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INTRODUCERE

Infectiile acute de cai respiratorii (IACR) se situeaza in topul patologiei pediatrice din
tara noastra. Mai mult decat atat, conform datelor Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), si la
nivel mondial aceasta patologie ocupa prima pozitie intre cauzele de morbiditate si mortalitate la
sugar si copilul mic. Dacd pornim de la interpretarea clasicd a patogenezei infectiilor, putem
afirma ca semnele si simptomele acestora la nivelul organismului uman sunt consecinta directa a
replicdrii microbiene si a gradului de citotoxicitate a agentilor patogeni. Desi aceste mecanisme
sunt importante pentru intelegerea evolutiei ulterioare a infectiilor respiratorii, 0 mare parte a
cercetarilor stiintifice actuale s-au focusat pe raspunsurile imunologice la infectii, si rolul
acestora in patogeneza bolii. Ca urmare, in medicina moderna se inregistreaza o tendinta, tot mai
mare, de orientare spre evaluarea raspunsului imun, pentru stabilirea diagnosticului bolilor
infectioase. Abordarea diagnosticului imunologic este sustinutd de preocupdrile recente ale
cercetatorilor, care depun eforturi considerabile pentru gasirea si validarea unor noi markeri
biologici, care sa reflecte raspunsul imun al organismului uman la contactul cu agentii
microbieni. Tn ultimii ani am asistat la un progres al proceselor de informatizare si tehnologizare,
atat in medicina clinica, dar mai ales la nivelul specialitatilor paraclinice, care au ridicat pe noi
paliere posibilitatile diagnosticului medical. Dezvoltarea actuala a noilor tehnologii in domeniile
stiintelor biomedicale a permis revolutionarea diagnosticului de laborator prin obtinerea unor

rezultate de mare finete si precizie pentru testele analitice, indiferent de complexitatea lor.

Toate aceste aspecte legate de infectiile acute respiratorii si complexitatea diagnosticului
imunologic s-au impletit cu rezultatele cercetarilor stiintifice care au relevat existenta unor
corelatii intre sistemul imun din laptele matern” si statusul imun al sugarului alaptat, pentru a
contura premisele lucrarii de fata. Aceasta isi propune sda aducd noi argumente la consolidarea
bazei stiintifice care sustine ideea “transferului protectiei inalt specifice” de la mama la sugarul
alaptat, prin evaluarea productiei de citokine In infectii acute respiratorii, la sugari cu alimentatie
naturald, versus sugari cu alimentatie artificiald. Implicarea unor citokine in mecanismele
imunopatogenetice ale infectiilor respiratorii, rolul semnificativ pe care acestea il joaca in
imunomodulare si imunoprotectie, dar si faptul cd citokinele din laptele matern rdmén active
imunologic in organismul sugarului sunt argumente foarte puternice care pledeaza pentru
utilizarea acestora ca markeri biologici pentru evaluarea rdspunsului imun al sugarului la infectii

respiratorii.



Lucrarea este structuratd in 9 capitole, include 217 note bibliografice, si oferd in prima
parte o paletd largd de informatii de actualitate, si rezultate ale unor studii din literatura de
specialitate legate de subiectul ales, iar in a doua parte prezintd rezultatele investigatiilor
stiintifice personale, ilustrate cu ajutorul unei iconografii care cuprinde 82 de tabele, 32 de figuri

si 54 de diagrame, care intregesc si sustin textul, si prefigureaza concluziile finale.

Multumirile mele se indreaptd in primul rand catre domnul Prof. Dr. Mihai Leonida
Neamtu, conducatorul stiintific al tezei de doctorat, pentru sprijinul si sfaturile pretioase
acordate, pentru fiecare lectie de profesionalism si rigurozitate in cercetarea stiintifica, pentru
indrumarea constanta pe parcursul tuturor etapelor acestui demers stiintific, pentru severitatea cu

care m-a impulsionat sa ma autodepasesc pentru a putea finaliza aceasta lucrare.

Adresez multumiri speciale doamnei doctor Adela Sitar pentru ajutorul acordat in
efectuarea analizei statistice si proiectarea reprezentarilor grafice, dar si pentru incurajarile si
sfaturile clare, atat de binevenite in labirintul statisticii. Multumirile mele speciale se indreapta si
catre doamna psiholog, expert lingvist Stefania Duca, pentru intreaga implicare in partea de
traducere a articolelor publicate, pentru promptitudinea cu care mi-a acordat de fiecare data
ajutorul sdu, dar mai ales pentru prietenia sa. Multumesc doamnei doctor Sbircea Claudia
Adriana, o minunatd colaboratoare si prietena, pentru implicarea sa in culegerea datelor clinice si

sprijinul sau, precum si domnului inginer chimist Florin Moise, pentru sprijinul si colaborarea sa.

De asemenea, adresez multumiri speciale domnului doctor Bogdan Neamtu,
coordonatorul echipei de cercetare a Spitalului Clinic de Pediatrie Sibiu, pentru intreaga
colaborare si implicare in elaborarea rationamentului stiintific, pentru sprijinul pretios in

publicarea articolelor stiintifice.

As dori sd-1 multumesc din tot sufletul sotului meu pentru sprijinul si incurajarile sale
permanente, pentru tot ajutorul acordat la ajustarea si finalizarea redactarii acestei lucrari, dar

mai ales pentru dragostea si rabdarea cu care m-a inconjurat pe tot parcursul elaborarii ei.

Cele mai calde mulfumiri 11 revin mamei mele, cdreia 1i datorez perseverenta,
determinarea si dorinta de a finaliza toate proiectele incepute. li sunt recunoscétoare pentru toate
sacrificiile si eforturile depuse pentru realizarea mea profesionald, si pentru sustinerea

neconditionatd pe tot parcursul acestui proiect, pana la finalizarea lui.



Cu toata dragostea, dedic aceasta lucrare de doctorat memoriei tatalui meu, Nicolae Popa

Cuvinte cheie: infectii respiratorii, sugari, alimentatie naturala, alimentatie artificiala, raspuns

imun, markei imulologici, citokine, interleukina 2, interleukina 8

PARTEA GENERALA

Prima parte a lucrarii este alcatuita din patru capitole, in care este redat stadiul actual al

cunoasterii in ceea ce priveste subiectul ales. Astfel, in primul capitol sunt prezentate aspecte

actuale privind infectiile respiratorii la sugari, atat in context mondial, cat si la nivel national.
Numeroase studii evidentiaza ca bolile infectioase respiratorii la copii se afla pe primul loc in
ierarhia diagnosticului pediatric, iar dintre infectiile acute de cai respiratorii (IACR), pneumonia
si bronsiolita reprezintd cauze majore de spitalizare la sugarii cu varsta sub 1 an, cu prevalenta
crescutd in timpul iernii. Conform datelor Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) patologia
infectioasa respiratorie Se plaseaza pe primul loc in topul cauzelor de morbiditate si mortalitate la
sugar si copilul mic, mai ales la nivelul tarilor subdezvoltate sau in curs de dezvoltare [1-13]. De
asemenea, in primul capitol am dezvoltat cateva consideratii etiologice ale infectiilor acute
respiratorii. Acestea au relevat faptul ca implicarea agentilor virali in etiologia infectiilor acute
de cai respiratorii (IACR) este mai frecventd, ca de cele mai multe ori agentii patologici de
origine bacteriana sunt responsabili de coinfectii sau suprainfectii, si se asociaza preponderent cu
o evolutie nefavorabila a bolii, pana la complicatii letale, in special la sugari. Mai mult, in tabloul
etiologic al infectiilor acute respiratorii elementul central este reprezentat de virusul respirator
sincitial (RSV) [14-25]. Primul capitol cuprinde si aspecte legate de factorii de risc ai infectiilor
acute de cai respiratorii (IACR), despre necesitatea mentinerii sub control a factorilor de risc
pentru o buna profilaxie a infectiilor respiratorii. Astfel, alimentatia naturala si comportamentul
parental adecvat (limitarea expunerii sugarului la poluanti precum fumul de tigard) pot constitui

metode obtinute prin educatie, de combatere a factorilor de risc modificabili [25-45].

Deoarece nucleul acestui studiu este reprezentat de aspectele imunologice ale infectiilor

respiratorii la sugari alimentati natural versus cei alimentati artificial, al doilea capitol prezinta

mecanismele imunologice implicate in patogeneza infectiilor respiratorii la sugar. Acest capitol

este structurat in doua subcapitole. Primul subcapitol este dedicat unor notiuni generale asupra



imunitatii (definitie, functiile sistemului imun, tipuri de raspuns imun), precum s$i asupra
aspectelor legate de organizarea complexa a sistemului imun pentru crearea unui cadru optim
desfasurarii mecanismelor imunitatii, si elaborarii rdspunsul imun inndscut, nespecific (RIN),
respectiv a raspunsul imun dobandit, specific (RIS), cu cele douda componente ale sale, raspunsul
imun celular (RIC) si raspunsul imun umoral (RIU) [48-56]. Al doilea subcapitol descrie
corelatiile intre mecanismele imunologice si patogeneza infectiilor respiratorii, utilizand modelul
infectiilor cu virusul respirator sincitial (RSV), un model experimental care a servit cercetatorilor
pentru studiul efectelor multiple ale actiunii virale, atat asupra tractului respirator, cat si asupra
sistemului imunitar uman. Acest subcapitol este practic o sinteza asupra numeroaselor studii care
au adus cele mai elocvente date stiintifice, pentru o mai buna cunoastere a raspunsului imun in
infectii acute de cai respiratorii (IACR) de etiologie virala, la sugari, care desi sunt protejati de
prezenta anticorpilor materni specifici anti-RSV, reprezinta, totusi, categoria cea mai imatura
imunologic, si ca urmare cea mai susceptibild de a contacta infectiile virale. In descrierea
raspunsului imun innascut sau nespecific (RIN) la sugari, in infectia cu RSV am relevat atat
implicarea componentelor celulare, cat si a citokinelor, subliniind interventia interleukinei 8 (IL-
8) in chemotaxie si fagocitoza, procese centrale ale imunitatii innascute. De asemenea, in
descrierea raspunsului imun dobandit sau specific (RIS), din infectia cu RSV la sugari, am
evidentiat atat implicarea componentelor celulare, cat si a celor umorale, punctand interventia
imunomodulatoare a citokinelor in diferentierea raspunsului Th1/Th2, precum si implicarea

interleukinei 2 (L-2) in raspunsul imun de tip Th1 [77-130].

Capitolul trei este dedicat citokinelor. Acesta cuprinde Tn prima parte o caracterizare

generald a citokinelor, definirea si clasificarea lor, iar in a doua parte sunt prezentate aspectele
functionale ale interleukinei 2 (IL-2) si interleukinei 8 (IL-8), cele doud citokine care au

constituit markerii diagnostici aflati in centrul evaluarii imunologice a sugarilor luati in studiu
[48-77].

Capitolul patru cuprinde aspecte generale ale diagnosticului de laborator in infectiile acute
respiratorii, subliniaza rolul major al proteinelor de faza acuta in algoritmul de diagnostic al
reactiei inflamatorii din infectiile respiratorii, precum si directiile actuale ale evaludrii de
laborator pentru markerilor imunologici. Daca markerii inflamatori de tipul proteinei C reactive

(PCR), procalcitoninei (PCT), vitezei de sedimentare a hematiilor (VSH) sau numarului total de



leucocite contureazd un context inflamator, fard sd aibd specificitate pentru infectiile acute
respiratorii, cercetarile stiintifice actuale au demonstrat cresteri, mai mult sau mai putin
specifice, ale unor markeri imunologici de tipul citokinelor, in infectii acute de cai respiratorii
(IACR). Productia de citokine dupa stimularea prin antigene virale, bacteriene, fungice se poate
masura printr-o varietate de metode: ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay), citometrie
in flux (determinarea citokinelor intracelulare), reactia de polimerizare in timp real (real-time
PCR) pentru expresia citokinelor prin mRNA, teste de multiplexare de tipul reactiei de

polimerizare in lant [131-147].

PARTEA DE CERCETARI PERSONALE

Capitolul cinci prefateaza cercetarea personald propriu-zisa, prin prezentarea elementelor

contextului stiintific actual, care au dus la creionarea motivatiei cercetarii. Acest capitol cuprinde
aspecte legate de conceptul de ’sistem imun in laptele matern”, provocari, imperative, si
evidente, de la conturarea ideii acestui concept, pana la evolutia lui actuala. Pornind de la
conceptul ca factorii bioactivi din laptele matern se constituie ca un ,,adevarat sistem imun”, care
suplineste imaturitatea sistemului imun adaptativ al nou-ndscutului, precum si insuficienta
dezvoltare a componentelor sistemului imun innascut, acestia au fost clasificati dupa mai multe
criterii: natura chimicd, functiile lor, mecanismul de actiune in cadrul raspunsului imun. Rolul
factorilor bioactivi din laptele matern asupra sistemului imun al sugarului a fost dovedit prin
numeroase studii. O parte dintre acestea au evidentiat rolul semnificativ al citokinelor din laptele
matern in imunomodulare si imunoprotectie. Dovezile stiintifice au consolidat conceptul de
’sistem imun in laptele matern”, si au evidentiat corelatiile acestuia cu statusul imun al sugarului
alaptat [151-172, 202].

Primul capitol al cercetarii personale prezinta si aspecte legate de beneficiile aldptarii asupra
dezvoltarii sistemului imun si apararii antiinfectioase la sugar si copilul mic, precum si aspecte
cu privire la dinamica naturala a beneficiilor imune ale laptelui matern, in contextul promovarii
sensibilizarii sau tolerantei imunologice pentru sugarul alimentat cu lapte matern. Acest capitol
cuprinde si schema “circuitului entero-bronho-mamar”, realizata dupa datele din literatura de
specialitate, conform carora acest circuit al limfocitelor B IgA secretorii, impreuna cu sistemul

imun al mucoaselor, reprezinta mijlocul de transfer al protectiei inalt specifice de la mama la



copil, prin intermediul aldptarii. Evidentele descrise, consolidate de rezultatele cercetarilor
asupra beneficiilor imune ale laptelui matern in apararea antiinfectioasd, in dezvoltarea
imunologica la sugar si copilul mic, deschid noi perspective in monitorizarea starii de sanatate a
sugarului, ducand tendintele actuale de diagnostic spre cresterea utilizarii markerilor imunologici

[154-183, 202].

Capitolul sase prezinta premisele, obiectivele, materialul si metodologia cercetarii

personale. Premisele cercetarii reprezinta, de fapt, o sinteza a tuturor aspectelor prezentate in
capitolul cinci, care prefateaza partea personald a tezei, cu datele stiintifice actuale, necesare in
crearea complexului motivational al cercetarii. Pornind de la premisele cercetarii s-au stabilit

urmatoarele obiective concrete:

)i Evaluarea imunologica a sugarilor cu infectii acute de cai respiratorii (IACR), si gasirea
unor corelatii intre concentratiile serice ale citokinelor 11-2 si IL-8 cu nivelurile serice sau
plasmatice ale celorlalti parametrii inflamatori si imunologici, in cadrul loturilor studiate;

1) Compararea statusului imun al sugarilor alimentati natural, cu cel al sugarilor alimentati
cu diverse formule de lapte praf, in cadrul grupelor de sex si varsta;

[11)  Corelarea mai exacta a parametrilor imunologici cu tipul de alimentatic lactatd a
sugarului, in cadrul tipurilor mai frecvente de infectii acute de cai respiratorii (IACR);

IV)  Completarea dovezilor stiintifice care pledeaza pentru transferul dozarilor citokinice, din
compartimentul de cercetare Th compartimentul diagnosticului paraclinic;

V) Obtinerea unor argumente in favoarea incadrarii dozarilor serice ale citokinelor IL-2 si
IL-8, Tn pachetul markerilor imunologici ai diagnosticului de laborator pentru IACR;

VI)  Contributie la stabilirea intervalelor valorilor de referintd pentru nivelul seric al
citokinelor IL-2 si IL-8, prin dozarile serice ale acestora la subiectii lotului martor;

VII)  Evidentierea unei corelatii intre factorii de risc reprezentati de comportamentele nocive
ale parintilor (fumat in perioada de sarcina si aldptare), si accelerarea proceselor

inflamatorii.

Materialul cercetarii: Pentru atingerea obiectivelor propuse am realizat un studiu prospectiv
randomizat, care s-a desfasurat pe o perioada de 12 luni (ianuarie 2014 — ianuarie 2015) in
Clinica de Pediatrie a Spitalului Clinic de Pediatrie Sibiu. Am inclus in studiu sugari cu varsta
cuprinsa intre 1-22 luni, care au respectat criteriile stabilite pentru lotul de cercetat, respectiv



lotul martor. Lotul de studiu a fost constituit dintr-un numar de 86 subiecti care au fost impartiti
n:

A) Lotul de cercetat a inclus 54 de sugari, care au fost selectati dupa urmatoarele criterii:

Criteriile de includere:

e Prezenta la internare a semnelor si simptomelor pentru infectii acute respiratorii;
e Analize de laborator sugestive pentru un profil inflamator pozitiv;

e Alimentatia lactata sd constituie alimentatia de baza,

Criteriile de excludere:

e Semne si simptome sugestive pentru infectii acute cu altd localizare, decat cea respiratorie;
e Prezenta unor boli cronice in antecedentele personale patologice ale mamei si sugarului;

e Existenta unor malformatii ale aparatului respirator si cardio-vascular la sugar;

e Tratamente cu corticosteroizi sau imunosupresoare (mama, sugar), anterioar internarii;

e Probe biologice hemolizate sau lipemice.

B) Lotul martor a cuprins un numar de 32 de sugari, selectati dupa urmatoarele criterii:

Criteriile de includere:

e Absenta la internare a semnelor si simptomelor pentru IACR, sau cu alta localizare;
e Profil inflamator negativ, sustinut prin analizele de laborator;

e Alimentatia lactata sa constituie alimentatia de baza;

Criteriile de excludere:

e Prezenta semnelor si simptomelor sugestive pentru |ACR, sau cu altd localizare;

e Analize de laborator sugestive pentru un profil inflamator pozitiv

e Prezenta unor boli cronice in antecedentele personale patologice ale mamei si sugarului;
e Existenta unor malformatii ale aparatului respirator si cardio-vascular la sugar;

e Tratamente cu corticosteroizi sau imunosupresoare (mama, sugar), anterioar internarii;

e Probe biologice hemolizate sau lipemice.

Atat lotul de cercetat, cat si lotul martor au fost subimpartite in cate 2 loturi, in functie de tipul

alimentatiei lactate, respectiv cu alimentatie naturala (LM / MLM) si artificiala (LP / MLP):



» Lotul de Cercetat: 28 sugari alimentati natural (LM) si 26 sugari alimentati artificial (LP);

» Lotul Martor: 16 sugari alimentati natural (MLM) si 16 sugari alimentati artificial (MLP).

Metodologia cercetarii a vizat realizarea unei analize comparative a statusului imun al sugarilor
alimentati natural versus sugari alimentati artificial incluzand:

» Datele anamnestice si clinice de diagnostic consemnate in foile de observatie ale pacientilor
care au intrunit criteriile de includere Tn studiu;

» Investigatiile de laborator uzuale: Hemograma, Proteina C reactiva, Sideremia, Proteinemia,
Electroforeza proteinelor serice, Imunograma serica, Fractiunea C3a complementului.

» Investigatii de laborator speciale: dozarile nivelului seric al interleukinelor IL-2 si IL-8,
pentru care s-au utilizat kituri de cercetare ELISA, care nu au fost prevazute cu recomandari
pentru intervalele valorilor de referintd. De aceea, in urma analizei rezultatelor studiilor
care au facut dozari de citokine pe subiecti sandtosi, In mare parte realizate pe subiecti
adulti, am considerat ca valori crescute pentru interleukina 2 (IL-2), toate valorile obtinute
> 15 pg/ml, iar pentru interleukina 8 (IL-8), toate valorile obtinute > 35 pg/ml.

Aspectele etice ale cercetirii: Pentru realizarea acestei cercetari au fost respectate aspectele
etice ale Declaratiei de la Helsinki. Pentru fiecare din pacientii inclusi in studiu, s-a obtinut
acordul informat al parintilor, deoarece subiectii s-au Tncadrat in intervalul de varsta 1-22 luni.
La internarea 1n spital, consimtdmantul pdrintilor a fost documentat prin semnaturd pe formularul
de acceptare, formular aprobat de Comisia de etica a Spitalului Clinic de Pediatrie Sibiu. S-au
respectat procedurile pentru minimizarea riscurilor recoltarii de sange, inclusiv interogatoriul in
legdtura cu prezenta bolilor cronice sau transmisibile in antecedentele patologice personale sau

familiale ale subiectilor. De asemenea, a fost respectata confidentialitatea subiectilor.

Analiza statistica a datelor: Pentru prelucrarea statistica a datelor s-a utilizat baza de date Excel
2010, care a permis aplicarea programului statistic SPSS, versiunea 21. S-au aplicat metode ale
statisticii inferentiale, atat de tipul testelor parametrice, care dau rezultate valide si se bazeaza pe
media variabilei, cét si teste non-parametrice, bazate pe mediana. S-au folosit urmatoarele teste:
t-Student (T-TEST), test Chi patrat (CHI-TEST), ANOVA, Kolmogorov-Smirnov, testul Mann-
Whitney, Kruskal-Wallis, regresie multipla (utilizand metoda stepwise). A fost consideratd ca

diferenta semnificativa statistic o valoare a p<0,05.



Capitolul sapte este cea mai extinsd parte a tezei si prezinta rezultatele cercetarii personale,

iar capitolul opt este dedicat discutiilor referitoare la rezultatele cercetarii, analiza complexa a
datelor obtinute, in comparatie cu datele din literatura de specialitate. In cele ce urmeazi sunt

prezentate aspectele mai importante ale rezultatelor si discutiilor cercetarii personale.

In ceea ce priveste rezultatele analizei efectuate pentru caracterizarea generald, demografica si

clinica, a loturilor luate Tn studiu, acestea au aratat:

o distributia neomogena a subiectilor in cadrul loturilor: 63% lotul de cercetat, 37% lotul
martor;

o diferente semnificative statistic (p=0.05) intre varsta medie a subiectilor din lotul de cercetat
(10.8 luni) si varsta medie a subiectilor din lotul martor (7.4 luni);

o repartitia relativ omogena pe sexe, atat in lotul de cercetat (44% sex masculin / 56% sex
feminin), cat si in lotul martor (56% sex masculin / 44% sex feminin);

o 1n lotul de cercetat, care a fost impartit in trei grupe, in functie de diagnosticul de boala
respiratorie, cel mai frecvent diagnostic a fost cel de pneumonie (54%), urmat de
diagnosticul de IACRS (28%), iar cel mai rar a fost diagnosticul de bronsiolita (18%);

o din punctul de vedere al prezentei antecedentelor personale patologice respiratorii (APPR),
repartitia intre cele doua loturi a fost uniforma (peste 50% din subiectii lotului de cercetat,
respectiv din lotul martor au prezentat APPR);

o dupa separarea loturilor studiate (lotul de cercetat si lotul martor) Tn 4 grupuri diferite Tn
functie de expunerea la fumatul intrafamilial (mama fumatoare, tata fumator, ambii parinti
fumatori, fara expunere) analiza distributiei subiectilor a relevat faptul ca, Tn lotul de cercetat
cel mai mare numar de sugari au fost expusi la fumatul intrafamilial (35% cu tata fumator,
17% cu mama fumatoare, 22% cu ambii parinti fumatori), iar in lotul martor subiectii fara
expunere la fumatul intrafamilial au reprezentat mai mult de jumatate (56%), din numarul

total de subiecti.

Analiza statisticd la nivelul celor patru loturi rezultate (LM, LP, MLM, MLP), dupa
subimpartirea lotului de cercetat, si respectiv a lotului martor, In functie de alimentatia lactata

diferita a sugarilor a relevat:

% Diferente semnificative statistic (p=0.005) intre varsta medie a sugarilor din lotul de cercetat

al sugarilor alimentati natural (LM) si lotul martor al sugarilor alaptati (MLM);
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Nu au existat diferente semnificative statistic intre cele doud sexe, din punct de vedere al
varstei medii, Tn nici unul din cele patru loturi (LM, LP, MLM, MLP);

Tn ceea ce priveste distributia subiectilor in cadrul celor 4 grupuri diferite din punct de vedere
al expunerii la fumat, adica non-expusi si cele trei categorii de expusi (mama fumatoare, tata
fumator, ambii parinti fumatori), au fost inregistrate diferente semnificative statistic (p=0.04)
ntre loturile examinate (LM, LP, MLM, MLP);

Tntre cele dous loturi de cercetat (LM si LP) nu au existat diferente semnificative statistice I
ceea ce priveste prezenta afectiunilor respiratorii, desi in ambele loturi au fost mai frecvente
pneumoniile (60.71% in lotul LM si respectiv 46.15% in lotul LP), iar numarul bronsiolitelor
a fost vizibil mai scazut in randul sugarilor alaptati (10.71%).

Distributia in functie de prezenta / absenta APPR a inregistrat diferente semnificative statistic
(p=0.004) intre loturile studiate, cu o prezenta categoric mai mare a APPR la sugarii
alimentati cu diverse formule de lapte praf (LP, MLP), in comparatie cu sugarii alimentati cu
lapte matern (LM, MLM), atat intre loturile de cercetat (39.29% pentru LM si 69.23% pentru
LP), cat si intre loturile martor (31.25% pentru MLM si 81.25% pentru MLP);

La analiza statisticd a parametrilor biologici uzuali luati in studiu in cadrul loturilor studiate
am Tnregistrat urmatoarele rezultate:

o Analiza comparativa a variabilelor ce cuantificd proteina C reactivdi (PCR) a
demonstrat diferente semnificative statistic (p<0.0001) per global, intre cele patru
loturi, iar in functie de sexul pacientilor a relevat diferente semnificative statistic doar
pentru sexul masculin (p=0.021), la care a fost obtinuta si cea mai mare valoare medie
a PCR, in lotul LM (bdietii alaptati la sdn au avut o reactie de faza acutd mai
exprimata);

o In ceea ce priveste diferentele inregistrate pentru variabilele care cuantifici
hemoglobina plasmatica, per global si pentru sexul feminin nu au existat diferente
semnificative statistic, dar la sexul masculin au existat diferente (p=0.04) intre lotul
de cercetat al sugarilor alimentati artificial (LP) si ambele loturi martor: MLM si
MLP;

o Analiza statistica a valorilor medii ale sideremiei a evidentiat diferente semnificative
intre loturile de cercetat (LM, LP) si loturile martor (MLM, MLP), atat per global, cat

si la fiecare din cele doua sexe, iar valorile medii ale sideremiei au fost semnificativ
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mai mari la sugarii de sex masculin alimentati cu lapte matern, , atat in lotul de
cercetat (LM), cat si in lotul martor (MLM);

o Analiza statistica a variabilelor care cuantificd numarul total de leucocite a evidentiat
diferente semnificative (p<0.001), intre cele patru loturi, atat per global, cat si pe
sexe.

o Analiza statistica pentru proteinele serice totale nu a inregistrat diferente
semnificative Tntre loturi, per global, sau pe sexe; Dintre fractiunile electroforetice ale
proteinelor, fractiunea alfa (a2), desi a prezentat valori medii in limitele intervalului
de referinta, diferentele au fost semnificative per global, la sexul masculin, si la sexul
feminin, intre loturile LM versus MLM, LM versus MLP, LP versus MLM, si LP
versus MLP;

o La analiza statistica a imunoglobulinelor serice s-au evidentiat diferente semnificative
ntre loturi, per global pentru IgA (p=0.005), IgM (p=0.003), 1gG (p=0.014), la sexul
feminin pentru IgA (p=0.046), IgG (p=0.05), la sexul masculin pentru IgM (p=0.001).

o Analiza statisticd pentru fractiunea C3 a complementului nu a evidentiat diferente
semnificative intre cele patru loturi, nici per global, nici pe sexe, dar in cadrul lotului
martor al sugarilor alimentati artificial (MLP) s-au 1inregistrat diferente cu
semnificatie statistica (p=0.011) intre sexe, prin valori mai mari pentru sexul feminin.

¢ Evaluarea imunologica a sugarilor din loturile studiate utilizand parametrii de laborator deja
validati a fost completatd de dozarea interleukinelor IL-2 si IL-8; Analiza statistica si studiul
corelatiilor dintre interleukine si alte variabile analizate au evidentiat urmatoarele aspecte:

o Pentru ambele interleukine s-au evidentiat diferente semnificative statistic Tntre
loturile de cercetat si loturile martor (LM versus MLM, si LM versus MLP, dar si LP
versus MLM, LP versus MLP), atat per global, cat si pe sexe (p<0.0001); Valorile
medii atat ale IL-2, cat si ale IL-8 au fost mult mai mari in lotul LM, decat in lotul
LP;

o La studiul factorilor independenti de predictie, per global, pentru diferitele variabile
prin regresie multipla (metoda stepwise), rezultatele noastre au relevat ca, infectiile
acute respiratorii reprezinta factori de predictie independenti pentru valorile ambelor
interleukine IL-2 si IL-8 (p<0.0001), precum si pentru proteina C reactiva
(p=0.0014);
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o In grupul sugarilor alimentati natural (LM, MLM), doar infectiile acute respiratorii s-
au dovedit a fi factori de predictie independenti pentru valoarea PCR (p=0.018), si a
interleukinelor IL2 (p=0.0013), IL8 (p=0.002);

o 1In grupul sugarilor alimentati artificial (LP, MLP) s-au evidentiat: un factor de
predictie pentru mai multe variabile, si mai multi factori de predictie pentru 0
variabila :

- Factorul de predictie IACR pentru variabilele PCR (p=0.03) si IL-8 (p=0.01);

- Fumatul intrafamilial (p=0.0083) si IgA (p=0.0005) au fost factori de predictie
pentru variabila IL-2

- Fractiunea C3 a complementului a avut cei mai multi factori de predictie:
varsta (p=0.0011), expunerea la fumat (p=0.018), imunoglobulinele IgM
(p=0.0033), si IgG (p=0.012);

o Aprecierea calitdtii si valorii diagnostice a parametrilor analizati, prin prisma
criteriilor de performanta reprezentate de sensibilitate si specificitate (calcularea
AUROQOC) a relevat ca, per global:

- pentru valori ale IL-2 > 17.2 pg/ml, capacitatea acestei variabile de a identifica
pacientii cu IACR se caracterizeaza printr-0 sensibilitate si o specificitate de
100%;

- pentru valori ale IL-8 > 9.9 pg/ml, criteriile de performanta pentru capacitatea de
predictie a [ACR, au fost o sensibilitate de 100% si o specificitate de 96.87%;

- pentru valori PCR > 7 mg/dl, sensibilitatea a fost 66.67%, iar specificitatea
100%;

o La nivelul loturilor studiate au existat corelatii pozitive semnificative (p<0.0001) intre
cele doud interleukine IL-2 si IL-8, dar si intre acestea si parametrii cantitativi
analizati, cu diferite valori ale coeficientului de corelatie: PCR, imunoglobulinele
IgA, 1gM, IgG numadrul total de leucocite, numdrul de neutrofile si limfocite,
fractiunea electroforetica proteica alfa; desi au existat corelatii semnificative statistic
intre PCR si cele doua interleukine IL-2 si IL-8, rezultatele noastre au evidentiat intre
aceste variabile un grad redus de asociere pozitiva (repartitia grafici neomogena a

punctelor de corelatie);
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Rezultatele cercetarii au aratat o corelare pozitiva intre expunerea la fumatul intrafamilial si
variabilele care cuantifica IL-2 (p=0.0006), si IL-8 (p=0.047); Cele mai mari valori pentru
variabilele ce cuantifica IL-8 si IL-2 s-au inregistrat la sugarii cei mai expusi, cu ambii
parinti fumatori, rezultate similare cu cele ale unor studii recente care au demonstrat ca
“tutunul determind accelerarea proceselor inflamatorii prin cresterea expresiei mediatorilor
inflamatiei, si o augmentare a markerilor serici inflamatori”; In ceea ce priveste influenta
intricata a factorului benefic, reprezentat de laptele matern, cu factorul distructiv, reprezentat
de tutun, trebuie mentionat faptul ca, rezultatele pentru variabilele care cuantifica IL-2 si IL-
8, au fost mai mari in lotul de cercetat al sugarilor alimentati natural (LM), in comparatie cu
lotul de cercetat al sugarilor alimentati artificial (LP), in cadrul tuturor grupelor de sugari, cu
expunere la fumatul intrafamilial,

Tn lotul de cercetat LM, rezultatele analizei raspunsului imun specific (RIS) din IACR, prin
cuantificarea valorilor IL-2 au evidentiat valori de aproximativ 10 ori mai mari in cazul
infectiei respiratorii mai severe (pneumonia); In ceea ce priveste cuantificarea raspunsului
imun nespecific (RIN) din IACR, prin rezultatele obtinute la dozarea IL-8, in ambele loturi
de cercetat (LM, LP), per global, intre valorile variabilelor care cuantifica IL-8, in functie de
tipul infectiilor respiratorii s-au finregistrat diferente nesemnificative statistic; Trebuie
mentionat faptul ca, in lotul de cercetat al sugarilor alimentati natural (LM), intre valorile IL-
8 si severitatea infectiilor respiratorii s-a gasit un grad mai ridicat de corelatie pozitiva,
comparativ cu nivelul acesteia din lotul de cercetat al sugarilor alimentati cu diverse formule
de lapte (LP);

Antecedentele personale patologice respiratorii (APPR) reprezinta un factor de predictie slab,
pentru interpretarea raspunsului imun specific celular (RIC), prin intermediul IL-2, si a
raspunsului imun nespecific (RIN) cuantificat prin I1L-8;

Deoarece prevalenta Hiper IL-2 (toate valorile care au depasit 15 pg/ml) in cadrul ambelor
loturi de cercetat (LM, LP) a fost de 100%, pentru toate grupele de varsta, se poate spune ca,
pentru loturile de cercetat (LM, LP), raspunsul imun specific (RIS) la infectiile respiratorii,
cuantificat prin interleukina 2 (IL-2) a fost independent de alimentatia lactata a sugarilor; Dar
in lotul martor al sugarilor alimentati artificial (MLP), s-au inregistrat diferente intre
grupurile de varstd pentru prevalenta HIPER IL-2 Aceste rezultate sustin ideea, conform

careia la sugarii sandtosi (in absenta diagnosticului de infectie respiratorie sau de alta
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localizare), concentratia serica a IL-2 poate varia in functie de alimentatia lactata, si ca in
cazul alimentatiei cu diverse formule de lapte praf, ar putea exista o stimulare antigenica
non-infectioasa, care ar putea influenta raspunsul imun, mai ales cd ”in timpul copildriei

existd un echilibru fin intre toleranta si sensibilizare imunologica” [158, 173-176, 202];

/7
A X4

Prevalenta Hiper IL-2 Tn cadrul loturilor de cercetat (LM, LP) a fost de 100%, pentru toate

categoriile de infectii acute respiratorii studiate (IACRS, bronsiolita, pneumonie), ceea ce ar

indreptati considerarea IL-2 ca fiind un posibil marker imunologic in diagnosticul direct al

infectiilor acute respiratorii, dar fara importanta in diagnosticul diferential al IACR;

¢ Prevalenta Hiper IL-8 (toate valorile care au depasit 35 pg/ml) in cadrul loturilor de cercetat
(LM, LP), si pe grupe de varsta, a variat intre un minim de 62.5%, in lotul LP, la grupa de
varstd 6-11 luni, si un maxim de 100%, in lotul LM, la grupa de varsta peste 18 luni.
Conform acestor rezultate, se poate afirma ca raspunsul imun nespecific (RIN) in infectiile
respiratorii, cuantificat prin IL-8 este dependent de varsta si de alimentatia lactata a sugarilor;

¢ Prevalenta crescutd a Hiper IL-8 in infectiile acute de cai respiratorii (IACR) la sugari este o
dovada in favoarea utilizarii acestei chemokine, ca marker pentru diagnosticul pozitiv, dar
gradul slab de corelare a Hiper IL-8 cu gradul de severitate al infectiilor respiratorii nu a
permis conturarea argumentelor necesare utilizarii IL-8 ca marker de diagnostic diferential in
infectiile acute respiratorii. Este posibil ca lipsa acestor argumente sd se datoreze pe de o
parte numarului moderat de cazuri analizate si timpului de injumatatire (T;,) foarte scurt
pentru IL-8, a carei concentratie serici are o crestere rapidd in infectiile acute, si
caracteristicilor socio-demografice personale ale subiectilor inclusi in studiu, pe de alta parte
[68, 69, 73, 76];

% Rezultatele analizei comparative intre prevalenta valorilor crescute a celor doua interleukine

studiate (IL-2 si IL-8), in functie de sex si tipul de infectie acutd respiratorie au evidentiat

diferente semnificative doar pentru IL-8.

Capitolul noué prezinta concluziile finale ale cercetarii, desprinse dupa analiza loturilor

si a tuturor corelatiilor stabilite intre acestea, in functie de variabilele alese:

1. Sugarii alimentati natural in lotul de cercetat au avut varsta medie semnificativ statistic

diferitd fatd de cei din lotul martor.
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10.

In ambele loturi, cele mai frecvente au fost pneumoniile dar numarul bronsiolitelor a fost
vizibil mai scazut in rdndul sugarilor aldptati.

Atat in cazul loturilor de cercetat (LM, LP) cat si in cazul loturilor martor(MLM,MLP) au
fost inregistrate diferente semnificative statistic pe seama unei prezente categoric mai mari a
antecedentelor personale patologice respiratorii la sugarii alimentati cu diverse formule de
lapte praf in comparatie cu sugarii alimentati cu lapte matern.

Intre cele patru loturi examinate (LM, LP, MLM, MLP) s-au evidentiat diferente
semnificative statistic din punctul de vedere al expunerii la fumatul intrafamilial in functie
de distributia sugarilor in cadrul grupelor corespunzatoare celor patru categorii.

Concentratia serica a proteinei C reactive (PCR) a fost semnificativ statistic diferitd intre
loturile de cercetat (LM, LP) si loturile martor (MLM, MLP), per global, iar pe sexe doar la
sexul masculin.

Valorile medii ale numarului total de leucocite au fost semnificativ mai mari la sugarii cu
IACR, din loturile de cercetat (LM, LP), comparativ cu valorile Tnregistrate la decéat la
componentii loturilor martor (MLM, MLP).

La nivelul loturilor de cercetat (LM, LP) s-a inregistrat o usoara crestere a valorii medii a
ponderii neutrofilelor, mai pregnanta la subiectii cu alimentatie artificiala (LP) si o valoare
medie a leucocitelor mai mare la sugarii din lotul cu alimentatie naturala (LM).

La nivelul intregului lot de studiu, valoarea medie obtinutd pentru ponderea limfocitelor, din
totalul leucocitelor, s-a incadrat in limitele intervalului de referintd pentru varsta insd au
existat diferente semnificative statistic intre loturile de cercetat (LM, LP) si loturile martor
(MLM si MLP), la nivel global si la sexul feminin.

Analiza statisticd pentru valorile medii ale sideremiei a evidentiat diferente semnificative
intre loturile de cercetat (LM, LP) si loturile martor (MLM, MLP), atat per global, cat si la
fiecare din cele doua sexe. Valorile scazute ale sideremiei, in ambele loturi de cercetat (LM,
LP), exprima probabilitatea instaldrii anemiei feriprive in context infectios.

Analiza statisticd pentru proteinele serice totale nu a relevat diferente semnificative intre
loturi, nici per global, nici pe sexe. Pentru fractiunea o2, diferentele au fost semnificative
statistic intre loturile de cercetat si loturile martor, la ambele sexe, sugerdnd o valoare

diagnosticd mai mare 1n infectiile respiratorii la sugari.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

In grupul sugarilor alimentati artificial, cu diverse formule de lapte praf, rispunsul imun
umoral (RIU) a fost mai puternic exprimat la sexul feminin, atat pentru lotul de cercetat (LP)
cat si pentru lotul martor MLP. Componenta C3 a complementului seric, a evidentiat un
raspuns imun nespecific (RIN) mai intens, pentru sugarii de sex feminin, alimentati
artificial, din lotul martor (MLP).
Determinarea concentratiei serice a IL-2 si IL-8 are o notd de originalitate in conditiile in
care acesti markeri imunologici nu au incd metode validate de determinare 1n laborator.
Evaluarea imunitatii specifice, dobandite, prin analiza statisticd a rezultatelor obtinute la
dozarea IL-2 subliniaza faptul ca in infectii acute respiratorii, in cazul sexului feminin, pare
sa existe raspuns imun celular (RIC) mai bine exprimat decat la sexul masculin.
Evaluarea imunitatii nespecifice, inndscute prin analiza statisticd a rezultatelor obtinute la
dozarea IL-8, permite postularea urmatoarelor aspecte:

= Sugarii alimentati natural dezvolta un raspuns imun nespecific, inndascut mai amplu.

= La sexul feminin raspunsul imun nespecific (RIN) este mai bine exprimat.

= In loturile LM, MLM, doar IACR au fost factori de predictie pentru PCR, 1L2, IL8.
In grupul sugarilor alimentati artificial (LP, MLP) s-au evidentiat mai multi factori de
predictie independenti pentru valoarea unei variabile; variabilele PCR si IL-8 au avut ca
factori de predictie independenti doar IACR, IL-2 a avut ca factori de predictie fumatul
intrafamilial s1 IgA iar fractiunea C3 a complementului a avut cei mai multi factori de
predictie si anume varsta, expunerea la fumat, valorile imunoglobulinelor M si G.
Pentru intreg lotul de studiu, analiza statisticd a variabilelor cantitative, a relevat corelatii
pozitive, pentru aproape toate variabilele studiate si respectiv corelatii negative intre
ponderea limfocitelor si PCR, IL-2,IL-8. Am constatat lipsa corelatiilor semnificative intre
ponderea monocitelor si variabilele studiate.
Pentru capacitatea de a identifica pacientii cu IACR, PCR are un indicativ bun ca marker
diagnostic pentru IACR la sugari, cu o sensibilitate de 70% si specificitate de 100% si cu o
performanta mai buna la nivelul loturilor formate din sugari alimentati cu lapte matern (LM
st MLM), comparativ cu cea inregistratd in loturile sugarilor alimentati cu diverse formule
de lapte praf (LP si MLP);
IL-2 si IL-8 au aratat o performantd maxima de a identifica pacientii cu infectii [ACR

(sensibilitate de 100% si specificitate de cel putin 97%), cu 0 capacitate mai ridicata de
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19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

predictie decat PCR; sensibilitatea si specificitatea testelor de dozare a IL-2 si IL-8, acestea
nu au inregistrat diferente in functie de alimentatia lactatd a sugarilor, performanta fiind
maxima in toate cele patru loturi (LP, LM, MLM, MLP)

Expunerea intrafamiliala la fumul de tigara coreleaza pozitiv cu nivelul seric al IL-2 si IL-8,
mai ales Tn cazul ambilor parinti fumatori.

In lotul de cercetat al sugarilor alimentati natural (LM) am inregistrat un raspuns imun
specific celular cuantificat prin valorile IL-2 de 10 ori mai intens in cazul IACR severe
(pneumonia).

Tn ambele loturi de cercetat (LM, LP), per global, s-au inregistrat diferente nesemnificative
statistic, intre valorile variabilelor care cuantificd IL-8 in functie de tipul infectiilor
respiratorii.

In lotul de cercetat al sugarilor alimentati natural (LM), intre valorile IL-8 si severitatea
infectiilor respiratorii am gasit un grad mai ridicat de corelatie pozitiva, comparativ cu lotul
sugarilor alimentati cu lapte praf (LP).

Antecedentele personale patologice respiratorii reprezintd un factor de predictie slab, in
interpretarea raspunsului imun specific celular cuantificat prin IL-2 si a raspunsului imun
nespecific cuantificat prin IL-8.

Pentru loturile de cercetat (LM, LP), raspunsul imun specific (RIS) la infectiile respiratorii,
cuantificat prin IL-2 a fost independent de alimentatia lactata a sugarilor.

IL-2 poate fi considerat un posibil marker imunologic in diagnosticul direct al infectiilor
acute respiratorii, dar fara importanta in diagnosticul diferential al IACR.

Raspunsul imun nespecific (RIN) in IACR, cuantificat prin IL-8, este dependent de varsta si
de alimentatia lactatd a sugarilor.

Gradul slab de corelare a nivelelor crescute de IL-8 cu gradul de severitate al infectiilor
respiratorii nu a permis conturarea argumentelor necesare utilizarii IL-8 ca marker de
diagnostic diferential in infectiile acute respiratorii.

Prevalenta nivelelor crescute de IL-2 1n functie de sex si tipul de IACR a fost independenta
de acesti factori, In timp ce prevalenta nivelelor crescute de IL-8 a fost influentatd si de sex,

si de tipul IACR.

Originalitatea si contributiile inovative ale tezei sunt:
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» Dozarea IL-2 si IL-8 in paralel la sugari alimentati natural versus sugari alimentati artificial,
in contextul diagnosticului de infectii acute respiratorii.

» Trusele utilizate la determinarea concentratiilor serice pentru citokine au fost concepute
pentru determindri in domeniul cercetarii, fard recomandari pentru intervalele de referinta,
astfel ca dupa analiza rezultatelor studiilor din literatura de specialitate am stabilit propriile
valori pentru analizele comparative, contribuind la stabilirea unor valori de referinta, si la
utilizarea acestora in conturarea profilului imunologic in infectii respiratorii acute la copii.

» Deschiderea unor multiple directii de cercetare viitoare, cum ar fi studiul citokinelor in

dinamica, corelarea cu diagnosticul etiologic cert de infectie virala sau bacteriana.
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