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Aspecte privind evaluarea markerilor inflamatiei alergice si imunomodularea in astmul bronsic

I ntroducere

Lamomentul actual, peste 20% din populatia globala sufera de o forma sau alta a unei
alergii, cu o prevalenta care tinde sa creasca. Desi etiologia exactd a afectiunilor alergice
ramane ambigua, majoritatea cercetatorilor considera ca factorul indispensabil Tnh declansarea

alergiilor este reprezentat de epifenomenul expunerilor la mediul inconjurator.

In lucrarea de fga, am pornit de la premiza ipotezei igienei, conform céreia, cresterea
tot mai mare in prevalenta bolilor alergice apare ca urmare a unei scaderi a expunerii in primii
ani de viata la microbi. Contactul cu microorganismele in perioada perinatald este corelat cu
reglarea epigeneticd a genelor implicate Tn inflamatiile alergice, conducand la scaderea

probabilitatii de a dezvolta astfel anumite afectiuni alergice.

Prin contactul timpuriu cu microbii Tn programarea imuna si metabolica, chiar din
pediatric si de a reduce ulterior riscul expunerii la diverse boli. Conform ipotezei igienei,
dezvoltarea timpurie a sistemului imunitar este influentata atat din punct de vedere calitativ,
cat si cantitativ, de bacteriile microbiotei. Microbiota intestinala este extrem de variabild n
raspunsul la dieta si la factorii de mediu si, in acelasi timp, guverneaza o serie de aspecte ale
functiei imune din organism. Rolul bacteriilor din flora intestinald Tn modularea balantei
Th1/Th2 este demonstrat in prezent, ca urmare a realizarii unui echilibru intre citokinele pro-

inflamatorii Si anti-inflamatorii.

O mare parte din cercetarile in cazul bolilor alergice s-au focusat pe microbiota
intestinald, bolile alergice la copii fiind asociate partial cu dezechilibrele din cadrul
microflorei intestinale. Tn cazul aparitiei disbiozei, reechilibrarea balantei microbiene poate fi
realizatd prin administrarea probioticelor, ,,microorganisme vii care administrate in cantitati

adecvate conferd un beneficiu real sanatatii gazdei”.

Astmul are la baza dereglarea balantei Th1/Th2, in directia producerii augumentate, de
citokine Th2. Interesul pentru potentialul terapeutic al probioticelor in cazul afectiunilor
alergice reiese din faptul ca ele imbunatatesc permeabilitatea intestinald si reduc nivelul
citokinelor inflamatorii. Conform ultimelor cercetdri, alterarea productiei citokinelor Th2,
prin inductia raspunsurilor Thl poate interveni atat in profilaxia cat si in tratamentul bolilor

alergice.

Utilizarea probioticelor in prevenirea sau chiar tratarea patologiei de tip aergic
5
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reprezintda un concept nou. Studiile ultimilor ani au fost indreptate asupra unei potentiale
suplimentdri cu probiotice a nutritiei pediatrice, unele studii demonstrand un control al
raspunsurilor inflamatorii, o modificare a profilului citokinic, a parametrilor spirometrici, sau

aevolutiei clinice la pacientii alergici de varsta pediatrica (1).

Cercetarea Personala

Obiectivul principa al lucrarii de fatd a fost studierea markerilor inflamatiei alergice
in ser la pacientii cu wheezing ocazional, recurent si mai ales astm, precum si observarea
modificarilor induse asupra acestor markeri de tratamentul imunomodulant cu probiotice. Tn
acest sens, Tn studiul persona mi-am propus sa evaluez factorii relevanti pentru dezvoltarea
astmului si markerii inflamatiei alergice la pacientii cu_astm precum si dinamica Interleukinei-
4 (IL-4), Interferonului gamma (IFNy) Eozinofilelor serice si IgE Totale la acesti pacienti
dupa tratamentul cu probiotice. Subsecvent acestui obiectiv central, am urmarit realizarea
prelucrarii statistice a unor parametri importanti in conditionarea diagnosticului astmului si a
modificarii dinamicii acestor parametri sub tratamentul cu probiotice. Studiul de fata are un
caracter prospectiv sub aspectul selectdrii pacientilor, investigarii si urmaririi lor sub

tratament.

M etodologie. Pentru atingerea obiectivelor propuse, a fost selectat un lot de 136 copii
de ambe sexe, diagnosticai cu wheezing ocazional, recurent si astm in Spitalul Clinic de
Pediatrie Sibiu, Clinica de Pediatrie, in perioada 2013-2015. Recrutarea pacientilor a fost
efectuata in baza protocolului de studiu, aprobat de Comisia de etica pentru studii clinice, a
Spitalului Clinic de Pediatrie.

Cel 136 de pacienti selectati conform randomizarii $i care au Intrunit criteriile de
includere, s-au constituit ntr-un lot la care s-au evaluat factorii relevanti pentru dezvoltarea

astmului si a markerilor inflamatiei alergice la pacientii cu astm (Studiul I);

La acesti pacienti s-a facut o evaluare clinica si paraclinica in vederea stabilirii

diagnosticului de wheezing sau astm bronsic conform recomandarilor Ghidurilor Practall (2).

Din cel 136 de pacienti inclusi in studiul I, 80 au fost admisi in studiul II, restul
neintrunind criteriile de complianta necesare pentru a finaliza studiul sau datorita retragerii

din studiu, din proprie initiativa.



Aspecte privind evaluarea markerilor inflamatiei alergice si imunomodularea in astmul bronsic

Pacientilor inclusi in studiul II, li s-a administrat zilnic timp de patru saptdmani o
combinatie de probiotice. Copiii sub 2 ani au primit cate o capsula pe zi, cei intre 2 si 12 ani
cate o capsula de 2 ori pe zi, respectdnd modul de administrare a preparatului, conform
varstel.

Evaluarea biologica a pacientilor care au primit tratament imunomodulant cu
probiotice a inclus determinarea eozinofiliel sangvine, prin determinarea tabloului sangvin
periferic si a imunoglobulinelor E totale. Pentru evaluarea inflamatiei alergice s-au determinat
din ser nivelul plasmatic a Interleukinei-4 (IL-4) si al Interferonului gamma (IFNy).
Determinarile de laborator s-au facut ih momentul includerii in studiu si au fost repetate dupa
patru saptamani de tratament. Am ales sd evaluez acesti parametri Tnainte si dupa
administrarea de probiotice, pentru ca acestia pot defini profilul inflamator si alergic,
corelarea lor putand fi de rea folos Tn conturarea diagnosticului de astm, in contextul clinic

corespunzator.

Pacientii au primit o combinatie de probiotice care contine 3 tulpini de bacterii.
Fiecare capsuld contine 5,04 mg bacterii liofilizate (cel putin 1,2 x 107 unitéti formatoare de
colonii din care: 4,5 x 10° Lactobacillus acidophilus, 3,0 x 10° Bifidobacterium infantis, 4,5 x
10° Enterococcus faecium). Excipienti, continutul capsulei: lactoza, dextrind, amidon de
cartof, stearat de magneziu, invelisul capsulei: hipromeloza, dioxid de titan, agenti de
gelifiere, apa.

Criterii de includere in studiu: varsta sub 14 ani, consimtamantul informat de a fi
admisi in studiu, astm bronsic diagnosticat Tn antecedente, wheezing in antecedente (ocazional
sau recurent). Criterii de excludere din studiu: refuzul parintelui sau tutorelui legal, afectiuni
congenitale care evolueaza cu dispnee expiratorie (mucoviscidoza, deficit de al antitripsina,
deficit de IgA secretor, epilepsia diencefalica, dischinezia traheobronsica, refluxul

gastroesofagian), malabsorbtie, boli imunologice sau oncologice, malformatii congenitale

Examenul clinic, s-a axat pe anamneza, identificarea factorilor de risc alergizanti si
examenul obiectiv Tn vederea stabilirii gradului de severitate a bolii. Pe baza anamnezel
amanuntite s-au obtinut datele referitoare la antecedentele personale patologice de natura
alergica, prezenta antecedentelor heredo-colaterale de alergie respiratorie, prezenta altor

manifestari ale atopiei (respiratorii, cutanate), debutul simptomelor.

Examenele de laborator au cuprins urmatorii parametri: hemoleucograma automata cu
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minim 22 parametri, proteina C reactiva, complementul seric, electroforeza proteinelor serice,
imunoglobulinele IgM, 19G, IgA, IgE totale, Ig E specifice-panel de 36 alergeni, Interleukina-
4 si Interferon gamma, Fe, Catotal, Mg.

Serul pacientilor a fost analizat prin metoda ELISA (enyzme-linked immunosorbent
assay), pentru Ig E totale, IL-4 si IFNY. Pentru determinarea Ig E specifice serice s-a folosit
panel mixt de 36 dergeni. Tehnologia CLIA este semicantitativd, cu detectie prin

chemiluminiscenta si foloseste luminometrul CLA-1.

Datele au fost incarcate si prelucrate cu ajutorul functiilor statistice din SPSS 18.0. S
au folosit testul ANOVA, testul t-Student, Corelatia Kruskall-Wallis. Coeficientul de corelatie
Pearson (r) reda gradul de asociere liniard Intre doud variabile din acelasi grup. Tn exprimarea

grafica a fost utilizat si coeficientul R2, care reprezinta patratul coeficientului Pearson.

Rezultatesi discutii

Studiul |. Evaluarea factorilor relevanti pentru dezvoltarea astmului si a markerilor

inflamatiei alergice la pacientii cu astm

Astmul bronsic este o afectiune complexa ce are la baza interactiunea continua dintre
factorii genetici si de mediu. Incidenta sa in crestere in ultimele decade, la copiii de varsta
scolard, mai ales in tarile dezvoltate, este cel mai probabil explicata prin modificédri ale
factorilor de mediu. La nivel european, studiile au demonstrat ca prevalenta astmului a atins
un platou n tarile dezvoltate, in timp ce, Tn tdrile estice, in plind dezvoltare, se observa o
crestere tot mai pronuntatd a bolilor alergice, si implicit a astmului. Explicatiile acestei
cresteri sunt complexe, neexistand o cauza singulara sau o ipoteza unica aplicabila populatiei
generale. Variabilitatea interindividuald ar putea fi consecinta factorilor de mediu, precum

dieta, igiena, infectiile, alergenii si poluarea aerului, in combinatie cu factorii genetici.

Din datele demografice prezentate in studiul personal, reiese ca varsta pacientilor
inclusi Tn studiu a variat intre 1 si 14 de ani, 77,9% din pacienti avand vérsta intre 1-4 ani.
Rezultatele obtinute sunt similare cu cele gasite in literatura de specialitate in care este
raportat debutul astmului bronsic sub varsta de 5 ani. In ciuda particularitatilor clinice si
dificultatilor de explorare care pot fi incriminate in diagnosticarea astmului bronsic la varsta
mica, peste 80% din cazuri de astm bronsic sunt diagnosticate la varsta prescolara. Prevalenta
crescuta la varste mici a fost inregistrata n studiul ISAAC faza 3, unde s-a observat o crestere

8
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aincidentei alergiilor respiratorii la grupa de varsta 6-7 ani (3).

Repartitia sezonierda a situat frecventa crescutd a internarilor toamna (30,4%),
primdvara (28,1%), si iarna (25,2%), datorita faptului ca anumiti factori de mediu au activitate
diferitd Tn functie de sezon. Variatiile sezoniere in astm au fost demonstrate, boala avand cea
mai crescuta incidenta in luna septembrie. Primavara existd o scadere a statusului imunologic
si 0 aglomerare a alergenilor din aer, iar toamna datorita reintoarcerii In colectivitate apar
cazuri mai multe de tulburdri respiratorii de tip astmatic. Astmul alergic este frecvent sezonier
si se observa mai ales la copii si la adultii tineri. Forma nesezonierd poate fi consecinta
alergiei la pene, la perii animalelor, la acarienii din praf la fungi si alte antigene prezente de

obicei Tn mediul Tnconjurator (4).

Tn ceea ce priveste expunerea declarativd la pneumoalergeni, din studiul de fati reiese
ca expunerea la praf de casa a dominat in toate subgrupele studiului, aproximativ 40% din
copii avand contact cu cel putin unul din alergenii Dermatophagoides pteronyssinus sau
Dermatophagoides farinae. Nu s-au remarcat diferente semnificative intre sexe. Aceste
rezultate vin sa completeze datele existente n literaturd care au demonstrat cd expunerea in
perioada timpurie a copilariei la praful de casa este implicata in dezvoltarea astmului, fiind

Tnregistrat un risc relativ de 5 ori mai crescut lacei expusi (5).

Tn studiul de fa4, s-a observat o expunere crescutd a copiilor la mucegai (20%), un alt
alergen important. Literatura sugereaza ca, in urma expunerii la mucegai, se pot agrava
simptomele, chiar pot fi declansate exacerbarile astmatice. Sporii fungici sunt resposabili atét

de formele sezoniere, cét si de cele perene ale alergiilor respiratorii (6).

Tn ceea ce priveste expunerea la perii de animale, pe lotul din studiul personal, aceasta
a fost intélnitd cu o frecventd de 31,3% la copiii proveniti din mediul rural si de 15% la cei
din mediul urban (p=0,031). Rolul expunerii si sensibilizarii la perii de animale este incert.
Studiile sunt controversate, unele, demonstrand ca expunerea la acesti alergeni conduce la o

crestere a riscului de aparitie a astmului, iar altele sustin cd aceasta expunere este benefica (7).

Tn studiul de faa, din datele prelucrate, a reiesit ca diagnosticul de wheezing si astm s-
antalnit mai frecvent la copiii de sex masculin, (55,9%), sex ratio fiind de 1,27:1. Tinand
seama de véarsta populatiei incluse in studiul de fata, rezultatele obtinute coincid cu datele
existente n literatura de specialitate. Prevalenta astmului este aproape de doua ori mai mare la

baieti decét la fete pana la varsta de 14 ani. Pe masurd ce copiii se maturizeaza, diferenta
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dintre sexe se inverseaza, si in perioada adultd prevalenta astmului e mai mare la femei decat
la barbati. Vérsta la care se modifica raportul pare a fi 12 ani, datoritad incidentei in crestere a
bolilor alergice respiratorii la fete in decada a Il a de varsta. Au fost propuse mai multe
explicaii: diametrul mic al cailor aeriene in comparatie cu volumul pulmonar la baieti si

diferentele imunologice intre cele doua sexe pot fi cauze ale acestui raport (8).

Din andliza datelor a reiesit cd 88,2% din pacientii inclusi 1n studiul personal, provin
din mediul urban. Aceste rezultate sunt similare cu datele din literaturd care sustin ca bolile
alergice sunt mai frecvent intalnite in mediul urban decét in cel rural. Stilul de viatd modern a
condus la cresterea prevalentei in mediul urban. In numeroase studii s-a dovedit c& mediul
rural exercitd o protectie Tn ceea ce priveste aparitia bolilor alergice, expunerea la
pneumoalergeni, contactul cu animale, in general stimularea microbiana si alergenica a
copilului ducand la o dezvoltarea mai competitiva a sistemului imun (9). Tn mediul urban,
nivelurile crescute ale emisiilor autovehiculelor, au fost corelate cu o crestere a incidentei
afectiunilor alergice. Poluantii atmosferici sunt considerati factori de risc, dar interventtia
acestora in dezvoltarea astmului ramane ncd necunoscutd. Totusi, numerosi cercetatori
considera mediul urban, prin poluantii atmosferici, ca fiind un factor predispozant mai

crescut, fatd de mediul rural (10).

Tn studiul personal, antecedentele heredocol aterale de atopie au fost prezente la 49,3%
din pacienti, antecedentele alergice la rudele de gradul | (32,4%) putand fi un predictor
puternic pentru dezvoltarea astmului. Tn prezent, literatura recunoaste determinismul genetic
in dezvoltarea astmului alergic. Riscul se multiplica daca exista atopie la ambii parinti, atopia

pe linie materna raménand factorul de risc major pentru astm (11).

Felul nasterii reprezinta un factor predispozant n aparitia astmului. Din totalul copiilor
inclusi In studiul meu, majoritatea au fost ndscuti natural, totusi 27,9% au fost ndscuti prin
cezariana. Analize recente, au evaluat relatia intre felul nasterii si incidenta astmului la copii.
Cercetatorii sustin rolul protectiv al nasterii pe cale naturala, propunand, teorii posibile, n
stransa legaturd cu ipoteza igienei: colonizarea timpurie prin transfer bacterian de la mama,
poate ajuta la dezvoltarea postnatala a sistemului imun; o alta posibila explicatie ar fi ca,

hormonii eliberati in timpul travaliului ar putea prezenta un rol protectiv pentru copil (12).

Tn studiul personal, 68,4% din copii au fost aldptati natural, iar restul participantilor la

studiu, au fost alimentati artificial sau mixt. Dupé analiza datelor nu s-a realizat o corelatie

10
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intre tipul de aimentatie si diagnostic. Tn literatura actuald sunt descrise observatii
contradictorii Tn ceea ce priveste alaptatul, ca masura de prevenire a bolilor alergice ale

copilului (13).

Din totalul copiilor inclusi in studiu, doar 5,1% au fost expusi la fumul de tigard in
perioada sarcinii, frecventa expunerii, necorelandu-se cu frecventa diagnosticului de astm. Tn
contrast, literatura de speciditate mentioneaza cd fumatul in timpul sarcinii creste de 4 ori
riscul de aparitie a wheezingului si a sensibilizarii alergice la copil. Totodatd, a fost
evidentiatd o posibild afectare ulterioara a functiei pulmonare, cu aparitia inflamatiei bronsice
si implicit a astmului bronsic in copilarie (14). In ceea ce priveste expunerea postnatala la
fumul detigara, la copiii proveniti din mediul rural fumatul pasiv a fost prezent in procent de
peste 30%, rezultat interpretabil, ce poate fi explicat totusi, prin existenta unui status

socioeconomic scazut si a educatiei deficitare a parintilor.

Evaluarea biologica a relevat ca neutrofilele au fost crescute in 49,3% din cazuri, cu o
medie semnificativ mai crescutd, la copiii peste 6 ani (6,52 vs 4,89 x 10*/uL; p=0,05). Valorile
medii, in formula leucocitard exprimata procentual, s-au Tncadrat Tn limite normale, 40,4% din
cazuri au depdsit limita de referintd. Tn cazul limfocitelor, valoarea absolutd a fost sub limita
minima de referintd in 68,4% dintre cazuri; nu s-au inregistrat diferente semnificative in nici
una din subgrupele de analiza. Valorile procentuale ale monocitelor s-au Thcadrat Tn intervalul
1,60-17,11%, in 9,6% din cazuri Tnregistrandu-se depdasirea limitei maxime de referinta (1-
12%). Tn ceea ce priveste procentul bazofilelor, 11,8% din totalul pacientilor au Tnregistrat
valori procentuale peste limita de referintd. Valoarea medie cea mai mare s-a remarcat in

grupa pacientilor proveniti din mediul rural si la grupa de varsta sub 4 ani.

Vaorile individuale ale procentului de eozinofile, au depasit limita de referintd (0-4%)
la 56 copii (41,2% din total lot). Pe cazuistica studiata, s-au remarcat valori semnificativ mai
crescute ale eozinofilelor la copiii proveniti din mediul rural (p=0,036), rezultate in
neconcordanta cu datele din literaturd care considera mediul rural protectiv in dezvoltarea
alergiilor (15). O valoarea medie semnificativ mai crescuta a procentului de eozinofile a fost
inregistrata la sexul feminin 4,38% in timp ce la sexul masculin aceasta a fost de 3,74%,
(p=0,047), valori in concordantd cu datele din literaturd, care considera eozinofilele un

biomarker sex-dependent (16).

Vaoriile medii ae eozinofilelor la pacientii cu astm bronsic au fost semnificativ mai

11



Adriana Popescu

crescute, in comparatie cu valorile inregistrate la pacientii cu wheezing recurent sau

ocazional. Dintre cele 5 tipuri de leucocite din formula leucocitara:

- valorile medii ale limfocitelor au fost semnificativ mai reduse la pacientii cu astm

bronsic, apropiindu-se de minimul intervalului de referinta (p=0,001);

- valorile medii ale eozinofilelor au fost semnificativ ma crescute la copiii cu astm
bronsic, excedand maximul intervalului de referinta (p=0,001);

- cele mai mari valori medii ae bazofilelor s-au intalnit la copiii cu wheezing ocazional,

dar s-au aflat in intervalul de referinta al acestui parametru (p=0,001).

Functie de diagnostic, a fost inregistratd o diferentd semnificativd a procentelor
eozinofilelor Tntre wheezingul recurent si cel ocazional (de 4 ori mai mare), observgia fiind
consonanta cu datele din literatura care, dincolo de controverse, considera cresterea numarului
de eozinofile ca marker al aergiilor, sau parametru de risc pentru aparitia patologiei alergice
(17).

Dupa evaluarea relatiei dintre eozinofile si Ig E totale a rezultat ca valorile celor doi
markeri au fost slab corelate (r= +0,194; R?=0,0375; p=0,042), aceastd corelatie fiind uneori
folosita Tn diagnosticarea astmului alergic.Cei doi markeri au inregistrat valori crescute, atat
in cazul astmului bronsic, cat si in cazul wheezingului recurent, valori concordante cu
observatiile din literaturd, care se referd la legatura dintre astm si severitatea acestuia si care

sunt influentate nu doar de unul, ci de o serie de factori de risc (18).

Numarul de eozinofile si valorile IL-4, au prezentat o corelatie directd moderatd (r=
+0,670; R*=0,4485; p=0,001) avand valori crescute la copiii astmatici. Datele concordé cu
rezultatele altor cercetdtori (Borres et al. — crestere atat a numarului de eozinofile, cét si a

nivelurilor de IL-4 la copiii care au dezvoltat boli alergice, Tn primii 6 ani de viata) (19).

1n contrast cu datele din literaturd valorile IFNy au fost slab corelate direct cu valorile
eozinofilelor (r= +0,226; R2=0,0513; p=0,048). Astmul atopic este caracterizat in plus printr-
0 corelaie intre intensitatea inflamatiei eozinofilice si cresterea concentratiei IL-4 cu o

scadere in paralel, a productiei de IFNy (20).

Tindnd cont de caracterul inflamator al patologiel selectate, nivelurile crescute ale
proteinei C reactive (CRP) obtinute, sunt in concordantd cu literatura (21). Valorile

individuale au avut o variantd ampla, la 31,6% dintre copii CRP a depasit limita maxima de
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referintd (<10 mg/L). Proteina C reactiva a inregistrat cel mai crescut nivel mediu la copiii cu
astm bronsic (23,0£7,09 mg/l), iar cel mai redus la copiii cu wheezing ocazional (11,59+7,09
mg/l). Studiul a aratat asocierea nivelurilor crescute a CRP seric cu sexul masculin(14,26 vs
10,53 mg/L; p=0,031), cu varsta mai mica de 4 ani (12,914 vs 10,31 mg/L; p=0,637) si cu
provenienta din mediul urban (12,65 vs 12,15 mg/L; p=0,925).

Corelatia dintre valorile proteinei C reactiva si nivelurile IgE totale a fost directd, de
intensitate moderatd, aproximativ 29% dintre copiii au asociat valori crescute ale IgE totale si
CRP (r= +0,288; R?*=0,1478; p=0,002), rezultat ce poate fi extrapolat la populatia generala. Tn

schimb, evaluand relgia dintre nivelurile IL-4 si CRP s-a observat o slaba corelatie indirecta

Sistemul complement (C3) joaca un rol integral in raspunsurile imune ale gazdei. Pe
cazuistica studiata, valorile individuale s-au Tncadrat in intervalul 71-210 mg/L, 22,8% dintre
acestea au depasit limita maxima de referintd si 4,4% limita inferioara (90-180 mg/L).
Valorile crescute au fost la sexul feminin, la grupa de varsta peste 4 ani si la copiii proveniti
din mediul rural. Complementul seric C3 a inregistrat cea mai mica valoare medie la copiii cu
wheezing recurent (120,70+30,39 mg/l), iar cea mai mare la cei cu astm bronsic
(177,81+26,79 mg/l) (p=0,001). Nivelurile serice C3 au fost crescute atét la copiii cu astm cét
si la cei cu wheezing ocazional, nerealizandu-se o corelatie directd cu diagnosticul. Literatura
de specialitate prezinta corelatii pozitive intre valorile C3 si severitatea astmului, initierea si
amplificarea raspunsului inflamator putdnd fi realizata prin activarea cascadei

complementului (22).

Evaluarea datelor obtinute in studiul personal, a ardtat o corelatie slaba directa
nesemnificativa statistic Tntre valorile I1L-4 si C3. Unii cercetatori au facut o legaturaintre IL-
4 si sistemul complement, nivelurile crescute de C3 fiind rezultatul actiunii citokinelor Th2
implicate in patogeneza astmului (23). Valorile IgE totale s-au corelat semnificativ cu
nivelurile C3, 24,9% dintre pacientii cu valori crescute ale IgE inregistrau valori crescute ale
complementului seric (r= +0,249; R?=0,0654; p=0,012).

Tn ceea ce priveste electroforeza proteinelor, valorile individuale ale procentului de
albumine, s-au Tncadrat n intervalul 54-67,80%. Nu s-au inregistrat diferente semnificative
ale valorilor medii intre sexe, grupe de varsta sau medii de provenienta (p>0,05). Dintre
globuline, fractiunea Alfa 2 electroforetica a avut valorile individuale procentual e peste limita
maxima de referinta (5,9-11%) la 50,7% dintre copiii, variind de la 9,20% la 15,30%.

13



Adriana Popescu

Diferente semnificative ale valorilor medii s-au remarcat la sexul masculin (12,11% vs
10,56%; p=0,048) si la grupa de varstd 0-6 ani (11,98 vs 10,85%; p=0,031). Nu s-au
inregistrat diferente semnificative ale valorilor medii intre medii de provenienta (11,79 vs
12,22%; p=0,347). Valorile individuale ae raportului abumine/globuline au excedat valorile
de referinta (1-2) la11,8% dintre copii, variind in intervalul 1,27-4,46.

Nivelurile serice ale imunoglobulinglor A si M s-au Tncadrat Tn intervalele de referinta,
valorile individuale ale 1gG Tnregistrand valori peste limita maxima de referinta (400-1250
mg/dL) Tn 41,9% dintre cazuri. Cresterea Ig G, ca raspuns la procesul inflamator, poate
contribui la diagnosticul serologic de infectie. Nu s-au inregistrat diferente semnificative intre
sexe, grupe de varstd sau medii de provenientd (p>0,05). Imunoglobulinele IgA au fost
semnificativ mai reduse la pacientii cu astm bronsic (p=0,001), rezultate ce concorda cu
observatiile din literaturd, care sustin ca nivelurile de IgA sunt mai scazute la persoancle
alergice (24). Unii autori sugereaza ca manifestarile atopice sunt dependente de maturarea
intarziatd a productiei de IgA (25). Tn studiul de fad, 26% dintre copii au asociat valori
crescute ale IgM cu valori reduse ale limfocitelor, rezultate ce pot fi extrapolate la populatia

generala deoarece corelatiile au fost semnificative din punct de vedere statistic.

Tn ceea ce priveste nivelul 1g E totale, in studiul personal, un procent de 36% din
pacienti au inregistrat valori peste limita maxima de referintd. S-au observat valori medii
semnificativ mai crescute la grupa de varsta peste 4 ani (70,46 vs 48,97 kU/L; p=0,001) si la
copiii proveniti din mediul urban (59,57 vs 28,81 kU/L; p=0,001). Rezultatele nu au aratat
nici o corelaie semnificativa statistic cu sexul pacientilor, antecedentele heredocolaterale, sau

tipul de alimentaie in primele 6 luni de viata, similar cu opiniile din literatura de specialitate

(26).

Am evaluat relatia intre nivelurile Ig E totale si IL-4, acestea corelandu-se moderat
pozitiv, dar semnificativ statistic (r= +0,415; R?=0,1725; p=0,025). Concluziile sunt similare
cu cele obtinute in studii anterioare din literatura, in care s-au raportat niveluri crescute atét a

IgE, cét si a IL-4 lapacientii cu astm bronsic (20).

Valorile individuale ale IgE totale s-au corelat cu parametrii formulei leucocitare
astfel: direct cu neutrofilde (r= +0,258; R’=0,0665; p=0,006), eozinofilele (r= +0,194;
R?=0,0375; p=0,042) si bazofilele (r= +0,197; R%=0,0387; p=0,039) si indirect cu limfocitele
(r= -0,263; R*=0,0692; p=0,005)
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Corelatiile au fost moderate ca intensitate, evidentiind faptul ca 20-25% dintre copii au

asociat valori crescute ale IgE cu valori crescute ale neutrofilelor, eozinofilelor si bazofilelor.

Nivelurile IgE totale sunt crescute la pacientii cu aergii respiratorii, dar pot fi
influentate de varsta, predispozitie geneticd, etnie, imunitate si unele etape ale afectiunilor.
Astfel, masurarea nivelurile IgE totale, poate avea o valoare limitatd ca Si test screening

pentru bolile alergice (27).
Ig E totale pot fi considerate biomarkeri ai starii alergice, in timp ce IgE specifice pot
fi utilizate ca si markeri ai raspunsului alergic, mai ales la copii, in cazul carora testele

cutanate sunt dificil de realizat. Cercetarea personala arata, dupa evaluarea Ig E specifice, ca

87% din pacientii inclusi au fost polisensibilizati, restul de pacienti fiind monosensibilizati.

Parametrii inflamatiei alergice au prezentat urmatoarele corelatii cu scorul total IgE

specifici aergeni alimentari:

- eozinofile — moderata corelatie directd (r= +0,299; R?=0,0894; p=0,050);

|gE totale — moderaté corelatie directd (r= +0,484; R?*=0,2344; p=0,035);

IL-4 — slab& corelatie directd (r= +0,235; R?*=0,0552; p=0,575);

IFNy — slaba corelatie indirectd (r= -0,159; R°=0,0227; p=0,706).

Scorul alergenilor alimentari a fost crescut la 16,2% dintre copii si poate fi asociat cu
valori crescute de Ige (AUC=0,917: IC 95%: 0,701-1,133) si I1L-4 (AUC=0,625: 1C95%:
0,232-1,018).

Parametrii inflamatiei alergice au prezentat urmatoarele corelatii cu scorul total IgE

specifici laaergeni externi:
- eozinofile — slaba corelatie directd (r= +0,138; R=0,0190; p=0,640);
- |gE totale — slab corelatie directd (r= +0,321; R*=0,1031; p=0,352);
- IL-4 — puternica corelatie indirectd (r= -0,997; R?=0,9940; p=0,001);
- IFNy — slaba corelatie indirectd (r= -0,209; R°=0,0437; p=0,653).

Scorul alergenilor externi a fost crescut la 15,4% dintre copii Si poate fi asociat cu
valori crescute ale ae IgE (AUC=0,662; 1C95%: 0,142-1,182) si IL-4 (AUC=0,617; 1C95%:
0,282-0,952).
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Parametrii inflamatiei alergice au prezentat urmatoarele corelatii cu scorul total IgE

specifici aergeni interni:
- eozinofile — moderata corelatie directd (r= +0,543; R?=0,2948; p=0,001);

IgE totale — slaba corelatie directd (r= +0,249; R*=0,0620; p=0,138);

IL-4 — slab& corelatie directa (r= +0,190; R?*=0,0361; p=0,683);

IFNy — slaba corelatie indirect (r= -0,117; R?>=0,0136; p=0,664).

Scorul alergenilor interni a fost crescut la 14,7% dintre copii si a fost asociat cu valori
crescute ae eozinofilelor >1,20% (AUC=0,895: C95%: 0,797-0,992).

56% dintre pacienti au prezentat simultan sensibilizare la alergeni de interior si de
exterior. Tn cazul pacientilor cu sensibilizare la alergenii de interior s-a observat o usoara
predominanta a mediului rural. Tnsi prezenta sensibilizarii la alergenii de exterior se coreleaza
semnificativ cu mediul urban (p=0,002).

Valorile individuale ale IL-4, cu o variantd ampla (242%), s-au Tncadrat in intervalul
2.82-310 pg/ml. Din totalul pacientilor, 78,4% au avut IL-4 crescut semnificativ statistic.
(p=0,004) valoarea medie cea mai mare fiind detectata la pacientii cu astm bronsic (16,85
pg/ml, p=0,609). Pe cazuistica studiata se remarca valori medii usor mai crescute la grupa de
varsta peste 5 ani (18,57 vs 16,12 pg/ml; p=0,895), iar pe sexe vaorile medii ale IL-4 au fost
aproximativ egale (16,97 vs 16,66 pg/ml; p=0,98).

Valorileindividuale ale IL-4 au evidentiat urmatoarele corelatii

neutrofile — corelatie directad slaba ca intensitate, Tnsa rezultatul nu poate fi extrapolat
la populatia generald (r= +0,113; R*=0,0128; p=0,247);

limfocite — corelatie indirecta slaba ca intensitate, insa rezultatul nu poate fi extrapolat
la populatia generald (r= -0,214; R*=0,046; p=0,296);

monocite — parametri independenti (r= -0,102; R?=0,0105; p=0,745);
- eozinofile — moderata corelatie directd (r= +0,670; R?=0,4485; p=0,001);
- bazofile — slaba corelatie indirectd (r= -0,130; R?=0,0169; p=0,562).

Corelaia directa dintre valorile IL-4 si valorile eozinofilelor chiar daca este moderata,

este semnificativa statististic, relatie ce corespunde cu observatiile generale din literatura (28).
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IL-4 a realizat urmatoarele corelatii cu markerii biologici care au prezentat diferente

semnificative in functie de caracteristicile epidemiologice:
- proteina C reactiva — slaba corelatie indirectd (r= -0,137; R?*=0,0187; p=0,497);
- complementul seric — slaba corelatie directd (r= +0,141; R?>=0,0198; p=0,362);
- calciu — parametri independenti (r= -0,007; R?>=0,00005; p=0,976);
- magneziu - slaba corelatie indirectd (r= -0,151; R*=0,0227; p=0,538).

Analizand relatia dintre nivelurile IL-4 si IgE totale, corelatia Pearson evidentiaza o
moderatd corelatie directd (r= +0,415; R?=0,1725; p=0,025), semnificativd din punct de
vedere statistic, corelaie ce concorda cu datele din literatura de speciaitate (29).

Vaorile individuale ale IFNy cu o variantd ampla (164%) s-au incadrat Tn intervalul
1,20-40,80 pg/ml. Pe cazuistica studiata se remarca valori medii usor mai scazute la fete (2,90
vs 4,24 pg/ml; p=0,511) si la grupa de varsta sub 5 ani (3,35 vs 3,90 pg/ml; p=0,799).

Valorile individuale ale IFNy corelate cu markerii formulei leucocitare au evidentiat

urmatoarele:

neutrofile — corelatie indirecta moderata ca intensitate, semnificativa din punct de
vedere statistic (r= -0,412; R?*=0,1698; p=0,048);

limfocite — corelatie directda moderata ca intensitate, semnificativa din punct de vedere
statistic (r= +0,560; R?*=0,3136; p=0,028);

monocite — parametri independenti (r= +0,0028; R?=0,00000005; p=0,999):

- eozinofile — slab corelatie directd (r= +0,226; R?=0,0513; p=0,048);
- bazofile — slabi corelatie directd (r= +0,196; R?=0,0385; p=0,332).

Evaluand relatia cu markerii biologici, care au prezentat diferente semnificative in

functie de caracteristicile epidemiologice, IFNy a prezentat urmatoarele corelatii:
- proteina C reactiva — slaba corelatie indirectd (r= -0,161; R*=0,026; p=0,497);
- complementul seric — parametri independenti (r= -0,108; R?*=0,0117; p=0,362);
- calciu — parametri independenti (r= -0,06; R*=0,0036; p=0,976);

- magneziu - slaba corelatie indirectd (r= -0,103; R*=0,0106; p=0,538).
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Analizand relatia dintre IFNy si IgE totale, corelatia Pearson evidentiaza o foarte slaba
corelatie directd (r= +0,036; R?=0,0013; p=0,673), nesemnificativd din punct de vedere
statistic.

Tn studiul personal, nivelurile serice a IL-4 si IFNy au fost peste limita de detectie in
toate subgrupele de diagnostic. Valorile medii ae IL-4 au fost crescute semnificativ in astmul
bronsic in timp ce Tn subgrupele cu diagnostic de wheezing acestea au fost mai scdzute. Tn
contrast nivelurile IFNy au fost scazute la pacientii diagnosticati cu astm bronsic. Cei doi
parametri au fost indirect corelai, rezultatele fiind compatibile cu observatiile din alte studii
(30, 32).

Rezultatesi discutii

Studiul 1. Evolutia principalilor markeri ai inflamatiei alergice in dinamica, Tnainte si

dupa tratamentul cu probiotice

Tn cazul evaludrii pacientilor dupa patru saptdmani de tratament se constati o scidere
semnificativa statistic a nivelurilor serice ale IL-4. Astfel, la Tnceputul tratamentului, a fost
inregistrata o valoare medie a IL-4 de 16,85 pg/ml, aceastd valoare scazand pe durata

tratamentului pana la 6,44 pg/ml, scadere semnificativa stastistic (p=0,005).

Evolutia IL-4 si IFNy este indirect corelata, valorile medii ale IL-4 scad cu 10,41
pg/ml, in timp ce ae IFNy cresc cu 2,42 pg/ml. Conform datelor din literaturd tratamentul cu
probiotice creste nivelurilor IFNy Tn paralel cu scéderea nivelurilor IL-4, aceste efecte fiind

dependente de tulpina folosita, indicand o modificare a balantei IFNy si IL-4 (32).

Tn multe studii clinice afost evidentiat potentialul probioticelor de a induce eliberarea
de citokine Thi, precum IFNy (33) si de a inhiba productia citokinelor Th2, precum IL-4 (34,
35). Totusi, acesta modificare a balantei Th1/Th2 in urma tratamentului cu probiotice este

controversata (36,37).

Intre sexe s-au evidentiat descresteri ale valorilor IL-4 (-17,08 vs -12,62 pg/ml;
p=0,697) si cresteri ale valorilor IFNy (2,38 vs 2,47 ng/ml; p=0,963) ma mari la sexul
masculin. Analog, intre grupe de varsta, s-au evidentiat descresteri ale valorilor IL-4 (-16,17
vs-13,61 pg/ml; p=0,832) si cresteri ale valorilor IFNy (3,15 vs 0,69; p=0,208).

Scaderea valorilor IL-4 si IgE totale este, in ambele cazuri, mai mare la pacientii cu
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wheezing recurent comparativ cu cei cu astm bronsic, cea mai redusa scadere fiind
inregistrata la pacientii cu wheezing ocazional, diferentele intre valorile initiale si cele

inregistrate dupa administrarea de probiotice fiind semnificativ mai mari in aceste cazuri.

Din punct de vedere statistic, analiza valorilor medii ale markerilor inflamatiei alergice
post-tratament a concluzionat ca cele mai mari valori medii ale IgE, eozinofilelor si 1L-4 se
regasesc la copiii cu astm bronsic (p<0,05), in timp ce la copiii cu wheezing ocazional s-au
remarcat cele mai mari valori medii ale IFNy (p=0,001).

Daca la debutul studiului s-au remarcat corelatii semnificative, directe intre valorile
IgE si numarul de eozinofile (r= +0,192; p=0,042), intre nivelurile IgE si 1L-4 (r= +0,415;
p=0,025), intre numarul eozinofilelor si valorile IL-4 (r= +0,670; p=0,001) si indirectd ntre
valorile eozinofilelor si valorile IFNy (r= -0,226; p=0,048), la finalul studiului, corelatiile nu

au mai fost semnificative din punct de vedere statistic.

Corelatie intre scaderea numarului eozinofilelor periferice si cea a nivelurilor IgE
totale a fost directa, semnificativa din punct de vedere statistic, Tnsa moderata ca intensitate
(r= +0,278; R*=0,0775; p=0,012). Corelatia dintre modificarile nicelurilor IFNy si IL-4 a fost
indirectd, moderata ca intensitate, remarcandu-se faptul ca 25,6% dintre pacienti au asociat
cresterea valorilor IFNy cu reducerea nivelurilor I1L-4 (r= -0,256; R*=0,0653; p=0,022).

Raportul valorilor citokinelor IFN/IL-4 initial, a variat de la 0,006 la pacientii cu
wheezing ocational pana la 5,13 la cei cu wheezing recurent, fara a se inregistra diferente
semnificative ntre valorile medii in functie de diagnostic (p=0,201). Cea mai mare vaoare
medie a raportului IFN/IL-4 s-a remarcat la pacientii cu wheezing recurent (0,753 vs 0,389

wheezing ocazional si respectiv 0,465 astm bronsic).

Dupa tratament, raportul valorilor citokinelor IFN/IL-4 a variat de la 0,03 la pacientii
cu astm bronsic pana la 26,88 la cei cu wheezing recurent, Tnregistrandu-se diferente
semnificative ale valorilor medii Tn functie de diagnostic (p=0,027). Cele mai mari valori
medii a raportului IFNy/IL-4 s-au remarcat la pacientii cu wheezing (2,001 wheezing
ocazional vs 2,893 wheezing recurent si respectiv 0,744 astm bronsic).
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Concluzii generale

1

2.

3.

Referitor la structura diagnosticului, au predominat astmul bronsic (39,7%) si

wheezingul recurent (38,7%).

Alergia respiratorie este mai frecventa la pacientul cu véarsta intre 1-4ani; de sex
masculin; 88,2% din cazuri provin din mediul urban; factorul genetic a fost prezent la
50% din cazuri; expunerea (declarativa) la diferiti pneumoalergeni a situat pe primul

loc praful de casa.
Nu au putut fi corelate cu dezvoltarea astmului:
- aimentatia (naturald/artificiald);

- expunerea pre sau postnatald la fumul de tigara si nasterea prin cezariand

ambele cu procente mai mici decat cele raportate in literatura de speciditate.

Evaluarea biologica a pacientului cu astm bronsic/wheezing recurent a relevat:

4.

Eozinofilele, au Tnregistrat valori crescute peste limita de referinta la 41,2% din
pacienti, valorile fiind semnificativ mai crescute la: copiii proveniti din mediul rural
(p=0,036), la sexul feminin (p=0,047) si la copiii diagnosticai cu astm bronsic
(p=0,001);

Eozinofilele si IQE totale au inregistrat valori crescute atat in astm cét si in wheezingul
recurent, acesti doi parametri fiind totusi slab corelati (r=+0,194; R2=0,0375;
p=0,042);

Numarul eozinofilelor si nivelurile IL-4, au fost crescute la pacientii diagnosticati cu
astm, coeficientul de corelaie fiind ridicat (r=+0,670; R?=0,4485; p=0,001);

Proteina C reactivd a fost mai crescuta la copiii cu astm, preferdnd sexul masculin
(14,26 vs 10,53 mg/L; p=0,031), varsta < 4 ani (12,91 vs 10,31 mg/L; p=0,637 ) si
provenienta din mediul urban (12,65 vs 12,15 mg/L; p=0,925); corelandu-se direct
moderat cu Ig E totale |a 29% din pacienti (r=+0,288; R >=0,1478; p=0,002);

C3a fost mai crescut la 22,8% din pacienti preferand astmul bronsic, sexul feminin,
varsta > 4 ani si provenienta din mediul rural corelandu-se semnificativ direct cu IgE
totale [a 24,9% din pacienti (r=+0,249; R?=0,0654; p=0,012);

Nivelurile IgA au fost semnificativ mai reduse la copiii cu astm bronsic (p=0,001);
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10. IgE au Tnregistrat valori peste limita de referinta la 36% din pacienti, cu valori medii
mai crescute, semnificative statistic, lavarste>4 ani (p=0,001) si la copiii proveniti din
mediul urban (59,57 vs 28,81 kU/L; p=0,001);

11. Vaorile IgE si IL-4 s-au corelat moderat pozitiv dar semnificativ statistic (r=+0,415;
R?=0,1725; p=0,025);

12. Valorile individuale ale IFNy au avut valori medii usor mai scazute la fete (2,90 vs
4,24 pg/ml; p=0,511) si la grupa de varsta sub 5 ani (3,35 vs 3,90 pg/ml; p=0,799);

13. Valorile individuale ale IFNy au fost corelate slab indirect cu numarul de eozinofile
(r=-0,226; R’=0,0513; p=0,048);

14. Analiza relatiei dintre IFNy si IgE totale (corelatia Pearson) a evidentiat o foarte slaba
corelatie indirectd (r=-0,036; R?=0,0013; p=0,673), nesemnificativd din punct de
vedere statistic;

15. A fost relevata o slaba corelatie indirectd, Tntre nivelurile eozinofilelor si cele ale
IFNy, insd semnificativa statistic (r=-0,226; R?*=0,0513; p=0,048);

16. Nivelurile serice e IL-4 si IFNy au fost peste limita de detectie in toate subgrupele de
diagnostic. Valorile medii ae IL-4 au fost mai crescute in astmul bronsic fatd de
wheezing. Tn contrast nivelurile IFNy au fost mai mici la pacientii diagnosticati cu
astm brorsic. Cei doi parametri au fost indirect corelati, rezultatele fiind compatibile

cu observatiile din alte studii;

17.Dupa evaluarea IgE specifice, a fost relevat faptul cd, 87% din pacienti au fost

polisensibilizati. Spectrul sensibilizarilor imbraca urmatorul aspect:

- Alergeni aimentari-16,2% din pacienti au prezentat sensibilitate crescuta,

predominant la soia 15% si albus de ou 10%;

- Alergeni externi-15,4% din pacienti au prezentat sensibilitate crescuta,

predominant la aspergillus si plop/salcie (12,5%);

- Alergeni interni-12,5 % din pacienti au prezentat sensibilitate crescuta,

predominant la Dermatophagoides pteronissinussi farinae (20%).

Reevaluarea statusului imunologic aferent reactiei inflamatorii al pacientilor dupa

tratamentul cu probiotice, a oferit date care sa poatad sustine capacitatea de imunomodulare a
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acestei terapii constaténdu-se:.

18. Scaderea semnificativa a eozinofilelor (exprimate procentual) de la o valoare medie de
4.03 % la 2,03% (p=0,05);

19. Scaderea valorilor medii ale IgE totale s-a corelat semnificativ statistic cu scaderea

numarului eozinofilelor (p=0,05) ;

20. Scaderea valorilor medii ale IL-4, semnificativa statistic de la 16,85 pg/ml la 6,44
pg/ml (p=0,005);

21. Modificarile nivelurilor IL-4 si IFNy se coreleaza indirect, IL-4 scad cu 10,41 pg/mi

iar IFNy cresc cu 2,42 pg/ml cea ce ar sugera (in concordanta cu unele studii clinice)

cd tratamentul cu probiotice ar induce eliberarea de citokine Thl precum IFNy si de a

inhiba eliberarea de citokine Th2 precum IL-4.

Contributii personale

Tn cercetarea de fad s-a evaluat profilului biologic a astmaticului, prin determinarea

unor parametri biologici relevanti pentru astm (Eozinofile serice, IgE totale, IL-4, IFN,)

analizénd si relatiile posibile intre acestia, menite sa sustina in plus diagnosticul de astm.

Aceastd teza aduce ca noutdti, sub aspectul contributiei personale originale si cu

potential de valoare pentru practica medicald nemijlocita:

Evaluarea profilului biologic a pacientului astmatic prin intermediul unor noi
parametri (IL-4, IFN,);

Coreldrile intre diversi markeri ai inflamatiei alergice si, influentele mediului,

ale sensibilizarii si ale severitatii bolii asupra acestor markeri;

Realizarea evaludrii terapiei imunomodulante cu o combinatie de probiotice
(pornind de la profilul citokinic initial al pacientului cu astm bronsic/wheezing
recurent ), evaluare care a relevat scaderea semnificativa a Eozinofilelor, 1gE

totalesi IL-4, si cresterea IFNy, practic reechilibrarea balantei Th1/Th2.

Obtinerea unor rezultatele care sunt incurajatoare privind posibilitatea terapiel
de imunomodulare pentru pacientii cu patologie alergicd, cu efecte benefice
atdt Tn plan clinic cat si biologic care ofera perspective noi pentru

managementul pacientului astmatic.
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