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Abstrakt

Ptijmeni a jméno: Kollerova Zuzana

Katedra: Katedra zachranarstvi, diagnostickych obort a vetejného zdravotnictvi
Nazev prace: Alergie na jed blanoktidlého hmyzu

Vedouci prace: Ing. Bc. Tomas Vlas

Pocet stran — ¢islované: 42

Pocet stran — necislované: 21

Pocet ptiloh: 0

Pocet tituld pouzité literatury: 28

Klicova slova: alergie, anafylakticka reakce, jed blanoktidlého hmyzu, sIgE, tryptaza, mo-

lekularni diagnostika

Souhrn:

Bakalatska prace je zaméfena na alergii na jed blanoktidlého hmyzu. Pro diagnostiku alergie
na jed blanokfidlého hmyzu se pouZiva metoda ImmunoCAP 250 a Immulite 2000 XPi. Ci-
lem prace je porovnani hladin jednotlivych alergenii a tryptazy u pacientll s anafylaktickou
reakci po bodnuti hmyzem a u pacienta s alergii po bodnuti hmyzem. Vysledkem prace je
stanoveni rozdilti hladin hmyziho jedu, alergenti a tryptazy mezi skupinou pacientt vykazu-
jicich po bodnuti hmyzem anafylaktickou reakci nebo alergickou reakci. Také je vyhodno-

cena statistickd vyznamnost rozdili hladin alergeni a tryptazy.



Abstract

Surname and name: Kollerova Zuzana

Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health
Title of thesis: Hymenoptera venom allergy

Consultant: Ing. Bc. Tomas Vlas

Number of pages — numbered: 42

Number of pages — unnumbered: 21

Number of appendices: 0

Number of literature items used: 28

Keywords: allergy, anaphylaxis, hymenoptera venom, sIgE, tryptase, molecular diagnostics

Summary:

The bachelor thesis is focused on Hymenoptera venom allergy. The ImmunoCAP 250 and
Immulite 2000 XP1 methods are used to diagnose Hymenoptera venom allergy. The aim of
the thesis is to compare the levels of individual allergens and tryptase in patients with an
anaphylactic reaction after insect stings and in patients with allergy after insect stings. The
result of the thesis is the determination of the differences in the levels of Hymenoptera
venom, allergens and tryptase between group of patients showing an anaphylactic reaction
or an allergic reaction. Another task is to compare the levels of particular allergens and tryp-
tase in patient with an anaphylaxis after an insect sting and in patient with an allergy after in

insect sting. The statistical significance is also evaluated.



Predmluva

Tato bakalatska prace byla napsana z diivodu vlastniho z4jmu o problematiku alergie
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UvVoD

Bakalarska prace s ndzvem ,,Alergie na jed blanoktidlého hmyzu* je zpracovana po-
moci retrospektivni analyzy dat vybrané skupiny pacientti ambulance Ustavu imunologie a
alergologie FN Plzen. Pro diagnostiku a 1é€bu alergie na hmyzi jed je nutné znat co nejpres-
n¢j$i slozeni jed vetné jednotlivych alergennich molekul. V soucasné dobé se vyzkum
zaméiuje vice na jednotlivé alergenni sloZky nez na komplexni sloZeni jedl. Je to dano
zejména rozvojem molekularni diagnostiky a rozvojem proteomické analyzy. Diky moder-
nim technologiim molekuldrni biologie mame k dispozici nékolik rekombinantnich alergenii
jedu blanoktidlého hmyzu. Vyhodou rekombinantnich alergenti je vyssi diagnosticka ptes-
nost, detailni stanoveni senzibiliza¢nich profilii a hodnoceni alergenové specifickych imu-

nitnich odpovédi v pribéhu VIT.

Cilem této prace bylo urcit, kolik procent pacienti s anafylaktickou reakci po bodnuti
hmyzem vykazuje pozitivitu na vceli jed a kolik procent pacientli s anafylaktickou reakci
po bodnuti hmyzem vykazuje pozitivitu na vosi jed. Dal§im tkolem bylo porovnani hladin

jednotlivych alergenil v€eliho a vosiho jedu a tryptazy.

Teoretické Cast se zabyva zdkladnimi informacemi o problematice alergie na jed bla-
noktidlého hmyzu, je zde popsano slozeni jedii nejvyznamnéjSich zastupcii blanoktidlého
hmyzu vcetné charakteristiky jednotlivych alergennich molekul. Dal§im tématem jsou kli-
nické projevy, epidemiologie a rizikové faktory ovliviiujici vysledek anafylaktické reakce.
Déle jsou zde popsany metody diagnostiky alergie na jed blanokiidlého hmyzu a v nepo-
sledni fadé je zde zminéna léCba alergie na jed blanoktidlého hmyzu pomoci VIT. Posledni
kapitola teoretické ¢asti je vénovana budoucim strategiim v oblasti diagnostiky a 1écby aler-

gie na jed blanokiidlého hmyzu.

Prakticka ¢ast je vénovana diagnostice alergie na jed blanokiidlého hmyzu pomoci
systému ImmunoCAP 250 a Immulite 2000 XPi. Jsou zde popsany principy metod, pomiicky
a pracovni postupy. Prakticka ¢ast dale obsahuje porovnani vysledki pacientti s anafylaktic-
kou reakci po bodnuti hmyzem a pacientt s alergii po bodnuti hmyzem pomoci statistického

zhodnoceni.

Diskuze je vénovana srovnani naSich vysledka s odbornymi ¢lanky od riiznych au-

torl ve smyslu interpretace nami ziskanych dat.
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TEORETICKA CAST

1 TAXONOMIE BLANOKRIDLEHO HMYZU

Blanoktidly hmyz (lat. Hymenoptera) patii mezi jeden z nejvétSich fadi hmyzu,
ktery se sklada z vice nez 150 000 druhti. Nekteti zastupci fadu Hymenoptera jsou povazo-
vani za Sktudce (napf. pilatky, vosy, mravenci), vétSina z nich mé ale v Zivotnim prostiedi
nezastupitelnou roli pfirozenych predatorti ni¢ivého hmyzu nebo opylovacu rostlin. (Vos,

2017)

Jméno Hymenoptera pochazi z teCtiny ze slova humen (membrana) a peron (kiidlo).

Toto spojeni odkazuje na charakteristickd membranova kiidla hmyzu. (Vos, 2017)

Rad Hymenoptera je rozdélen do dvou podiadi — Symphyta (Siropasi) a Apocrita
(Stihlopasi). Symphyta se vyznacuji Sirokym spojenim mezi hrudnikem a biichem, oproti
tomu Apocrita maji typické zazeni mezi prvnim a druhym bfiSnim segmentem. Apocrita
obsahuje skupinu Celedi, které jsou lékatsky vyznamné, nebot’ jejich zastupci jsou zodpo-
veédni za vSechna lidska bodnuti. Jedna se o Celedi Apidae (VEeloviti), Vespidae (Vosoviti €1

SrS$noviti) a Formicidae (Mravencoviti). (Vos, 2017)

1.1 Apidae

Do ¢eledi Apidae patii vely (Apis) a Cmelaci (Bombus). Typickym zastupcem Celedi
Apidae je véela medonosna (Apis mellifera), ktera je na tizemi Ceské republiky hojné cho-
vana za ucelem sbéru medu. VEela medonosna je velka 12,7 az 25,3 mm a povrch jejiho téla
je kryty kratkymi chloupky, které svym zabarvenim do zlatohnédé a ¢erné barvy vytvari
charakteristické pruhy. Té€lo vcely se sklada ze tii hlavnich ¢asti — hlavy, hrudi a zadecku,
které jsou navzajem oddélené stopkou. V zadecku je umistén jedovy vacek, na ktery je na-
pojeno zihadlo nesouci zpétné hacky, které po bodnuti zabrani vcele vytahnout zihadlo

z rany a vcela z tohoto divodu po bodnuti umira. (Bilo, 2016; Krishna, 2011)

Cmelak (Genus bombus) je oproti véele vétsi a miize dosahovat velikosti az 38 mm,
jeho télo je vice pokryto chloupky a na bfise najdeme vyrazné zluté ¢i bilé pruhovani, u né-
kterych druhti miize byt oranzové nebo Gervené. Bodnuti ¢meldkem je ojedinélé. Cmelaci
zthadlo pouzivaji pfedevSim pii obranné svého hnizda. Jejich zihadlo ov§em neni opatfeno

zpetnymi hacky, a tak ¢meldk mize bodnout opakované. (Bild, 2016; Krishna, 2011)
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1.2 Vespidae

Celed Vespidae je rozdélena na 2 podéeledi Vespinae a Polistinae, které zahrnuji
mnoho riznych druhti vos a sr$ni. Mezi klinicky vyznamné patii rody Vespula, Dolichove-
spula (Dlouholebé vosy) a Vespa pattici do podceledi Vespinae. NejvyznamnéjSim zastup-
cem v Evropé€ je vosa obecna (Vespula vulgaris), ktera je velkd 19 mm a ma velmi charak-
teristické zabarveni — Cerno-zluté pruhovany zadecek, zluté nohy a ¢ernd tykadla. Na vosim
zihadle se nenachézi zpétné hacky, proto mohou vosy bodnout opakovan€. Rod Dolichove-
spula je svym vzhledem i chovanim velmi podobny rodu Vespula a z tohoto diivodu se v rtz-
nych zdrojich tyto rody nerozliSuji. Dal§im vyznamnym zéastupcem je srSeil obecnd (Vespa
crabro). SrSeit ma mohutné télo s celkovou délkou 35 mm a hlavou s ¢erveno-hnédou barvou
a ¢erno-zluté¢ pruhovanym zadeckem. Srsni jed je slabsi nez vceli jed, ale po bodnuti zpliso-
buje vétsi bolest. Agresivni chovani je obvykle nastrojem sebeobrany. (Bilo, 2005; Vos,

2017; Krishna, 2011)

1.3 Formicidae

Zastupci Celedi Formicidae (Mravencoviti) jsou svym vzhledem nezaménitelni
s ostatnimi druhy rodu Hymenoptera. Velikost mravence je rozmanita, pohybuje se od né-
kolika milimetrii po n€kolik centimetri. Zakladni stavba téla je shodna se stavbou jinych
druhit hmyzu. Charakteristickym rysem vétSiny mravencti jsou lomena ¢lankovand tykadla
na hlavé, kousaci ustroji, ptitomnost kiidel pouze v urcitych stadiich vyvoje a metapleuralni
zlazy produkujici kyselinu fenyloctovou, kterd ma antibakterialni a antifungicidni G¢inek.
Tak jako ostatni hmyz, maji i mravenci zihadlo, kterym mohou bodnout opakované. V Ev-
rop¢ je bodnuti mravencem velmi ojedinélé, na rozdil od Spojenych stati Americkych a
Australie. Mezi klinicky vyznamné patifi mravenci rodu Solenopsis (Ohnivi mravenci), har-
vester mravenec rodu Pogonomyrmex (bézn€ znamy jako Cerveny mravenec), Jack Jumper
mravenec rodu Myrmecia a asijsky mravenec rodu Pachycondyla. (Bild, 2005; Vos, 2017,

18; Golden, 2017)
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2 JEDOVE ALERGENY

Pro ptesnou diagnostiku a 1écbu alergie na hmyzi jed je nezbytné znat slozeni jedi a

strukturu jednotlivych alergent. (Bilo, 2005)

2.1 Davka jedu v bodnuti

Mnozstvi jedu, které se uvolni béhem bodnuti, se li§i podle druhu blanoktidlého
hmyzu. Zaroven ale miize byt toto mnozstvi u stejného druhu rizné. Vcela pii bodnuti uvolni
prumérné 50 pg az 140 pug jedového proteinu na bodnuti, pfitom jedové vaky mohou obsa-
hovat vice nez 300 pg jedu. Cmelak uvolni 10 pg az 30 pg jedu na bodnuti. Naopak davka
jedu v bodnuti u vos (Vespinae), které jsou schopny opakovaného bodnuti, je mnohem
mensi. Vespula uvolni 1,7 pg az 3,1 pg jedu, Dolichovespula 2,4 ng az 5,0 pg a Polistes
4,2 ng az 17 pg jedu na bodnuti. MnoZstvi jedu uvolnéného bodnutim sr$n¢€ neni znamo.

(Bilo, 2005)

2.2 SloZeni jedi

Jed blanokiidlého hmyzu je z vétSiny tvofeny vodnym roztokem, ktery obsahuje
komplexni smés vysokomolekularnich proteind, peptidii a nizkomolekularnich bioaktivnich
aminl. Pfikladem mazZe byt histamin, acetylcholin, katecholaminy, ale také dalsi organické

latky, napt. alkyl a alkenyl piperidinové alkaloidy. (Vos 2017; Hoffman 2006)

Hlavnim alergenem vceliho jedu je Api m 1, neboli fosfolipdza A2, které predstavuje
12-15 % vceliho jedu. Jedna se o glykoprotein o hmotnosti 17 kDa, jehoz zrald molekula
je tvofena 134 aminokyselinami s N-vazanym glykanem, ktery se vaze na asparagin 13.
V blizkosti N-konce se nachazi vazebné misto pro vapnik. Pravé na vapniku je aktivita fos-
folipazy zavisla. Imunoglobulinova aktivita vazajici se na IgE do znacné miry zavisi na kon-
formaci a je vyrazné¢ potlacena redukci a alkylaci. Rekombinantni fosfolipaza je produktem
Escherichia coli, ktery je nutno renaturovat. Aktivita kozniho testu a aktivita uvolnéného
histaminu je srovnatelnd s aktivitami fosfolipazy ptirodniho jedu. Diagnosticka specifita
je v ptipadé rekombinantni fosfolipazy vyssi, protoze rekombinantni molekula neni konta-
minovana jinymi proteiny obsazenymi v jedu a neobsahuje cross-reaktivni N-glykany. Troj-
rozmérnd struktura fosfolipdzy A2 byla stanovena pomoci rentgenové krystalografie. (Hoft-

man, 2006; Krishna, 2011)

Dal$im hlavnim alergenem vc¢eliho jedu je Api m 2 - hyaluronid4za. Tento enzym

patii do rodiny glykosylhydrolaz 56 a jeho molekulovd hmotnost je 45 kDa. Jeho hlavni
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funkci je Stépeni beta-1,4 glykosidové vazby mezi N-acetylglukosaminem a kyselinou D-
glukuronovou, ktera je soucasti kyseliny hyaluronové. Pasobenim tohoto enzymu dochézi
k rozpusténi extracelularni matrix a tim se zvySuje infiltrace jedu. Hyaluronidaza je z jedu
izolovana pomoci n¢kolika chromatografickych krokii zahrnujicich gelovou filtraci a vy-
soko-uc¢innou kationtovou vymeénu. Rekombinantni molekula je produkovana v bakuloviru
a ma zachovanou jak enzymovou, tak imunologickou aktivitu nativniho enzymu. Hyaluron-
1daza exprimovand v bunikach E£. Coli neni biologicky aktivni. Trojrozmérna struktura hyalu-
ronidazy vceliho jedu byla ziskdna pomoci rentgenové krystalografie. Zakladni strukturu
tvoti sedmivldknovy beta-sud neboli vélec slozeny z beta-listl, ktery je obklopeny deseti
alfa-Sroubovicemi. Vazebné misto pro substrat je dostatecné velké, aby se mohl navazat he-

xasacharid. (Hoffman 2006; Krishna, 2011)

Veéeli jed obsahuje vyznamné mnozstvi kyselé fosfatazy (Api m 3). Enzym o mole-
kulové hmotnosti 49 kDa se v jedu nachazi nejen jako monomer, ale také jako dimer. Tento
glykoprotein zptsobuje uvoliiovani histaminu ze senzibilizovanych lidskych bazofili a vy-
volavé “wheal and flare” reakci (papula a makula s okolnim zarudnutim) po intradermalni

injeket alergickych jedinct. (Hoffman, 2006; Krishna, 2011)

Hlavni slozkou vceliho jedu je melitin (Api m 4), ktery tvoti 30 az 50 % suSiny vce-
liho jedu. Melitin je amfipaticky peptid s 26 aminokyselinami s molekulovou hmotnosti
3 kDa. Je produkovan jako promelitin v jedové zlaze a pfi prichodu jedovym kanalkem
do jedového vaku se z néj postupné odstépuji dipeptidy koncici na prolin ¢i alanin plisobe-
nim membranové vazaného enzymu dipeptidyl peptidazy IV (Api m 5). Melitin ma konfor-
maci alfa-helix, pficemzZ v roztoku o vysokych koncentracich se primarné vyskytuje jako
tetramer. Pfi vysokych koncentracich miize melitin pfimo lyzovat bunky, zejména erytro-
cyty. Poc¢atecni bolest vceliho bodnuti je s velkou pravdépodobnosti zpiisobena tfinkem
melitinu. Melitin méa vyrazné niz$i alergenovou aktivitu nez fosfolipdza a hyaluronidéza.
Ptiblizn€ 25 az 50 % jedincii produkuje IgE protilatky proti tomuto peptidu a terapie vakci-
nami proti véelimu jedu zptisobuje zvySeni podilu jedincii s melitin — specifickym IgE.

(Hoffman, 2006; Krishna, 2011)

Api m 6 je maly proteinovy alergen vceliho jedu o molekulové hmotnosti 8 kDa.
Tento protein byl izolovdn pomoci gelové filtrace a vysoce u¢inné kapalinové chromatogra-
fie (HPLC). Sekvenace byla provedena Edmanovou degradaci enzymaticky Stépenych pep-

tid a hmotnostni spektrometrii za pouziti karboxylpeptidazy s postupnym odstranénim
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C — aminokyseliny. Byly objeveny celkem 4 izoformy a nejvétsi izoforma byla tvoiena
71 aminokyselinami. IgE protilatky proti Api m 6 jsou pfitomny piiblizné u 40 % pacientil
s alergii na vceli jed. (Hoffman 2006; Krishna, 2011)

Icarpin (Api m 10) je dalSim dalezitym alergenem vceliho jedu s molekulovou hmot-
nosti 55 kDa. Jedna se o nestabilni protein, jehoZ uloha pfi alergii na véeli jed neni zcela
objasnéna. Senzibilizace na tento alergen vykazuje 52 az 62 % pacientli. Pomoci tohoto mar-
kerového alergenu miiZzeme identifikovat primarni senzibilizaci na v¢eli jed, a tedy 1 rozli-
Sovat skute¢nou senzibilizaci a cross-reaktivitu. Api m 10 mé potencial pfispivat k persona-
lizovanym léCebnym strategiim u alergie na vceli jed, zarovent dominantni senzibilizace viici
Apim 10 je indikovana jako rizikovy faktor selhdni 1écby. (Hoffman, 2006; Krishna, 2011;
Jakob, 2020)

Jed ¢melaki obsahuje fosfolipazu A2 (Bom p 1), proteazu (Bom p 4), hyaluronidazu,
kyselou fosfatazu a né€kolik dalSich proteind, které se ve v¢elim jedu nenachazi. Tyto pro-
teiny se nazyvaji bombolitiny a jedna se o povrchovée aktivni peptidy, které nejsou alergenni.

(Bilo, 2005; Hoffman, 2006)

Jed Vespinae obsahuje 3 hlavni alergeny: fosfolipazu A1 (Ves v 1), hyaluronidazu
(Ves v 2) aantigen 5 (Ves v 5). Fosfolipaza A 1 tvoti 6 az 14 % hmotnosti suSiny jedu a jeji
struktura se li§i od fosfolipazy vceliho jedu. Fosfolipaza vosiho jedu obvykle neobsahuje
sacharidy. Existuji dva odliSné isozymy fosfolipazy vosiho jedu, jejichZ rozdily jsou piede-
vS§im v N-koncové ¢asti molekuly. Oba izoenzymy jsou exprimovany ve stejném hmyzu.
Hyaluronidaza ve vespidovych jedech je velmi podobna hyaluronidaze vceliho jedu. Anti-
gen 5 je tvoieny 201 az 204 aminokyselinami s nékolika vysoce konzervovanymi oblastmi

a neobsahuje sacharidy. (Bilo, 2005; Hoffman, 2006)

Jed mravenct rodu Solenopsis obsahuje 90 az 95 % olejovitych silné bazickych
ve vod¢é nerozpustnych N-alkyl a alkenyl piperidini. Tyto alkaloidy jsou zodpovédné
za vznik pustuly v misté bodnuti mravencem. Ve vodné ¢asti jedu se nachazi alergenni pro-
teiny. Existuji 4 hlavni alergeny jedu mravenct: fosfolipaza A 1 (Sol1 1), Sol 12, antigen 5
(Sol 1 3) a Sol 1 4. N¢které alergeny jsou Castecné identické s alergeny vosiho jedu. Sol 1 1
se casteCn¢ shoduje se sekvenci Ves v 1 a Sol 1 3 méa ptiblizn€¢ 50 % sekvence shodné
s Ves v 5. Sol 1 2 je nejvice zastoupenym proteinem v jedu mravenct. Tento protein je tvo-
feny 119 aminokyselinami, neobsahuje sacharidy a priméarné se vyskytuje jako dimery spo-

jené disulfidem. Sol 1 2 je méné stabilni vic¢i proteolyze nez Sol i 3. Obsahuje misto
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pro pfirozené $tépeni kyselinou a mize tak dojit k jeho zniceni v né€kterych extraktech na-
chazejicich se v celém téle. Sol 14 je strukturné velmi podobny Sol i 2. (Bilo, 2005; Hoffman,

2006)

Tabulka 1 Prehled alergenii vceliho a vosiho jedu

Apis mellifera Apim 1 Fosfolipaza A2 Hlavni
(v€ela medonosna)

Apim 2 Hyaluronidaza Hlavni

Apim 3 Kysela fosfataza Hlavni

Apim 4 Melitin Vedlejsi

Apim 6 Vedlejsi

Apim 10 Iscarpin

Vespula vulgaris Vesv 1 Fosfolipaza Al Hlavni
(vosa obecna)

Ves v 2 Hyaluronidaza Hlavni

Vesv 5 Antigen 5 Hlavni

Zdroj dat Bilo, 2005 (upraveno)

2.3 Cross-reaktivita

Dvoji pozitivita nebo 1 viceCetna pozitivita testi mize byt zptisobena skutecnou dvo-
jitou senzibilizaci nebo cross-reaktivnimi IgE protilatkami, které rozpoznavaji podobné epi-
topy riznych jedt, predevsim epitopy jedil obsahujici karbohydraty a bézné alergeny. Rozdil
mezi cross-reaktivitou a dvojitou senzibilizaci je velmi dalezity pro vybér vhodného jedu

pro imunoterapii (VIT). (Bilo, 2005)

Cross-reaktivita u rodu Apidae je zpusobena vysokou podobnosti jedi a hlavnich
alergent u riznych druhti véel po celém svété. Struktura hlavniho alergenu fosfolipazy A2
je vysoce identickd. Naopak alergeny v jedu ¢meldkti jsou mnohem vice variabilni. Fosofo-
lipaza A2 ¢melékt je pouze z 53 % identicka s fosfolipazou A2 vcel. VéEtsina senzibilizova-
nych pacientl vykazuje pouze reaktivitu specifickou pro ¢melédky. Nicmén¢ existuji i cross-

reaktivni reakce mezi v€elim jedem a jedem ¢melaka. (Bilo, 2005; Hoffman, 2006)
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Cross-reaktivita v jedech rodu Vespidae je velmi silna. Diivodem je vysoké podob-
nost jednotlivych slozek jedu a struktury hlavnich alergent. Identita alergenti riznych druht
Vespula miize dosahovat az 95 %. Je nutno zminit, Ze cross-reaktivita se 1181 mezi podcele-
démi. V podceledi Vespinae (Vespula, Dolichovespula, Vespa) je cross-reaktivita vyssi a
tedy vyznamnéj$i. Mezi podceledi Vespinae a podceledi Polistes je cross-reaktivita nizsi.
Rozdil najdeme také u druhii pochazejicich z riznych lokaci. Evropské druhy podceledi Po-
listes vykazuji silnou cross-reaktivitu, ale mezi evropskymi a americkymi druhy je cross-
reaktivita slabsi. Cross-reaktivita je u pacientt citlivych na vespidové jedy vysoce variabilni.
U vyznamné Casti z nich najdeme vysokou specifiku a vétSina také vykazuje rizné stupné
cross-reaktivity mezi jednotlivymi druhy Vespidae. Z toho vyplyva, ze miize existovat vice
ruznych epitopit — nékteré jsou druhové ¢i rodove specifické, jiné maji riznou miru cross-

reaktivity. (Bilo, 2005; Hoffman, 2006)

Hlavni pfi¢inou cross-reaktivity jedt mezi rody Apidae a Vespidae je enzym hyalu-
ronidaza, jejiZ sekvence je mezi témito druhy pfiblizné z 50 % identicka. Hlavnim ptivodcem
cross-reaktivity jsou uhlovodikové determinanty, ale existuje také proteinova cross-reakti-

vita. (Bilo, 2005; Hoffman, 2006)

U nékterych pacientd miize existovat klinicky vyznamna cross-reaktivita mezi ve-
spidovymi fosfolipazami a mezi Sol 1 1. VétSinou je zptisobena zkiizené reagujicimi sacha-
ridovymi determinanty, ale najdeme také cross-reaktivity zaloZené na reakci proteinovych

epitopt. (Bilo, 2005; Hoffman, 2006)
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3 KLINICKE PROJEVY

Hypersenzitivita na jed blanoktidlého hmyzu mize byt zprostiedkovana imunologic-
kymi mechanismy, konkrétné prostiednictvim IgE nebo non-IgE, ale také mechanismy ne-
imunologickymi. Alergie na jed blanoktidlého hmyzu je potencialni Zivot ohrozujici aler-
gicka reakce. Reakce na bodnuti blanokfidlého hmyzu se déli na normalni lokalni reakce,
velké lokalni reakce, systémové anafylaktické reakce, systémové toxické reakce a neobvyklé
reakce. NejcastejsSim klinickym projevem jsou velké lokalni a systémové anafylaktické re-

akce. (Bilo, 2005)

3.1 Velké lokalni reakce

Nejméné zavazné alergické reakce na jed blanokiidlého hmyzu jsou velké lokalni
reakce (LLR). Jejich charakteristickym projevem je otok v misté bodnuti, jehoz primér
je vétsi nez 10 cm a ktery trva déle nez 24 hodin. Tyto reakce obvykle postupuji pomalu,
vrcholi za 48 az 72 hodin a ustupuji po 5 az 10 dnech. Otok miize postihnout i celou konce-
tinu a mtiZze byt doprovazen systémovymi ptiznaky zanétu, jako je malatnost, nevolnost, tfes,
horecka nebo bolesti hlavy. Zakladni mechanismy velkych lokéalnich reakci nejsou znamy.
Podle klinického prubéhu a vysledki koznich a in vitro testi u nékterych pacienti 1ze pred-
pokladat, ze mechanismus LLR je zprostiedkovany IgE. Na zaklad¢ pribéhu a vysledki
u jinych pacientl byla navrzena bunécné zprostiedkovana alergicka patogeneze nebo kom-
binace obou. Ackoli LLR mohou byt velmi nepiijemné a znepokojujici, vétSinou neohrozuji
zivot. U pacientli s LLR se pii opakovaném bodnuti vétSinou vyvine podobna reakce a pouze
5 az 10 % reakci ptechazi do systémové reakce, ktera je srovnatelna s odhadovanym rizikem
asymptomaticky senzibilizovanych jedinci. (Bilo, 2005; Sturm, 2018; Vachova, 2020; Va-
chova, 2017; Vos, 2017)

3.2 Systémové reakce a anafylaxe

Systémové reakce jsou sice méné Casté alergické reakce na jed blanoktidlého hmyzu,
ale jejich klinicky projev mize byt velmi zdvazny. Systémové reakce jsou doprovazené ruz-
nymi projevy, které mohou postihnout rizné organové systémy. Na kizi se SR Casto proje-
vuji jako generalizovana koptivka, zrudnuti, svédéni ¢i angioedém. Mohou se objevit gastro-
intestinalni projevy, jako jsou kiec€e v bfise, zvraceni a prijem, které jsou diisledkem edému
sliznice a kiec¢i hladké svaloviny stiev. Mezi ptiznaky souvisejici s dychaci soustavou mu-
zeme zaradit svirani hrdla, dysfagii, stridor, dysfonii, sipani nebo dusnost, které jsou proje-

vem bronchospasmu anebo otokem hrtanu. Vazodilatace a vaskuldrni unik vedou

24



ke kardiovaskularnim ptiznakiim, pro které je charakteristické sniZzeni krevniho tlaku, kolaps
a ztrata védomi, coz nakonec miize vést k umrti, které je disledkem cerebrovaskularni hy-
poperfuze. Systémové reakce predstavuji jednu z hlavnich pfic¢in anafylaxe a jsou zodpo-
veédné az za jednu tfetinu vSech anafylaktickych reakci. Anafylaktické reakce jsou pro vét-
Sinu pacientl a jejich rodiny velmi traumatické a vedou ke zhorSeni kvality zivota, zejména
kvili emociondlni tizkosti, kterd je spojend s nutnosti byt stale ve stiehu, a kviili obavam
z opakovani. Pro klasifikaci systémovych reakci podle stupné zdvaznosti byly navrzeny
ruzné klasifikacni systémy. Nejcastéji se pouziva systém dle Muellera a systém dle Ringa a

Messmera. (Bilo, 2005; Vos, 2017; Sturm, 2019; Vachova, 2020; Vachova, 2018)

Mechanismus systémovych alergickych reakci je nejastéji zprosttedkovany IgE.
Podminkou pro vznik této reakce je alespon jedno piedchozi bodnuti, pti kterém doslo k sen-
zibilizaci jedince. Buniky prezentujici antigen v kiiZi, napt. dendritické bunky, pfi prvnim
setkani s jedem zachycuji alergeny a transportuji je do drendznich lymfatickych uzlin, zpra-
covavaji je na peptidy a ty nasledné prezentuji naivnim CD4+ T bunkam. Prezentace peptidi
vedou k diferenciaci naivnich T bun¢k v Th2 buiiky a TFh bunky (folikularni pomocné).
Oba typy diferencovanych Th bunék vylucuji cytokiny, jako je interleukin I1L-4, a tim pod-
poruji dalsi diferenciaci Th2, kterd je charakteristickd prave pro alergickd onemocnéni. Th2
a folikularni pomocné bunky exprimuji CD40 ligand a produkuji cytokiny IL-4 a IL-13,
které jsou zodpovédné za indukcei pfechodu izotopt tézkého fetézce v B-lymfocytech na IgE.
To vede k preméné nékterych B-lymfocytl v plazmatické bunky, které produkuji IgE. Pokud
se volny alergen specificky IgE (sIgE) nachazejici se v plazmé navaze na specificky receptor

FceRI na zirné bunice nebo bazofilu, dojde k senzibilizaci buiikky na ptisluSny alergen.
Pfi opétovném vystaveni alergenu tento alergen zesiluje receptory FceRI na Zirné buiice a to

vede ke titem typlim biologické odpovédi: k degranulaci, pti které dochazi exocytézou k se-
kreci obsahu granuli, zejména histaminu a tryptazy, k syntéze a sekreci lipidovych media-
tord, jako je prostaglandin D2 a faktor aktivujici trombocyty (PAF), a k syntéze a sekreci
cytokint, predevs§im IL-4 a IL-13. Prvni dvé vySe uvedené reakce zptsobuji okamzité pro-
jevy alergické reakce, tfeti reakce se tyka predevSim pozdni faze alergické reakce, kterd se
projevuje zanétem a kterd zajistuje zachovani alergické reakce proliferaci Zirnych bunck a
stimulaci produkce IgE. Vzacn€ mohou byt systémové alergické reakce zptisobeny kratko-
dobou senzibilizaci protilatek IgG nebo aktivaci komplementu pomoci komplexii IgG - jed.

(Bilo, 2005; Vos, 2017; Sturm, 2019; Vachova, 2020)
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4 EPIDEMIOLOGIE

Bodnuti hmyzem druhu blanoktidlych je velmi Casté a z dostupnych tdaji je ziejmé,
ze 56,6 az 94,5 % bézné populace bylo timto hmyzem bodnuto minimélné jednou za zivot.
Ptiblizn€ 9,2 az 28,7 % dospélé populace vykazuje senzibilizaci na jed blanoktidlych. Ob-
vykle se jedna o pfechodnou senzibilizaci, tzn. prvni mésic po bodnuti vykazuje vice nez
30 % pacientii senzibilizaci, ktera se po 2 letech snizi o 30 % a po ttech letech o 50 %.
Prevalence LLR se pohybuje mezi 2,4 a 26,4 % u bézné populace, u déti se uvadi prevalence
19 % a u vcelafti se tato hodnota pohybuje kolem 38 %. Podle epidemiologickych studii se
prevalence systémovych reakci na bodnuti blanoktidlych pohybuje mezi 0,3 a 7,5 % u do-
spelych, u déti jsou hodnoty nizsi, naopak u vcelait se prevence udava mezi 14 a 43 %.
Vyskyt umrti v disledku bodnuti hmyzem rodu blanoktidlych je nizky. Pocet timrti se udava
0d 0,03 do 0,48 umrti na 1 000 000 obyvatel za rok. Toto ¢islo miize byt ve skutecnosti vyssi,
nebot pfiblizn€ u 40 az 85 % pacientli se smrtelnymi reakcemi po bodnuti hmyzem rodu
blanoktidlych chybély v anamnéze zaznamy o ptedchozich anafylaktickych reakcich. (Bilo,

2005; Vos, 2017; Sturm, 2018)
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5 RIZIKOVE FAKTORY

Rizikové faktory mizeme rozdélit do dvou skupin — na faktory, které zvysSuji riziko
bodnuti, a faktory, které¢ zvysuji riziko vzniku tézké alergické reakce na bodnuti. Do prvni
skupiny faktorii mizeme zaradit region, klima, teplotu, chovani hmyzu, urcita povolani a
¢innosti zvysujici riziko bodnuti. Do této skupiny rizikovych faktora patii také vyskyt vosich
hnizd v blizkosti obydli, ale také pracovist’ a venkovnich sportovist. Mezi rizikové faktory
zvySujici riziko té€zkeé alergické reakce miizeme zatadit interval mezi bodnutimi a pocet bod-
nuti, pfedchozi senzibilizace a zdvaznost vyvolané reakce, v€k, kardiovaskularni onemoc-
néni a 1écba beta lokatory, ACEI, maligni neoplasie, autoimunitni onemocnéni, MAOI, té-

hotenstvi a mastocytoza. (Bilo, 2005; Vos, 2017; Sturm, 2019)

5.1 Casovy interval mezi bodnutimi, po¢et bodnuti
Kratky interval mezi bodnutimi znamena vyssi riziko systémoveé reakce na dalsi bod-
nuti. Interval krat$i nez 2 mésice mezi bodnutimi zvysuje riziko systémové reakce o 58 %.

S prodluZujicim se intervalem toto riziko klesa, ale zlstava ptiblizné 20 az 30 % 1 po 10 le-

tech. (Bilo, 2005; Vos, 2017)

Velmi ¢asté bodnuti vede pravdépodobné k urcité toleranci. 45 % vcelatt, kteti byli
bodani méné nez 25krat za rok, méli v anamnéze uvedeny systémové reakce, naopak Zadny
z vc¢elait, ktefi byli bodnuti vice nez 200krat za rok, Zadné systémové reakce nevykazoval.
Velké mnozstvi soucasnych bodnuti pii jedné piilezitosti mize zplsobit senzibilizaci je-
dince, ktera ovSem vede k asymptomatické senzibilizaci ¢i anafylaxi na nasledujici bodnuti.

(Bilo, 2005)

5.2 Predchozi senzibilizace, zavaznost predchozi reakce
Pro dospélé jedince bez piredchozi systémové anafylakticke reakce na bodnuti a s po-
zitivnim koznim testem predstavuje dal§i bodnuti riziko anafylaktické reakce 17 %. U je-

dinct s negativnim koznim testem je toto riziko nulové. (Bilo, 2005)

U pacientt s velkou lokalni reakci se v 5 az 15 % ptipada vyvine pii dalsim bodnuti
systémova reakce. U pacientl s mirnymi systémovymi reakcemi je riziko systémovych re-
akei pti dalSim bodnuti pfiblizné 18 % u déti a 14 az 20 % u dospélych v pfipadé mirnych

systémovych reakci a az 79 % se zavaznymi systémovymi reakcemi. (Bild, 2005)
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53 Vék

Systémové reakce se mohou projevit v jakémkoli veéku. U déti se vyskytuji méné
Casto a cca 60 % systémovych reakci na bodnuti je mirnych. U dospé€lych jedincii se respi-
racni a kardiovaskularni ptiznaky vyskytuji u 70 % a s vys$Sim vékem stoupa riziko zévaz-
n¢jSich reakei na bodnuti a imrtnost je vyssi nez u déti a mladych dospélych. Déti maji také
ptiznivéjsi prognodzu tykajici se rizika systémovych reakci na opakovand bodnuti. Zatim ne-
bylo objasnéno, jestli niZsi riziko u déti souvisi s nizsi celoZivotni expozici jedu nebo s prud-

kym poklesem sIgE po bodnuti. (Bilo, 2005; Vos, 2017)

5.4 Kardiovaskularni onemocnéni, Ié¢ba beta blokatory a ACE
Kardiovaskuldrni onemocnéni zejména u starSich pacientl a souvisejici 1écba beta-
blokatory nebo inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEI) se povazuje za velmi
vysoké riziko zavazné reakce s rizikem umrti. U starSich pacientil se proto bézné provadi
VIT, pro kterou po porovnani potencionalniho rizika a ptinosu kardiovaskularni onemocnéni
neni kontraindikaci. U pacienti, ktefi jsou 1é€eni betablokatory, se anafylaktické reakce ne-
zika systémové reakce. Novéjsi studie poukazuji na teoretickou existenci zvysSeného rizika
vice SSR, pii kterych nouzova 1écba adrenalinem muiZe byt méné efektivni. Na zakladé¢ pro-
filu rizika pfinosu neexistuje Zadna kontraindikace pro VIT u pacientil s kardiovaskularnimi
onemocnénimi, a to ani u pacienti lécenych betablokatory. Lécba ACEI nem4 s velkou prav-
SSR, tyto vysledky jsou vSak Casto zkresleny vys$S§im vékem pacienta, ktery predstavuje silny
rizikovy faktor pro zavazné SSR. Vysledky raznych studii nejsou ani jednotné v souvislosti

s vlivem lécby ACEI na VIT. (Sturm, 2019; Bilo, 2005; Vos, 2017)

5.5 Maligni neoplazie

Neexistuji zadné kontrolované studie zabyvajici se rizikem nebo ucinnosti alerge-
nové imunoterapie (AIT) u malignich neoplazii. Akutni maligni neoplazie jsou povaZovany
za relativni kontraindikaci, 1 kdyz neexistuji ptimé dikazy o neptiznivych Gcincich VIT
na rist nadoru ¢i na ucinnost chemoterapie. VIT je mozné doporucit u vysoce rizikovych
pacientl alergickych na jed blanoktidlych, je-li maligni onemocnéni stabilni nebo v remisi.
Vzdy je dalezité zvazit ptinosy VIT oproti mozné zatéZi 1écby a aktivité nddorového one-

mocnéni. (Sturm, 2019)
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5.6 Autoimunitni onemocnéni

Z divodu nedostatecného mnozstvi dostupnych daji existuje relativni kontraindi-
kace u autoimunitnich onemocnéni v remisi a absolutni kontraindikace u autoimunitnich
onemocnénich v aktivnich formach. Organové specifické autoimunitni onemocnéni, jako je
napi. Diabetes mellitus, Hashimotova thyreoiditida, Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida a
revmatoidni artritida, nejsou povazovany za kontraindikaci, pokud je onemocnéni stabilizo-
vano. Imunosupresivni 1é¢ba vSak pravdépodobné mulze negativné ovlivnit u¢innost VIT.
Proto se VIT doporucuje pouze u pacientil, u nichz jsou orgdnové specificka autoimunitni

onemocnéni stabilizovana. (Sturm, 2019)

5.7 Inhibitory monoaminooxidazy (MAOI)

MAOI maji Sirokou skalu nebezpecnych interakcich mezi Iéky. Hlavnim problémem
MAOI uzivanych soucasné s VIT je, Ze zabranuji rozpadu sympatomimetickych 1éki. V pii-
padé nezadoucich U€inkl by nouzova léc¢ba adrenalinem mohla zpiisobit téZkou hypertenzi
anebo tachykardii. Lécba MAOI neni pfimou kontraindikaci pro VIT, je vSak doporucena

zvysena opatrnost pii podavani adrenalinu. (Sturm, 2019)

5.8 Téhotenstvi

U pacientek 1é¢enych VIT béhem té€hotenstvi je vyskyt nedonoSenych déti, toxemie,
potratli, imrti novorozencl a vrozenych vyvojovych vad srovnatelny s vyskytem u bézné
populace. Udajii o nezadoucich uéincich VIT u t&hotnych je velmi malo, a proto se zahajeni
VIT nedoporucuje. Naopak v dobte tolerovaném VIT zahdjeném jiz v dob¢ pted otéhotné-
nim je vhodné pokracovat, a to za pouziti tolerované udrzovaci davky. Divodem pokraco-
vani VIT béhem téhotenstvi je vysoké riziko relapsu po prfed€asném ukonceni 1éCby a také

nizké riziko nezadoucich ucinkt. (Sturm, 2019)

5.9 Mastocytoza, sérova tryptaza

Z nékolika dostupnych kazuistik je patrné, Ze u pacientl s mastocytdézou se mohou

objevit obzvlasté zavazné, a dokonce fatalni reakce na bodnuti. (Bilo, 2005)

Mastocytoza je rizikovym faktorem jak pro rozvoj samotné alergie na jed blanoktid-

o 24

uzce souvisi se zvySenou hladinou vychozi sérové tryptazy (bsT). Sérova tryptaza je produ-
kovéna zirnymi bunikami a jeji zvySena hladina je ddna zvySenym poctem a aktivitou Zirnych

bunék. Asi 10 % populace s alergii na jed blanokiidlého hmyzu mé zvySenou hladinu bsT.
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wevr

reakci. Se zakladni systémovou mastocytézou je VIT u vétSiny pacientli dobie tolerovana,
1 kdyz je zde urcité riziko CastéjsSiho vyskytu nezddoucich uc¢inkt, jejichz pfesna pticina ne-
byla zatim zcela objasnéna. U pacientti s tézkou pocate¢ni SSR a mastocytézou anebo zvy-
Senou sérovou tryptazou (nad 11,4 pg/L) mize byt VIT méné ochranny, a proto je vhodné

VIT u téchto pacientd prodlouzit. (Vos, 2017; Sturm, 2019)
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6 DIAGNOSTIKA

Diagnostika alergie je dlouhodobé zaloZzena na koznim prick testu s alergenovymi
extrakty a na in vitro vySetfeni sIgE protilatek k extraktim hmyzich jedi. V poslednich le-
tech doSlo k rozvoji v oblasti molekularni diagnostiky, diky které mizeme stanovit sIgE
pro kazdou jednotlivou molekulu hmyziho jedu a kterd na rozdil od standardnich in vitro

testll neni zatizena chybou dvoji pozitivity vysledki a cross-reaktivitou. (Incorvaia, 2020)

6.1 Indikace a shromaZzd’ované informace

Evropska akademie pro alergologii a klinickou imunologii (EAACT) vydala doporu-
¢eni tykajici se diagnostiky alergie na hmyzi jed, na zaklad¢ kterého je hlavni indikaci k di-
agnostickému testovani probehla systémova reakce po bodnuti blanokfidlym hmyzem. LLR
nepatii mezi hlavni indikace z dtivodu velmi nizkého rizika rozvoje nasledné systémové re-
akce. Systémova reakce na bodnuti ¢i senzibilizaci se prokazuje pozitivnim koZnim testem
anebo sérologickym testem pro detekcei sIgE jedu. Diilezité je zaznamenat informace o poctu,
datu a misté vSech bodnuti, druhu a zavaznosti piiznaki, intervalu mezi bodnutim a nastu-
pem pfiznakil, nouzové 1écbe, zadrZzeném nebo odstranéném Zihadle, faktory souvisejici
s bodnutim (napf. prostiedi, ¢innost jedince), rizikové faktory pro zdvazné reakce a rizikové
faktory pro opakovana bodnuti, tolerované bodnuti po prvnich systémovych reakci a dalsi

alergie. (Bilo, 2005; Vos, 2017; Tripolt, 2020)

6.2 KozZni testy

Kozni testy ptedstavuji diagnosticky test prvni volby. Jejich vyhodou je pfedevsim
rychly vysledek, ale také jednoduchost a financni dostupnost. Kozni testy se doporucuje pro-
vést nejdiive 2 tydny po reakci na bodnuti z divodu moznosti faleSné negativnich vysledk
béhem refrakterni periody. Pokud jsou negativni v ptipad¢ definitivni anamnézy systema-
tické reakce na bodnuti, m¢ly by se po 1 az 2 mésicich opakovat z diivodu mozné prodlou-
zené doby. Existuji dva druhy koznich testl — prick testy, které se provadi koznim vpichem,
a intradermalni testy, pii kterych se aplikuje jed injekéné do volarniho povrchu predlokti.
Pouzivaji se komeréné dostupné standardizované extrakty hmyzich jedl, nezbytné jsou ne-
gativni a pozitivni kontroly. Testy se provadi postupnym podavanim davky se vzestupné
rostouci koncentraci v rozmezi od 0,01 do 100 pg/mL pro kozni prick testy a od 0,001 do
1 pg/mL pro intradermalni testy. Kazdych 15 minut se provadi odecitani vysledkii a podani
prirastkové davky, a to tak dlouho, dokud se neobjevi pozitivni reakce nebo neni dosazeno

maximalni davky. V praxi se jako prvni provadi prick testy. V ptipad¢ negativniho vysledku

31



prick testu se doporucuje vysledek potvrdit intradermalnimi testy. Pokud jsou intradermalni
testy negativni 1 pfi maximalni koncentraci, testovani ukoncujeme, nebot’ vyssi koncentrace
jedt by mohla vyvolat faleSn¢ pozitivni vysledek. Pozitivni vysledek prick testu a intrader-
malniho testu je definovan jako pupen o priméru vétSim nez 3 mm. Citlivost prick testl je
jednoznacéné nizsi nez u intradermalnich testi, u kterych se citlivost pohybuje kolem 90 %
pro koncentraci 1 pg/mL. I pfes velmi vysokou citlivost intradermalnich testi je jejich pro-
vadéni v CR méné Gasté. Diivodem je skuteénost, Ze preparaty uréené k intradermélnim tes-
tiim nejsou v CR registrovany a jejich pouZiti je proto nutné hlsit Statnimu tstavu pro kon-
trolu 1éciv, ale také jejich horsi dostupnost. (Bilo, 2005; Vachova, 2017; Vachova, 2020;
Vos, 2017)

6.3 1In vitro vySetieni sIgE k extraktim hmyzich jedi

K vysetteni sIgE se diive pouzivala in vitro metoda RAST (Radio Allergo Sorbent
Test). V soucasné dobé se pouziva fada metod odvozenych z této metody, které jsou neradi-
oaktivniho typu a obvykle citlivéjsi. Mezi nejcastéji pouzivané metody pro diagnostiku aler-
gie na jed blanokfidlych patii InmunoCAP a Immulite. Koncentrace sIgE se méfti in vitro
v séru pacienta proti standardizovanému extraktu jedu, naméfena hodnota poskytuje infor-
maci o hladiné cirkulujiciho sIgE. V prvnich dnech po bodnuti miiZe byt hladina sIgE nizka
nebo nemusi byt viibec prokazatelnd. Jedoveé specifické IgE se obvykle zvySuje béhem n¢-
kolika dnti nebo tydna po bodnuti a poté pomalu klesa. U pacientd, u nichz nebylo sIgE
pro piislusny jed detekovano, se doporucuje po n€kolika tydnech opakovani testd. Citlivost
sérovych testll IgE specifickych pro jed je u pacientd s anamnézou systémovych reakci
na bodnuti ponékud nizsi nez u intradermalnich koznich testi, a to zejména po prvnim roce
po reakci. Presto se citlivost pohybuje v rozmezi 83,4 az 91 %, piicemz nekteré publikace
uvadi hodnotu az 96,8 %. Mezindrodni referencni hodnota byla stanovena na 0,35 kIU/L.
Je vSak dulezité veskeré vysledky vySetfeni hodnotit v kontextu s klinickou anamnézou pa-
cienta a zohlednit také hladinu celkového IgE. Naptiklad u pacientti s ISM a klinickou anam-
nézou systémovych reakci na bodnuti mtize byt hladina sIgE nizsi nez 0,35 kIU/L. Pti¢inou
je pravdépodobné adsorpce sIgE na povrch expandujici populace mastocytl, ktera vede
k méné detekovatelnému volnému sIgE. DalSim vyznamnym problémem pii sérologickém
vySetieni sIgE je faleSné€ pozitivni dvojita senzibilizace na vceli a vespidové jedy a zkiizena
reaktivita mezi epitopy hlavnich alergenti téchto dvou jedu. K feseni téchto problémt byla

stanovena sekvence a struktura nékterych hlavnich alergeni, které byly vyjadieny rekombi-

wewvr
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z celého jedu, ale nejsou schopny detekovat vSechny pacienty senzibilizované na jed. Z to-
hoto diivodu se v rutinni praxi stale pouzivaji extrakty celého jedu. (Bilo, 2005; Vachova,

2017; Vos, 2017)

6.4 Molekularni diagnostika

V poslednich letech dochézi stale k rozvoji molekularni diagnostiky alergie na jed
blanoktidlého hmyzu. Vyhodou molekularni diagnostiky je jednoznacné schopnost urcit
pfesné alergeny, proti kterym se IgE protilatky vytvafi v téle pacienta. Zatim nejsou k dis-
pozici vSechny cross-reaktivni alergeny vceliho a vespidového jedu, pro rutinni diagnostiku
chybi napt. Api m 12, Ves 3 a Ves 6. Molekularni diagnostika ma omezené pouZiti a jedna
se pouze o podptirnou metodu ke klasickému testovani alergii. (Sturm, 2018; Blank, 2018;

Vachova, 2017)

6.4.1 Molekularni diagnostika alergie na véeli jed
V soucasné dobé se pro molekularni diagnostiku alergie na vceli jed pouZiva jen

6 z 12 znamych alergenovych molekul v¢eliho jedu. Mezi komeréné dostupné druhové spe-
cifické molekuly, které se vyskytuji pouze ve véelim jedu, patii rApim 1, rApim 3, rApi m 4
a rApi m 10. Dalsi komeréné dostupné molekuly jsou cross-reaktivni molekuly a jedna se
orApi m 2 a rApi m 5. Z dostupnych vysledkl studii vyplyva, Ze diagnosticka citlivost
u molekularni diagnostiky alergie na vceli jed kolisa a je potieba provést dalsi studie na pre-
dem piesn¢ definované populaci s cilem vyhodnotit, zda je citlivost dostupnych testt sIgE a
pocet dostupnych alergenti dostacujici pro diagnostiku cross-reaktivity u pacientl s alergii
na vceli jed. I pfesto je molekularni diagnostika pfinosem, nebot’ ptiblizné dvé tietiny paci-
entd s negativnim s IgE na Api m 1 mohou byt diagnostikovani pomoci Api m3 a Api m 10.

(Vachova, 2018; Blank, 2018)

6.4.2 Molekularni diagnostika alergie na vosi jed
Diagnosticka citlivost komeréné dostupnych vespidovych alergent Vesv 1 a Vesv 5

je oproti véelim alergeniim velmi vysoka, pohybuje se v rozmezi 92 az 98 %. I pfesto v n¢-
kolika studiich selhala cross-reaktivni diagnostika u 2 az 8 % pacientt s jasné prokazatelnou
anamnézou alergie na vosi jed. Proto je pro molekuldrni diagnostiku alergie na vosi jed po-

tteba vice alergenovych slozek vosiho jedu. (Vachova, 2018; Blank, 2018)

6.5 Test aktivace bazofili
Test aktivace bazofilli (BAT) s molekularnimi alergeny slouZi k identifikaci aler-

genu, na ktery je pacient senzibilizovan IgE, a také ke stanoveni alergenni aktivity téchto
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specifickych IgE protilatek. BAT se mtize vyuzivat v ptipadé€ nejasnych vysledki, dvojité
pozitivnich ¢€i negativnich vysledkl koZnich testl a testl sIgE. Posouzeni reaktivity na jed-
notlivé slozky alergenu pomoci BAT ma lepsi diagnostickou vykonnost nez méteni IgE
v séru k celym extraktim. BAT se déle uplatiiuje pro monitorovani VIT. (Matricardi, 2016;

Sturm, 2018; Blank, 2018; Vachova, 2017)

6.6 Bazalni hladina tryptazy

Stanoveni bazalni hladiny tryptazy je doporuceno u vSech pacientli s anamnézou
tézke reakce po bodnuti blanokiidlym hmyzem. Vyssi hladina tryptazy miZe indikovat pfi-
tomnost mastocytdzy. Podle jedné studie u pacientl s hladinou tryptazy vétsi nez 20 pg/L
anebo mastocytdzou bylo 2,7krat vyssi riziko selhani 1é¢by. V jiné studii se souvislost mezi
vys$8i hodnotou tryptazy a selhanim 1€by nepotvrdila. ZvySena hladina tryptazy je tedy vy-
znamnym rizikovym faktorem pro opakovani téZkych reakci po bodnuti. (Vachova, 2017;

Matricardi, 2016; Sturm, 2019)
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7 LECBA A PREVENCE

Jedinou dostupnou profylaktickou 1é¢bou alergie na jed blanokiidlého hmyzu je spe-
cifickd imunoterapie hmyzim jedem (VIT, venom immunotherapy). Pomoci VIT lze dlou-
hodob¢ zmirnit morbiditu a zabranit imrti na bodnuti Hymenoptera. VIT také snizuje riziko
opétovného vzniku SSR po dal§im bodnutim hmyzem a vyznamné zlepSuje kvalitu Zivota
pacientli vzhledem ke snizeni strachu z opakovani nezadoucich reakci. (Vachova, 2017;

Sturm, 2019; Vos, 2017)

7.1 Specificka imunoterapie hmyzim jedem (VIT)

Pomoci VIT, stejné jako pomoci jakékoli jiné specifické alergenové imunoterapie,
1ze dosédhnout tolerance k bodnuti hmyzem, ¢i jiného alergenu. Pfesny mechanismus VIT a
SIT nebyl zatim zcela objasnény. Uspé&§na imunoterapie je izce spjata s naristem alergen
blokujicich protilatek IgG, zejména 1gG4, déle pak s indukei regulacnich T buné€k a se sni-
zenym uvoliiovanim mediatort. Pro SIT je typické snizend produkce IL - 4 a IL 5 prostired-

nictvim CD4+ T bunék a také zvysena produkce IFN-y. U¢innost VIT je velmi vysoké a

po VIT je chranéno 97 az 98 % pacientt. U¢innost VIT se lisi u terapie véelim jedem a
terapie vespidovym jedem. U pacientli IéCenych v¢elim jedem se pohybuje v rozmezi 77 az
84 % a u pacientt 1écenych vespidovym jedem dokonce v rozmezi 91 az 96 %. (Hoffman,

2006; Sturm, 2019; Sturm, 2018; Hotejsi, 2017)

7.1.1 Dostupnost jeda
Neékteré jedy jsou dostupné celosvetove, jin€ jedy jsou dostupné pouze v zemich, kde

se alergie na pfislusny jed vyskytuje nejcastéji. Jed druhu Apis mellifera a Vespula je do-
stupny v celé Evrop€. Oproti tomu jed druhu Polistes je dostupny pouze lokaln€, napf.
ve Spanélsku a Italii. Podobné je to s dostupnosti jedu ¢meléka, ktery je k dispozici napf.
v Italii. (Sturm, 2019)

7.1.2 Druhy pripravku
Pro VIT existuji v Evropé 3 druhy ptipravkl uréené k subkutannimu podéni injekci.

Jedna se o nepurifikované vodné piipravky, purifikované vodné piipravky a purifikované
ptipravky adsorbované na nosi¢ hydroxid hlinity, tzv. depotni ptipravky. Vodné ptipravky
maji Siroké vyuziti. Je mozné je pouZzit k vytvoteni protokoll (klasickych 1 zrychlenych),
stejné tak je 1ze uplatnit v udrzovaci fazi. Depotni pfipravky se obvykle vyuZivaji pro kon-
vencéni rezimy ¢i rezimy seskupené. LéCba muze byt prevedena z vodnych piipravki na de-

potni po pfedchozim rychlém navySeni davky. Depozitni ptipravky pravdépodobné vykazuji
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méné¢ lokalnich vedlejsich ucinki nez ptipravky vodné. Lokalni reakce u vodnych ptipravkl
jsou u purifikovanych vodnych ptipravkli mensi nez u nepurifikovanych vodnych ptipravkai.

(Vachova, 2020; Sturm, 2019)

7.1.3 Vybér spravného pripravku
Pro zahajeni VIT je velmi dulezit¢ pomoci diagnostickych metod urcit a potvrdit,

na jaky druh jedu ma pacient alergii, a na zaklad¢ ziskanych vysledka vybrat spravny pfi-
pravek. U pacientl s alergii na hmyzi jed je obvykla senzibilizace na jed vice druhii blano-
kiidlych a neni vZdy snadné urcit, zda se jedna o dvojitou anebo vicenasobnou skute¢nou
senzibilizaci ¢i dvojitou senzibilizaci v disledku cross-reaktivity. V obou ptipadech je vét-
Sinou 1é¢ba za pouziti jednoho jedu dostatecnd. Pro spravny vybér vhodného piipravku je
nezbytné si uvédomit, ze dostupné testy, jako jsou kozni testy, stanoveni sIgE in vitro, mo-
lekuldrni diagnostika nebo BAT, nemaji schopnost rozliSit asymptotickou senzibilizaci
od klinicky vyznamné alergie s LLR a SSR. V ptipad¢ zdvazné pocatecni reakce na bodnuti
a velmi podobné pozitivnich vysledkii na veeli a vespidovy jed u vSech provedenych testl
se doporucuje zvazit VIT pomoci obou jedii. Simultanni podani v¢eliho a vespidového jedu
by mélo byt bezpecné, nebot’ mezi témito jedu existuje pouze omezena cross-reaktivita. (Va-

chova, 2020; Sturm, 2019)

7.1.4 Mechanismus VIT
VIT je zalozena na podavani postupné zvysujicich se davek ptislusného alergenu

subkutdnnimi injekcemi. V CR jsou k dispozici standardizované depotni p¥ipravky. VIT ma
dvé faze — inicidlni (Gvodni) fazi a udrZovaci fazi. Béhem inicidlni faze se nejprve aplikuje
nizka davka alergenu, ktera se postupné zvysSuje az do dosazeni udrzovaci nebo maximalni
tolerované davky. Lécba probihad 1x tydné 1 injekce po dobu 3 az 4 mésicii. Pocet davek
v jeden den je mozné zvysit na 2 az 3 injekce a tim vyrazné zkratime dobu inicidlni faze
na 6 tydni. Po této fazi nasleduje udrZzovaci faze, béhem které se aplikuje udrZzovaci ¢i ma-
ximalni tolerovana davka v intervalu 6 az 8 tydni po dobu 5 let. (Vachova, 2020; Petr,

2011; Bystron, 2012)

7.2 Prevence

Nezbytnou soucasti celkové 1écby je kromé VIT také diisledna edukace pacienta, za-
hrnujici podrobné informace o tom, jak se vyhnout dal§imu bodnuti. Hymenoptera bodaji
pouze v sebeobrané, proto je dllezité pacienty upozornit na chovani, které by hmyzem
mohlo byt vnimano jako potencialni ohroZeni, coZ by nasledné vedlo k bodnuti. Pacienti by
meli byt pouceni, kde si jednotlivé druhy Hymenopter stavi hnizda a jaké potraviny je
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pritahuji. Pro v¢ely jsou iritujici naptiklad 1 vyrazné parfémy ¢i pach potu. V piipadé bodnuti
vcelou by mélo byt Zihadlo co nejrychleji odstranéno. Soucésti edukace pacienta je také po-
uceni o pouziti pohotovostnich 1€kl a také prakticky nacvik pouziti autoinjektoru pro apli-

kaci adrenalinu. (Hoffman, 2006; Vachova, 2020)

7.3 Lécba SR a pohotovostni 1é¢ba

Pro 1écbu systémovych alergickych reakci jsou pacienti vybaveni sympatomimetiky,
antihistaminiky a kortikoidy ve formé tablet. Pacienti s alergii na jed blanoktidlého hmyzu
by m¢li dale obdrzet pohotovostni soupravu obsahujici autoinjektor s epinefrinem pro piipad
poznani anafylaktického Soku a okamZité podani epinefrinu. Podavani epinefrinu se dopo-
rucuje i.m. cestou. Divodem je rychlejsi zvySeni koncentrace v plazmé a rychlejsi nastup
farmakologickych ucinkt, nez je tomu u aplikace s.c. cestou. Rychlé dosazeni vysokych
plazmatickych i tkanovych koncentraci epinefrinu je pfitom zasadni pro pieziti pacienta.
U pacientl s kardiovaskularnimi ¢i cerebrovaskuldrnimi onemocnénimi je zvysSené riziko
nezadoucich U€inkl epinefrinu, ale i ptesto stale vyhody 1écby epinefrinem prevazuji. (Hoft-

man, 2006; Vachova 2020)
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8 BUDOUCI STRATEGIE
V oblasti diagnostiky a 1éCby alergie na jed blanokiidlych doslo v poslednich letech

k znaénému vyvoji. Znalosti o slozeni jedt blanoktidlych, o zastoupeni jednotlivych aler-
1ze ud€lat pro zlepSeni diagnostiky 1 1écby alergie na jed blanokiidlych. (Bilo, 2005; Boni-
fazi, 2005; Jakob, 2017)

Velkym piinosem zdé se byt moderni technologie molekularni biologie, diky které
jsou k dispozici nékteré hlavni alergeny jedu vcel a nékteré alergeny jedu vos v rekombi-
nantni forme. Pravé rekombinantni alergeny jsou stéZejni pro budouci vyvoj diagnostiky
1 1éCby alergie na jed blanokiidlych. Diky rekombinantnim alergeniim je mozné urcit senzi-
biliza¢ni profil pacienta a individudlng pfizptsobit imunoterapii kazdému pacientovi. Vyho-
dou rekombinantnich pfipravkl je vysoce sniZzend reaktivita na IgE protilatky vazanych
na efektorové B-buiiky. Dusledkem toho dochazi ke sniZenému uvoliiovani mediatort a
k vyssi toleranci, tzn. schopnost interagovat s T-buiikami je zachovana, a to vede k vyvolani
ochrannych imunologickych reakci. Na zaklad¢ rozsitujicich se znalosti molekularnich me-
chanismu imunitni tolerance 1ze ocekavat snadnéjsi a optimalizované€j$i navrhovani vakcin,

které budou zaméteny na vice epitopti. (Bilo, 2005; Bonifazi, 2005; Zahirovi¢, 2020)

Existuji experimentalni strategie pro imunoterapii, kdy jsou senzibilizovanym my-
$im injekéné aplikovany DNA-plazmidy kédujici piisluné alergeny. Uspéch o¢kovani byl

zaznamenan u plazmidu z fosfolipazy A2 vceliho jedu. (Bonifazi, 2005)

Lze také ptredpokladat, Ze dostupny seznam alergenti na jed blanokiidlych neni stale
uplny a Ze diky pokrokiim v analyze proteomu se bude jejich pocet i nadéle zvySovat. (Jakob,

2016)
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PRAKTICKA CAST

9 CIL A UKOLY PRACE

Praktickd ¢ast této kvalifikaéni prace byla zaloZzena na vytvofeni senzibiliza¢nich

profilti u vybrané skupiny pacienti ambulance Ustavu imunologie a alergologie FN Plzeti.

Hlavnim cilem praktické ¢asti bylo porovnat vysledky vysetieni sIgE mezi skupinou
pacientl s anafylaktickou reakci po bodnuti hmyzem a skupinou pacientu s alergickou reakci
po bodnuti hmyzem. Ukolem préace bylo uréit rozdil hladin sIgE mezi témito dvéma skupi-

nami pacientil a porovnani hladin tryptazy.
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10 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

V praktickeé Casti této kvalifikacni prace jsem se zabyvala otdzkou rozdilu hladin sIgE

u vcely, popft. vosy, mezi skupinou vykazujici po bodnuti hmyzem anafylaktickou reakci a

skupinou s alergii po bodnuti hmyzem. Na zéklad¢ vysledku tohoto rozdilu jsem dale zhod-

notila statistickou vyznamnost.

1.

Jaky je rozdil hladin alergenu v€eliho jedu mezi skupinou pacientl s anafylaktickou

reakci a skupinou pacientt s alergii?

. Jaky je rozdil hladin alergenu vosiho jedu mezi skupinou pacientt s anafylaktickou

reakci a skupinou pacientt s alergii?

Jaky je rozdil hladin tryptdzy mezi skupinou pacientt s anafylaktickou reakci a sku-

pinou pacientu s alergii?

Jaky je rozdil hladin alergenu v¢ely Api m 1 mezi skupinou pacientti s anafylaktickou

reakci a skupinou pacientt s alergii?

Jaky je rozdil hladin alergenu vosy Ves v 5 mezi skupinou pacientii s anafylaktickou

reakci a skupinou pacientt s alergii?

Jaky je rozdil hladin alergenu vosy Ves v 1 mezi skupinou pacienti s anafylaktickou

reakci a skupinou pacientt s alergii?
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11 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Pro praktickou &ast byli vybrani pacienti ambulance Ustavu imunologie a alergologie
FN Plzen, u kterych bylo za poslednich 5 let provedeno vySetfeni pro diagnostiku alergie
na hmyzi jed. Z celkového poctu 1557 pacienti prodélalo po bodnuti hmyzem anafylaktic-
kou reakci 265 pacientl, z toho bylo 144 Zen a 121 muza. Primérny vek pacientii s anafy-
laktickou reakci byl 48 let. K této skuping byla vytvotfena kontrolni skupina tvofend pacienty,
u kterych doslo po bodnuti hmyzem k alergické reakci. Pacientt s alergickou reakci po bod-
nuti hmyzem bylo 106, z toho bylo 65 Zen a 41 muzi. Primérny vék pacientl s alergickou

reakci byl 54 let. Veskera ziskana data byla anonymizovana.
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12 METODIKA PRACE

Koncentrace alergen specifickych protilatek IgE se méfi pomoci systému Immu-
noCAP 250 a pomoci systému Immulite 2000 XPi. Jedna se o in vitro metody, které slouzi
jako podptirné metody pro klinickou diagnostiku alergickych onemocnéni zpiisobenych IgE

protilatkami.
12.1 ImmunoCAP 250

12.1.1 Princip metody
Jedna se o vysokoafinni fluorescencni enzymatickou imunoanalyzu. Stanovovany

alergen je kovalentné navazany na ImmunoCAP a reaguje s IgE protilatkami ve vzorku séra
pacienta. Po vymyti nespecifickych IgE protilatek a nasledném ptidani znacené protilatky
proti IgE vznikd komplex, ktery se inkubuje s vyvijejicim roztokem. Po pfidani zastavova-
ciho roztoku se reakce ukon¢i a komplex je uvolnén do roztoku. Nésledné se méfi flu-
orescence eludtu, pficemzZ mohutnost fluorescence je ptimo umeérna koncentraci specific-
kych IgE protilatek ve vzorku séra. Pro vyhodnoceni testu je mohutnost fluorescence pieve-

dena na koncentraci pomoci kalibraéni kiivky. (Phadia AB, 2018; SOPV/UIA/017/06, 2020)

12.1.2 Pristrojové vybaveni a material
Automaticky analyzator UNICAP 250 a ptisluSna piirucka uzivatele.

Reagencie

— ImmunoCAP Specific IgE Conjugate — konjugét s mySi monoklondlni proti-
latkou

—  ImmunoCAP Specific Curve Control — lidské IgE v pufru

— ImmunoCAP Specific IgE Calibrators — lidské IgE v pufru

— Specific IgE Anti-IgE ImmunoCAP — myS$i monoklonalni protilatky

— Development Kit — vyvijejici roztok s konzervac¢nim ¢inidlem

—  ImmunoCAP Stop solution (stop roztok) — 4 % vodny roztok uhli¢itanu sod-
né¢ho

— Allergen ImmunoCAP Carriers — zasobniky se 16 nebo 10 ImmunoCAPy pro
jednotlivé alergeny nebo smiSené alergikové panely

— UniCAP System Washing Solution (promyvaci roztok)

— ImmunoCAP Specific IgE Control — kontrola s Anti-IgE

42



— Destilovana nebo deionizovana voda (Phadia AB, 2018; SOPV/UIA/017/06,
2020)

12.1.3 Biologicky material
Sérum ze srazlivé plné krve odebrané v rozmezi 2-3 tydnt az 6 mésicli po bodnuti

hmyzem. K analyze na analyzatoru UNICAP 250 se pouzivaji alikvotaci ptipravené vzorky,

které jsou skladovany pii -20°C. (Phadia AB, 2018; SOPV/UIA/017/06, 2020)

12.1.4 Postup
Nejprve se zapne analyzator UNICAP 250. Pfipravi se promyvaci roztok a vyndaji

se vSechny potiebné reagencie z lednice. Do nosi¢e zkumavek se umisti alikvoty pacient-
skych vzorkl opattené barcodem a nosi€ se vlozi do analyzatoru. Néasledné se zvoli metoda
sIgE. Po pietazeni vSech pozadavki z LIS se do analyzatoru vlozi vSechny potifebné reagen-
cie a roztoky a spusti se analyza. Po skoneni analyzy jsou vysledky exportovany do LIS a

pfifazeny pacientiim.
12.2 Immulite 2000 XPi

12.2.1 Princip metody
Jedna se o dvoukrokovou chemiluminiscen¢ni imunochemickou reakci v pevné fazi

za vyuziti kinetiky kapalné faze na pevné tazi. Pevnou fazi predstavuje kulic¢ka, na jejimz
povrchu se nachazi antiligand. Kapalna faze se sklada z alkalické fosfatazy konjugované
s monoklonalni protilatkou proti lidskému IgE v sérové pufrové matrici. V prvnim kroku
dochézi k inkubaci pacientského vzorku a specifického alergenu znac¢eného ligandem spolu
s kulickou. Specificky IgE ve vzorku se navaZe na ligandem znaceny alergen, ktery se na-
vaze na antiligand pfitomny na kuli¢ce. Centrifugacnim mytim je odstranén nenavazany vzo-
rek. V druhém kroku se pfida do reakéni zkumavky s enzymem konjugovana protilatka proti
lidskému IgE a inkubuje se. Béhem inkubace dojde k navazani s enzymem konjugované
monoklondlni protilatky proti lidskému IgE na imobilizovany IgE. Centrifugaénim mytim je
odstranén nenavazany enzymovy konjugat. Po ptidani substratu do reak¢ni zkumavky s ku-
lickou vznikne nestabilni produkt. Tento nestabilni produkt se rozpada a dojde k vyzareni
fotonu, jehoz mnoZstvi je detekovano luminometrem. MnoZstvi fotonli je pfimo umérné
mnozstvi enzymového konjugiatu navazaného na kulicce. (Siemens, 2017,

SOPV/UIA/016/04, 2018)

12.2.2 Pristrojové vybaveni a material
Automaticky analyzator IMMULITE 2000 XP1i a pfislusna ptirucka uZivatele.
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Diagnosticka souprava 3gAllergyTM Specific IgE Universal Kit

Specifické IgE zasobnik s kulickami

Specifické IgE reagencie — alkalicka fosfataza konjugovana s monoklonalni
vyssi protilatkou proti lidskému IgE v huméanni/nehumanni sérové pufrové
matrici

Specifické IgE kalibratory (adjustory) — dvé ampulky s vysokou a nizkou
koncentraci lidského IgE v nehuménni sérové matrici s konzervacnim pro-
sttedkem

Specifické IgE protilatka proti kalibratoru — kapalina s ligandem znacenou
polyklonalni kozi protilatkou proti lidskému IgE s konzerva¢nim prostfed-
kem

Specifickeé IgE kontroly z univerzalni soupravy — lidské IgE v nehumanni
sérové matrici s konzervacnim prostiedkem

Specifické IgE protilatka proti kontrole — kapalina s ligandem zna¢enou po-

lyklonalni kozi protilatkou proti IgE s konzerva¢nim prostfedkem

Material doddavany zvlast

3gAllergyTM Specifické alergeny a smiSené panely alergenii
Alergen specifické IgE kontroly na bazi lidského séra
Chemiluminiscenéni substrat

Promyvaci roztok

Cistici roztok na jehly

Reakéni zkumavky (jednorazové)

Zasobnik s alergeny (s ¢arovym kodem)

Septa zkumavek na alergeny (Siemens, 2017; SOPV/UIA/016/04, 2018)

12.2.3 Biologicky material

Sérum ze srazlivé plné krve. (Siemens, 2017; SOPV/UIA/016/04, 2018)

12.2.4 Postup

Pted vlastni analyzou se nejprve provede denni udrzba analyzatoru Immulite 2000

XP1i a kontrola mnozstvi reagencii véetné spotfebniho materidlu v analyzatoru. Nasledné se
provede méteni kontrolnich materiald, jejichz hodnoty se musi pohybovat v rozmezi, které
udava vyrobce. Do nosi¢e zkumavek se vlozi zkumavky s pacientskymi vzorky, které jsou

opatfené barcodem. Po vloZeni nosi¢e se zkumavkami do analyzatoru dojde k pietaZeni
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pozadavkl z LIS. Analyzator automaticky provede analyzu vzorkii a po ukonceni analyzy

jsou vysledky exportovany do LIS a pfifazeny pacientiim.
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13 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Ze souboru dat byla vyfiltrovana skupina pacientl s anafylaktickou reakci po bodnuti
hmyzem. Byl vytvoren senzibiliza¢ni profil a zdroveni byly uréeny nejvice zastoupené aler-

geny. Za pozitivni vysledky byly povazovany hodnoty vyssi nez 0,35 kIU/L.

K vyse uvedené skupiné pacientli s anafylaktickou reakci po bodnuti hmyzem byla
ze souboru dat vyfiltrovana kontrolni skupina, tj. pacienti, kteti vykazovali po bodnuti hmy-
zem alergii. Byla vytvoifena tabulka obsahujici hladiny jednotlivych alergent pro skupinu
s anafylaktickou reakci a pro skupinu s alergii. V programu R byly vytvofeny grafy typu
boxplot. Zaroven byly na zdklad¢ hodnot ve vytvotfené tabulce vypocitdny mediany pro jed-
notlivé alergeny u obou skupin a dale rozdil mediant skupiny s anafylaktickou reakci a sku-
piny s alergii. Pomoci Wilcoxonova testu byla nakonec vyhodnocena statistickd vyznam-

nost.
13.1 Senzibiliza¢ni profily pacienta

Graf 1 Senzibilizacni profil u pacientu s anafylaktickou reakci po bodnuti hmyzem
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Zdroj Vlastni

Anafylaktickou reakci po bodnuti hmyzem vykazovalo celkem 265 pacientli. Nejvice
pacientil bylo senzibilizovanych vosim jedem (75 %) a vCelim jedem (74 %). Jako tfeti nej-
vice zastoupeny alergen u pacientii vykazujicich anafylaktickou reakci byl alergen Ves v 5

(55 %).
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Graf 2 Senzibilizacni profil u pacientu s alergii po bodnuti hmyzem
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Zdroj Vlastni

Alergickou reakci po bodnuti hmyzem vykazovalo celkem 106 pacientli. Nejvice pa-
cientli bylo senzibilizovanych vosim jedem (79 %). Druhym nejvice zastoupenym alergenem
byl Ves v 5 (68 %) a jako tfeti nejvice zastoupeny alergen u pacientt s alergii byl vceli jed
(65 %).
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13.2 Hladiny alergenii

Graf 3 Stanoveni hladiny alergenu vceliho jedu
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Zdroj Ustav imunologie a alergologie FN Plzeri

Graf 3 zobrazuje mediany hladin alergenu vceliho jedu u skupiny pacienti vykazu-
jicich po bodnuti hmyzem anafylaktickou reakci a u skupiny pacientt s alergii na vceli jed.
Median pro skupinu s anafylaktickou reakci odpovida hodnoté 4,14 a median pro skupinu
s alergii odpovida hodnoté 1,156. Rozdil mediant je tedy 2,984. Tento rozdil je velmi sta-
tisticky vyznamny. Statistickou vyznamnost potvrzuje i hodnota-p vypocitand pomoci Wil-

coxonova testu, jejiz hodnota je 4.68 x 10 (p < 0,001).
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Graf 4 Stanoveni alergenu vosiho jedu
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Graf 4 zobrazuje mediany hladin alergenu vosiho jedu u skupiny pacientl vykazuji-
cich po bodnuti hmyzem anafylaktickou reakci a u skupiny pacientt s alergii na vosi jed.
Median pro skupinu s anafylaktickou reakci odpovidd hodnoté 3,73 a median pro skupinu
pacientl s alergii odpovida hodnoté 1,926. Rozdil mediant je tedy 1,804. Tento rozdil je
velmi statisticky vyznamny. Hodnota-p vypocitana pomoci Wilcoxonova testu

je 2.856 x 10-° (p < 0,001).
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Graf 5 Srovnani hladin hmyziho jedu
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Zdroj Ustav imunologie a alergologie FN Plzeri
Z grafu 5 je patrné, ze hladina alergenu u skupiny pacientt s anafylaktickou reakci
po bodnuti hmyzem je vyssi nez u skupiny pacientt s alergii. Median pro skupinu s anafy-
laktickou reakci odpovidd hodnoté 3,985 a median pro skupinu pacientl s alergii odpovida
hodnoté¢ 1,636. Rozdil mediant je tedy 2,349. Tento rozdil je velmi statisticky vyznamny.

Hodnota-p vypo&itand pomoci Wilcoxonova testu je 1,079 x 10712 (p < 0,001).
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Graf 6 Srovnani hladin tryptazy bez rozdilu druhu hmyziho jedu
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Zdroj Ustav imunologie a alergologie FN Plzeri

Graf 6 zobrazuje mediany hladin tryptazy u skupiny pacienti vykazujicich po bod-
nuti hmyzem anafylaktickou reakci a u skupiny pacienti s alergii. Median pro skupinu s ana-
fylaktickou reakci odpovidd hodnoté 4,5 a median pro skupinu s alergii odpovida hodnoté¢
3,45. Rozdil mediant je tedy 1,05. Tento rozdil je velmi statisticky vyznamny. Hodnota-p
vypocitand pomoci Wilcoxonova testu je 0,0002892 (p < 0,001).
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Graf 7 Stanoveni hladiny alergenu Api m 1

100
|
o

[o]
o
[(o]
o]
=
~
) O
X~
o
- o]
[o]
3
8
o | o]
Q o]
i i
O_.
I

|
Anafylakticka reakce Alergie
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Graf 7 zobrazuje mediany alergenu Api m 1 u skupiny pacientll vykazujicich po bod-
nuti hmyzem anafylaktickou reakci a u skupiny pacientti s alergii. Median pro skupinu s ana-
fylaktickou reakci odpovidd hodnot€ 0,18 a medidn pro skupinu s alergii odpovida hodnot¢
0. Rozdil medianti je tedy 0,18. Tento rozdil je velmi statisticky vyznamny. Hodnota-p vy-

pocitana pomoci Wilcoxonova testu je 9.291 x 107 (p < 0,001).
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Graf 8 Stanoveni hladiny alergenu Ves v 5
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Zdroj Ustav imunologie a alergologie FN Plzeri
Graf 8 zobrazuje mediany alergenu Ves v 5 u skupiny pacientii vykazujicich po bod-
nuti hmyzem anafylaktickou reakci a u skupiny pacientti s alergii. Median pro skupinu s ana-
fylaktickou reakci odpovidéa hodnoté 0,465 a median pro skupinu s alergii odpovida hodnoté
1,87. Rozdil mediani je tedy -1,405. Tento rozdil je statisticky nevyznamny.
Hodnota-p vypocitand pomoci Wilcoxonova testu je 0,1855 (p > 0,05).
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Graf 9 Stanoveni hladiny alergenu Ves v 1
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Graf 9 zobrazuje mediany alergenu Ves v 5 u skupiny pacientii vykazujicich po bod-
nuti hmyzem anafylaktickou reakci a u skupiny pacientti s alergii. Median pro skupinu s ana-
fylaktickou reakci odpovidd hodnot€ 0,16 a medidn pro skupinu s alergii odpovida hodnot¢
0,461. Rozdil mediant je tedy -0,301. Tento rozdil je statisticky nevyznamny.
Hodnota-p vypocitand pomoci Wilcoxonova testu je 0,7374 (p > 0,05).
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DISKUZE

Cilem této kvalifikacni prace bylo porovnat rozdily hladin sIgE u vcely, popft. vosy,
mezi skupinou pacientli vykazujicich po bodnuti hmyzem anafylaktickou reakci a skupinou
pacientil vykazujicich po bodnuti hmyzem alergickou reakci. Dale byla u téchto dvou skupin

pacientil porovnéna hladina tryptazy.

Na zéklad¢ vysledki vySetfeni vybrané skupiny pacientl byl vytvoifen senzibiliza¢ni
profil pacientil s anafylaktickou reakci po bodnuti hmyzem a senzibiliza¢ni profil pacientl
s alergii po bodnuti hmyzem. Ze senzibiliza¢nich profili je patrné, Ze u obou skupin pacientli
pievazuje senzibilizace vosim jedem. U skupiny pacientl s anafylaktickou reakci po bodnuti
hmyzem bylo senzibilizovano vosim jedem 75 % pacienti a u skupiny pacientl s alergif

po bodnuti hmyzem bylo vosim jedem senzibilizovano 79 % pacientt.

U skupiny pacientt s anafylaktickou reakci po bodnuti hmyzem bylo na vceli jed
senzibilizovano 74 % pacientli, tzn. pfiblizné stejny pocet pacientll jako u senzibilizace
vosim jedem. U skupiny pacientll s alergii po bodnuti hmyzem vykazovalo pozitivitu
na vceli jed pouze 65 % pacientii. Tyto vysledky tedy vypovidaji o vét§i mife nebezpecnosti

vosiho jedu, stejné jako uvadi Ruéft (2009).

Mezi tfi nejCastéji zastoupené alergeny u obou skupin pacientli miizeme na zaklade
nami vytvorenych senzibiliza¢nich profila zatadit alergen Ves v 5. Na alergen Ves v 5 bylo
senzibilizovano 55 % pacienti vykazujicich po bodnuti hmyzem anafylaktickou reakci a

68 % pacientl s alergii po bodnuti hmyzem.

Déle bylo v rdmci praktické ¢asti provedeno srovnani hladin vceliho jedu, vosiho
jedu, tryptazy a také alergentt Api m 1, Ves v 5 a Ves v 1, a to mezi skupinami pacientii
vykazujicich po bodnuti hmyzem anafylaktickou reakci a pacientt s alergii po bodnuti hmy-

zem.

U pacientli vykazujicich anafylaktickou reakci po bodnuti hmyzem je vyssi hladina
alergenu vceliho 1 vosiho jedu, nez je tomu u skupiny pacientt s alergii po bodnuti hmyzem.
Hladina hmyziho jedu je vysSi u skupiny pacientii vykazujicich anafylaktickou reakci
po bodnuti hmyzem nez u skupiny pacienti s alergii po bodnuti hmyzem a neni pfitom pod-
statné, jestli se jedna o jed vceli ¢i jed vosi. Zatim neni k dispozici zadna studie, ktera by
potvrzovala korelaci mezi vyS$i hladinou hmyziho jedu a anafylaktickou reakci. Bylo by

vhodné se v budoucnu této otazce vénovat.
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Za dilezity marker je obecné povazovana tryptaza. Jeji zvySend hladina souvisi se
Nase vysledky ukazuji, ze mezi hladinami tryptdzy u skupiny pacientl s anafylaktickou re-
akci po bodnuti hmyzem a u skupiny pacientt s alergii po bodnuti hmyzem neni velky rozdil,

jak by se mohlo ocekavat. Ke stejnému zjisténi vedla i studie Tripolta (2020).

Rozdil hladin jednotlivych alergenti u porovnavanych skupin pacientti mizeme po-
vazovat za nizky. Pfislusna statisticka vyznamnost je ovlivnéna poc¢tem pacienti. Z diitvodu
nizkych rozdil hladin alergent nelze jednoznacné definovat prahovou hodnotu mezi anafy-
laktickou reakci a alergickou reakci. Z tohoto ditvodu neni stanoveni sIgE vhodnou metodou

pro rozliSeni anafylaktické reakce a alergie. (Tripolt, 2020)

Hladina hlavniho alergenu vceliho jedu Api m 1 je vyssi u skupiny pacientii s anafy-
laktickou reakci po bodnuti hmyzem neZ u skupiny pacientd s alergii. Hladiny alergenu
Apim 1 jsou ale velmi nizké. To mlZe byt zplisobeno nizkou citlivosti sIgE na Apim 1, coz

muze vést k diagnostickym problémiim. (Arzt, 2017)

Ur¢itou odlisnost od piedchozich alergenti miizeme pozorovat u alergenti Ves v 5 a
Ves v 1. Hladiny téchto dvou alergent jsou na rozdil od vySe zminovanych alergent vyssi
u skupiny pacientll s alergii po bodnuti hmyzem nez u skupiny pacientl vykazujicich
po bodnuti hmyzem anafylaktickou reakci. Tato skute¢nost by mohla byt zptisobena nedo-
state¢nym zastoupenim Ves v 5 v extraktu jedu, ale také neti¢inna vazba Ves v 5 na pevnou
fazi testu ¢i maskovani epitopll alergenu specifickymi ligandy pfitomnymi v extraktu pfi-
rodniho jedu, jak uvadi Ollert (2015). Nizsi hladiny alergenu Ves v 5 a Ves v 1 mohou byt

ovlivnény mirou exprimace receptoru FceRI. Pokud je FceRI receptor vice exprimovan, do-

chazi k vy$§imu vychytavani sIgE, coz zptisobuje nizsi koncentraci alergenu v periferni krvi

pacienta.

Na zaklad¢ vysledk statistického vyhodnoceni analyzovanych dat je vhodné v ramci
diagnostiky alergie na jed blanokfidlého hmyzu pokracovat ve sledovani hladin véeliho jedu,
vosiho jedu, tryptazy a Api m 1 a roz§ifovani stavajicich diagnostickych panelii o dalsi aler-
geny. Pro niZsi citlivost sIgE na Api m 1 by bylo moZné uvaZovat o sniZzeni hodnoty pro

pozitivitu alergenu pod 0,35 kIU/L, jak doporucuje napt. Arzt (2017).

56



ZAVER

Tato kvalifikani prace se zabyvala problematikou alergie na jed blanokiidlého
hmyzu a byla zaméfena na porovnani hladin hmyziho jedu u pacientii vykazujicich po bod-
nutim hmyzem anafylaktickou reakci, popf. alergii.

V teoretické Casti je popsano slozeni jedd nejvyznamnéjSich zastupci blanoktidlého
hmyzu, klinické projevy, rizikové faktory ¢i diagnostika. Prakticka ¢ast je zamétena na dia-
gnostiku alergie na jed blanokfidlého hmyzu, konkrétné se jedna o molekularni diagnostiku
na jed vcely a vosy pomoci metody ImmunoCAP 250 a Immulite 2000 XPi. Na zdkladé
retrospektivni analyzy vysledki vySetfeni vybrané skupiny pacientt ambulance Ustavu imu-
nologie a alergologie FN Plzen bylo provedeno grafické a statistické zhodnoceni dat.

Cil a tkoly prace byly splnény a vSechny vyzkumné otazky zodpovézeny. Byly vy-
tvoteny senzibilizaéni profily pro skupinu pacientii vykazujicich po bodnuti hmyzem anafy-
laktickou reakci, popft. alergii, dale byly stanoveny a porovnany hladiny jednotlivych aler-
gentl a tryptazy.

Pro praxi 1ze doporucit rozsifovani diagnostickych panelll pro zvySeni piesnosti dia-
gnostiky alergie na hmyzi jed a z diivodu niZsi citlivosti sIgE na Api m 1 miZeme zvazit
snizeni hodnoty alergenu pro pozitivitu pod 0,35 kIU/L. Zaroven by mohlo byt pfinosem

sledovat korelaci mezi zvySenou hladinou hmyziho jedu a vznikem anafylaktické reakce.
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