of serum IgG with IgA.
The highly beneficial effect of therapy on potential morbidity compared with the control group in a previously defined cohort is demonstra-

ted graphically.
Key words:

Uvod

Tato prace je ve shodé€ s fadou studii poslednich let,
které vénuji zasadni pozornost stievni sliznici a s ni spo-
jené slizni¢ni imunité&, kterd ma zasadni dtleZitost v pre-
venci alergii (9,14,19,33,54). Nedostate¢na expozice mi-
krobidlnim antigentim se povazuje za faktor, ktery pii-
spiva k rozvoji alergie. Vzhledem k tomu, Ze se rodi no-
vorozenci s nezralou specifickou imunitni odpovédi je
potieba pro dozrani imunitni odpovédi dodat systému
podnéty. Probiotické bakterie piedstavuji tyto podnéty
pro na$ imunitni systém bezpe¢né. Pro pozd&jsi mani-
festaci alergickych, ale i autoimunitnich chorob je zésad-
ni zdrava stievni sliznice a vyvazenost imunitniho sys-
tému nutnosti. Dilezité je navozeni tzv. ordlni tolerance
piedevsim v prvém pilroce Zivota, kdy je nutna stimu-
lace imunitniho systému a to pravé pod vlivem probio-
tik. Specifickd imunitni odpovéd’ s pievahou Th2 je vy-
vinuta jiz pii porodu.

Smysl 1é¢by Colinfantem spodiva v presmérovéni
imunologické paméti alergického charakteru od Th 2
fenotypu jesté diive nez je ustavena imunitni odpovéd’
na antigeny ze zevniho prostedi. U atopikii s klinicky-
mi pFiznaky onemocnéni dochézi jinak k pievaze Th2
imunitni odpovédi, zatimco u neatopik je tento typ od-
poveédi potladovan ve prospéch Thl. Rozdil tedy neni
v mife expozice, ale ve zptisobu jak na ni imunitni sys-
tém riznych jedinci odpovida. Imunitni systém v &as-
ném novorozeneckém véku je v nedostateéném kontaktu
s mikroby a alergeny, které jsou dileZité pro stimulag-
ni a regulaéni funkce imunitniho systému. Imunotera-
pie alergickych nemoci snizuje tvorbu IL4 alergen spe-
cifickymi Th2-lymfocyty a zvySuje tvorbu IFN-Gama
specifickymi Th1-lymfocyty.

Vétsina bunék imunitniho systému je lokalizovana pod
povrchem sliznic, kde tvoii slizni¢ni lymfaticky systém.
Ten predstavuje nejveétsi ¢ast imunitniho systému orga-
nismu, nebot’ zahrnuje 80 % imunokompetentnich bunék
v téle. Tento systém chrani pied prinikem patogennich
mikroorganismi, ale i pied rozvojem sebeposkozujicich
zanétlivych systémii. Fyziologicka bakteridlni mikroflora
vytvaii ochrannou barieru. P¥i jejim optimalnim sloZeni
dochazi k indukei imunitni reakce, ktera vede k produk-
ci cytokin, navozujicich vznik aktivni tolerance nedkod-
nych alergenti. Negativni opakovana aktivace Th2-lym-
focytli vede kromé stimulace tvorby IgE téZ ke zvysené
produkci sekre¢nich IgA a prostiednictvim IL4 pak tlu-
mi aktivitu Thl-lymfocytd. Indukce IgE odpovédi je

zavisla na interakci mezi T-buiikami a antigen prezen-
tujicimi burikami. Stievni mikroflora vykazuje velkou
metabolickou aktivitu, ktera je shodna s aktivitou jater,
které jsou nejaktivnéj$im organem téla.

Mezi probiotické kmeny jsou fazeny desitky specific-
kych druhd, z nichz vétSina pat¥i mezi mléénou kyselinu
produkujici lactobacily a bifidobakterie.

Probiotika tvoii specifické latky, které ovliviiuji rist
mnozeni a adhezi ostatnich mikroorganismii. Dale maji
vliv na pokles luminalniho pH, zvy3eni tvorby mucinu
amodulace. Terapie probiotiky tedy pfedstavuje moznost
zavést specidlné vybrané mikroby do gastrointestindlni-
ho traktu. Mikroby musi zistat Zivotaschopné b&hem je-
jich produkce, skladovani a priichodu GIT traktem. Sti-
mulace imunitniho systému cestou interakce s tool-like
receptory na dentritickych butikach. Touto cestou doché-
zi k regulaci Th1 odpovédi a inhibici tvorby prozanétli-
vych cytokinti. Déle probiotika jsou schopna podpofit pii-
rozenou imunitu prostfednictvim tvorby antimikrobialné
G¢innych peptidi ozna¢ovanych jako defensiny.

Metodika pouzivani

Pro podavani probiotik byva typické, ze terapeuticky
(¢inna déavka se isi v zavislosti na druhu pouzitého bak-
teridlniho kmene, slozeni pripravku a véku pacienta. Zce-
la obecné je mozné fici, Ze doporucena denni davka pro
kojence je 0,5-1, pro déti 5-10 a pro dospé&lého 10-20
miliard CFU, tj. kolonii tvoficich jednotek. Zajimavym
zjisténim bylo pozorovani, ze doba podavani probioti-
ka neméla prokazatelny vztah k terapeutickému uéinku.

Experimentaln& bylo prokazéano, Ze podany kmen krat-
ce po narozeni ma lepsi podminky pro uchyceni. Tvor-
bu protilatek 1ze prokazat jiz za 14 dni po prvnim osid-
leni a to i tehdy, bylo-li provedeno kratce po narozeni.
Na moznost prenatalni sensibilisace se mysli proto, ze
jsou nachazeny v pupeénikové krvi vysoké hodnoty IgE.

V nasem sledovaném a [ééeném souboru jsme pouZi-
vali nepatogenni kmen E. Coli.

Colinfant Newborn — nova peroralni vakcina — pro-
biotikum.

Jedné se o Zivou peroréalni vakcinu. Jde o lyofilizova-
ny nepatogenni kmen E. coli. Je schopen vytésnit osid-
leni stievniho traktu patogennimi kmeny. Vyroben Usta-
vem sér a o¢kovacich latek, 12 lahvicek. Kazda lahvi¢-
ka obsahuje Eschrichia coli sérotyp 083:K24:H31 min.
0,8 x 10/9 Je predstavitelem skupiny bakterii, které jsou
soucasti normalni stfevni mikroflory. Vakcina byla re-
gistrovana v SUKL v roce 1997 pod registratnim &islem
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59/762/97-C. Pouziti kmene a pfiprava vakciny byly
patentovany v roce 1989 pod &islem 2645722. E. coli,
ze kterého je pfipravovana ziva vakcina je nepatogenni
kmen s vyse uvedenym serotypem. Je uloZen ve sbirce
typovych kmend pod &islem AO34/86. Je vysoce selek-
tovany, citlivy na b&zna antibiotika, netvoii enterotoxin a
nemd plasmid. Frekvence pfipadného prenosu Rl plasmi-
du z donorové kultury je asi 100x niz§i nez u kontrolniho
standardniho kmene E. coli. Nepatii mezi zadné ze sku-
piny enteropatogennich E. coli. Jeho vyborna koloniza¢-
ni schopnost je zajidténa i pritomnosti fimbrii prokaza-
nych hemaglutinaci. Po peroralni aplikaci suspenze byla
prokéazana translokace mikrobt pouze do mesenteridlnich
uzlin, ale ne ve slezing, jatrech a plicich. Kmen ma vybor-
né koloniza¢ni vlastnosti, obsazuje receptory stievni sliz-
nice, brani adherenci patogenti a vytlacuje pfitomné ente-
ropatogenni kmeny. V testech byl kmen pro bezmikrobni
selata zcela nepatogenni. Indukce vlastni tvorby sekre¢ni-
ho IgA je u novorozencti zvlasté vyznamna, protoze na-
hrazuje z¢&asti deficit tohoto imunoglobulinu. Po osidleni
novorozencti vymizi jejich bakterialni patogeny ze stoli-
ce, krku i nosu. Vakeinagni kmen pietrvava ve stievnim
traktu osidlovanych déti po dobu 16 tydnd, ale byl pro-
kézan i po n&kolika letech. Pritomnost kmene stimulu-
je tvorbu specifickych i nespecifickych protilatek, pro-
kazatelnou ve stievnim traktu, ve slinach i v séru. Uka-
zuje se, ze specifické kmeny stievni flory mohou podpo-
rovat ochranu hostitele proti senzibilizaci i proti vzniku

Kontrolni IgE v séru po lé&bé Colinfantem Newborn v roce véku od
konce roku 2007 a rok 2008 (laboratorni norma 0-75 U/ml)
o 115,94
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alergii, ale i proti infekci. Vakcina je doddvana v baleni
1% 12 lahvigek. Toto baleni je uréeno pro | pacienta ve
véku do jednoho roku bez ohledu na jeho hmotnost. Je
zésadn& podavano peroralné, obsah lahvicky se rozpus-
ti v 1 ml tekutiny /voda, &aj/, prenese se do napoje a da
se ditéti vypit. Podava se 3x tydné | lahvi¢ka po dobu 4
tydnii. Po dobu aplikace antibiotik se podavani prerusuje.
Nedoporuduje se podéavat vakcinu v akutnim stadiu pri-
jmovych onemocnéni. Vydej je vazan na lékaisky pred-
pis pediatra. T. &. jej vyrabi spole¢nost Dyntec v Tereziné€.

Soubor a vysledky

V prvé skuping lé¢enych pacientii s vysokym pupec-
nikovym IgE a nasledn& kontrolovanych v létech 2005—
2007 / porovnavanych s laboratorni normou / jsme zjisti-
li normalisaci hodnot v roce véku u 106 ze 116 pacient.
Priimérn4 hodnota u téchto 106 pacientt byla 25,7 U/ml.

Dal3i skupina lé&enych pacientli vy3etiena v létech
2007-2008. Graf 1.

Z toho je patrné, Ze normalisace hodnot IgE v dané
skuping po 1éEb& nastala u 87,7% pacienti.

Vzhledem k tomu, Ze jsme na zakladé podrobné ana-
mnézy zacali zjidtovat velmi napadné sniZzenou nemoc-
nost lé&enych pacientti, zpracovali jsme u viech téchto pa-
cientli primé&mé hodnoty IgG (graf 2). Vysledky srovné-
ny s kontrolni skupinou 25 zdravych déti. Pfekvapujicim
pro nés byla primé&rna hodnota IgG ve sledovanych létech.
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Tab. 1: Zdkladni statistiky kontroly

U kontrol nebyl vyvoj v &ase testovéan pro maly pocet

plvodni prace —

Polozka |N Pramér | Median |1.kvart |3.kvart kompletnich dvojic mé&ieni.
IGG1 20 4,258 3,640 3,060 5,700
IGA1 20 0,345 0,355 0,210 0,430 Korelace veli¢in u kontrol:
IGE1 14 31,00 7,47 3,63 41,40
1GG3 35 7373 7,530 5,980 8,350 Tab 5: Poradova korelace
IGA3 35 0,655 0,600 0,460 0,770 Polozky X,Y | N Spearman | P Kendall [P
IGE3 35 24,98 14,90 5,40 40,80 IGG1IGA1 20 0.7040 0.2++ | 0.5105 0.2 ++
IGG1 IGE1 14 0.2992 28.1 0.1758 38.1
Tab. 2: Zakladni statistiky nemocni \GA1 IGE] 14 02227 123 01429 | 477
Polozka [N Pramér | Medidn | 1.kvart | 3.kvart
PUP_IGE | 136 3098 | 2365 1790 [ 3,560 IGG v roce véku koreluje s IGA v roce véku na hladi-
IGG1 133 4,728 4,550 3,620 5730 neP=1%
IGA1 136 0473 0,260 0,200 0,380
1GE1 135 37,54 8,87 3,96 21,50 Tab 6: Poradovd korelace
1GG3 67 6,964 6,870 5,690 8,160 Polozky X,Y N Spearman | P Kendall P
1GA3 67 0644|0620 |0a60 | 0,760 IGG3 IGA3 35 |0.1973 250 01395 |239
IGE3 66 59,49 17,09 7,65 60,12 IGG3 IGE3 35 0.0003 99.9 |0.0118 92.1
IGA3 IGE3 35 0.0482 77.9 | 0.0454 701

Statistické zpracovani vysledku IgE, IgA, IgG, v na-
sledujicich létech 2009-2012 u po porodu lé¢enych pa-
cientl s vysokym pupeénikovym IgE a jejich kontroly
v 1. roce a ve 3. roce véku ve srovnani s kontrolni skupi-
nou 53 zdravych déti z nefrologické ordinace.

Byla zamitnuta hypotéza normality rozloZeni pomoci
Sikmosti a Spicatosti.

Proto byly dale pouzity neparametrické metody.

Porovnani nemocnych versus kontroly:

Tab. 3: Wilcoxoniv test nepdrovy (nemocni vs kontroly)

Polozky N1 N2 P

IGG1 20 133 20.5
IGA1 20 136 17.5
IGE1 14 135 99.2
IGG3 35 67 294
IGA3 35 67 65.4
IGE3 35 66 18.2

Relativné nejblize k vyznamnosti mé&lo IGA v roce véku

Vyvoj v ¢ase u nemocnych:

Tab. 4: Wilcoxoniw test pdarovy po 1. roce vs po 3 letech

Polozky Poc, Mer P

IGG11GG3 61 0.0 +++
IGA11GA3 62 0.0 +++
IGE1 IGE3 63 0.0 +++

Hodnoty se v ¢ase zmé&nily u nemocnych mezi 1-3 ro-
kem a to na hladin& vyznamnosti 1 %o

1gG u nemocnych se zvysilo v medianu z 4,55 na 6,87
IgA u nemocnych se zvysilo v medianu z 0,26 na 0,62
IgE u nemocnych se zvysilo v mediédnu jen z 8,87 na
17,09. Hodnoty ziistaly zcela v normé.

Ve 3 letech jiz nebyla u kontrol nalezena zadna statistic-
ky vyznamna korelace.

Korelace veli¢in u nemocnych:

Tab 7: Poradova korelace

Polozky X,Y |N Spearman |P Kendall | P
PUP_IGIGG1 |128 |0.2330 0.9++ 0.1658 | 0.5 ++
PUP_IG IGA1 131 0.2684 0.2 ++ 0.1830 | 0.2 ++
PUP_IGIGET |130 |0.1729 5.0+ 0.1193 |44+
IGG1IGA1 132 |0.5203 0.0 +++ |0.3853 | 0.0 +++
IGG1IGE1 130 | 0.0887 314 00582 |326
IGA1 IGE1 133 | 0.0720 40.9 0.0491 | 40.2

Statisticky vyznamé v 1 roce véku u nemocnych spolu
koreluje IgG s IgA na hladiné vyznamnosti 1%o,korelace
kladna, pfimo imérna.

V 1. roce véku pupecnikové IgE koreluje se viemi séro-
vymi imunoglobuliny, nejvice s [gG a IgA .

Tab. 8: Poradovd korelace

Polozky X,Y |N Spearman | P Kendall | P

IGG3 IGA3 67 0.6000 0.0 +++ |0.4197 0.0 +++
IGG3 IGE3 66 0.0916 46.0 0.0643 44,5
IGA3 IGE3 66 0.0626 614 0.0434 60.7

Ve 3 letech statisticky vyznamné koreluje IgG s IgA na
hlading vyznamnosti 1%o

Vysvétlivky:

IgEl, IgAl, IgG1 jsou hodnoty v 1. roce véku
IgE3, 1gA3, 1gG3 jsou hodnoty ve 3. roce véku.
P — vysledna pravdépodobnost

Pup IgE — pupeénikové 1gE

N — poéty pacientti
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Légba Colinfantem prispéla k tomu, ze vysledné IgE
u lé¢enych déti se statisticky vyznamné nelisily od pii-
sludnych veli¢in zdravych déti.

Efekt 1é&by v novorozeneckém véku pomoci daného
preparatu z hlediska nemocnosti jsme znazornili pi po-
rovnani prelécené skupiny 142 déti v porovnani s kon-
trolni skupinou 73 sourozenci. Podotykame, ze z hle-
diska heredity se jedna o stejnou rizikovou skupinu
monitorovanou ve stejném vékovém obdobi. Prakticky
nulova zdvazna nemocnost lé&enych déti se vymykala
moznosti kvalitniho statistického zpracovani.

Graficky zndzornéna nemocnost Colinfantem Iéce-
nych d&ti versus kontrolni skupina nelééenych souro-
zencll.

Diskuze

U malych déti trpicich alergiemi jsou rovnéZz ve stie-
vech odli$né druhy bifidobakterii. P¥i narozeni je v téle
pritomno také malé mnozstvi B bunék, které produkuji

IgA, jejich podet ve véku jednoho roku ditéte dosahne
poétu jako u dospélych jedinci. Slozeni mikroflory ty-
pické pro dospélého jedince se dosahuje ve véku -2 let.

V nasi predchozi publikaci (21) jsme po vy3etieni
3619 vzorki pupe&nikové krve dospéli k zavéru, ze hla-
diny imunoglobulinu E v pupe&nikové krvi jsou predikaci
pro alergickd onemocnéni do 18 mé&sicti véku ¢&i do 6 let
véku. Ukézaly se rozdily v sezénnosti. Dale bylo patrné,
7e alergie se sdruzuje s rodinnou anamnézou, prvé pii-
znaky se posunuji do prvych let Zivota. Dokonce se jevi,
7e ovlivnéni budouciho novorozence alergii je uvazova-
no v poslednich 6 tydnech gravidity. I v naSem souboru
jsme méli skupinu novorozencti- mladsich sourozenci,
kteii byli porozeni v zimnich mésicich a jejich hodnoty
pupegnikového IgE byly zcela v mezich normy proti pr-
vym, star§im sourozenc(im uzivajicim Colinfant. Tito star-
$i sourozenci se narodili stejnym rodiim, ale v zimnich
mésicich. Na toto jsme pravé jiz upozoriiovali v 1. pra-
ci. Z vysledkii bylo mozné vyzdvihnout také dominujici
roli obou rodi&t pii vzniku alergie. Tyto vysledky byly
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vyznamné na hladiné 1 promile. Proto jsme dospéli k z4-
véru, ze vysoké hodnoty pupecénikového IgE jsou diivo-
dem spolu s rodinnou anamnézou k preventivni interven-
cimimo jiné ovlivnénim mikrobialni flory. MoZnosti pre-
dikce alergie byly uvadény i v pracich (39), ktery se po-
kousel o predpovéd’ z amniotické tekutiny u 83 déti. Hod-
noty IgE se pohybovaly od 0,5 do 5,9 IU ml., podezielé
se jim jevily hodnoty jiZz od 0,9 IU /ml. Ale z amniotické
tekutiny hodnotili jasné patologickymi vy3si hodnoty az
pres 8 IU/ml (13), amnioticka tekutina obsahuje ale vel-
mi nizké hodnoty IgE, sensitivita t&chto udajti je velmi
nizka. Dale (28) prvy demonstroval vrozenou sensibili-
saci in utero a toto ve svych pracich uvadgji dal3i. Inci-
dence tohoto fenomenu vsak neprekracuje 2 % viech no-
vorozenct. (18). Je znamo, Ze predikce IgE je pod gene-
tickou kontrolou. (3). Je§t& musime zopakovat, Ze tvorba
IgE za¢iné u lidského foetu v jatrech a plicich v 11 tyd-
nech a ve sleziné v 21 tydnech (31). VétSina novorozen-
cti ma velmi nizké nebo minimalné& detekovatelné hladi-
ny IgE v pupeénikové krvi. Jini autofi uvadéli (4) pre-
diktivni hodnoty IgE v pupeé&nikové krvi jako rizikovy
faktor pro novorozence pro vyvoj véasného za¢4tku ato-
pie. Matsumura nicméné uzavira, Ze nejlepsim predikto-
rem alergie u novorozence je pozitivni rodinn historie
aelevace pupecnikové IgE. Vimali si také druhu a zag4t-
ku alergie. Uvadéli, Ze alergie se rozvinula u 29 % déti,
které mély pozitivni rodinnou historii alergie. Z téchto
pak v roce véku mélo alergii diagnostikovéano 23 % déti.
Z toho bylo 40 % kojeno. Také si ovéfovali pomoci pu-
pecnikového IgA potencidlni kontaminaci s matetskou
krvi stejné jako my. Je znamo, Ze u novorozenct je pri-
mérné posunuta nerovnovaha mezi Th1 a Th2 lymfocy-
ty ve prospéch Th2 a tim je i vy$8i moZnost atopické sen-
sibilisace. Dale se literarn& také uvadi, Ze podéni antibi-
otik do Sestého mésice Zivota zvySuje incidenci astmatu
2,81, podani Sirokospektrého antibiotika az 9x!

V druhé &asti nasi prace jsme se jiz zabyvali literar-
né uvadénymi zkuSenostmi s nejéastéjsimi probiotiky
anaSimi zkuSenostmi s preventivni intervenci mimo jiné
ovlivnénim mikrobialni fléry gastrointestinalniho traktu
a to specidlnim probiotikem. Probiotika jsou podle de-
finice WHO z roku 2001 Zzivé organismy, prevazné lid-
ského piivodu, které aplikovany v prfiméfeném mnoz-
stvi priznivé ovliviuji zdravotni stav hostitele. Osidleni
slizniénich povrchl uréitym typem bakterii ma p¥iznivé
G¢inky nutriéni i imunologické. Dokézi sniZit adhezi pa-
togenti na povrch stieva. Jejich plisobenim dochazi ke
snizeni poctu intraepitelialnich regulagnich lymfocytd T
ve stievni sliznici. Na enterocytech zvy3uji expresi MHC
molekul II. tfidy, ¢imZ zvySuji jejich schopnost prezen-
tovat antigen. Podle nékterych praci vyznamné stimuluji
syntézu slizniéniho IgA. Pravdépodobné se jedna o urdi-
ty typ polyklonalni stimulace (12). O prvych variantach
probiotik se zmiriuje Me&nikov (27), ktery v roce 1907
zdGraznil vyznam stievni mikroflory a jeji diileZitou roli
pri obrané organismu. Jiz tehdy konstatoval, Ze konzu-
mace fermentovanych mléénych vyrobki zlep3uje zdra-
votni stav. Proces starnuti daval do souvislosti s chemic-
kou intoxikaci mikrobialni florou traéniku. Je dobré pfi-
pomenout, ze povrch zazivaciho Gstroji ¢ini 150 m? aze

zazivaci Gstroji obsahuje 10/14 Zivych bakterii. MoZznost
ovlivnéni stfevni flory probiotiky je uvédéna v dal3ich
pracich (2,7,8,10,19,22,30,45,49).

Pro zatazeni mezi probiotika musi tato spliiovat celou
fadu kritérii. Samotna genova typizace byla provadéna
zatim jen u 3 druhti probiotik. Jedna se o E. coli typ Niss-
le a E. coli typ O83/preparat Colinfant/, dale Lactobacil-
lus casei spec. Rhamnossus-Lactobacillus GG a Saccha-
romyces boullardi. Tento posledni ale neni humanniho
plivodu a tak nepatii mezi prava probiotika. Bakteridlni
kmeny musi byt izolované ze stejného zivocisného dru-
hu, jako je predpokladany piijemce, nesmi byt toxické ani
patogenni. Forma, ve které je probiotikum do zaZivaci-
ho tstroji aplikovano, musi obsahovat dostate¢né mnoz-
stvi zivotaschopnych bakterii. Tyto musi mit schopnost
prezivat v zazivacim ustroji a byt dostate¢né metabolic-
ky aktivni. Vyse uvedeny typ E. coli Nissle 1917, ktery
je dnes soudasti preparatu Mutaflor, je pravé toto nepa-
togenni E. coli. Ma profylaktické G¢inky v remisi ulce-
rosni colitidy srovnatelné s mesazalazinem. Z moznych
vedlejSich G¢inki terapie nepatogennimi E. coli byl regis-
trovan literarné pouze meteorismus a u vlastniho naseho
Colinfantu 1x nadymani a 1% vyrazka, ktera po ukon&e-
ni vymizela. Nelze vsak v tomto piipadé vylougit pro-
blematiku pfi distribuci a skladovani. Jinak se nikdy nic
neobjevilo. Schopnost probiotik k ovlivnéni stfevni per-
meability ve vazb& na potravinové alergie studoval (36).
Dalsi vysledky napf. u zvifat vedou k pohledu, Ze speci-
fické kmeny stfevni mikroflory podporuji ochranu hostite-
le i proti sensibilisaci (40). Je nutné v této souvislosti
podotknout, ze dospély typ stievni mikroflory je usta-
ven ve véku kolem 2 let. V dne$ni dobé je jiz znamo,
ze alergie se manifestuje v prvych 3 létech gastrointes-
tindlnimi piiznaky, atopickym ekzémem a mnohdy jiz
i respiraénimi potizemi (36). Z hlediska vyskytu a pri-
béhu respira¢nich onemocnéni existuji studie, které ne-
prokazuji pozitivni vliv probiotik, na druhé strané studie
prokazujici urdity i statisticky signifikantni efekt na sni-
zeni vyskytu respiraénich onemocnéni. Stejna situace je
u alergického asthmatu, kde podavani probiotik nevedlo
k efektu, na druhé strané u alergické rymy podavani pro-
biotik v batolecim a piedskolnim véku vedlo ke sniZeni
vyskytu. Dalsi ve studii podaval rizna probiotika a sle-
doval vliv na respiraéni infekce. Zjistil vsak jen zkrace-
ni doby a redukei tize onemocnéni, probiotika nereduko-
vala incidenci. Stejna situace je popisovéna u atopického
ekzému (15,16) Jini uvadi profit z probiotik u atopického
ekzému (20), ale na druhé strané dalsi uvadi selhani pro-
biotik (5,45).V této souvislosti si musime uvédomit ,ze
probiotika pro by méla byt pro klinické pouzZiti izolové-
na z lidskych materiald, protoZe probiotika ze zviiecich
materialti mohou v sobé skryvt faktory rizikové pro lid-
sky organismus. A¢koliv bézné nepredstavuji pro zdra-
vého ¢loveéka zadné riziko, u oslabenych pacienti byly
pozorovany ojedinéle riizné nezadouci a¢inky (46). Jed-
na se o déti, které jsou imunosuprimovany, trpi chro-
nickymi onemocnénimi nebo maji zavedenu n&jakou
invazivni medicinskou pomucku. Dokud tedy nebu-
dou dostate¢né eliminovana bezpeénostni rizika pro
velmi vazné nemocné déti, neméla by byt u nich 1é¢ba
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probiotiky zavadéna. Sem patii i stavy po chemoterapii,
po ozatovani, po biologické 1é¢bé autoimunitnich one-
mocnéni, po organovych transplantacich ¢i po transplan-
tacich krvetvotnych bunék (27).

Na druhé strané dalsi autofi (1) tvrdi, Ze probiotika mo-
hou redukovat incidenci IgE asociovaného ekzému u ko-
jenct. O antiinfekénim efektu probiotik je v3ak opako-
vané referovano a jednim z mechanismt muze byt i ne-
specificka stimulace imunity. Fukushima (10) referoval
o tom, ze pii podavéni bifidobakterii fekalni hladina IgA
a i anti-poliovirus IgA byla b&éhem piijmu signifikantné
vy$si nez pred piijmem. Toto zvySeni hladiny lokalniho
IgA muiZe ptispivat ke zvy$eni mucosalni rezistence pro-
ti GIT infekci. Néktera bifidobakteria stimuluji produk-
ci IgA in vitro. P¥i podavani bifidobakterii se jejich po-
&ty ve stolici evidentné zvysily, ale po zastaveni jejich
podavani se stav vratil. Z mozného piisobeni probiotik
je vhodné uvadét apravu stievni permeability a stimula-
ci imunitni odpovédi na patogeny a to zvySenim produk-
ce sekreéniho IgA, IgG, IgM, protizanétlivé pisobicich
cytokint IL 10, TGF-Beta (52). Pii optiméalnim sloze-
ni stitevni mikroflory totiz dochézi k indukci imunit-
ni reakce, kterd vede k produkei cytokint, navozujici
vznik aktivni tolerance neSkodnych antigenti. Opakova-
n4 aktivace Th2-lymfocyta vede kromé stimulace tvor-
by IgE téz ke zvy3ené produkci sekre¢nich imunoglobu-
lint IgA. Prostiednictvim IL4 tlumi aktivitu Th1-lym-
focytli. Timto indukuje prevahu regula¢nich lymfocy-
ti Th3, které snizuji systémovou zanétlivou odpovéd’.
Pro navozeni tolerance ma velky vyznam i zpGsob pre-
zentace antigenu imunitnimu systému prostiednictvim
APC. Na druhé strané nemame zpravy o vérohodnych
studiich o tom, Ze probiotika v kojenecké mlé&¢né vyzi-
v& by mohla byt $kodliva. Dalsi z efekti 1é¢by probio-
tiky se uvadi stav, kdy u drazdivého traéniku popisoval
vyraznou redukci piedchozi nadymavosti. Rovnéz dal-
§i uvadéji nesporny vliv probiotik na prevenci GIT pro-
blémi u kojenct a na rychlejsi apravu klinickych obra-
zii rotavirové infekce (38).

Autoii zabyvajici se problematikou novorozeneckého
véku konstatuji, ze podavani probiotik matkam pied po-
rodem a nésledné 6 mésici po porodu détem nepiines-
lo zadouci efekt na prevenci alergického onemocnéni.
Vsichni v8ak v téchto pracich podavali lactobacilly, vét-
Sinou rhamnosus, reuteri nebo b.lactis. N&ktefi podavali
prebiotické oligosacharidy v prvych 6 mésicich véku a je-
jich protektivni ptisobeni zdtivodiiovali pravé podavanim
jizod prvych dnii Zivota. K prevenci nekrotisujici entero-
kolitidy u déti velmi nizké porodni vahy pouzivali u nas
v Brn& v roce 2003 (43) a nyni uvadi dalsi (8). Podporu
nékterym hypotézam poskytuji prace napf. o vyhodnos-
ti v&asné expozice kravského mléka ve smyslu protek-
ce proti IgE (17). Mezinarodni spole&nosti zabyvajici se
vyzivou doporucuji v piipadé nerealizovatelného kojeni
hydrolysovanou kojeneckou vyzivu s ovéienou snizenou
alergenicitou do 4. mésice véku nebo ¢astecné hydroly-
zovana mléka. Jiz nedochazi k vyraznéj§imu omezovani
alergen, jak u matek v dobg te€hotenstvi a kojent, tak ve
vyziveé déti po 6. mé&sici zivota. U matek pii predpokladu,
ze nebudou kojit, jsme doporucovali v prvych 4 mésicich

stravu s predpokladanou hypoalergenicitou (v celém sou-
boru jednotné HABeba).

Dal3i uvadgji (47), Ze nejintenzivnéjsi kolonizace na-
stava v prvych mésicich Zivota, klesa v roce a pak zii-
stava do dospélosti. Jini uvadéji, ze opozdéna koloniza-
ce kmeny po cisaiském fezu miize souviset s nékterymi
Gidaji o rozvoji atopického ekzému, ktery se ve 2/3 vy-
skytne do 2 roku zivota. Na druhé strané studie ukazuji,
Ze z podavani probiotik profitovaly predevsim déti s IgE
zprostiedkovanou alergii (4). Vlivem probiotik, ktera, jak
je znamo, usnadiiuji rovnovahu mezi Thl a Th2 prostied-
nictvim regula¢nich bunék, zvyseni produkce IgA a IL 10
a potladeni tvorby prozanétlivych cytokini se u nas $iro-
ce zabyvaji autofi (30,37,48).

Imunni systém GALT (37) zabrariuje adherenci a in-
vazi patogenti pies epitelialni bariéru. Tvorba mucinu ve
stievé se z(castni na nespecifické obrané organismu. Me-
chanism piirozené imunity se aktivné zcastni fagocy-
tujici buitky /makrofagy, neutrofily a dentritické buiiky,
jez svymi cytokiny reguluji zanétlivou odpovéd’. Anti-
geny ze stievniho lumen aktivné transportuji M buriky.
Dentritické buiiky pak prezentuji antigeny T lymfocytiim.
Produkce IL 10 a TGF —beta vede k aktivaci regulaénich
T lymfocyt a k indukei orélni tolerance. Patogenni mi-
kroorganismy aktivuji T lymfocyty s jejich bunéénou od-
povédi. V humoralni slozce imunitni reakce prevladaji
sekre¢ni IgA protilatky, zabrariujici priniku antigenu ze
stieva. V distalnim ileu se nachézeji Payerské plaky. Za-
rodedna centra se stavaji zfejma az po narozeni v zavis-
losti na antigenni stimulaci, jez je spojena se zvétSova-
nim a stoupanim podtu Payerskych plaki. Sekreéni pro-
tilatky jsou aktivné transportovany do stfevniho lumen.
Hygienicka hypotéza je zaloZena na faktu, ze klesa an-
tigenni tlak v&etn& infekci. Mikrobidlni deprivace muize
mit za nasledek nevyvazenost piirozené antigenni stimu-
lace. Moznosti pozitivniho ovlivnéni stfevni mikroflory
probiotiky je uvadéna v pracich (2,38).

U nas (26) uvadéji udaje o ¢eském kmeni, vyrobeném
v minulosti v Ustavu sér a okovacich latek. Kmen ma
vysokou adhesivitu a je predstavitelem skupiny bakterii,
které jsou soudasti normalni stievni mikroflory. Ostat-
ni uvadéno v materialu. Smysl [é¢by probiotikem spo-
&iva v presmérovani imunologické odpovédi od Th2 fe-
notypu k Thl jesté dfive nez je ustavena imunitni od-
povéd’ na antigeny z okolniho prostiedi. Imunitni sys-
tém v Casném détském véku je v nedostate¢ném kontak-
tu s mikroby a alergeny, které jsou dilezité pro stimulaci
a regula¢ni funkce imunitniho systému. Takto nedoché-
zi k jeho dostate¢nému ,,vyzravani* a disledkem je vy-
chyleni imunitni reakce k reakci Th2 typu. Navic je zde
ziejmé& mechanismus navozeni imunologické tolerance
do 2-3 let veku.

Organismus je pravé ve véku kritickém pro navozeni
imunologické tolerance vystaven pro néj novym mole-
kulam. Je nepochybné, ze sloZeni stievni mikroflory no-
vorozence ovliviiuje kojeni a hygienicka opatieni. GIT
trakt osidluji E. coli, Enterokoky a Enterobacter. Jakmi-
le expanduji, spotiebovavaji kyslik a umoziiuji anaerob-
nim kmendm stievo kolonizovat — Bacterioides, Clost-
ridium (48).
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Slizni¢ni a imunitni tkan& obsahuji zdaleka nejvétsi
kvantum imunitnich bun&k (80 %) rtiznych fenotypa.

Vyse uvadény probioticky kmen E. coli strain Nissle
1917 podavali v roce 1917 (11,41) k 16¢b& prijmi. Mezi
vékem 6-12 mésici ucinkoval Iépe nez ostatni probioti-
ka. Totéz pouzivali v roce 1992 (41), kdy podavali stejny
kmen. Termin probiotika pak poprvé pouzil v roce 1965
(24) pro popis latky vylu¢ované organismy, které stimu-
luji rist jinych organismii. V Plzni a ziejmé i v CR po-
prvé pouzivali v nemocniéni studii Lactobacillus Knaifl
s VI¢kem.

Hodnoty pupeénikového IgE, specifického IgE, spiro-
metrie a klinickou diagnosu po porodu a na za¢atku do-
spivani srovnavali (42,53). Hodnoty IgE skromné korelo-
valy s celkovym IgE a vét$i tendenci k sensibilisaci. Ko-
relace ale byla malé (6). Vazba byla siln&j$i tam, kde do-
spivajici v prvych létech Zivota nebyli v kontaktu s do-
mécimi zvifaty. Jini pouzivali 4 bakterialni kmeny u 1223
gravidnich zen pied porodem a u jejich d&ti do 6 mési-
cti zivota (19). Ve 2 letech doslo k vyrazné redukci s IgE
spojenych alergickych onemocnéni. Mimo hygienickou
hypotézu je nutné se zminit také o haptenové hypotéze,
které zdiivodiiuje narist atopie pres mechanismy nespe-
cifické imunity v disledku opakovaného podprahového
vystavovéni organismu pro ného novym molekulam, pie-
devsim ve véku kritickém pro navozeni imunologické to-
lerance tj. do v&ku 2 let. Hapteny v opakovanych podpra-
hovych davkach nevyvolavaji obvyklou kontaktng aler-
gickou reakei (sensibilisaci), ale vedou k antigenné ne-
specifickému vychyleni, resp. perzistenci reakee II. typu.

Vzhledem k tomu, Ze na$e prace za¢ina v novoroze-
neckém véku, podotykame, Ze novorozenci maji stej-
né jako asthmatici geneticky podminénou nedostate¢nou
obranu proti infekci. Novorozenci maji kviili nezralosti
imunitniho systému sniZenou tvorbu interferonu Gama
v diisledku snizené funkce T1 helper bun&k. Opakovany
kontakt s patogeny u nich navodi selhani imunity (3,4,33
,34,35,36,47,48,50,51,52). Zdravé dit& az ve v&ku kolem
5 let reaguje s prevahou Thl, ktera vede k rychlé eradi-
kaci virti. Také u astmatu je snizend tvorba interferonu
Gama T-lymfocyty a zvySena tvorba IL 4,5. To ma za na-
sledek zpozdénou eradikaci viru, poskozeni epitelu, pretr-
véavajici eosinofilii a amplifikaci alergického zanétu. Dvé
tfetiny exacerbaci asthmatu vyvoléavaji rhinoviry. Misto
INF gama buriky tvoii IL 4,5. IL 4 stimuluje B-lymfocy-
ty k tvorbé IgE. Pii defektu imunoglobulind vzniké sou-
casné defekt blokujicich protilatek, takze snadno slizni-
cf prochéazejici bantigen je ve tkanich s mensi intenzitou
vyvézan a pravdépodobné zpiisobi zvysenou tvorbu IgE.
U asthmatikl se ve vétsi mite tvori dali mediatory, ze-
jmeéna leukotrieny a histamin. PFi virové infekci se tvo-
ii i IL 8 a nasledné pak dochazi ke zvy3eni bronchialni
reaktivity a to i u zdravych jedinci. Je dnes jiz ale také
znamo, ze u déti s potravinovou alergii dochazi brzo ke
vzniku alergie na inhalované alergeny. Nyni ke konkrét-
nim probiotikim.

Vlastni probiotika se déli na:
1. Lactobacily
2. Gram pozitivni koky

3. Enterobakterie E. coli/serotyp 083:K24:H31 a E. coli
Nissle serotyp 06:K5:H1

4. Bifidobakterie

5. Kvasinky.

V minulé praci jsme si dali za cil zjisténi diagnostic-
kého a lécebného postupu. Diagnosticka ¢ast byla tehdy
provedena z valné &asti, zbytek jsme dovySetfili v na-
sledujicim obdobi. Do této 2. &asti prace jsme vytipova-
li novorozence z rodin s pozitivni rodinnou anamnézou
a hodnotami pupeénikového IgE piesahujicimi rozme-
zi normdlnich hodnot. Musime zdtiraznit dlouhodobost
této studie i vyvoj medicinskych pohledi vzhledem ke
klinickym obraziim. Chceme zdiiraznit nesmirnou tech-
nickou naro¢nost laboratorniho vySetfovani déti daného
vékového obdobi. Toto jsme zadali sledovat a podrobn&
anamnesticky i laboratorné po indikované 1é¢b& Colin-
fantem vySetiovat na hodnoty IgE, IgA, IgG. V rodinach,
kde byl star$i sourozenec, jsme cilenymi anamnesticky-
mi dotazy (ne dotaznikovou akci) zaznamenali viechna
onemocnéni star§iho nelé¢eného sourozence.

Vysledkové hodnoty novorozeneckého pupeéniko-
vého IgE posléze lé¢enych novorozencti, hodnoty IgE
vroce a ve 3 letech stejné jako hodnoty IgG a IgA v roce
a ve 3 letech véku jsou uvedeny v grafickém znazorng-
ni a statistickém zpracovani. Zaroveil skupinu nami ne-
lé¢enych sourozencii z danych rodin jsme pouZili po di-
kladném anamnestickém zpracovani jako srovnani vy-
skytu alergie a nemocnosti. Nase ptivodni dotazy pfi kon-
troldch sméfovali na vyskyt alergie s cilem zjistit efekt
Colinfantu a vySettit hodnoty IgE. Proto jsme nejdiive
viechny déti laboratorn& vysetfili v roce v&ku. Norma-
lisace hodnot IgE v danych skupinach po 1é¢b& nastala
u 91,3 % a 87,7 % pacientti.

Tehdy jsme jesté nesledovali diikladné laboratorné ne-
mocnost, proto jsme jen pii opakovanych informacich ro-
di¢i, ze tyto déti nejsou prakticky viibec nemocné a to
i pii nemocnosti celé rodiny zpriimérovali nabirané hod-
noty IgG v roce véku u lé¢enych pacientd. Byli jsme pie-
kvapeni prakticky v§ude normalnimi hodnotami IgG, do-
konce ve 3 letech odpovidajicim laboratornim hodnotdm
a ve Ctvrtém roce tésné pod udavanymi laboratornimi
hodnotami, ale pii hodnotach vy$sich nez kontrolni sku-
pina zdravych déti z jiné ambulance. Timto jsme do jis-
té miry davali za pravdu sdélenim rodiéi.

Oproti vy$e uvedenym zahrani¢nim autorGm podoty-
kame, ze jsme v praci u nasi velké skupiny pouZziva-
li fysiolog. bakt. kmen E. coli a to jiz od 10. dne véku
zivota, Gi¢inkoval daleko Iépe neZ ostatni probiotika
na zakladé rodinné pozitivni alergologické anamnézy,
vychazejice ze zvySenych hodnot pupeénikového IgE
a naslednych kontrol klinickych i laboratornich v dal-
Sich létech. Nevychazeli jsme z dotazniki, ale ambu-
lantnich kontrol.

O dalgich moznostech, jako je stav vyzivy hypoaler-
gennimi mléky a redukce rizika vzniku alergického one-
mocnéni (30) se nedospélo k jasnym efektiim. Je viak
prijimana varianta o podavani hypoalergennich mlék /
HA/ do 4. mésice zivota u disponovanych jedincii. Raci-
onalni vyuziti HA mléka miize byt spie v [é¢b& alergie.
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Aplikace HA mlék byla doporuéena jiz v roce 2008
ESPGHAN (9). Na druhé stran& autofi (29) uvadi, ze
vysledky nejsou piesvédéivé. My jsme u dané skupiny,
ktera dostavala Colinfant podéavali v pripadé dokrmu jed-
notn& HA Bebu nejméné do 4. mésice véku.

V dalsi vytvorené skupiné lé¢enych déti tj. v létech
2009-2012 jsme jiz i sledovali hodnoty IgE z pupeéniku,
ale spolu s tim i IgG a IgA v roce a ve tiech letech. Déle
jsme do kruhového grafu zaznamenali (idaje o détech lé-
&enych Colinfantem i jejich nelé¢enych sourozenci z hle-
diska alergie i nemocnosti. Rozdily jsou velmi napadné
a i potvrzuji piivodni ¢etné anamnestické tdaje rodicu.

Zéavér

I. Autofi vychazeji z predchozi otisténé préace, ze které
bylo patrné, Ze alergie se velmi vyrazné sdruzuje s ro-
dinnou anamnézou, posunuje se do prvnich let Zivota
a dokonce se objevuje moznost korelace hodnot s py-
lovym kalendatem. Také dominujici role obou rodica
byla statisticky vyznamna.

2. Toto nas vedlo spolu s hodnotami pupeénikového IgE
u novorozenct v t&chto rodinach k preventivni inter-
venci mimo jiné ovlivnénim mikrobialni flory gast-
rointestinalniho traktu probiotikem Colinfant, nepa-
togennim kmenem E. coli.

3. Domnivame se, Ze efekt této 1é¢by je patrny na pied-
lozenych laboratornich vysledcich v porovnani s kon-
trolnimi skupinami.

4. Tyto vysledky se tykaji nejen hodnot IgE, ale i IgG
algA.

5. Napadnym zjisténim je velmi vyznamny rozdil v ne-
mocnosti obou sledovanych skupin.

6. Prakticky nulové negativni vedlejsi ucinky 1é¢by nds
vedou k moznosti plosného vyuziti daného preparatu
v ramci rozsiieni péée o nejmladsi populaci.

AutoFi dékuji za spoluprdci éleniim porodnicko-gyneko-
logického oddéleni vedeného prim. MUDr: Z. Kestrankem.
Zaroven autori dékuji MV Dr. Uzicdrovi a spolupracovni-
kiim, FA Dyntec, Terezin za distribuci prepardtu Colinfant.

Za cenné rady dékuji autori doc. MUDr: Petru Panzne-
rovi, CSc., pFednostovi Oddéleni klinické imunologie
a alergologie FN v Plzni.

Jednotlivé vysledky prdce byly prezentovdany opakova-
né na pediatrickych kongresech v CR a SR s mezindrodni
ucasti v létech 2000, 2001, 2002, 2006 a 2008 a na Euro-
paediatrics Congress v roce 2008 v Istanbulu.
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Effect of Early Treatment of Newborns by Peroral Colonization
Using Non-pathogenic E. coli on the Development of Their Im-

muno-allergic System
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and RNDr. Ing. Frantiek Sefina’

"Mulacova Hospital, Plzen; *Department of Health Accounting and Statistics, Univer-

sity Hospital, Plzeri, Czech Republic

Abstract: In our previous work, we presented the results of a 12-year study (1998-2010)
from which we derived several important conclusions. This was a large cohort, in which
were examined 3619 samples of umbilical cord blood. We reached several conclusions from
which it was clear that allergy was significantly associated with a positive family history
(statistical significance at 1 %o). The first symptoms of allergic disease occurred in the first
years of life. We also observed significant seasonal differences. High levels of umbilical IgE

-
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and a positive family history were found to be grounds for preventive intervention by influencing the micro-
bial flora of the gastrointestinal tract (GIT). We used Colinfant Newborn peroral probiotic vaccine - a lyophi-
lized non-pathogenic strain of E. coli. The results in 2005-2008 and 2008-2009 confirmed that in treated pa-
tients with primary elevated levels of immunoglobulin E (IgE) in umbilical cord blood, IgE values at one year
of age fully normalized in 90 %. The medical history of these children indicated minimal sickness rates. We
further investigated IgG values at one year of age and compared this with a control group. After treatment
these levels were also normalized. From 2009-2012, we investigated the effect of treatment on the values of
immunoglobulins IgE, IgG, but also IgA, and statistically processed the data at I year of age and 3 years of
age. Statistically, a correlation was observed between IgG and IgA in the 1*' year of life and at 3" years of age
with a significance level of 1 %o. The results show that treatment with Colinfant has a positive effect in the
sense that the resulting IgE did not statistically significantly differ from referent values of healthy children.
These values changed in time in treated patients between the 1* and 3" year at a significance level of 1 %o.
IgG and IgA in treated patients were, in median, entirely within the values of normality. In the period after 1
year, we found significant correlations of umbilical IgE with serum IgE, IgG, IgA and correlation of serum
IgG with IgA. Very favourable effects of therapy on sickness rate of children compared to control group in a
predefined file of the same age period is shown graphically.

Keywords: Allergy, immunology, newborn, probiotics, therapy-newborn.

INTRODUCTION

Because the occurrence of allergic illnesses in
the Czech Republic continues to rise exponen-
tially, the use of predictive and prognostic meth-
ods are gaining increased significance. This also
opens the possibility of attempting a preventive
and pre-emptive strategy in high risk children.
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Dvoidkova 17, 30100 Plzeii, Czech Republic;
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The Academy of Sciences of the Czech Repub-
lic [5] have suggested that the expression of THI
and TH2 cytokines in umbilical blood is associated
with an increased risk of allergies. The counterbal-
ance of THI and TH2 afect IgE production and
maturation of the gastrointestinal tract epithelium
[1]. A higher expression of interleukinl0 (IL10)
was discovered in the umbilical blood cells of
children with allergic mothers. This infers a pre-
dominant Th2 cell-response which encourages the
future development of allergy. On the other hand a
reduced expression of the cytokine TGF - Beta
among children of allergic mothers may contribute
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to slower maturing of intestinal epithelium in new-
borns. This subsequently may then increase intes-
tinal permeability to allergens and hence lead to
allergy induction. Higher epidermal growth factor
cytokines were also been found in children of non-
atopic mothers. It was suggested that any agent
that may improve the maturation of the intestinal
epithelium may be a possible point of therapy for
an atopic child’s future immunomodulation. This
demonstrates that the allergic phenotype may al-
ready be present in umbilical blood.

Our work is in line with a number of studies of
recent years, which paid considerable attention to
the intestinal mucosa and associated mucosal im-
munity, which is essential in the prevention of al-
lergy [2-12]. Insufficient exposure to microbial
antigens is considered an important factor that
contributes to the development of allergy [10-13,
18]. It is accepted that a necessary stimulus for
GIT maturation is required for a specific response.
The latter is lacking in all newborn children. Pro-
biotic bacteria represent a safe stimulus for our
immune system, where the induction of so-called
oral tolerance should occur within the first six
months of life. Specific immune response with
predominance of Th2 is already developed at birth.

The wisdom of treatment with Colinfant con-
sists of the redirection of immunological memory
of allergic character from Th2 phenotype even be-
fore there is an established adjusted immune re-
sponse to antigens from the external environment.
Atopic patients with clinical signs of the disease
demonstrate a predominantly Th2 immune re-
sponse, whilst non-atopic patients benefit with ac-
tivated Thl processes. Immunotherapy of allergic
diseases reduces the formation of IL4 by allergen-
specific Th2 lymphocytes and ensures formation
of IFN-gamma specific TH1 lymphocytes.

The optimal status occurs when the induction of
immune reactions leads to the production of cyto-
kines which induce the formation of active toler-
ance of harmless allergens. Apart from the stimu-
lation of IgE, repeated activation of Th2 lympho-
cytes also leads to increased production of IgA se-
cretion, the suppression of Thl lymphocyte activ-
ity via IL4. Induction of the IgE response is de-
pendent on the interaction between T cells and an-
tigen-presenting cells [19-21]. Microbes must re-
main viable during their production, storage and
passage through GIT (gastrointestinal tract).
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Stimulation of the immune system runs through
interaction with tool-like receptors on dendritic
cells. This leads to the regulation of Thl response
and the inhibition of proinflammatory cytokine
production.

METHOD

Mann-Whitney’s two-sampled selection test; in
the results is used an older named Wilcoxon’s un-
paired test, the title adopted from English original.
Nowadays is demanded Mann-Whitney’s Ameri-
can test. Wilcoxon’s unpaired test, Rank correla-
tion - Spearman and Kendall. Eventually is possi-
ble to tell that Rank Correlation Test was applied
because the hypothesis about normality was re-
jected by using a test of skewness and kurtosis.

Biological Material

Umbilical cord blood was collected without an-
ticoagulant agents at birth. Venous blood was col-
lected without anticoagulant agents in the first and
third year of life. Determination of IgE was per-
fomed using ELISA kits f.RADIM, calibration
range 0,4-1000 IU/ml expected values under 5
years less then 751U/ml. Determination of IgA was
perfomed using immunoturbidimetric kits IgA K —
Assay IgG Beckmann Coulter on the Analyzer AU
480 Beckman Coulter, calibration range was 0,2-8
g /. Determination of IgG was perfomed also us-
ing imunoturbidimetric kits [gG Beckman Coulter,
on the Analyser AU 480Beckman Coulter, calibra-
tion range 0.004 -30 g /I expected values up to 1
year of age 5,5-14,7g/l to 15 years 5,5-14,0 g/ 1.

Colinfant Newborn — New Peroral Vaccine — A
probiotic

This is a live peroral vaccine containing lyophi-
lized non-pathogenic E. coli. This strain is able to
displace colonization of intestinal tract by patho-
genic strains. It is originally patented by the Insti-
tute of Serums and Vaccines. Our source of 12 vial
batches was derived from the present manufac-
turer, Dyntec company in Terezin.

Each vial contains Escherichia coli serotype
083: K24: H31(minimum 0.8 x 10 CFU), and is
representative of group of bacteria that are part of
the normal intestinal microflora. The vaccine was
registered at the State Institute for Drug Control in
1997 under registration number 59/762/97-C. Use
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of the strain and preparation of the vaccine were
patented in 1989 under number 2645722. E. coli,
from which the live vaccine is prepared, are a non-
pathogenic strain with the above mentioned sero-
type. It is saved in the collection of type strains
under number AO34/86. The strain is highly se-
lected, sensitive to common antibiotics, does not
form enterotoxin and does not have a plasmid. It's
excellent colonizing ability is ensured also by the
presence of fimbriae demonstrated by haemagglu-
tination. After peroral administration of the sus-
pension, translocation of microbes has been dem-
onstrated only into mesenteric lymph nodes,
though not into the spleen, liver and lungs. The
strain has excellent colonizing characteristics, oc-
cupies receptors of in the intestinal mucosa, pre-
vents adherence of pathogens and expels present
enteropathogenic strains. In the tests, the strain for
germ-free piglets was completely non-pathogenic.
The induction of IgA secretion is particularly sig-
nificant in newborns, since it partly replaces a
deficit of this immunoglobulin. After colonization
of newborn GIT, bacterial pathogens disappear
from stool, throat and nose. The vaccine strain has
been shown to persist in the intestinal tract of
colonized newborns for 16 weeks, though it was
demonstrated even after several years. The pres-
ence of this strain stimulates the formation of spe-
cific and non-specific antibodies, demonstrable in
the intestinal tract, saliva and serum. This package
is designed for 1 patient at the age until 1 year, re-
gardless of his/her weight. It is administered pero-
rally, the content of bottle is dissolved in 1 ml of
liquid (water, tea), and given to the child to drink.
One bottle is administered three times a week for a
period of 4 weeks. The administration is inter-
rupted during application of antibiotics. It is not
recommended to administer the vaccine during the
acute stage of diarrheal disease. Colinfant is not
available as on over the counter preparation and
must be prescribed by a licensed physician.

RESULTS

In the first group the study was performed be-
tween 2005-2007 where upon 468 subjects (one or
both of parents had allergic disease — either mother
or father or both, and a control group of healthy
parents) in whom we measured levels of IgE im-
mediately at birth. In this test group atopy was pre-
determined in 68 fathers, 320 mothers and 80
where both parents were allergic. There were 30
children in the control group.
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Average values IgE of cord blood from children with one or
both allergic parents

father mother both control

28 3.9 4.8 1,6

Control IgE in serum after treatment with
Colinfant newborn at the age of 15 months from
the end 2005-2007

£
;-L 40
30 11,48
20
10 [ Eat
0
patients average all of Patients with normal Patients with values exc.
the treatment group laboratory values Laboratory standard
IgE 25,7 11,48 87,1
number 116 106 10

Fig. (1). Control IgE in serum after treatment with Coliinfant
newborn at the age of 15 months from the end of 2005-2007.

From Fig. (1). 116 patients, in whom pathologi-
cal levels of IgE was measured, we applied Colin-
fant. There were no children in whom we found
pathological IgE and did not apply colinfant — for
ethical reasons. Once pathological levels of IgE
were measured, we applied Colinfant within 30
days 3xtimes weekly between meals. Second
measurement of IgE levels was performed at the
age of 15 months (+/- 14 days). At this point we
also measured levels of IgG in all patients
(Graph.3.) The values of IgE and IgG were com-
pared with healthy controls of the same age. These
control subjects were children that have been fol-
lowed by specialists due to anatomic anomalies of
the urogenital tract, and were known to be other-
wise healthy. The results of these measurements
are presented in the results graphs.

Second Group

Between 2008-2009 150 new subjects were en-
rolled into the study. The same inclusion criteria
were applied as above. In this test group atopy was
predetermined in 23 fathers, 99 mothers and 28
where both parents were allergic. There were 30
children in the control group (Fig. 2).
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Average values IgE of cord blood from children with one or
both allergic parents

father mother both control

24 29 4,1 0,9

Control IgE in serum after treatment with
Colinfant newborn at the age of 15 months of
the year from the end 2008-2009

L -
E oo
i i 2134 T
» k| s 83 -
i =2

Patients with normal
laboratory values

patients average all of
the treatment group

Patients with values exc.
Laboratory standard

Fig. (2). Control IgE in serum after treatment with Coliinfant
newborn at the age of 15 months of the Year from the end of
2008-2009.

IgE 21,34 83

number 98 86 12

Average IgG values in monitored treated ‘
group at one year of age 2005-2008
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Fig. (3). Average IgG values in monitored treated group at
one year of age 2005-2008.

Normal values of 1gG in the treated children , with
very low illness rates.

The results of IgE and IgG levels were compared.

Because we were informed by parents that chil-
dren treated with colinfant were almost completely
disease free for the entire duration of the study, we
decided to continue with this study in order objec-
tify the overall disease incidence in subjects with
elevated IgE levels.
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N.B. the initiator for continuing with the study
was the pronounced proclamation of parents that
their child was overtly healthy as compared with
the rest of the family.

In all children in whom there was a positive fam-
ily history, and also in whom there were elevated
levels of IgE - comprised 98 subjects. There were
no subjects with non-atopic parents that had ele-
vated IgE at birth. All parents of children in each
group signed approval for testing and filled out a
questionnaire asking about their atopic status.

The treatment protocol was repeated as per the
first group. At fifteen months we again measured
IgE+IgG+ as well as documenting the health status
of each child during this period.

For this 15 month visit, we specifically required
the presence of both parents. The information was
gained by one person filling out a questionnaire in
the presence of both parents. The levels of immu-
noglobulins and health status over fifteen months
was compared. The results were present in the
graphs in the results section (Fig. 2).

Group 3

Using an entirely new cohort of subjects of 380
children in the years 2009-2012. In this test group
atopy was predetermined in 56 fathers, 258 moth-
ers and 66 where both parents were allergic. There
were 30 children in the control group (Fig. 3).

136 were treated with Colinfant. Because of
the continued interesting reduction in IgE and
normal, within reference values of IgG, and low
illness rates in children in Groups 1 and Group2,
we decided to continue with the study and meas-
ure not only levels of IgE at birth but also IgA.
Again at 15 months we measured 1gG and IgE
and IgA. We asked both parents about the health
status of their child during the test period. We
then invited these families for a repeat measure-
ment of imunoglobulins at the age of three years
(+/- 1 month). Within this study frame 67 chil-
dren reached the age of three. Six children who
reached the age of three within the study period
did not appear for testing because they had
moved to another region.

Overall health status of these children was as-
sessed using the same questionnaire and criteria as
with groups 1 and 2.



Effect of Early Treatment of Newborns by Peroral Colonization

We compared these 67 children’s health status
with their siblings — at age 15 months and again
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Table 3. Wilcoxon unpaired test (Sick vs Control).

until the age of three years. Only three families N1 N2
had more than 2 children. The results were pre- ITEMS Gomlienli (sick) &
sented graphically.
. . IGG1 20 133 20.5
Statistical processing of results of IgE, IgA, 1gG,
in the following years 2009-2012 in patients with IGAI 20 136 17.5
high umbilical IgE treated after birth and their con- IGEI 14 135 99.2
trols in the first year and in the third year of age in
comparison to control group of 53 healthy children 1GG3 35 67 294
from nephrology clinic (Table 1-8). IGA3 35 67 65.4
Table 1. Basic statistics controls. IGE3 35 66 18.2
e 30 Relatively close to the significance was IGA at the
ITEM | N | AVERAGE |MEDIAN
QUARTER | QUARTER age of one year.
IGGI | 20| 4258 3.640 3.060 5.700 Development in Time At Sick Patients
IGA1 | 20 0.345 0.355 0.210 0.430 Table 4. Wilcoxon paired test after first year vs after
three years.
IGEI | 14| 3100 7.47 363 4140
1GG3 | 35| 7373 7.530 5.980 8.350 NUMBER OF
ITEMS MEASURE- P
IGA3 | 35| 0655 0.600 0.460 0.770 MENTS
IGE3 | 35| 2498 14.90 5.40 40.80 IGG1 1GG3 61 0.0 +++
IGA1 IGA3 62 0.0 +++

Table 2. Basic statistics sick patients. IGEL TGE3 63 0.0+

l&T 3RB
ITEM N | AVERAGE | MEDIAN
QUARTER| QUARTER
PUP_IGE | 136 3.098 2.365 1.790 3.560
IGGI 133 4.728 4.550 3.620 5.730
IGAL 136 0.473 0.260 0.200 0.380
IGE1 135 37.54 8.87 3.96 21.50
IGG3 67 6.964 6.870 5.690 8.160
IGA3 67 0.644 0.620 0.460 0.760
IGE3 66 59.49 17.09 7.65 60.12

There was rejected a hypothesis of normality of
distribution using skewness and kurtosis.

Thus further were used non-parametric methods.

Comparison of Sick Patients Versus Controls
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The values changed in time at sick patients be-
tween 193" year, at a significance level 1 %o.

IgG at sick patients increased in median from 4.55
to 6.87.

IgA at sick patients increased in median from 0.26
to 0.62

IgE at sick patients increased in median only from
8.87 to 17.09. The values remained completely in
the standard.

P+++ statistical significance was reached at the
level of 1 promile, i.e. a significant protective ef-
fect, increased IgE and IgA. A significant decrease
in IgE in-line with the decreased illness rates in
these patients. The development in time at controls
was not tested for a small number of complete
pairs of measurements.

Correlation of Variables in Controls



116 Clinical Anti-Inflammatory & Anti-Allergy Drugs, 2014, Vol. 1, No. 2 Liska et al.
Table 5. Rank correlation. Table 8. Rank correlation.

ITEMS | X)Y N [ SPEARMAN P KENDALL P ITEMS | X,Y | N | SPEARMAN ) KENDALL P
IGG1 IGA1 | 20 0.7040 02 ++ 0.5105 0.2 ++ IGG3 |IGA3| 67 0.6000 0.0 +++ 04197 0.0 +++
IGG1 IGEL | 14 0.2992 28.1 0.1758 381 IGG3 | IGE3| 66 0.0916 46.0 0.0643 445
IGA1 IGEL | 14 0.2227 423 0.1429 47.7 IGA3 | IGE3| 66 0.0626 614 0.0434 60.7

IGG at one year of age correlates with [GA at one
year of age at a level P=1 %

Table 6. Rank correlation.

ITEMS | X,Y | N | SPEARMAN P KENDALL P

IGG3 | IGA3 | 35 0.1973 25.0 0.1395 239
1GG3 IGE3 | 35 0.0003 99.9 0.0118 92.1
IGA3 IGE3 | 35 0.0482 779 0.0454 70.1

At three years of age, there was not in control
found any statistically significant correlation.

Correlation of Variables in Sick Patients

Table 7. Rank correlation.

ITEMS | X,Y N [SPEARMAN P KENDALL| P
PUP_IG | IGGI | 128 0.2330 0.9 ++ 0.1658 | 0.5 ++
PUP_IG | IGAI | 131 0.2684 0.2 ++ 0.1830 |02 ++
PUP_IG | IGEI | 130 0.1729 5.0 + 0.1193 44 +
IGG1 IGAI | 132 0.5203 0.0 +++ 03853 | 0.0+++
IGG1 IGEI | 130 0.0887 314 0.0582 326
IGAI IGEl | 133 0.0720 40.9 0.0491 40.2

At 1 year of age in sick patients, there were sta-
tistically significantly correlates between IgG and
IgA at a significance level of 1 %o, correlation was
positive and directly proportional.

At | year of age, the umbilical IgE correlates
with all serum immunoglobulins, the most with
IgG and IgA.

P level of significance at 1 promile (+++) and 1
% (++) and reflects the positive clinical and labo-
ratory status of the children.
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At 3 years of age, there were statistically signifi-
cant correlates between IgG and IgA at a signifi-
cance level of 1%o.

P level of significance (+++) - demonstrating a
significant protective effect

° Explanatory notes: IgEIl, IgAl, IgGl are val-
ues at the first year of age

° IgE3, IgA3, IgG3 are values at the third year of
age

e P —resulting probability
®  Pup IgE — umbilical IgE
° N - numbers of patients

Treatment with Colinfant contributed to the fact
that the resulting IgE in the treated children did not
statistically significantly differ from the reference
values for healthy children.

Graphically illustrated sickness rate of children
treated with Colinfant versus control group of non-
treated siblings.

95% of treated children by the age of three years
were minimally ill. The use of antibiotics in these
children was exceptionally rare.

The effect of treatment with Colinfant in 142 chil-
dren, in terms of sickness rates, was compared
with a control group of 73 siblings.

DISCUSSION

In our previous publication [22], after examin-
ing 3619 samples of umbilical cord blood, we con-
cluded that levels of immunoglobulin E in umbili-
cal cord blood are predictive for allergic disease to
the age of 6 years. There were clear demonstrable
differences in seasonability. Furthermore it was
apparent that allergy is associated with a positive
family history; the first symptoms being observed
in the first years of life. It also appeared that the
last six weeks of pregnancy affected the final al-

lergy (Fig. 4).
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Catarrh of the upper

/— respiralory tracl

6%

Sporadic bronchitis

Entirely free of ilnesses up to
three years of age
43%

2%

Fig. (4). Illness rate of children upto three years a) untreated with colinfants b) treated with colinfants.

In our cohort of winter born, allergy risk chil-
dren, we found normal levels of umbilical IgE fol-
lowing treatment with Colinfant compared with
their older siblings also born in during the winter
season. From the series of results, it was possible
to highlight the dominant role of both parents and
the development of allergy, with a significance
level of 1 pro mile. Although most newborns have
very low or minimally detectable levels of IgE in
umbilical blood, we concluded that high levels of
umbilical IgE and a positive family history are
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grounds for preventive measures through manipu-
lating GIT microbial flora. It is known that IgE
status is under genetic control with production be-
ginning in the liver and lungs of the human foetus
at 11 weeks and in the spleen at 21 weeks gesta-
tion [23, 18]. Other authors have mentioned [19]
predictive values IgE in umbilical cord blood as a
risk factor for newborns and the development of
early atopy. Matsumura et al. concluded that the
best predictor of allergy in newborns is a positive
family history and an elevation of umbilical IgE.
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They also noted the type and initiation of allergy.
They indicated that allergy developed in 29 % of
children that had a positive family history of al-
lergy. From these, 23 % of children were diag-
nosed with an allergy at one year of age. 40 %
were breastfed. As in our study, it was suggested
that umbilical IgA is a contaminant from the
mothers blood.

The first versions of probiotics were mentioned
by Meénikov [24], who highlighted the importance
of intestinal microflora and it’s important role in
immune defence. The possibility of influence and
manipulating intestinal flora with probiotics is pre-
sented in other works [1-3, 22, 25, 26-28].

Probiotics must meet a variety of criteria. The
actual gene typing has been performed for only
three types of probiotics. These are E.coli type
Nissle and E.coli type O83/preparate Colinfant/,
and Lactobacillus  casei spec. Rhamnossus-
Lactobacillus GG and Saccharomyces boullardi.
But the last type is not of human origin and thus
does not belong to the true probiotics. So far the
only side-effect of therapy with non-pathogenic
E.coli has been meteorism. In our Colinant treated
children only one child had reported flatulence and
a rash which had disappeared on completion of the
treatment course. In this particular child there was
a problem with the family’s storage of the probi-
otic. The ability of probiotics to influence intesti-
nal permeability and the association with food al-
lergy has been studied [29]. It should be noted in
this context that adult type intestinal microflora is
well established around 2 years of age [30]. It is
well known that allergy is manifested in the first
three years by gastrointestinal symptoms, atopic
eczema and respiratory problems [29 31, 32].
There is conflicting evidence regarding the posi-
tive effects of probiotics on the incidence, severity
and duration of respiratory diseases. For example,
although one study did not find an improvement in
allergic asthma, another clearly demonstrated a
reduction of allergic rhinitis in toddlers and pre-
school age children. Another study monitored the
effects of a variety of probiotics on respiratory in-
fections and found a shortening of the duration and
severity of illness, though not on disease inci-
dence. A similar situation is described for atopic
eczema [15, 33, 34, 35].

In 2003 a group used Colinfant as a preventive
measure in very low birth weight children against
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necrotising enterocolitis, and again in 2010 [3]. A
support for some hypotheses is provided by stud-
ies, e.g. on benefits of early exposure to cow milk
in terms of protection against IgE [16]. Assuming
that the mothers did not breastfeed their infants in
the first 4 months of life, a hypoallergenic formula
was recommended (Beba HA). Children that
clearly benefitted from the application of probiot-
ics were those with IgE-mediated allergy [19].
Probiotics are known to facilitate the balance be-
tween Thl and Th2 through regulatory cells, the
increased production of IgA and IL-10, and the
suppression of pro-inflammatory cytokine produc-
tion. Several works have described the possibilities
of influencing intestinal microflora with probiotics
[2, 30, 34, 36, 37].

Matsamura ef al. reported about a Czech strain,
produced in the past by the Institute of Serums and
Vaccines [9]. This strain has high adhesiveness
and represents a group of bacteria which are part
of normal intestinal microflora. The rationale for
treatment with probiotics is to redirect the immu-
nologic response from Th2 phenotype to Thl even
before an immune response to antigens from the
surrounding environment can be initiated. The
immune system [38] in early childhood is insuffi-
cient and immature and upon contact with mi-
crobes and allergens, tends to deviate towards a
Th2 type cascade. Furthermore, there is probably a
mechanism to induce immunological tolerance to
2-3 years of age. IgE values modestly correlated
with total IgE and greater tendency to sensitiza-
tion. Correlation was small [39]. Correlation was
stronger where adolescents in the first years of age
were not in contact with domestic animals. Others
used 4 bacterial strains in 1223 pregnant women
before childbirth and in their children up to 6
months of age [27]. At 2 years of age there was
significant reduction of IgE-related allergic dis-
eases. Apart from the hygiene hypothesis, it is
necessary to mention the hapten hypothesis which
justifies increased atopy through mechanisms of
nonspecific immunity due to repeated subliminal
exposure of the organism to new molecules, espe-
cially at the age critical for induction of immu-
nological tolerance, i.e. to 2 years of age. Due to
immaturity of the immune system, newborns have
decreased formation of interferon gamma as a re-
sult of decreased function of T1 helper cells. The
repeated contact with pathogens induces failure of
immunity in them [23, 19, 40, 29, 11, 12, 41, 42].
In the last work, we aimed at determination of di-
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agnostic and therapeutic procedures. The diagnos-
tic part was then performed to a large extent, the
rest we examined in the following period. For this
second part of the work, we selected newborns
from families with positive family history and val-
ued of umbilical IgE exceeding the range of nor-
mal values. We must point out the long-term na-
ture of this study and development of medical per-
spectives with regard to clinical outcome. We
want to emphasize the immense technical com-
plexity of laboratory examination of children of
the given age period. We started to monitor this
and to examine it in detail anamnestically and in
laboratory after indicated treatment with Colinfant
on the values of IgE, IgA, IgG. In families, where
there was an older sibling, we recorded all diseases
of non-treated sibling through targeted questions
on medical history. Immunoglobulin values in
neonates, at one year and at three years of age
were presented graphically and subjected to statis-
tical processing. Untreated siblings were also
evaluated thoroughly for allergy and sickness
rates.

Our original questions during check-ups were
directed towards the occurrence of allergy in order
to ascertain the effects of Colinfant, and to deter-
mine IgE values. Therefore, we first examined
children at one year of age by laboratory methods.
The standardization of IgE values in the given
groups after treatment occurred in 91.3 % and 87.7
% of patients.

At that time, we did not monitor closely sick-
ness rate by laboratory methods yet, therefore,
only after repeated information from parents that
these children are almost never sick even during
disease of the whole family, we averaged the col-
lected 1gG values at one year of age in the treated
patients. We were surprised by normal IgG values
practically in all subjects, even at three years of
age. The corresponding laboratory values in the
control group of healthy children were higher and
concurred with amnestically gained information
about patient health from the parents.

In contrast to the above mentioned foreign
authors, we point out that we used a physiological
E.coli bacterial strain from the 10" day of life; it
performed much better than other probiotics, based
on the family positive allergic history, resulting
from increased values of umbilical IgE and subse-
quent clinical and laboratory controls in future
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years. We did not get from questionnaires but from
ambulatory controls.

The other possibilities, such as status of nutri-
tion with hypoallergenic milk and reduction of risk
of developing of allergic disease, did not produce
clear effects. However, there is accepted variant of
the use of hypoallergenic milk /HA/ until 4"
month of life in predisposed individuals. A ra-
tional for the use of HA milk may be rather in the
treatment of allergy. Administration of milk has
been recommended already in 2008 ESPGHAN
[1]. On the other hand, the authors [43] state that
results were inconclusive. In the Colinfant treated
group HA Beba formula was given at least until 4"
month of age.

In the 2009-2012 cohort, we monitored IgE in
umbilical cord blood, but also I1gG and IgA at one
year and three years of age. Data of children
treated with Colinfant and their non-treated sib-
lings in terms of allergy and sickness rates were
presented in the pie charts. The differences are
very noticeable and also confirm the numerous
original data of family history of parents.

CONCLUSIONS

1. The results of our study reaffirm and concur
with previous studies that demonstrated a clear
and strong association between a positive fam-
ily history and childhood allergy; the first
symptoms of allergic disease occurring in the
first year of life. A clear seasonal predisposi-
tion was also found.

2. Treatment of risk children with Colinfant
proved a valid and useful preventive strategy,
as demonstrated by the significant reduction of
sickness rates, and reflected by clear correla-
tions of IgE and IgA values.

3. As practically no negative adverse effects of
treatment were observed in this large study, we
recommend the wide-spread use of similar
probiotic preparations in all risk children dur-
ing their neonatal stage of life.

ABBREVIATIONS
Thl = Lymphocytes
Th2 = Lymphocytes
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Igg = Immunoglobulin
IgG = Immunoglobulin
IgA = Immunoglobulin
IL4 = Interleukin 4~
IFN = Interferon Gama
TGF = Beta cytokinin
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Significance of immunoglobulin E in umbilical blood in relation to an allergic family history,
it’s relation to seasonality, immunity and the possibility of postnatal consequences.
The remarkable subsequent effects of altering gastrointestinal flora in treated newborns.
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Abstract: Background: Little 15 known regarding the possibility of predicting allergy in
genetically susceptible mdividuals.

Objective: We endeavored to measure the levels of [gE, IgA and advanced ghycation end
products (AGEs) m the umbilical blood of newborns of allergic parents.

Method: We collected two groups of newborns, the first group of 20 subjects with non-
atopic parents, and the second with 20 subjects with a history of allergy in one or both par-
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Do Resules: Neonates born to parents with allergies had mereased levels of AGEs m thewr um-

_I;g:"l“ JBTIS2I2 Mewsa ) 6T OIS T bilical cord bload.

Conclusion: This causes increased oxidative stress and an increased probability of allergy
and asthma m a child "= future. We therefore propose that such children should be followed
with the aim of lowering AGEs and IzE throughout life.

Kevwords: Advanced glycation end products, allergy, oxidative stress, immmmoglobulin E. and wmbilical

blood.

INTRODUCTION

Free radicals are important factors involved in
allergic reactions. These free radicals negatively
influence the incidence and prognosis of allergy.
Advanced glycation end-products (AGEs) activate
receptors (RAGE) and cause long lasting inflam-
mafion, followed by fiee radical production
FAGE activate NF kappaB formation and activate
infracellular oxidative stress. Furthermore they
repress some endogenous avtoregulatory fonctions

leading to many diseases. including allergy [1].
Ontidative stress increases the inflammatory reac-
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Tel: 0042377101111; E-mail: mud jiri liska@semmam cz
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tion in asthma and allergies. Supplementation with
anfioxidants decreases the inflammatory reaction
in asthma and allergy. however these supplements
do not prevent the formation of these diseases. To
our knowledge, there are no published articles re-
garding AGEs responses. or the relationships be-
tween AGEs and IgE in newborns of allergic par-
ents. We collected two groups of newborns, the
first without allergy in parents (controls B) and the
second with a history of allergy in one or both par-
ents. The objective of this experiment was to test
the levels of IgE. IgA and AGEs in umbilical
blood in the two groups.

MATERIAL AND METHODS

The data collection took place from January to
February 2015. 40 neonates were enrolled info the

& 1016 Bentham Science Publishers
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cantral groug (n=20, 30=0185)

Fig. (1). Levels of advanced glycation end products m cord blood serum m newborns of allergic parents and controls. Results

are expressed in fluonmetne umts.

study and divided into fwo groups (A and B).
Group A consisted of children born to parents with
a positive history of allergy. Group B, the control
group, consisted of children bom to parents with-
out allergies. Inclusion criteria for Group B chul-
dren was low IgE measured at birth. IgA was
measured in both groups to exclude the possibility
of mixed maternal blood. In both groups we meas-
ured levels of IgE, IgA and AGEs. Glucose was
measured in all mothers because high levels can
negatively mfluence the levels of AGEs in umbili-
cal blood.

BIOLOGICAL MATERIAL

AGEs were estimated fluorimetrically accord-
ing to Henle (2) ef al. (1999); in brief. sera sam-
ples were diluted 1:30 with phosphate buffered
saline (PBS, pH 7.4), wavelength for excitation
370 nm, emission 440 nm, results were expressed
in fluorimetric vwmits (FU). Measurements were
performed wsing a Cary Eclipse fluorimeter (Var-
ian Australia Pty Ltd, 679 Springvale Rd.. Mul-
grave Victoria, Australia).

Umbilical cord blood collected without antico-
agulant agents (at birth), venous blood collected
without anticoagulant agents in the first and third
vear of life stabilityl week at = 4 = 8 °C, tests
were performed alwayvs within 24 hours of collec-
tion.

Determinations of IgE up to the vear 2010 was
performed by ELISA kits £ RADIM. calibration
range 0.4 -1000 I/mL, from the year 2011 deter-
minations are performed by chemiluminescent
immmoassay kits on Total IgE Beckman Coulter,
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the immmumnoassay analyzer Access 2, calibration
range 0.25-3000 IU/mL., expected reference val-
ues under 5 years less than 75 TU/mL.
Determination of IgA

Immuneturbidimetric determination of imnm-
noglobulin A by kits IgA K-Assay IgG Beckman
Coulter, on the analyzer AU 480 Beckman Coul-
ter, calibration range 0.2-8 gL expected reference
values in children under 1 month of age 0,08-0.89

g/L. Newborn cluldren do not have registrable IgA
unless there is mixing of maternal blood.

Determination of IsG

Immmoturbidimetric defermination of immu-
noglobulin G by kits IgG Beckman Coulter, on the
analyzer AU 480 Beckman coulter, calibration
range 0,004-30g/L. expected reference values in
children under 1 month of age 2.2-11.2 g/L._ up fo
1 year of age 5,5-14.7 g/L.

Determination of Glucose

Estimation of glucose by the kit of ERBA
LACHEMA with glucooxidase on the imstrument
Beckman Counter AU 480.

STATISTICAL ANALYSES

Data are presented as means=standard error
(5D). The Wilcoxon test and the Spearman’s cor-
relation analysis were performed for the statistical
evaluation of the group data with SPSS software.
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A probability value of less than 0.05 was consid-
ered statistically significant in all analyses.

The study was performed in accordance with
the National Ethic Committee and in agreement
with the non-invasive examination of newborn
children. This article has not been published else-
where.

RESULTS

The results of the group of test group patients
(=207 and the control group (n=20) are presented
in Figure 1. There are sigmficant differences be-
fween the two groups in the levels of IgE
(34410785 wersus 027320000 [Uml. p <
0.001) and AGEs (p = 0.01). These results suggest
that the newborns of allergic parents had signifi-
cantly higher levels of AGEs. There was no differ-
ence in the blood glucose concentrations in moth-
ers at the time of parfurition. In neither newborns
of allergic subjects (r = - 0.1398, p = 54.2) nor
controls (r=0.1968, p=514) there were no corre-
lations between IgE levels and AGEs.

DISCUSSION

The results of our study suggest that there is a
significantly higher level of AGEs in newborns of
allergic parents. This may be due to the fact that
newborns already have an inborn predisposifion to
the development of allergy. The results indicate
that predisposition to allergy may probably arise
during infrauterine life. To the author’s best
knowledge this is the first survey to demonstrate
such findings. The strength of our study 15 that our
children were clinically healthy term-babies. An-
other strength is that all blood samples were col-
lected at the same point in fime in the two groups.

Oxidative stress decreases immunity, the dimu-
mution of IL-1, IL-6 and influence expression of
cytokines TNF-o [3]. The relationships are com-
plicated and we cannot exclusively state, that oxi-
dative stress causes mmmunodepression and con-
versely that antioxidant therapy results in immu-
nostimulation. Activated phagocytes produce free
radicals which are able to kill bacteria, viruses,
veasts and parasites. Furthermore, T-killer-cells
kill tumor cells. Allergens and avtoimmune dis-
eases confain numerous free radicals. Free radicals
oxidize or peroxidize proteins, lipoproteins, DNA
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etc. and thus change their properties. Intake of an-
fioxidants during pregnancy may decrease the nisk
of allergies [4, 5] due fo the decline of free radi-
cals. Zinc and selenium through Fenfon's reactions
may participate in autoimnmmne states. AGEs are
formed both outside and inside the body. They are
formed by the linkage of glucose usually fo lysine
residues. Other reactions mav arise {Amadori,
Schuff. Maillard products) where AGEs increase
vascular permeability, inhibit vascular dilatation
by blocking nitric oxide (NO), oxidize LDL-
cholesterol, support cytoline production and in-
crease oxidative stress [6].

AGEs are seen as speeding up oxidative dam-
age to cells and in altening their normal behavior.
Receptor for Advanced Glycation End products
(FAGE) is found on many cells, including endo-
thelial cells. smooth muscle. cells of the immune
system from fissues such as lung, liver, and kid-
ney. RAGE is expressed on T- lymphocytes,
monocytes and macrophages. This receptor, when
binding AGEs, contributes to allergy [7]. Deternu-
nation of advanced oxidation products of proteins
(AOPP) 15 a marker of oxidative stress. Sigmifi-
cantly high levels of AQPP is associated with al-
lergic rhinitis. AGEs cumwmlate during aging The
connection between AGEs and allergy is beyond
the scope of this discussion. Patela and Lorenzo et
al have described this most adourably [8, 9]. Mast
cells produce AGE-binding profein, receptor fo
AGE (RAGE). Glycated albumin supports the ex-
tracellular release of superoxides from mitochon-
dria, and thus damages calcium homeostasis (10).
Apoptosis of mast cells contributes to the forma-
fion of inflammation [11]. Some AGEs have in-
nate catalytic oxidative capacity. Stimulation of
NAD(P)H oxidase through the activation of
FAGE and damage to mitochondrial proteins leads
fo mitochondrial dysfunction and induces oxida-
five sfress. As part of diabefic complications,
AGEs agglomerate in protemns with a long half-
life, and result in damage of retina, myelin, glome-
rular membrane and the wvascular endothelium
AGEs generate reactive oxygen species (ROS) and
activate inflammatory signaling cascades. In our
previous work, we presented the results of a 12-
vear study, in which we examined 3600 samples of
umbilical cord blood. We reached several conclu-
sions from which it was clear that allergy was sig-
nificantly associated with a positive family history
[12].
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The creation of glveated proteins is inhibited by
phosphopyridoxal, guanidine, acetylosalicylic acid
and D-lysin, though glycation of lysin is cancero-
genic. Creation of AGE is faster than their degra-
dation, which progresses after binding to RAGE.
AGEs cause lipoperoxidation, cross-bonds, macti-
vate nitric oxide, stimulate the formation of cyto-
kines, support free radical creation, cellular prolif-
eration. and support coagulopathy. Studies in rats
and mice have found that natural phenols such as
resveratrol and curcunun can prevent the negative
effects of the AGEs [13].

Early estimation of unbalanced oxidant-
antioxidant and DNA damage may protectively
influence the health of children [14, 15]. In con-
frast with healthy cluldren. those with allergies
have been found to have increased fractional ex-
haled nitric oxide (FeNO). Supplementation with
vitamin E and selenium was observe to increase
total antioxidant capacity - though only in asthmat-
ics [16]. Further larger scale studies are needed to
test the use of AGE and sRAGE as biomarkers for
the prediction of allergy in children.

CONCLUSION

Our results suggest that newborns of allergic
parents with ligher levels of IgE have increased
values of AGE in umbilical blood. We believe that
the probability of firture allergic reactions in chil-
dren, whose mothers have allergy. may be higher
when the level of AGE and IgE i umbilical cord
blood is significantly increased. Because the levels
of glucose between the two groups did not differ
significantly we can conclude that the potentially
allergic children have increased oxidative stress.
This study has provided insights into new aspects
of AGE in newborns and afforded important clues
for further well-designed studies whether the in-
creased level of free radicals can be diminished by
adnunistration of antioxidants.
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CONSEQUENCES. THE REMARKABILE SUBSEQUENT EFFECTS OF ALTERING
GASTROINTESTINAL FLORA IN TREATED NEWBORNS

Ji¥i Liska, Konrad Siala, Vaclav 3 and Frantisek Sefrna
JiFi Li%ka, Konrad Siala. Vaclav 1 k I and Fi i Scfrna
l I acully I I, Plzeni, Czech Republic; I-mail:
mudr jiri.liska@seznam.cz
From 1998-2012 we ined 3912 les of ilical blood taken from children born

into families with a positive history of allergy in one or both parents. The results revealed
that allergy is strongly linked with family history (p=0.0001). We also detected differences

in . ially with regards to pollen allergics. High valucs of umbilical IgE,

together with a positive family history of allergy an i ion for i ion of pati into

the treated group, which, during the years of 2011-2015 where treated with Colinfant

n (a lyophyli; ic strain of E. coli).

Normalisation of IgE was seen in 90% of patients with previously increased levels. IgG
and IgA at the first and the third year of life were also normalized (p=0.0001). This also
cor led with an irely igib morbidity of the monitored group of

children (up to 4 years of life) when compared with the control group.
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Drug Discovery and Therapy World Congress 2016
(4th in the Series)

(August 22nd - 25th, 2016, Boston, MA, USA)

Dr. J. Liska

Faculty Hospital Pilsen
Sukova 32, 30100 Pilsen,
Pilsen

Czech Republic

Subject: DRUG DISCOVERY & THERAPY WORLD CONGRESS 2016
August 22 — 25,2016 (Boston, USA)

Dear Dr. Liska

Bentham Science Publishers is an exhibitor and Track sponsor of the conference entitled
"Drug Discovery and Therapy World Congress 2016" to be held from August 22 - 25,
2016, in Boston, USA, with Prof. Ferid Murad, Nobel Laureate and Prof. Atta-ur-
Rahman, FRS as the Co-Presidents of the conference. This four-day event will feature
recent findings from leading industrial, clinical and academic experts in the field, in the
form of lectures and posters. A number of Nobel Laureates will deliver keynote lectures at
the conference. For details, please visit the website www.ddtwe.com

The organizers of this event have requested us for support in disseminating information
about this conference to researchers associated with us. In addition, Bentham Science
Publishers can also nominate a limited number of participants to receive a special 20%
discount on the prevailing registration fee.

In view of your contribution as an Editorial Advisory Board of the Journal “Clinical Anti-

Inflammatory & Anti-Allergy Drugs™ we would like to nominate you to participate as a
speaker (Invited/Session) in one of the following tracks.
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Significance of immunoglobulin E in umbilical blood in relation to an allergic family
history, it’s relation to seasonality, immunity and possibility of pre- and postnatal
consequences. The remarkable subsequent effects of altering gastrointestinal flora in
treated newborns.

J. Liska, K. Siala, V. Holegek, S. Sobotov4, F. Sefrna
Mulacova Hospital, Faculty Hospital Plzern, Czech Republic

We have examined 4312 samples of umbilical blood taken from children born into families
with a positive history of allergy in one or both parents from 1998-2014. Newborn were
divided into 3 groups: 2005-2007, 2008-2009, 2010-2014. The results revealed that allergy
is strongly linked with family history (p<0.0001). We also detected differences in
seasonality, especially with regards to pollen allergies. High values of umbilical IgE,
together with a positive family history of allergy an indication for inclusion of patients into
the treated group, which, during the years of 2005-2014 where treated with Colinfant
Newborn (a lyophylized non-pathogenic strain of E.coli). Normalisation of IgE was seen in
90% of patients with previously increased levels. IgG and IgA at the first and the third year
of life were also normalized (p<0.0001). This also corresponded with an entirely negligible
subsequent morbidity of the monitored group of children (up to 4 years of life) when
compared with the control group.
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SOUHRN UDAJU O PRIPRAVKU
1. NAZEV PRIPRAVKU

COLINFANT NEW BORN
préasek pro perordlni suspenzi

2. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI SLOZENi

Jedna davka obsahuje Escherichia coli cryodesiccata (083:K24:H31) v poctu 0,8 x 10* az 1,6 x 10%
bakterii.
Pomocné latky se znamym G¢inkem: 100 mg sacharosy, 150 mg odtu¢néného suseného mléka.

Uplny seznam pomocnych ldtek viz bod 6.1.

3. LEKOVA FORMA

Prasek pro peroralni suspenzi.
Lyofilizit je bélava aZ slab& naZloutld porézni hmota uloZena v prevazné vétsin€ v kompaktnim celku
na dné lahvi¢ky. Po rozpusténi vznikne bélava, slab¢ zakalend tekutina.

4, KLINICKE UDAJE
4.1 Terapeutické indikace

COLINFANT NEW BORN je uréen pro novorozence a kojence do I roku véku a pro nedonoSené déti

piedevsim k preventivnimu podéni a to:

- k prevenci gastrointestindlnich infekci, pfedeviim nosokomialnich, na novorozeneckych oddélenich
a v kojeneckych tstavech,

- k preventivnimu osidlovéni stfeva na odd&lenich intenzivni péte u nedonoSenych &i rizikovych
novorozencii zvl4sté ohroZenych nosokomialnimi infekcemi, ¢asto nekojenych, po 1é¢bé antibiotiky,
kterd naruduji piirozené sloZeni stievni mikroflory,

- individualng ve vSech piipadech, kde lze predpokladat narudeni stievni mikrofléry (po selektivni
dekontaminaci, po ozafovani, po podavani antibiotik).

4.2 Dévkovani a zpiisob podani

Davkovani

Davka je 1 ml, tj. obsah jedné lahvicky.

Podava se 1krat denné pied jidlem, 3krat tydné po dobu 4 tydnii.

Je uréena pro novorozence a kojence do | roku véku a pro nedonosené déti.

Zputsob podéni

Pripravek se podéava peroralné.

Obsah jedné lahvicky se rozpusti pridanim 1 ml sterilni destilované vody, sterilni injek¢ni stitkackou,
pii¢emz se zdtka lahvicky po odstranéni hlinikového uzévéru propichne jehlou. U novorozencii
a nedono3enych déti se roztok aplikuje stiikakou bez injekéni jehly piimo na koien jazyka tak, aby je
dit&¢ vypilo, a da se zapit €ajem. Je-li nedonoSené dit¢ dosud na parenterdlni vyzivé, je aplikace
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provadéna Zzaludeéni sondou. U déti od I tydne do | roku Zivota se obsah stiikacky pienese do
lahvicky s 5-10 ml ¢aje a dé ditéti vypit.

4.3 Kontraindikace
Piecitlivélost na lé¢ivou latku nebo na kteroukoli dalsi slozku tohoto piipravku uvedenou v bodé 6.1.
4.4 Zv1astni upozornéni a opati‘eni pro pouZziti

U pacientti s imunodeficienci je doporucena zvysena pozornost lékaie.

Pied a po podani pripravku se mé provést bakteriologické vysetieni stolice pro kontrolu uchyceni
kmene Escherichia coli.

Pacienti se vzacnymi dédi¢nymi problémy s intoleranci galaktdzy, fruktdzy, vrozenym nedostatkem
laktézy, malabsorpci glukézy a galaktdzy nebo sachardzo-izomaltdzové deficienci by tento pripravek
neméli uzivat.

Tento pripravek obsahuje méné nez I mmol (23 mg) sodiku v jedné davce, tj. v podstaté je ,bez
sodiku®.

4.5 Interakee s jinymi lé¢ivymi piipravky a jiné formy interakce

Kmen Escherichia coli obsazeny v pripravku je citlivy na b&zna antibiotika, je tudiz bezicelné jej
podavat soubézné s antibiotiky.

4.6 Fertilita, téhotenstvi a kojeni

Neni relevantni. Pfipravek je uréen pro podavani détem do jednoho roku véku.

4.7 Utinky na schopnost Fidit a obsluhovat stroje

Neni relevantni. Pfipravek je uréen pro podavani détem do jednoho roku véku.

4.8 Nezadouci uéinky

Prvni den podavani pripravku se mohou v ojedinélych piipadech vyskytnout Castéjsi a ridsi stolice.
Jiné nezadouci G¢inky nejsou znamy.

Hlaseni podezieni na nezadouci u€inky

HlaSeni podezieni na nezadouci Uginky po registraci lé¢ivého piipravku je dilezité. UmozZiuje to
pokracovat ve sledovani poméru piinost a rizik 1é¢ivého pripravku. Zadame zdravotnické pracovniky,
aby hlasili podezieni na nezadouci u€inky na adresu:

Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv

Srobdrova 48

100 41 Praha 10

Webové stranky: http://www.sukl.cz/nahlasit-nezadouci-ucinek

4.9 Piedavkovani

Neni znamo. Pokud by k nému do3lo, mohla by nasledovat 1-2 dny FidSi Cast&jsi stolice a poté
spontanni uprava.

5. FARMAKOLOGICKE VLASTNOSTI

5.1 Farmakodynamické vlastnosti
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Farmakoterapeuticka skupina: Imunopreparat.
ATC kéd: AO7FA

Mechanismus G¢inku
Mechanismus ¢inku je komplexni. Vyznamna je snadnéd adherence kmene Escherichia coli
k receptoriim sliznice, kterou umoziiuje piitomnost t1 fimbrii.

V klinické studii, v niz bylo nahrazeno pfirozené, ndhodné osidleni stieva u zdravych novorozencl
cilenym, kontrolovanym osidlenim kmenem Escherichia coli, sérotyp 083:H24:K31, kmen pietrvaval
ve stfevé v naprosté prevaze po dobu 14-16 tydnii i déle a jeho piitomnost stimulovala lokalni i
celkovou imunitni odpovéd’, vyznamnou zvIasté u nekojenych déti.

Preventivni osidleni u nedono$enych a rizikovych déti bylo pouZito v $ir3i klinické praxi.

Snizovalo pocet nosokomidlnich infekei, polet patogenii ve stievé i jinde, nutnost pouziti antibiotik
a mortalitu ve srovnani s kontrolni skupinou.

Celkem bylo osidleno vice nez 2000 déti.

V ramci piipravy podkladii pro registraci pripravku COLINFANT NEW BORN byla provedena
klinické studie na oddé&leni nedonoSenych d&ti, jejimZ cilem bylo prokazat, ze ucinek pripravku
obsahujici kmen Escherichia coli O83:K24:H31 je pIn& srovnatelny s uéinkem nativniho pripravku
piipravovaného ze suspenze nepatogenniho kmene Escherichia coli, sérotyp O83:K24:H31.

U déti, kterym byl podan piipravek, byl vyznamné& niZsi pocet izolovanych patogenii i jejich druhti nez
u déti légenych antibiotiky, kde po skongeni 168by dochdzelo k vzestupu poctu patogend i jednotlivych
druhii. Antibiotika sice odstranila klinické projevy infekce, nikoliv viak osidleni stieva patogeny.

Pii a po aplikaci piipravku nebyly zaznamenany zadné nezadouci tic¢inky.

52 Farmakokinetické vlastnosti

Kmen Escherichia coli obsazeny v piipravku COLINFANT NEW BORN je piedstavitelem skupiny
bakterii, které jsou sou¢asti normalni stievni mikroflory. Velmi dobie osidluje stfevni trakt
(pravdépodobn& pomoci t1 fimbrii, které umoziiuji snadnou adherenci k receptoriim sliznice stievni
ajingymi komplexnimi mechanizmy). Dlouhodobé piitomnost kmene ve stievé stimuluje tvorbu
specifickych a nespecifickych protilatek, a to jak lokalng, ve stfevé a ve slindch, tak sérovych. Ma
piiznivy vliv na sloZeni stfevni mikrofléry, brani osidleni patogeny a vytlatuje enteropatogenni kmeny
jiz pritomné (enteropatogenni Escherichia coli, klebsielly, Pseudomonas aeruginosa a v nékterych
piipadech i salmonely). Piiznivé plisobi u nosic¢ii enteropatogennich kmend.

53 Predklinické idaje vztahujici se k bezpecnosti

Uginnost a neskodnost kmene byly zkouseny na bezkolostralnich, bezmikrobnich selatech, kde
osidleni timto kmenem zabranilo u 100 % zviiat nésledné experimentalni infekci enteropatogennim
kmenem Escherichia coli a uhynuti zviiat.

U SPF-ICR mys3i byla hodnota LDs titru bakterii 10 na 9/1 ml. P¥i intraperitoneélni aplikaci 0,5 ml
prezivalo 100% mysi.

Posouzeni rizika pro zivotni prostiedi
Piipravek nema vliv na Zivotni prostiedi.

6. FARMACEUTICKE UDAJE
6.1 Seznam pomocnych litek

Hydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrogenfosfore¢nan draselny, chlorid sodny, chlorid amonny,
sachardza, odtu¢néné susené mléko.
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6.2 Inkompatibility
Studie kompatibility nejsou k dispozici, a proto nesmi byt tento éivych piipravek misen s jinymi
1éCivymi piipravky.

6.3 Doba pouZzitelnosti

2 roky.
Po otevreni a rekonstituci se piipravek musi ihned spotiebovat.

6.4 Zvlastni opatieni pro uchovavani

Uchovévejte v chladni¢ce (2 °C — 8 °C). Uchovavejte v piivodnim obalu a v krabicce, aby byl
piipravek chranén pred svétlem a vlhkosti.

6.5 Druh obalu a obsah baleni
Sklenéna lahvicka, gumova zétka, hlinikova pertle, krabicka.

Velikost baleni
1 x 12 lahviéek.

6.6 Zvlastni opatieni pro likvidaci pripravku

Veskery nepouzity Ié€ivy piipravek nebo odpad musi byt zlikvidovan v souladu s mistnimi pozadavky.

7 DRZITEL ROZHODNUTI O REGISTRACI

DYNTEC spol. s r.0. y 5

Klucovska 1280, 282 01 Cesky Brod, Ceska republika
E-mail: dyntec@dyntec.cz

8. REGISTRACNI CiSLO

59/762/97-C
9. DATUM PRVNI REGISTRACE/PRODLOUZENI REGISTRACE
Datum prvni registrace: 10. zaii 1997

Datum posledniho prodlouzeni registrace: 6.5.2015

10. DATUM REVIZE TEXTU

6.5.2015
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Dear Dr. Liska,

We are pleased to note that your excellent article Effect of Early Treatment of Newborns
by Peroral Colonization Using Non-pathogenic E. coli on the Development of Their
Immuno-allergic System has been published recently in Clinical Anti-Inflammatory &
Anti-Allergy Drugs.

We will be happy to promote your article by preparing an electronic color flyer in which
your article will be highlighted provided that (a) you plan to participate in some major
international conferences in the near future, and (b) that you are prepared to print multiple
copies of it on a color printer and distribute it.

Please let us know if you are interested in this offer and let us know names, dates and
venue of conferences you are attending. We will than design a suitable flyer and email to
you.

We really look forward to hear from you.

Please contact marketing@benthamscience.org

Yours Sincerely
Kind regards,
Madiha Hussain
Marketing Manager

Bentham Science Publishers

Zahranicni ohlasy

Dear Mr. Jifi Liska,

Your work entitled "SIGNIFICANCE OF IMMUNOGLOBULIN E IN UMBILICAL BLOOD IN
RELATION TO AN ALLERGIC FAMILY HISTORY, IT'S RELATION TO SEASONALITY,
IMMUNITY AND POSSIBILITY OF PRE- AND POSTNATAL CONSEQUENCES. THE
REMARKABLE SUBSEQUENT EFFECTS OF ALTERING GASTROINTESTINAL FLORA IN
TREATED NEWBORNS" caught our attention during a search at Biotechnology World Congress.
| am Mihaela Melnic from the editorial team of Omniscriptum Publishing Group.

We publish academic books and would be honored to evaluate your works in this field.

Your research could be of interest to a wider audience and we would like to consider publishing it
as a printed book and marketing it worldwide.

Mr. Jifi Ligka, would you agree to receive more information?

| am looking forward to hearing from you.
Sincere regards,

Mihaela Melnic

Acquisition Editor

o: m melnic@Iap-publishing-house.com
w: wvaw lap-publishing com

19. 2. 2016, 12:45:48



“Science Stays True Here”

Biological and Chemical Research

ISSN 2312-0088
Dear Jifi Liska,

This is Biological and Chemical Research (ISSN 2312-0088, USA).

We are glad fo know you have submitted a paper named “SIGNIFICANCE
OF IMMUNOGLOBULIN E IN UMBILICAL BLOOD IN RELATION TO AN ALLERGIC
FAMILY HISTORY, IT’S RELATION TO SEASONALITY, IMMUNITY AND POSSIBILITY
OF PRE- AND POSTNATAL CONSEQUENCES. THE REMARKABLE SUBSEQUENT
EFFECTS OF ALTERING GASTROINTESTINAL FLORA IN TREATED NEWBORNS"

in 7th International Conference on Drug Discovery & Therapy and the 4"
Biotechnology World Congress, February 15-18, 2016, Sharjah, UAE.

We are very interested in your research, if the paper mentioned has not
been published in other journals or you have other unpublished papers in
hand and have the idea of making our journal a vehicle for your research
interests, please feel free to send electronic version to us.

22. 2. 2016, 7:54:42

From Knowledge to Wisdom

Journal of Pharmacy and Pharmacology
ISSN 2328-2150 DOI: 10.17265/2328-2150
Frequency: monthly

Dear Ji¥i Liska,
This is Journal of Pharmacy and Pharmacology (ISSN 2328-2150), a professional
journal published across the United States by David Publishing Company.

We have learned your paper entitled SIGNIFICANCE OF IMMUNOGLOBULIN E IN
UMBILICAL BLOOD IN RELATION TO AN ALLERGIC FAMILY HISTORY. IT’'S
RELATION TO SEASONALITY, IMMUNITY AND POSSIBILITY OF PRE- AND
POSTNATAL CONSEQUENCES. THE REMARKABLE SUBSEQUENT EFFECTS OF
ALTERING GASTROINTESTINAL FLORA IN TREATED NEWBORNS from The 7th
International Confe on Drug Discovery & Therapy, 2016.

We are very interested in your papers and would like to publish your paper in our journal.
If you have the idea of making our journal a vehicle for your research interests, please send
the electronic version of your papers or books to us in MS word format via email
attachment.Expect to get your reply soon.

Currently, we are trying to invit

scholars who are willing to join our editorial board
or be our reviewers. If you are in d in our journal, please send your CV to us. Hope
to keep in touch by email and publish some papers or books for you and your friends. As
an American academic publishing group, we wish to become your friends if we may.

Best Regards,

Sabrina Jones
Editorial Office
Journal of Pharmacy and Pharmacology
David Publishing Company
5 ishing.com ; pharmacy i ishing.org :
vdpe@davidpublishing.com
26. 2. 2016, 10:03:51
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March 2, 2016
Dear Dr. Liska,

This is with reference to your article entitled “Effect of early treatment of newborns by
peroral colonization using non-pathogenic E. coli on the development of their
immuno-allergic system” to one of the previous issues of “Clinical Anti-Inflammatory &
Anti-Allergy Drugs (CAIAAD) " which is sincerely valued.

We do hope that you will continue publishing your review articles and thematic issues in
the journal. It is a great pleasure to invite you once again to contribute a review/research
article or special issue to Clinical Anti-Inflammatory & Anti-Allergy Drugs
(CAIAAD). If contribution of a new article is not possible at this stage, you may update
the article with the new literature recent developments and scientific references published
during previous years and submit it for consideration for publication in the journal. The
Publishers are delighted to extend the following offers to the contributors of the journal:

Special Offers:
Quick processing and publication of the submitted papers.
The first issue of each volume is available as “Open Access”.
o Guest Editors of thematic issues will receive complete editorial support, which will entail
extending invitations to prominent people in the field; seeking contributions from
existing and previous authors for the planned thematic issue; announcing the forthcoming

thematic issues on the websites to attract submissions, list and details for the preparation
of manuscript , etc.

If you wish to submit your work to the journal, please provide us the title and an abstract
(up to 250 words) of your review/research article or brief proposal of special issue by
email to caiaad@benthamscience.org for the Executive Editor’s approval.

I look forward to a successful working collaboration.

Sincerely,

Prof. Giovanni Passalacqua

Editor-in-Chief

Clinical Anti-Inflammatory & Anti-Allergy Drugs

2.3.2016, 10:25:27

Dear Dr Liska,

| am writing you as editor-in-chief of the journal Clinical Immunology Endocrine
Metabolic Drugs (CIEMD, Bentham Science Publishers).
| really enjoyed your poster “Significance of immunoglobulin E in umbical cord...” during
the 7th International Conference on Drug Delivery (Sharjah, UAE February 15-18 2016).
I would be very pleased whether you may wish to contribute a review article on the
above topic to CIEMD in the next few months.
Looking forward to receiving your positive reply, | remain
With My Personal Best Regards
Emilio Jirillo

Emilio Jirillo, M.D.
(Professor of Immunology,
University of Bari, Bari, Italy)

2.3.2016, 16:44:14



Re-discover the finer facets of Metabolomics Research
5 th International Conference and Exhibition on Metabolomics
May 16-18, 2016 | Osaka, Japan
REGISTER | ABSTRACT SUBMISSION

Dear Dr. Jiii Liska ,

The purpose of this letter is to invite you to be a speaker at the upcoming “5 th
International Conference and Exhibition on Metabolomics' (Metabolomics Congress
2016) on May 16-18, 2016.

This conference will be held at Hyatt Regency Osaka, Japan.

Click here to view the Scientific Program

Metabolomics Congress 2016 is a specially designed cluster conference.

The main theme of the conference is “Fifty Shades of Metabolomics and Methodological
Development" which covers a wide range of critically important sessions.

Metabolomics Congress 2016 would lay a platform for the interaction between experts
around the world and aims in accelerating scientific discovery

Our conference assets are Ramon Cacabelos (EuroEspes Biomedical Research Center
(CIBE), Spain),

Petras Dzeja (Metabolomics NMRS Core, Mayo Clinic, USA),

Choon Nam ONG (NUS Environmental Research Institute (NERI), Singapore),
Ashkan Emadi (Director, Hematology & Medical Oncology Fellowship,

University of Maryland School of Medicine, USA),

Max Torres (The Ecuadorian Society of Metabolic and Bariatric Surgery (SECBAMET)
who will discuss their novel research on Metabolomics and Biomedical Research

Workshop on “NMR-based Metabonomics Analysis of 2D with 3D (Spheroids)
of breast cancer cells” by BjoernRiefke Bayer Pharma AG, Germany

Special Session on “Translational Research in Targeting Glucose or Glutamine

Dependency in Solid and Hematologic Neoplasms™ by Ashkan Emadi, University of
Maryland School of Medicine, USA
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Confirmed Speakers Including

Jian Zhi Hu, Pacific Northwest National Laboratory, USA

Darby Tien-Hao Chang, National Cheng Kung University, Taiwan
Jose Castro-Perez, Waters Corp, USA

Eugenia Trushina, Mayo Clinic, USA

Yoshiro Fujii, Shin Kobe Dental Clinic, Japan

Kazuhiro Ogata, Yokohama City University Graduate School of Medicine, Japan
Andrea Armirotti, Istituto Italiano di Tecnologia, Italy

Woo Duck Seo, National Institute of Crop Science, Republic of Korea
Vladimir Shulaev, University of North Texas, USA

Loeffler Jean Philippe, INSERM, France

Shrikant Mane, Yale University School of Medicine, USA

Simon Lytton, SeraDiaLogistics Munich, Germany

Piotr Mlynarz, University of Technology (WUT), Poland

Benedetto Grimaldi, Istituto Italiano di Tecnologia, Italy

Yashwant Pathak, University of South Florida Health, USA
Dietmar Plattner, University of Freiburg, Germany

Brijesh Pandey, Amity University Lucknow, India

Chia-Lin Hsu, National Yang-Ming University, Taiwan

Tiina Karu, ILIT RAS, Russia

And many more...

Please do not hesitate to contact or mail me if I can be of further assistance.
We appreciate your time and look forward to hearing from you.

We anticipate your presence at our event.

Sincerely,

Isaac Samuel

Program Manager

Metabolomics Congress 2016

Ph: 1-702-508-5200 Ext:8033
worldmetabolomics@conferenceseries.net

4.4.2016, 14:42:56
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Journal of Food Science and Engineering, USA

ISSN 2159-5828 (Print); 2164-5795 (Online)
DOI: 10.17265/2159-5828

Dear Dr. Jii'i Liska,

This is Journal of Food Science and Engineering (ISSN 2159-5828). We have learned
your paper named "SIGNIFICANCE OF IMMUNOGLOBULIN E IN UMBILICAL
BLOOD IN RELATION TO AN ALLERGIC FAMILY HISTORY, IT’S RELATION TO
SEASONALITY, IMMUNITY AND POSSIBILITY OF PRE- AND POSTNATAL
CONSEQUENCES. THE REMARKABLE SUBSEQUENT EFFECTS OF ALTERING
GASTROINTESTINAL FLORA IN TREATED NEWBORNS"  from the 4th
Biotechnology World Congress.

We are very interested in your research, if the paper has not been published in other
journals or you have other unpublished papers in hand, and have the idea of making our
journal a vehicle for your research interests, please feel free to send electronic version to
us. The journal also publishes reviews and books. If you are interested in our journal, we
also want to invite some people to be our reviewers. You can send your CV to us.

Best Regards,

Rebecca Swift

Journal of Food Science and Engineering

Print ISSN 2159-5828; Online ISSN 2164-5795, USA
food@davidpublishing.org; jfse food@hotmail.com
David Publishing Company

Tel: 1-323-984-7526 Fax: 1-323-984-7374
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Invitation for Jifi Liska from Journal of Materials Science and Engineering

Call for Papers

Dear JiFi Liska,

We are Journal of Materials Science and Engineering A (ISSN: 2161-6213, USA) and
Journal of Materials Science and Engineering B (ISSN: 2161-6221, USA), which are
new editions of Journal of Materials Science and Engineering (ISSN 1934-8959, USA,
2007). We have learned your abstract entitled “SIGNIFICANCE OF
IMMUNOGLOBULIN E IN UMBILICAL BLOOD IN RELATION TO AN
ALLERGIC FAMILY HISTORY, IT'S RELATION TO SEASONALITY,
IMMUNITY AND POSSIBILITY OF PRE- AND POSTNATAL CONSEQUENCES.
THE REMARKABLE SUBSEQUENT EFFECTS OF ALTERING
GASTROINTESTINAL FLORA IN TREATED NEWBORNS” from 2016-
7th International Conference on Drug Discovery & Therapy.

This study of yours is very interesting to us, if it has not been published or other
unpublished papers of yours are looking for a vehicle for bringing in these or other
advanced ideas, science and technology, please feel free to contact us (Please reply to this
mail instead of creating a new one, in case we lost track of your mail).

Below is a brief introduction of our journals (The previous issues and individual papers
are available on our new official website at: http://www.davidpublisher.com/):
Description

JMSE (ISSN: 1934-8959, USA), JMSE-A (ISSN: 2161-6213, USA) and JMSE-B
(ISSN: 2161-6221, USA) are collected and indexed by the Library of U.S Congress
(http://catalog.loc.gov). Our journals can be searched with the serial number (e.g., ISSN:
1934-8959) in this on-line inquiry. And so as the following renowned databases:

. Cambridge Science Abstracts (CSA)

. Ulrich’s Periodicals Directory

. Database of EBSCO, USA

. Chinese Scientific Journals Database, VIP Corporation, Chongging, China

. Chinese Database of CEPS, American Federal Computer Library center (OCLC), USA

. Chemical Abstracts Service (CAS)

. Norwegian Social Science Data Services (NSD)

. ProQuest

. Google Scholar (the published individual papers can be searched at: scholar.google.com)
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The Journal of Materials Science and Engineering is an international peer-reviewed
journal, published periodically since 2007 by David Publishing Company USA.
Best regards !

Taylor C.

J. Materials Science and Engineering A & J. Materials Science and Engineering B
David Publishing Company

http://www.davidpublishing.org

E-mail: materials@davidpublishing.com; materials@davidpublishing.org;
materials.davidpublishing@gmail.com

Fax: 1-323-9847374; 1-323-908-0457 (USA)
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From Knowledge to Wisdom
Journal of Life Sciences, USA

Print ISSN: 1934-7391 Online ISSN: 1934-7405
DOI: 10.17265/1934-7391

Dear Jiii Liska,
This is Journal of Life Sciences (ISSN 1934-7391), a professional journal published across the United
States by David Publishing Company, USA.
Recently, we found one of your papers, titled " SIGNIFICANCE OF IMMUNOGLOBULIN E IN
UMBILICAL BLOOD IN RELATION TO AN ALLERGIC FAMILY HISTORY, IT'S
RELATION TO SEASONALITY, IMMUNITY AND POSSIBILITY OF PRE- AND
POSTNATAL CONSEQUENCES. THE REMARKABLE SUBSEQUENT EFFECTS OF
ALTERING GASTROINTESTINAL FLORA IN TREATED NEWBORNS

" in 7" International Conference on Drug Discovery and Therapy 2016. We found it may help us
achieve our goals in this research field. This would make a really positive contribution to our work. The
abstract makes your paper sound very interesting.

We are very interested in your research fields and would like to publish the full text of your unpublished
paper in our journal. If you have the idea of making our journal a vehicle for your research interests, please
send the electronic version of your papers or books to us in MS word format via email attachment.

The past issues and other related information can be found from. Also welcome to visit my academic
website: independent.academia.edu/LifeSciences. I'm glad to become your friend and facilitate our
mutual understanding and academic exchanges.

Expect to get your reply soon.

Best Regards,

Amanda Forbes
Editorial Office
Journal of Life Sciences

Description

The Journal of Life Sciences, a monthly and peer reviewed professional academic journal, is striving to
provide the best platform for researchers and scholars worldwide to exchange their latest findings and
results.

Current Columns Involve

Bioengineering, Biotechnology, Botany, Zoology, Microbiology, Cell biology, Molecular biology, Life
science education, Toxicology, Neurobiology, Immunology, Developmental biology, Neuroscience,
Genetics, Genomics, Biomedical science, Biochemistry, Bioinformatics, and Proteomics, and other topics on
life sciences.

The journal is indexed by the well-known databases as follows:

% Database of EBSCO, Massachusetts, USA

% InfoBase Index

% Chemical Abstracts Service (CAS), USA

% Database of Cambridge Science Abstracts (CSA), USA
% Database of Hein Online, New York, USA

% Ulrich’s Periodicals Directory, USA

% Universe Digital Library S/B, Proquest
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% Chinese Database of CEPS, American Federal Computer Library center (OCLC), USA
% China National Knowledge Infrastructure, CNKI, China

% Chinese Scientific Journals Database, VIP Corporation, Chongging, China
% Index Copernicus, Index Copernicus International S.A., Poland

% Google Scholar (scholar.google.com)

% Polska Bibliografia Naukowa (PBN), Poland

% J-Gate

% Electronic Journals Library (EZB)

% Publicon Science

% CiteFactor (USA)

% INNO SPACE

% CrossRef Search

2009 impact factor of Journal of Life Sciences calculated by CEPS database are 3.30.
2011 impact factor calculated by Index Copernicus are 5.19.

2014 points in Polska Bibliografia Naukowa (PBN) are 8.

IBI Factor of Journal of Life Sciences for the year 2015 is 3.36, as rated by InfoBase
Index.

Google Scholar Metrics: h5-index = 5, h5-median = 6.

Requirements

1. The manuscript should be original, be translated into English,and has not been published
previously. Please don’t submit material that is currently being considered by another
journal.

2. Manuscripts may be 3,000-8,000 words or longer if approved by the editor, including
abstract, text, tables, footnotes, appendixes, and references. The title should not be
exceeding 15 words, and abstract should not be exceeding 200 words. 3-8 key words or
key phrases are required.

3. The manuscript should be in MS Word format, submitted as an email attachment to our
email address.

4. Authors of the articles being accepted are required to sign the Transfer of Copyright
Agreement form.

5. Author will receive 1 copy of the journal containing their articles.

6. It is not our policy to pay for authors. We will charge some fee if the paper is published
in our journal.

Submitting of Manuscripts

All manuscripts submitted will be considered for publication. Please visit our website

at http://www.davidpublisher.org/Home/Journal/JLS for our automatic paper submission
systems or as an email attachment to life-sciences@davidpublishing.org, life-
sciences@hotmail.com. Also welcome to visit my academic website:
independent.academia.edu/LifeSciences.
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