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Lista stosowanych skrotow

BAL

(ang. bronchoalveolar lavage) ptukanie oskrzelikowo-
pecherzykowe

Ch. pneumoniae, CP

Chlamydia pneumoniae

ECP (ang. eosinophil cationic protein) eozynofilowe biatko kationowe

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) test
immunoenzymatyczny

FEV, (ang. forced expiratory volume in first second)
natgzona objetos¢ wydechowa pierwszosekundowa

GINA (ang. Global Initiative for Asthma) - Swiatowa Inicjatywa
Zwalczania Astmy

GKS glikokortykosteroidy

IFN interferon

Ig immunoglobulina

IL interleukina

MIF mikroimmunofluorescencja

M. pneumoniae, MP

Mycoplasma pneumoniae

NLPZ niesteroidowe leki przeciwzapalne

PCR (ang. polymerase chain reaction) polimerazowa reakcja
lancuchowa

PEF (ang. peak expiratory flow) szczytowy przeptyw wydechowy

POChP przewlekta obturacyjna choroba phuc

TNF (ang. tumor necrosis factor) czynnik martwiczy nowotworu
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1. WSTEP

1.1 Definicja i epidemiologia astmy

Zgodnie z definicja zaproponowang przez raport GINA astma jest przewlekla zapalna
chorobg drég oddechowych, w ktérej uczestniczy wiele komoérek i substancji przez nie
uwalnianych. Przewlekle zapalenie jest przyczyna nadreaktywnos$ci oskrzeli prowadzacej do
nawracajacych epizodow $wiszczacego oddechu, dusznos$ci, $ciskania w klatce piersiowej
1 kaszlu, wystepujacych szczeg6lnie w nocy i nad ranem. Epizodom tym towarzyszy rozlana
obturacja oskrzeli 0 zmiennym nasileniu, czesto Ustgpujgca samoistnie lub pod wplywem
leczenia [1].

Liczba chorych na astme szacowana jest na calym $wiecie na okoto 300 milionow.
Czestos¢ wystepowania astmy jest zrdéznicowana w poszczegolnych czesciach $wiata
wynoszac od 1 do 18% populacji. W Polsce choroba stanowi istotny problem zdrowotny
zardwno wsrdd dorostych jak 1 dzieci. Szacuje si¢, ze dotknietych jest nig ok. 9% dzieci oraz
5,5% dorostych [2]. Astma jest czgsta przyczyng absencji w pracy i szkole, istotnie ogranicza
codzienng aktywno$¢ wielu chorych oraz, w przypadku niekorzystnego przebiegu, prowadzi
do trwalego obnizenia jakosci zycia [3-5]. Stanowi ponadto zrodlo wielu kosztow
bezposrednich i posrednich. Jest zatem istotnym problemem medycznym, spolecznym
i ekonomicznym [6,7].

Pomimo stale poszerzajacej si¢ wiedzy na temat patomechanizmu astmy nadal nie do
konca poznane sg czynniki prowadzace do jej rozwoju oraz przyczyny Wzrostu chorobowosci.
Z pewnoscia do zachorowania usposabiajg predyspozycje genetyczne, atopia, ekspozycja na
alergeny i nadreaktywno$¢ oskrzeli [8-12]. Istniejg takze poparte licznymi badaniami
przypuszczenia, ze do rozwoju astmy moga prowadzi¢ zakazenia ukladu oddechowego,
zwlaszcza o etiologii wirusowej lub wywolane przez atypowe bakterie — Chlamydia

pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae.



1.2 Leczenie astmy. Kryteria pelnej kontroli objawéw

Astma jest przewlekla choroba o zmiennym przebiegu, w ktorym okresy remisji
przeplataja si¢ z zaostrzeniami zaburzen oddechowych (dusznosci, kaszlu, $wiszczacego
oddechu) i z pogorszeniem parametroOw spirometrycznych typowych dla obturacji oskrzeli.
Ponadto mozliwe jest wystepowanie krotkotrwatych epizodéw ustepujacych samoistnie lub
po zastosowaniu leku.

Celem leczenia astmy jest osiggnigcie petnej kontroli objawoéw definiowanej przez raport
GINA jako wystepowanie objawow dziennych nie czg$ciej niz dwa razy w tygodniu,
nieobecnos$¢ dolegliwosci nocnych, nieograniczona aktywno$¢ fizyczna, zapotrzebowanie na
leki doraznie nie czg$ciej niz dwa razy na tydzien Oraz nieobecno$¢ zaostrzen. Zadowalajaca
kontrola objawow astmy mozliwa jest dzieki kompleksowym dziataniom obejmujacym statg
farmakoterapig, unikanie alergenéw, edukacje i rehabilitacj¢ chorych, a takze odpowiednie
leczenie zaostrzen [1]. Do przerywania napadow dusznosci stosuje si¢ krotko dziatajace fB-
adrenomimetyki. Sposréd lekow kontrolujgcych przebieg choroby najskuteczniejsze
i najszerzej stosowane sg wziewne glikokortykosteroidy (GKS). W razie potrzeby zaleca si¢
takze uzywanie dlugo dzialajagcych P-adrenomimetykow, antagonistow receptorOw
leukotrienowych, metyloksantyn, doustnych glikokortykosteroidow i kromonow, za§ w
wybranych przypadkach ci¢zkiej IgE-zaleznej astmy — omalizumabu.

W ocenie stopnia opanowania objawOw astmy wykorzystuje si¢ poza cytowang
klasyfikacja GINA rowniez Test Kontroli Astmy (ang. Asthma Control Test, ACT) oraz
Kwestionariusz Kontroli Astmy (ang. Asthma Control Questionnaire, ACQ) [13]. Dodatkowo
w celu oceny czynnosci drog oddechowych wykonuje si¢ badanie spirometryczne z proba
rozkurczowa oraz codzienne badanie szczytowego przeplywu wydechowego (PEF, ang. peak
expiratory flow). Nasilenie procesu zapalnego w blonie $luzowej oskrzeli mozna badac

oznaczajac frakcje tlenku azotu (NO) w wydychanym powietrzu (FeNO) lub parametry stanu



zapalnego w plwocinie [14-16]. W przypadku stwierdzenia braku lub niepelnej kontroli
objawow nalezy ustali¢ i, o ile to mozliwe, usungé przyczyn¢ niepowodzenia oraz
modyfikowa¢ leczenie przez zwigkszenie dawki Iub wilaczenie kolejnego leku

przeciwzapalnego.

Pomimo stale poszerzajacej si¢ wiedzy na temat patomechanizmu i mozliwosci leczenia
astmy oraz ukierunkowania terapii na zapewnienie chorym dobrej jakosci zycia, objawy
choroby sg czesto trudne do opanowania [17,18]. W 5-10 % przypadkow rozpoznaje si¢ astme
trudng do leczenia (ang. difficult-to-treat asthma), co oznacza brak kontroli objawéw pomimo
stosowania odpowiednich dawek dwoch lub wigcej lekow kontrolujacych przebieg choroby
[19]. Dane te skfaniajg do prowadzenia dalszych badan poswieconych optymalnej strategii

postepowania w zakresie prewencji zaostrzen oraz lepszego opanowania objawow.

1.3 Czynniki prowadzace do zaostrzen astmy oraz pogarszajace stopien kontroli

objawow

Istotny wplyw na przebieg astmy ma ekspozycja na alergeny (roztoczy kurzu domowego,
pytkow roslin, zarodnikow grzybow, sier§ci zwierzat itp.), zmiany temperatury i wilgotnosci
powietrza oraz nieswoiste czynniki draznigce, np. dym tytoniowy, pyty, czynniki zawodowe.
U os6b z nadwrazliwoscia na kwas acetylosalicylowy do zaostrzen prowadzi¢ moze przyjecie
leku z grupy NLPZ lub pokarmu zawierajacego salicylany. Ztej kontroli objawoéw sprzyjaja
takze niektore choroby wspotistniejace np. refluks zotadkowo-przelykowy, alergiczny niezyt
nosa, przewlekte zapalenie zatok [20-22]. W ostatnim czasie zwraca si¢ rOwniez uwage na
niekorzystny wplyw otylosci oraz zmian hormonalnych. U niektérych chorych
niezadowalajace wyniki leczenia wynikaja z niestosowania si¢ do zalecen lekarza,

niewlasciwego stosowania lekow badz z przyczyn psychospotecznych.



W wystgpowaniu zaostrzen istotng role odgrywaja zakazenia ukladu oddechowego,
zwlaszcza wirusowe lub wywolane atypowymi bakteriami [23]. Szacuje si¢, ze zakazenia
rinowirusami, adenowirusami, wirusami grypy i paragrypy zwiazane si¢ z ok. 80% zaostrzen
astmy u dzieci i ok. 40% u dorostych [24 - 26]. Wplyw zakazen atypowymi bakteriami na

przebieg astmy nie zostat dotychczas jednoznacznie okreslony.

1.4 Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae

1.4.1 Biologia

Chlamydia pneumoniae nalezy do rzedu Chlamydiales, rodziny Chlamydiaceae, rodzaju
Chlamydia, ktorego przedstawicielami sg takze trzy inne gatunki bakterii chorobotworczych:
Chlamydia psitacci, Chlamydia trachomatis oraz Chlamydia pecorum. Chlamydia
pneumoniae zostala opisana jako odrebny gatunek dopiero w 1989r., wczesniej klasyfikowana
byta jako szczep TWAR Chlamydia psittaci. W strukturze antygenowej bakterii wyrdézniamy
grupowo swoisty kompleks lipopolisacharydowy (LPS) oraz bialka swoiste gatunkowo, np.
biatko blony zewnetrznej omp (ang. outer membrane protein) [27].

Chlamydia pneumoniae jest pasozytem bezwzglednie wewnatrzkomorkowym, ktory nie
moze rozmnaza¢ si¢ poza organizmem czlowieka. W czasie cyklu rozwojowego wystepuje
w dwoch postaciach: ciatka elementarnego i ciatka siateczkowatego (retikularnego). Ciatka
elementarne (ang. elementary bodies, EB) o srednicy ok. 300nm i gruszkowatym ksztalcie sa
forma zakazng. Nie maja one mozliwos$ci prowadzenia wlasnego metabolizmu i wytwarzania
ATP, a tym samym — sg pozbawione zdolnosci do rozmnazania si¢. Po wnikni¢ciu do
komorki zywiciela ciatko elementarne powigksza si¢ kilkukrotnie i przeksztalca w ciatko
siateczkowate (ang. reticulate body, RB). Jest to forma wegetatywna, korzystajaca z zasobow
energetycznych komorek zZywiciela a przez to zdolna do rozmnazania. W ciagu

kilkudziesigciu godzin od zakazenia dochodzi do namnoZenia przez podzial poprzeczny



cialek siateczkowatych i utworzenia wewnatrzkomorkowego wtretu. W jego obrebie ciatka
siateczkowate przeksztalcaja si¢ w ciatka elementarne. Wypehiony ciatkami elementarnymi
wtret peka, dochodzi do uszkodzenia komorki gospodarza i uwolnienia Chlamydii. Nowo
powstale ciatka elementarne sg zdolne do zarazania kolejnych zdrowych komorek. Opisany
cykl rozwojowy trwa ok. 72 godziny [28].

Mycoplasma pneumoniae nalezy do klasy Mollicutes, rzgdu Mycoplasmatales, rodziny
Mycoplasmataceae. Niektore sposrod innych gatunkoéw nalezgcych do rodzaju Mycoplasma
sg patogenami (np. M. hominis, M. genitalum) lub komensalami jamy ustnej (M. orale, M.
buccale, M. salivarium) [29].

Komoérki M. pneumoniae maja $rednicg ok. 300 nm. Jest to zatem jeden z najmniejszych
organizméw zdolnych do samodzielnego zycia. Brak $ciany komorkowej czyni te bakterig
wrazliwg na zamiany ci$nienia osmotycznego 1 oporng na antybiotyki z grupy B-laktamow.
Jest zdolna do czasowego bytowania wewnatrz komoérek gospodarza, chod,
w przeciwienstwie do Chlamydia pneumoniae, nie jest pasozytem bezwzglednie
wewnatrzkomorkowym. Wykazuje szczegdlng predylekcje do komoérek nablonka rz¢skowego
drég oddechowych.

Patogen zostal po raz pierwszy wyizolowany przez Eatona w roku 1944. Stad pochodzi
jego pierwotna nazwa — ,,czynnik Eatona”. Pierwsze badania zwigzane z chorobotworczo$cia
Mycoplasma pneumoniae przeprowadzono w latach 40. u chorych na ,pierwotng atypowa
pneumonie”. Pojecie atypowego zapalenia ptuc wprowadzono ze wzgledu na brak klinicznej
poprawy po stosowaniu sulfonamidéw i nietypowy dla zapalenia bakteryjnego obraz

radiologiczny.



1.4.2 Chorobotwdérczosé

Chlamydia pneumoniae nalezy do czestszych patogenow wywolujacych zakazenia
gornych i dolnych drég oddechowych [30]. Szacuje si¢, ze odpowiada za 10% zapalen ptuc
oraz 5% zapalen oskrzeli. Infekcja przenoszona jest droga kropelkowa, co tlumaczy czeste
wystepowanie epidemii zachorowan w srodowiskach zamknigtych takich jak koszary, domy
dziecka, zaklady opiekuncze czy szkoly z internatami. Przebieg choroby bywa zazwyczaj
fagodny. Dominujgcymi objawami sg: kaszel, goraczka, bol gardia, chrypka. Ciezszy przebieg
mozliwy jest u oséb w podesztym wieku lub obcigzonych zaburzeniami odpornosci.
Zakazenie Chlamydia pneumoniae moze takze, cho¢ rzadziej, przebiega¢ jako zapalenie ucha
srodkowego, stawow, watroby, weztéw chlonnych czy teczowki.

O powszechnos$ci zakazen $wiadczy czeste wystgpowanie przeciwcial przeciw Chlamydia
pneumoniae w ogolnej populacji. W badaniu Ferrari i wsp. w grupie modych dorostych (20-
44 lata) cechy przebytej infekcji stwierdzono u 58,8% mezczyzn oraz 39,6% kobiet [31].
U 10,6% badanych stwierdzono cechy obecnego lub niedawno przebytego zakazenia.
Niezaleznymi czynnikami ryzyka okazaly si¢ by¢: ple¢ meska oraz palenie tytoniu.
W badaniu Myashita i wsp. sposrod 1018 dorostych w wieku 22-50 lat zakazenie przebyto
60% (64% mezczyzn oraz 58% kobiet) [32].

Co istotne, zakazenie Chlamydia pneumoniae czesto przechodzi w faze przewlekla,
klinicznie skgpo- lub bezobjawowa. Ten przewlekly proces zapalny wigzany jest przez
niektorych badaczy z patogeneza choroby wiencowej, zapalenia wsierdzia, miazdzycy,
nadci$nienia tetniczego, zapalenia naczyn, stwardnienia rozsianego, sarkoidozy a takze astmy
[33-35]. Pojedyncze prace wskazuja na zakazenie Chlamydia pneumoniae jako czynnik
rozwoju niektoérych choréb nowotworowych, np. raka ptuca czy chloniakéw nieziarniczych
[36-38]. W wickszosci przypadkow brak jest jednak przekonujacych dowodow jednoznacznie

potwierdzajacych zwigzek przyczynowo-skutkowy pomigdzy zakazeniem a indukcja choroby.

10



Mycoplasma pneumoniae wywoluje zakazenia drég oddechowych, do ktorych dochodzi
zwlaszcza wiosng 1 jesienig. Jest rowniez jednym z najwazniejszych czynnikow
etiologicznych zapalen ptuc [39,40]. Po okresie inkubacji trwajacym 2-3 tygodnie stopniowo
narastaja objawy - kaszel, duszno$¢, bol gardla, niezyt nosa. Sposrdéd objawow spoza uktadu
oddechowego najczestsze sg: gorgczka, nudnosci, wymioty, bole glowy, dreszcze, nocne poty
[41]. Choroba ma zazwyczaj charakter lagodny 1 samoograniczajacy. W cigzszych
przypadkach, np. u chorych z zaburzeniami odpornosci, stwierdza si¢ wysigk w jamach
optucnej oraz niewydolnos¢ oddechowg [42].

Podobnie jak w przypadku Chlamydia pneumoniae szczegolnie narazone na zakazenie sg
osoby zyjace w zamknietych spolecznos$ciach, zwlaszcza milodzi doroéli (skoszarowani
zolierze, uczniowie i studenci mieszkajagcy w internatach lub domach studenckich).
Epidemie zachorowan zdarzajg si¢ co 3-5 lat. Cechy zakazenia wystepuja wowczas u 65-90%
populacji zamieszkujacej ognisko epidemii. Bardzo czesty jest przebieg skapo- Ilub
bezobjawowy, przez co czgsto$¢ zakazen bywa niedoszacowana.

U wielu chorych po ustgpieniu objawdéw ostrej fazy zakazenia przez wiele tygodni
utrzymuje si¢ uporczywy kaszel bedgcy wyrazem nadreaktywnos$ci oskrzeli, ktorej istnienie
potwierdzono réwniez na modelu zwierzecym [43]. Do powiklan zakazenia naleza:
niedokrwisto$§¢ hemolityczna, ostre zapalenie trzustki, zapalenie ucha, powiklania
neurologiczne (zapalenie mozgu, opon mézgowo-rdzeniowych, porazenie potowicze, zespot
Guillain-Barre), rumien wielopostaciowy, rumien guzowaty, zespot Stevens-Johnsona [44].
Mycoplasma pneumoniae, podobnie jak Chlamydia pneumoniae, jest wrazliwa na antybiotyki

z grupy makrolidow i tetracyklin.
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1.4.3 Rozpoznawanie zakazen

W praktyce klinicznej rozpoznanie zakazenia atypowym patogenem opiera si¢ na danych z
wywiadu, znajomosci epidemiologii, badaniu fizykalnym oraz radiologicznych,
serologicznych i mikrobiologicznych badaniach dodatkowych. Najczestszymi objawami
klinicznymi zakazenia sa: meczacy kaszel, bol gardia, chrypka, niezyt nosa, goraczka, objawy
,»grypopodobne”, rzadziej — bole stawowe, bole i zawroty glowy, nudnosci i wymioty. Nie ma
swoistych objawoéw pozwalajagcych na ustalenie rozpoznania. W badaniu radiologicznym
klatki piersiowej stwierdza si¢ nieswoiste zmiany zapalne migzszu plucnego,
okotooskrzelowe oraz odczyn wezlowy. Czgsto zwraca uwage dysproporcja pomiedzy
skapymi objawami klinicznymi a rozlegtymi zmianami w obrazie radiologicznym.

Mikrobiologiczna diagnostyka chorob wywolanych przez bakterie atypowe byla zawsze
utrudniona przez brak jednego, standaryzowanego testu, ktory jednoznacznie potwierdzitby
lub wykluczyt zakazenie. Ponadto nietatwe bylo pozyskiwanie materialu z dolnych drog
oddechowych do badan mikrobiologicznych.

Obecnie podstawowym badaniem dodatkowym pomocnym w rozpoznawaniu zakazen
Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae jest wykrywanie swoistych przeciwcial
w surowicy chorych. W tym celu wykorzystywana jest technika mikroimmunofluorescencji
(MIF) lub test immunoenzymatyczny ELISA [45]. Czulo$¢ w odniesieniu do Chlamydia
pneumoniae wynosi w MIF 66-100%, dla testu ELISA- 42-96% za$ swoistos¢: 97-100%
w MIF i 88-100% dla ELISA [46]. Metoda o historycznym znaczeniu jest odczyn wigzania
dopetniacza (OWD) umozliwiajacy wykrycie nieswoistych gatunkowo przeciwcial przeciw
bakteryjnym lipopolisacharydom (LPS).

W przypadku Chlamydia pneumoniae przeciwciata klasy M pojawiajg si¢ w 3 tygodniu po
zakazeniu i utrzymuja si¢ w surowicy przez 2-6 miesigcy. Przeciwciata klasy G pojawiajg si¢

6-8 tygodni po zakazeniu i utrzymuja si¢ kilka lat. Reinfekcja charakteryzuje si¢ znacznie

12



szybszym wzrostem st¢zenia przeciwcial klasy G. Dogodnym markerem stuzacym do
monitorowania przewleklego zakazenia jest natomiast stgzenie przeciwciat klasy A, ktore
w prawidlowo zwalczanym zakazeniu obniza si¢ szybko po powrocie do zdrowia, natomiast
w fazie przewlektej pozostaje stabilnie podwyzszone. Przy zastosowaniu MIF przyjetymi
powszechnie Kryteriami diagnostycznymi ostrej infekcji pierwotnej sg: miana IgM > 1:16,
IgG > 1:512 lub czterokrotny wzrost miana IgG. W reinfekcji stwierdza si¢ IgA > 1:32;
1:16 < 1gG < 1:512. O przebyciu zakazenia w przesztos$ci swiadczg miana przeciwciat IgG
powyzej 1:32 oraz IgA powyzej 1:8.

Oproécz badan serologicznych stosowane sg techniki hodowlane. W przypadku Chlamydia
pneumoniae namnazanie odbywa si¢ na liniach komoérkowych (np. Hela 229, HL, BHK-21,
HEp-2), zas Mycoplasma pneumoniae hodowana jest na wzbogaconych podtozach z biatkiem
i cholesterolem (wycigg migsny, pepton, surowica konska, wycigg drozdzy). Kolonie majg
rozmiar 10-2000 um. Posiadajg centrum wrosnicte w glagb podloza oraz strefe wzrostu
powierzchniowego (wyglad ,,sadzonego jaja). Czas wzrostu jednej generacji to 19 godzin. Ze
wzgledu na czasochtonnos¢ metody hodowlane sg rzadko stosowane w praktyce klinicznej.
Coraz czesciej natomiast wykorzystuje si¢ technike PCR do wykrywania materiatu
genetycznego patogenéw w plynie z plukania oskrzelikowo-pecherzykowego, indukowanej
plwocinie lub wymazach z nosogardzieli [45]. Umozliwia ona wykrycie nawet niewielkigj
liczby kopii genomu w materiale. W diagnostyce zakazenia Chlamydia pneumoniae
wykorzystuje si¢ startery wigzane przez gen ompA, zas w przypadku Mycoplasma
pneumoniae — gen biatka adhezyjnego P1 lub fragment genu 16s rDNA. Dzigki technice PCR
mozliwe jest wykrywanie obecnos$ci zarowno zywych jak 1 martwych patogendw, co istotnie
zmniejsza ograniczenia dotyczace transportu materiatu. Z drugiej jednak strony brak
mozliwosci zréznicowania DNA bakterii zywych i martwych (np. w wyniku stosowanej

terapii) moze wptywac niekorzystnie na decyzje dotyczace leczenia. Niedogodnosci tej jest
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pozbawiona technika rtPCR wykrywajaca mRNA, a tym samym pozwalajaca zidentyfikowaé

jedynie patogeny aktywne metabolicznie.

1.5 Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae a astma

Zwiazki pomiedzy zakazeniami a astmg sg opisywane od dawna. Wedhlug tzw. hipotezy
higienicznej wzrost czestosci wystepowania chorob alergicznych wynika z eliminacji
pospolitych  chorob zakaznych wieku dziecigcego, m.in. w wyniku szczepien
profilaktycznych. Z drugiej strony wykazano rozwoj nadreaktywnos$ci oskrzeli i astmy jako
rezultat zakazenia. Dotyczy to zwlaszcza tzw. astmy nieatopowej — rozpoczynajgcej si¢
u osob dorostych i przebiegajacej bez klinicznie istotnych alergii.

Zjawisko infekcyjnej indukcji astmy poznano do tej pory najlepiej w odniesieniu do
zakazen Wwirusowych, zwlaszcza adenowirusami, RSV i rinowirusami [47-51]. Wywoluja
one odpowiedZz immunologiczng typu Th2 zwigzang z wytwarzaniem IL 4, IL 5, ktére sg
cytokinami odgrywajacymi takze istotng role w patomechanizmie chorob alergicznych
[52,53]. Adenowirus wywohluje czesto zakazenia latentne. Nie dochodzi w nich do replikacji
drobnoustroju a jedynie produkcji cz¢sci jego biatek. Wedtug niektorych badaczy prowadzi to
m.in. do zwickszenia ekspresji genéw zwigzanych z przewlektym, tytoniozaleznym procesem
zapalnym w POCHP [54].

Mniej wiadomo na temat mozliwosci indukowania astmy przez bakterie. W tej grupie
organizmOw najwiecej danych dostarczyty badania dotyczace bakterii atypowych (zwlaszcza

Chlamydia), wywotujacych przewlekte zakazenia.
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1.5.1 Rola zakazen Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae w indukcji astmy

Wedtug niektorych badaczy zakazenia bakteryjne moga odgrywaé pewna role w inicjacji
astmy u osoéb dotychczas zdrowych. Dotyczy to zwlaszcza przypadkdéw tzw. ,astmy
o poéznym poczatku” (ang. late-onset asthma), nieatopowej, ktorej pojawienie si¢ jest
poprzedzone objawami zakazenia wywolanego przez Chlamydia pneumoniae lub
Mycoplasma pneumoniae [55].

Wyniki prac obejmujacych wigksza liczbg chorych sa rozbiezne. Hahn jako pierwszy
powigzal nowe zachorowania na astme¢ z zakazeniem Chlamydia pneumoniae na podstawie
stwierdzanej u czesci chorych serokonwersji [56]. W badaniu Sirmatela i wsp. potwierdzono
czestsze wystepowanie istotnych mian przeciwcial klas G 1 A u chorych ze ,$wiezo”
rozpoznang astma [57].

Z drugiej strony Korppi i wsp. nie stwierdzili istotnych roznic w stezeniach 1gG i IgA
przeciw Chlamydia pneumoniae pomiedzy dzie¢mi w wieku 1-6 lat, u ktoérych rozwineta si¢
astma a zdrowymi [58]. Prace Larsena i Routes nie potwierdzity z kolei tych roznic w grupie
0sob dorostych [59,60].

Posrednio o zwigzkach pomiedzy rozwojem astmy a zakazeniami $wiadczg réwniez
wyniki badan potwierdzajacych czgste wystepowanie serologicznych cech przebytego
W przesztosci lub przewlektego, aktywnego zakazenia. Cook stwierdzit cechy przebytego
zakazenia u 35% chorych na astme przewlekla stabilng, Von Hertzen i wsp. u 43% kobiet
1 64% mezczyzn chorych na astme nieatopowa [61]. Cechy przewleklego zakazenia
stwierdzono u 23-72% chorych [62,63].

Z drugiej strony nie brakuje prac przeczacych powyzszym obserwacjom. Barbaro i wsp.
nie stwierdzili r6znic w czgstosci wystgpowania serologicznych cech przebytego zakazenia

Chlamydia pneumoniae u 197 chorych na przewlekla astme i u 0s6b zdrowych [64].
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W cytowanych pracach réznie dobierano badanych oraz stosowano odmienng metodyke.
O ile niektorzy autorzy poprzestawali na ocenie serologicznej, inni uzupetniali j3 badaniami
mikrobiologicznymi badz molekularnymi (PCR plynu z popluczyn oskrzelikowo-
pecherzykowych lub wymazoéw z nosogardzieli).

Rozbieznosci w wynikach cytowanych prac sklaniaja do podjecia dalszych badan
dotyczacych wplywu zakazen atypowymi bakteriami na rozwoj i kontrole astmy. Nie mozna
wykluczy¢, ze czeste wspoOtistnienie astmy 1 przewlektego zakazenia moze by¢ zwigzane nie
tyle z indukcjg choroby przez antygeny bakteryjne, co z wigkszg podatnoscig chorych na

zakazenia drog oddechowych.

1.5.2 Rola zakazen Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae w przebiegu

astmy

Zakazenia bakteriami atypowymi stanowia jedng z czestszych przyczyn zaostrzen astmy.
W badaniu Liebermana i wsp. obejmujacym 100 dorostych chorych hospitalizowanych
z powodu zaostrzenia astmy serologiczne cechy zakazenia Mycoplasma pneumoniae
stwierdzono u 18%, za§ Chlamydia pneumoniae - u 8% badanych [65]. Dane te r6znig si¢
jednak znacznie w zaleznosci od badanej populacji i stosowanych metod diagnostycznych.
Stad w niektorych analizach cechy ,,$wiezego” zakazenia Chlamydia pneumoniae stwierdza
si¢ u chorych z zaostrzeniem astmy czesto (np. Wark i wsp. - 38%), w innych — znacznie
rzadziej (np. Allegra i wsp. - 8% zakazen Chlamydia pneumoniae i 2% - Mycoplasma
pneumoniae) [66,67]. Nie brakuje wreszcie prac sugerujagcych marginalng role bakterii
atypowych wynikajaca z niewielkiej czestosci zakazen, nie roznigcej si¢ istotnie od zdrowej
populacji [26,68]. Warto przy tym podkresli¢ roznice zwigzane ze stosowanymi metodami

diagnostycznymi. Aby je poréwna¢ w badaniu Myashita i wsp. zastosowano zardwno
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diagnostyke serologiczng (MIF), PCR jak i hodowlg stwierdzajac cechy zakazenia
odpowiednio u 9%, 5,4% oraz 1,2% badanych [69].

Bakterie atypowe sa roéwniez czynnikiem wplywajacym istotnie na kontrole astmy
w populacji dziecigcej. W badaniu Cunninghama i wsp. polegajacym na obserwacji
I diagnostyce zaostrzen u 108 dzieci cechy zakazenia Chlamydia pneumoniae stwierdzano
zardbwno w czasie zaostrzen (23%) jak 1 w okresie dobrej kontroli objawow (28%). Natomiast
stezenie przeciwcial IgA $wiadczace o przewleklym zakazeniu bylo ponad siedmiokrotnie
wyzsze u chorych, ktorzy w trakcie obserwacji mieli cztery lub wigce] zaostrzen
w porownaniu do zglaszajacych jedno zaostrzenie [70]. Przytoczone wyniki wydajg sie
potwierdza¢ przypuszczenie, ze zakazenie Chlamydia pneumoniae i zaostrzenie astmy nie sg
dwoma niezaleznie wspotistniejagcymi zjawiskami, ale laczy je zwigzek przyczynowo-

skutkowy.

O ile ostrg forme zakazenia atwo jest powigza¢ z zaostrzeniem astmy, o tyle rola
przewlektego zapalenia nie jest do konca wyjasniona. Problem wydaje si¢ istotny, gdyz
kolonizacja drog oddechowych przez Chlamydia pneumoniae lub Mycoplasma pneumoniae
jest znacznie czestsza u chorych na astm¢ w poréwnaniu ze zdrowag populacja. Stad
przypuszczenie, ze moze ona przyczynia¢ sie¢ do pogorszenia kontroli choroby.

W badaniu Biscione i wsp. oceniajagcym czgstos¢ kolonizacji gornych drog oddechowych
przez Chlamydia pneumoniae u 74 par matzenskich (jeden z matzonkéw chory na astme,
drugi — zdrowy) stwierdzono ja u 6,4% chorych na astme i 2,3% zdrowych [71]. W populacji
dziecigcej na podstawie materiatu pozyskiwanego podczas bronchofiberoskopii kolonizacje
stwierdzono u 67% chorych [72]. Zespot Harju, przeciwnie, stwierdzil wystepowanie
kolonizacji przez Chlamydia pneumoniae z takg sama czestoscig w grupach chorych na astmeg

i zdrowych oraz brak zaleznosci pomiedzy zakazeniem a cigzko$cig choroby [73].
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Kolonizacj¢ drog oddechowych przez Mycoplasma pneumoniae stwierdzono u 55%
astmatykéw 1 9% osob zdrowych [74]. Dane te obarczone sa jednak ryzykiem bledu.
Pochodza bowiem z pojedynczego badania przeprowadzonego na niewielkiej grupie.

Cytowane wyniki badan z zastosowaniem metod hodowlanych i molekularnych nie
rozstrzygnely jednoznacznie, czy istnieje zwigzek pomigdzy przewleklym zakazeniem
atypowymi bakteriami a cigzkos$cig lub stopniem kontroli astmy. Wiecej danych na ten temat
dostarczyly prace z zastosowaniem diagnostyki serologiczne;j.

W badaniu Blacka 1 wsp. grupa chorych na astme, u ktorej stwierdzono serologiczne cechy
przewlektego zakazenia Chlamydia pneumoniae, cechowatla si¢ gorszg kontrolg objawow,
nizszymi wartosciami FEV; oraz wigkszym zapotrzebowaniem na wziewne steroidy
w porownaniu z grupg kontrolng. Istniala przy tym odwrotna zalezno$¢ pomigdzy mianem
przeciwciat IgG a wartoscig FEV; [75]. Obserwacje te potwierdza badanie von Hertzen i wsp.
Okreslono w nim stezenie przeciwciat klas G i A przeciw Chlamydia pneumoniae wsrod 116
chorych na astme¢ stwierdzajac zwigzek pomiedzy mianem IgA i stopniem ci¢zkosci choroby

[76]. Z drugiej strony nie brakuje prac, ktore nie potwierdzajg tych zaleznosci [64].

1.6 Prawdopodobne mechanizmy wplywu zakazen Chlamydia pneumoniae i

Mycoplasma pneumoniae na rozwoj i przebieg astmy

Pomimo badan sugerujacych zwigzek pomiedzy zakazeniem bakteriami atypowymi
a rozwojem 1 cigzkim przebiegiem astmy, patomechanizm tego zjawiska nie zostal
wyjasniony. Przypuszcza si¢, ze przewlekle zakazenie indukuje proces zapalny prowadzacy
do rozwoju nadreaktywnosci oskrzeli 1 astmy. Prowadzone do tej pory badania dotyczyly
przede wszystkim roli Chlamydia pneumoniae w rozwoju astmy. Mniej wiadomo natomiast
na temat ewentualnego wpltywu Mycoplasma pneumoniae na indukcje przewleklego

zapalenia.

18



Stwierdzono, ze zakazenie komorek nablonkowych ukladu oddechowego oraz
makrofagéw przez Chlamydia pneumoniae powoduje wydzielanie cytokin prozapalnych
i aktywuje komorki stanu zapalnego, ktorych rolg jest neutralizacja patogenéw. Dochodzi do
zwigkszenia wydzielania TNFa, IL 18, IL 4, IL 6, IL 8 [77-79]. W badaniach in vitro
stwierdzono takze istotny wzrost wytwarzania interferonu f (IFNB) oraz czynnika wzrostu
fibroblastow (FGF) w komodrkach migéni gladkich oskrzeli. Substancje te, istotnie
zwiekszajac proliferacje komorek migsniowki, przyczyniaja sie prawdopodobnie do rozwoju
remodellingu u chorych na astme¢ z towarzyszgcym przewleklym zakazeniem Chlamydia
pneumoniae [80].

Udzial w rozwoju astmy wydaja si¢ mie¢ takze bialka szoku termicznego (HSP)
Chlamydia pneumoniae. Opisano ich rolg zaréwno w inicjacji astmy jak i w patomechanizmie
zaostrzen [63]. Powodujg one m.in. zwigkszenie wytwarzania metaloproteinaz zwigzanych
z rozwojem remodellingu oskrzeli [81,82].

Istotny jest rdwniez antyapoptotyczny wplyw zakazenia na komorki, w ktoérych bytuje
Chlamydia pneumoniae [83,84]. Apoptoza jest zjawiskiem fizjologicznym, koniecznym dla
prawidlowego funkcjonowania tkanek. Odgrywa takze znaczaca role¢ podczas zakazenia
patogenami wewnatrzkomorkowymi ograniczajac ich rozprzestrzenianie si¢ i wyzwalajac
odpowiedz zapalng. Zahamowanie apoptozy zapewnia bakterii ochron¢ przed ukladem
immunologicznym gospodarza 1 umozliwia dlugotrwale korzystanie z zasobow
energetycznych zajetych komoérek. Dochodzi rowniez do hamowania proapoptotycznego
wptywu glikokortykosteroidow na komorki stanu zapalnego, czym mozna thumaczy¢ czesto
niezadowalajace efekty stosowania tych lekow. Mediatorami odgrywajacymi istotng role
w tym procesie sg TNFa oraz IL 8 [85]. Patomechanizm zahamowania apoptozy nie zostat

w pelni poznany. Przypuszcza sie, ze dochodzi do blokady kilku szlakéw pobudzajacych
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proces m.in. do zapobiegania aktywacji kaspaz oraz wydzielania mitochondrialnego
cytochromu c [86].

Zakazenie Mycoplasma pneumoniae prowadzi natomiast do wzmozonego wydzielania
IL 5, IL 8 oraz TNFa [87]. Zmiany takie stwierdzono m.in. w grupie dzieci z cechami
obturacji oskrzeli po przebyciu zakazenia tg bakterig [88]. Rozwoj zmian zapalnych oraz
pozapalnej nadreaktywnosci oskrzeli zwigzanej z zakazeniem Mycoplasma pneumoniae zostat
takze opisany na modelu zwierzgcym. Powigzano go ze zmniejszeniem wytwarzania IFNy

oraz ekspozycja na alergeny [43,89].

Do tej pory nie wyjasniono, dlaczego tylko u niektoérych os6b dochodzi do przejscia
zakazenia w faze¢ przewlekla, podczas gdy w wiekszosci przypadkow jest ono skutecznie
zwalczane. By¢ moze istnieje ku temu predyspozycja genetyczna. Niektorzy badacze wigza
czestszg zapadalno$¢ na zakazenia Chlamydia pneumoniae oraz na astme¢ z wystgpowaniem
polimorfizmu genu dla biatka MBL (ang. mannose-binding protein) biorgcego udziat
w ochronie komodrek przed zakazeniem. Stwierdzono, ze niektore allele charakteryzujg sie

mniejszg aktywnoscia, co zwigzane bylo z czgstszg zachorowalno$cig na zakazenia [90, 91].

Mechanizm wplywu atypowych bakterii na pogorszenie kontroli astmy rowniez nie zostat
doktadnie wyjasniony. Z pewnoscig jest on wypadkowa przewleklego procesu zapalnego
indukowanego przez zakazenie oraz stosowanego leczenia. Z jednej strony zatem dochodzi do
wytwarzania cytokin prozapalnych odpowiedzialnych za zaostrzenie astmy i remodelling
oskrzeli. Z drugiej strony — stosowana steroidoterapia, oprocz Korzystnego dziatania
przeciwzapalnego, wplywa istotnie na odpowiedz uktadu immunologicznego. Steroidy

zmniejszaja wytwarzanie IL 12 - cytokiny indukujacej wytwarzanie IFN-y a tym samym
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odpowiedz komdrkowa (Th1) [92-94]. Jednocze$nie zwigkszajg sekrecje IL 10 oraz TGEP, co
dodatkowo zwicksza odpowiedz humoralng (Th2) a zmniejsza komorkowa (Th1) [95, 96].

W zakazeniach bakteriami atypowymi, ktore moga bytowa¢ w komorkach gospodarza (np.
w makrofagach), to wlasnie sprawna odpowiedz komérkowa gwarantuje eliminacje patogenu.
Wedtug niektorych badaczy prowadzi to do zjawiska blednego kota - zakazenie nasila objawy

astmy, za$ leczenie astmy uniemozliwia eliminacj¢ zakazenia [97].

1.7 Wplyw eradykacji Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae na przebieg

astmy

Opisane przypuszczenia doprowadzilty do opracowania nowej strategii terapeutyczne;j.
Zaktadajac bowiem, ze astma jest wywolywana zakazeniem bakteryjnym, jego wyleczenie
powinno prowadzi¢ do poprawy kontroli choroby, a by¢ moze nawet do jej ustgpienia. Wptyw
eradykacji Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae na kontrole astmy byt oceniany
w wielu badaniach, jednak wigkszos¢ z nich nie byla kontrolowana placebo i obejmowata
niewielkie grupy chorych [98,99]. Opublikowane w ostatnich latach prace, ktore sg czeSciowo
pozbawione tych niedoskonato$ci, w wigkszosci potwierdzajg skutecznos¢ eradykacji (Tabela
).

W badaniu Kraft i wsp. 55 chorych na astme przewleklg stabilng zakwalifikowano do
szeSciotygodniowego leczenia klarytromycyng lub placebo. Przed wiaczeniem leczenia
przeprowadzono diagnostyke w kierunku zakazenia Chlamydia pneumoniae lub Mycoplasma
pneumoniae (badania serologiczne i hodowla) uzyskujac pozytywny wynik u 31 badanych.
Istotng poprawe w zakresie parametrow spirometrycznych oraz obnizenie stezenia TNFa, IL
5 1 12 w pophluczynach oskrzelikowo-pecherzykowych stwierdzono wytacznie w grupie

chorych zakazonych przynajmniej jedng z bakterii i leczonych antybiotykiem [100].
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W wieloosrodkowym badaniu Blacka i wsp. uczestniczylo 232 chorych na astmg
z serologicznymi cechami zakazenia Chlamydia pneumoniae lub Mycoplasma pneumoniae.
Badanym podawano przez 6 tygodni roksytromycyne (2 razy dziennie 150mg) lub placebo.
Po zakonczeniu terapii stwierdzono poprawe parametrow spirometrycznych W grupie leczonej
antybiotykiem, ale byta ona krétkotrwata [101].

Johnston i wsp. badali z kolei skutecznos$¢ telitromycyny u chorych wymagajacych
hospitalizacji z powodu zaostrzenia astmy. Oprocz rutynowego leczenia stosowano przez 10
dni telitromycyn¢ (2 razy dziennie po 400mg) lub placebo. Istotng poprawe w zakresie
kontroli objawow oraz wartosci FEV; stwierdzono w grupie otrzymujacej antybiotyk. Co
ciekawe, poprawa miata miejsce zarowno u chorych zakazonych Chlamydia pneumoniae lub
Mycoplasma pneumoniae jak i u tych, u ktorych takiego zakazenia nie stwierdzono [102].

Pomimo obiecujgcych wynikow niektorych badan, nalezy podkresli¢, ze korzystny wplyw
makrolidow na kontrolg¢ astmy moze by¢ niezalezny od eradykacji Chlamydia pneumoniae
lub Mycoplasma pneumoniae i wynika¢ jedynie z przeciwzapalnej aktywnosci lekow.
Makrolidy zmniejszajg ekspresje molekut adhezji (endoteliny 1, ICAM-1) oraz IL 6, TNFa,
IL 8, IL 1P, skracaja czas przezycia granulocytow kwasochtonnych oraz hamujg metabolizm
glikokortykosteroidow znaczgco wzmacniajgc ich dziatanie [85].

W pracach, w ktorych nie byt okreslany profil serologiczny badanych nie sposob okreslic,
ktore z wilasciwosci makrolidow zapewnity korzystny efekt kliniczny lub poprawe

parametréw w zakresie badan czynno$ciowych.
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: Potwierdzenie . Poprawa :
Autorzy Materiat Jakazenia Schemat leczenia TAK/NIE Uwagi
PCR (ptyn z BAL, W grupie leczonych
Kraft M. iwsp. |55 chorych na wymazy 2 gornych Klarytromycyna 2x500mg lub kl?(ry.tmmycynq Zb OtherdZOHYm
[100] astme przewlekly drog oddechowych) placebo TAK zakazeniem istotny statystycznie
stabiln - M. pneumoniae lub 6 tvaodni wzrost FEV; oraz obnizenie
2 Ch. pneumoniae u 31 | ° Y9 stezenia TNFay, L5, 1L12 mRNA w
chorych ptynie z BAL.
W grupie leczonej roksytromycyna
. U wszystkich istotny wzrost wieczornego PEF,
Black P. i wsp. 232 chorych na serologiczne cechy roksytromycyna 2x150mg efekt ograniczony do okresu
[101] 2 lub placebo TAK . /.
astme zakazenia Ch. 6 tvaodni antybiotykoterapii.
pneumoniae (1gG, IgA) ¥ Bez roznic w zakresie objawow
klinicznych 1 jako$ci zycia.
Diagnostyka W grupie leczonej telitromycyng
serologiczna, PCR, standardowe leczenie + wigksza poprawa w zakresie
Johnston S. i 278 chorych w hodowla- u 61 chorych telitromvevina 800m objawow klinicznych.
wsp. [102] okresie zaostrzenia | cechy zakazenia M. lub Iacibz; g TAK Brak roznic w wartosciach PEF.
astmy pneumoniae lub Ch. 10 dF;li Brak zalezno$ci pomiedzy
pneumoniae lub obecnos$cig zakazenia a
obydwoma patogenami skuteczno$cig leczenia.
Klarytromycyna 2x 250mg Zmniejszenie nadreaktywnosci
Kostadima E.i |63 chorych na lub Klarytromycyna 3x250mg )3 L ywno:
() TAK oskrzeli w tescie z metacholing.
wsp. [103] astme lub placebo e ..
. Brak roznic w wartosciach FEV.
8 tygodni
Shoji T. i wsp. 14 chorych na roksytromycyna 2x150mg W grupie leczonej roksytromycyna
astme aspirynowa . . . O
[104] () lub placebo TAK istotne zmniejszenie eozynofilii,
(tagodna lub : .
> 8 tygodni ECP, poprawa kontroli choroby.
umiarkowang)
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metyloprednizolon+

Nelson i wsp. Brak istotnych réznic w zakresie
[105] 75 chorych na “) troleandromycyna 250mg lub | \,e | roquicji dawek GKS i kontroli
ciezkg astmg placebo .
2 lata objawow.
troleandromycyna 250mg +
Kamada i wsp. 19 chorveh na metyloprednizolon lub Miedzy grupami 1 i3 istotna
[106] > crory (-) troleandromycyna 250mg + TAK roéznica w zakresie redukcji dawki
ciezka astme .
prednizolon lub GKS.
placebo + metyloprednizolon
W grupie leczonej klarytromycyna
. istotna poprawa kontroli objawéow,
Amayashu IWSP- | 17 corveh na Klarytromycyna 2x200mg lub obnizenie eozynofilii we krwi i w
[107] astme epizodyczn ) placebo TAK Iwocinie, ECP w surowicy i
plwocinie. Brak r6znic w wynikach
testu prowokacji metacholing.
U 2 chorych mozliwe byto
Garey K. i wsp. odstawienie doustnych GKS.
[108] 3 chorych z astma () Klarytromycyna 2x500mg TAK U 1 chorego poprawa parametrow

sterydozalezng

ok. 12 miesiecy

spirometrycznych oraz jakosci
zycia.

Tabela I. Wplyw antybiotykoterapii na przebieg astmy
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1.8 Uzasadnienie podjecia badan

Wazrastajaca czesto$¢ wystepowania astmy, duza liczba cigzkich przypadkow,
w ktorych objawy sa trudne do opanowania, oraz dotychczasowe doniesienia na temat
czynnikow wplywajacych na kontrole objawow sklaniaja do podjecia dalszych badan
dotyczacych roli Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae w przebiegu choroby.
Problem ten nie byt dotychczas w Polsce badany na szerszg skale. Ustalenie roli zakazen w
patogenezie 1 przebiegu astmy przyczyni si¢ z pewnoscig do lepszego zrozumienia
mechanizmu choroby. Bedzie miato takze znaczacy wptyw na praktyczny aspekt leczenia
astmy - umozliwi dobdr skuteczniejszej antybiotykoterapii. Jezeli potwierdzony zostanie
wpltyw przewlektej kolonizacji tymi patogenami na wywotywanie badZz zaostrzanie
przebiegu choroby, otworzy to droge do skutecznego leczenia z zastosowaniem eradykacji

Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae.
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2. CEL PRACY

Celem pracy jest okreslenie roli zakazen Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma

pneumoniae w przebiegu astmy.

Cele szczegotowe:

1. Okreslenie czgstosci wystepowania zakazen Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma
pneumoniae u chorych na astme.

2. Okres$lenie wptywu zakazenia Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae na
przebieg i1 kontrole astmy (w tym wystgpowanie zaostrzen).

3. Okreslenie wartosci genetycznej oceny wydzieliny oskrzelowej uzyskanej metoda
indukowanej plwociny w rozpoznawaniu zakazen Chlamydia pneumoniae

i Mycoplasma pneumoniae.

26



3. MATERIAL

Badaniem objeto 153 dorosle osoby 0bojga plci zamieszkujgce teren wojewodztwa
pomorskiego.

Grupe¢ badang stanowilo 95 chorych na astmg, w tym 64 kobiety i 31 mezczyzn w
wieku od 20 do 76 lat (Srednia wieku - 47 lat). Badani byli rekrutowani spos$roéd chorych
hospitalizowanych w Klinice Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(GUMed) lub leczonych w przyklinicznej Poradni Alergologicznej. Wiaczano osoby
z pewnym rozpoznaniem przewlekle; astmy, potwierdzonym dodatnig probg
odwracalnosci obturacji, leczone co najmniej od 6 miesiecy. Kryteriami wylgczenia byty:
astma epizodyczna, wspotwystepowanie innych przewlektych choréb uktadu oddechowego
(POChP, choroby $rodmigzszowe pluc itp.), zaburzenia immunologiczne, choroby
nowotworowe, aktualne leczenie immunosupresyjne, marsko$¢ watroby, niewydolnos¢
nerek, brak zgody na udzial w badaniu.

Grupg kontrolng bylo 58 zdrowych osoéb, w tym 39 kobiet i 19 m¢zczyzn, w wieku od
20 do 80 lat ($rednia wieku - 44 lata). Badanych rekrutowano podczas realizacji
epidemiologicznego projektu ECAP (Epidemiologia Chorob Alergicznych w Polsce) oraz
wsrod pracownikéw Katedry Pneumonologii 1 Alergologii GUMed. Stosowano podobne
kryteria wylaczenia jak w przypadku grupy badanej, przy czym dodatkowo obejmowaty
one wystepowanie w przeszlosci lub obecnie wszelkich przewlektych chorob uktadu
oddechowego lub klinicznie jawnych alergii.

Indukcje plwociny wykonywano wylacznie w wybranej grupie stabilnych Kklinicznie
chorych na astme¢. Zgodnie z zaleceniami Polskiego Towarzystwa Choréb Phluc od
pobierania materiatu odstgpowano w przypadku chorych z warto$ciami FEV ponizej 70%

warto$ci naleznej, saturacji krwi < 90%, niekontrolowanego nadcisnienia tetniczego,
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ostrych incydentow wiencowych lub udaru mézgu w wywiadzie w ciggu ostatnich 3

miesigcy, tetniaka aorty lub naczyn moézgowych. Wylaczano takze kobiety cigzarne.
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4. METODY

4.1 Badanie podmiotowe i przedmiotowe

Badanie  podmiotowe  przeprowadzono z  zastosowaniem  kwestionariusza
skonstruowanego na potrzeby projektu. Uwzgledniat on pytania dotyczace m.in. stopnia
cigzkos$ci 1 kontroli astmy, wystgpowania uczulen, zakazen uktadu oddechowego, palenia
tytoniu, objawow wspotistniejacych schorzen oraz przyjmowanych lekow (zatgcznik nr 1).
Badanie przedmiotowe wykonywano zgodnie z kwestionariuszem uzywanym rutynowo w
Katedrze Pneumonologii 1 Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (zalacznik

nr 2).

4.2 Badanie spirometryczne

Badanie spirometryczne zostalo wykonane aparatem Lungtest 1000. Zgodnie ze

standardami ERS oceniono nast¢pujgce parametry: FEV; (1), VC (1), FVCEX (l), PEF (I/s),

MEF 50 (I/s), MEF 25 (I/s), MEF 25/75 (I/s), FEV1%/FVCEX (%), FEV1%/V/C (%).

4.3 Ocena stopnia ciezkosci i stopnia kontroli objawéw astmy

Stopien ci¢zkosci, stopien kontroli objawoéw astmy oraz wystgpowanie zaostrzen

oceniono zgodnie z zaleceniami GINA wykorzystujac dane z badania podmiotowego oraz

wynik spirometrii (zatagczniki nr 3,4).
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4.4 Punktowe testy skorne z powszechnie wystepujacymi aeroalergenami

Cechy uczulenia na pyiki traw, traw/zbdz, drzew I, drzew II, chwastow, siers¢ kota
I psa, roztocza kurzu domowego (Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides
ptenonyssinus), plesnie I, plesnie II badano za pomocg punktowych testow skoérnych.
Zastosowano preparaty firmy Allergopharma.

Przed wykonaniem punktowych testow skornych proszono chorych o odstawienie
lekow przeciwhistaminowych pierwszej generacji na min. 3 dni, drugiej generacji — min. 7
dni, glikokortykosteroidow stosowanych systemowo (dawka > 10mg w przeliczeniu na
prednizolon) — na 6 tygodni, za$ stosowanych miejscowo na skor¢ przedramion — 3
miesigce.

Standardowe wyciagi alergenowe byly nakladane na skore powierzchni dloniowej
przedramion w odstgpach okoto 4 cm przy zachowaniu odstepu min. 5 cm zaré6wno od
dohu tokciowego jak 1 nadgarstka. Jako proby dodatniej uzyto chlorowodorku histaminy.
Kontrole ujemng stanowit roztwor chlorku sodu. Powierzchni¢ skéry nakluwano przez
krople roztworéw alergenowych i kontrolnych lancetami firmy Allergopharma. Dla
kazdego alergenu uzywano osobnego lancetu.

Odczyn skory ($rednia $rednica babla) byt oceniany po 15-20 minutach. Jako kryterium
reakcji dodatniej przyjeto $rednig $rednice bgbla > 3 mm (pole powierzchni bgbla > 7

mm?), po korekcji otrzymanych wynikéw o wynik kontroli ujemne;j.
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4.5 Oznaczanie w surowicy przeciwcial przeciwko Chlamydia pneumoniae

I Mycoplasma pneumoniae

Od kazdego badanego pobierano Sml krwi zylnej na skrzep. U chorych z zaostrzeniem
astmy materiat pobierano dwukrotnie — w momencie wiaczenia do badania oraz 4 tygodnie
p6zniej. Krew wirowano a uzyskang surowic¢ przechowywano w temperaturze - 20°C.

Do oznaczen obecno$ci w surowicy badanych przeciwcial przeciw Chlamydia
pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae uzyto zestawoéw firmy Savyon Diagnostics Ltd.
(numery katalogowe: A291-01, A293-01, A192-01, A1261-01M, Al1262-01M, Al1263-
01M). Badanie zostalo przeprowadzone za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA.
Stezenie przeciwciat klas G, A badano testem potilosciowym, klasy M — jako$ciowym.

W dniu wykonywania oznaczen badane surowice rozmrazano 1 ogrzewano do
temperatury pokojowej. Nastepnie rozcienczano je w stosunku 1:400 (badanie w kierunku
Chlamydia pneumoniae) lub 1:105 (badanie w kierunku Mycoplasma pneumoniae). 50ul
kazdej rozcienczonej surowicy wraz z kontrolg dodatnig, kontrola ujemng oraz
kalibratorami wprowadzano na ptytke reakcyjng (w przypadku testu jakoSciowego zamiast
kalibratorow stosowano roztwor cut-off). Po godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C
plynna zawarto$¢ dotkow reakcyjnych byta usuwana. Trzykrotnie ptukano je roztworem
buforujacym (300ul). Nastepnie wprowadzano do nich 50pg koniugatu przeciwciat
skierowanych przeciw oznaczanym immunoglobulinom. Inkubowano godzing
w temperaturze 37°C, po czym usuwano zawarto$¢ dotkéw i ponownie trzykrotnie ptukano
buforem. Do kazdego dotka dodawano 100pl substratu i inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 15 minut. Reakcje zatrzymywano dodaniem 100ul 1M roztworu H»SO4.
Za pomoca spektrofotometru mierzono absorpcje $wiatta o dilugosci fal 450/620nm

1 obliczano stezenie przeciwcial w badanych surowicach.
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Zgodnie z zaleceniami producenta wynik badania na obecnos$¢ przeciwciat klas G, A
przeciw Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae uznawano za dodatni przy
stezeniu przynajmniej 10BU/ml. W odniesieniu do przeciwcial klasy M za kryterium
dodatniego testu przyjeto wartos¢ indeksu cut-off powyzej 1,5 (Chlamydia pneumoniae)
lub 11 (Mycoplasma pneumoniae). U chorych z zaostrzeniem astmy, u ktorych pierwsze
oznaczenie IgM bylo negatywne, wykonywano powtorne badanie z uzyciem materiatu
pobranego 4 tygodnie pdznie;.

Badanie umozliwilo wyrdznienie grup chorych z przebytym, aktualnym ostrym

1 przewleklym zakazeniem.

4.6 Oznaczanie obecnosci materialu genetycznego Chlamydia pneumoniae

i Mycoplasma pneumoniae w wydzielinie drég oddechowych

4.6.1 Indukcja plwociny

Przed badaniem stosowano premedykacje lekiem bronchodylatacyjnym (400ug
salbutamolu MDI) oraz wykonywano spirometri¢. Nastepnie chorzy otrzymywali
nebulizacje z roztworem 5% chlorku sodu w trzech cyklach trwajacych 5 minut. Uzywano
nebulizatora ultradzwickowego Easy Neb II firmy Flaemnuova. Po kazdej inhalacji
proszono o odkrztuszenie plwociny do sterylnego pojemnika. Pomiedzy kolejnymi cyklami
wykonywano kontrolne badania spirometryczne.

Badanie przerywano w razie wystgpienia napadu dusznosci, kaszlu, §wiszczacego
oddechu lub w przypadku obnizenia wartosci FEV: o ponad 20% w poréwnaniu
z badaniem wykonanym przed indukcja.

Uzyskany materiat przechowywano w temperaturze - 70°C.
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4.6.2 lzolacja DNA

Do izolacji DNA z plwociny uzyto zestawu ,,.Swab” firmy A&A Biotechnology (numer
katalogowy 025-25).

Do probéwki z pobranym, rozmrozonym materiatem dodawano 0,7 ml roztworu
lizujagcego oraz 20ul proteinazy K. Po wymieszaniu i dwudziestominutowej inkubacji
w temperaturze 37°C pobierano roztwdr z probowki 1 nanoszono na kolumne do
oczyszczania DNA. Wirowano przez 1 minute przy 10-15 tys. RPM. Dwukrotnie
dolewano 0,5 ml roztworu pliczacego Al 1 wirowano przez 1 minute przy 10-15 tys.
RPM. Osuszong minikolumne umieszczano w nowej probdéwce, dodawano 150ul
ogrzanego do 75°C buforu elucyjnego i inkubowano 3 minuty w temperaturze pokojowe;j.
Ponownie wirowano a uzyskane oczyszczone DNA przechowywano w lodowce do czasu

wykonania kolejnego etapu badania.

4.6.3 Oznaczenie obecnosci DNA Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae

technikg PCR

Wykrycie materiatu genetycznego Chlamydia pneumoniae bylo oparte na amplifikacji
fragmentu genu ompA (ang. outer membrane protein) w ukfadzie nested-PCR. Badanie
polegato na przeprowadzeniu dwoch kolejnych reakcji PCR.

W pierwszej reakcji wykorzystano jedng pare starterow. Mieszaniny reakcyjne sktadaty
si¢ z polimerazy termostabilnej Taq (1,5ul), mieszaniny deoksynukleotydow (5,0ul),
badanego DNA (3,0ul) oraz MasterMix PCR-OUT (42,5ul). Do mieszaniny reakcyjnej
kontroli pozytywnej zamiast badanego materialu dodawano 2ug DNA Chlamydia

pneumoniae, natomiast do mieszaniny kontroli negatywnej — rownowazng objetos¢ buforu
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TE (10mM Tris-Cl pH 8,0 1mM EDTA). Amplifikacj¢ prowadzono przy uzyciu
termocyklera Mastercycler Gradient firmy Eppendorf. Po 5 minutach wstepnej denaturacji
DNA w temperaturze 94°C prowadzono 40 cykli kolejnych denaturacji (30s, 94°C),
dofaczania starteréw (2 min., 58°C) oraz elongacji DNA (30s, 72°C). Amplifikacje
konczono pigciominutowym okresem wydluzania koncowego w temperaturze 72°C.
Detekcje produktow prowadzono z zastosowaniem markera M1 (DNA Gdansk)
elektroforezg na zelu agarozowym. W razie wykrycia produktu test interpretowano jako
dodatni. W przypadku wyniku negatywnego przeprowadzano reamplifikacje. Powstaty
w pierwszym etapie produkt o wielkosci 424 par zasad stanowit zatem matryce w kolejnej
reakcji, w ktorej stosowana byla druga para starterow komplementarnych do miejsc
wewnatrz produktu. Mieszaniny reakcyjne przygotowywano podobnie jak w przypadku
reakcji wstepnej, uzywajac uzyskanych podczas niej produktow (2ul). Amplifikacja
obejmowata 40 cykli kolejnych denaturacji (30s, 94°C), dolaczania starterow (90s, 58°C)
oraz elongacji DNA (30s, 72°C). Konczono jg pieciominutowym okresem wydluzania
koncowego w temperaturze 72°C. W wyniku pozytywnej reakcji powstal produkt ztozony
z 147 par zasad, ktory byl widoczny na zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny.
Uzyskane wyniki analizowano i archiwizowano przy uzyciu programu komputerowego
FOTOAnNalyst firmy Fotodyne.

Wykorzystano zestaw firmy DNA-Gdarnsk II (nr katalogowy: PK 16).

Wykrywanie materialu genetycznego Mycoplasma pneumoniae bylo oparte na
amplifikacji fragmentu genu 16s rDNA. Mieszaniny reakcyjne sktadaty si¢ z polimerazy
termostabilnej Hypernova (0,5ul), mieszaniny deoksynukleotydow (5,0ul), badanego DNA
(2,0ul) oraz MasterMix (42,5ul). Do mieszaniny reakcyjnej kontroli pozytywnej zamiast
badanego materiatu dodawano DNA Mycoplasma pneumoniae, natomiast do mieszaniny

kontroli negatywnej — rownowazna objetos¢ buforu TE. Amplifikacje prowadzono przy
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uzyciu termocyklera Mastercycler Gradient firmy Eppendorf. Po 4 minutach wstgpnej
denaturacji DNA w temperaturze 94°C prowadzono 40 cykli kolejnych denaturacji (60s,
94°C), dofaczania starterow (40s, 58°C) oraz elongacji DNA (30s, 72°C). Amplifikacje
konczono czterominutowym okresem wydluzania koncowego w temperaturze 72°C.
Detekcje produktéw prowadzono z zastosowaniem markera M100-500 (DNA Gdarnsk 11)
elektroforezg na zelu agarozowym. W razie wykrycia produktu o wielkosci 277 par zasad
test interpretowano jako pozytywny. Uzyskane wyniki analizowano i archiwizowano przy
uzyciu programu komputerowego FOTOAnalyst firmy Fotodyne. Do badania
wykorzystano zestaw firmy DNA-Gdarnsk 11 sporzadzony na zamdéwienie.

Badanie umozliwilo rozpoznanie kolonizacji drog oddechowych przez wymienione

drobnoustroje.

4.7  Analiza statystyczna

Za pomoca analiz statystycznych oceniano:
e rOznice w czestoSci wystgpowania zakazen Chlamydia pneumoniae
i Mycoplasma pneumoniae u chorych na astme i 0s6b zdrowych;
e rOznice w czestoSci wystgpowania zakazen Chlamydia pneumoniae
i Mycoplasma pneumoniae u chorych na astm¢ o ré6znym stopniu cigzkosci i
r6znym stopniu kontroli objawow;
e roznice w czgstosci wystepowania zakazen Chlamydia pneumoniae

i Mycoplasma pneumoniae u chorych na astme¢ atopowa i nicatopowsa.

Do badania zalezno$ci pomi¢dzy zmiennymi jakosciowymi (czesto$¢ wystepowania

zakazen w roznych grupach) wykorzystano test nieparametryczny chi-kwadrat (x%). Nie
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wymaga on od badacza sformutowania zalozen o normalnosci rozkiadu czy jednorodnosci
wariancji, a zatem nadaje si¢ do analizowania wynikow uzyskanych dzigki pomiarom
zmiennych nominalnych i porzadkowych. Poziom istotnosci p mniejszy lub rowny 0,05
oznacza, ze istnieja podstawy do odrzucenia hipotezy zerowej, ktora glosi, ze badane
zmienne sg od siebie niezalezne.

Analizy zostaly przeprowadzone przy uzyciu pakietoéw statystycznych Statistica 6.0 i

SPSS.

Praca uzyskata zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej przy Gdanskim Uniwersytecie

Medycznym (decyzja NKEBN 741/2005 z dnia 20 grudnia 2005r.).
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5. WYNIKI

5.1 Charakterystyka badanych populacji (wyniki badania kwestionariuszowego)

Sposrod 95 chorych na astme¢ wiaczonych do badania u 15 (15,8%) poczatek
dolegliwosci byt zwigzany z objawami zakazenia drog oddechowych. U 52 chorych
(54,7%) objawy takie towarzyszyly w przesztosci zaostrzeniom astmy. U zadnego
badanego nie wykonywano jednak wczesniej badan diagnostycznych w kierunku
zakazenia Chlamydia pneumoniae lub Mycoplasma pneumoniae.

Najczestszg alergiczng chorobg wspolistniejaca z astma byl alergiczny niezyt nosa
(70,5%). Rzadziej rozpoznawano alergie pokarmowg (29,5%), pokrzywke (19%), atopowe
zapalenie skory (8,4%), alergie na leki (13,7%), alergie na jady owadow btonkoskrzydtych
(6,3%).

Porownanie grupy badanej i1 kontrolnej pod wzgledem wystepowania chordb

przewlektych przedstawiono w tabeli II.

Choroba Chorzy(rjlz(;;;?rii Wyswé)?ljgznli?)ntrolna
Nadci$nienie tetnicze 24 (25,2%) 8 (13,8%)
cukrzyca 9 (9,5%) 2 (3,4%)
choroba wieficowa 2 (2,1%) 1(1,7%)
jaskra 3 (3,1%) 0 (0%)
osteoporoza 8 (8,4%) 2 (3,4%)
zespot uzaleznienia od tytoniu 6 (6,3%) 15 (25,8%)

Tabela II. Wystepowanie chorob przewlektych w badanych grupach
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5.2 Stopien kontroli oraz ci¢zkos$ci astmy w badanej grupie

Sposréd 95 chorych na astme wiaczonych do badania u 25 (26,3%) stwierdzono dobra
kontrole, u 23 (24,2%) — czeSciowa kontrolg za$ u 47 (49,5%) — brak kontroli objawow
choroby. Najczesciej nie spelnianymi kryteriami kontroli objawdw byty: brak ograniczen
aktywnos$ci fizycznej (kryterium niespetnione u 57,9% chorych) oraz brak objawow
dziennych (55,8%). U 36 chorych rozpoznano aktualne zaostrzenie astmy za$ u kolejnych

6 przynajmniej jedno zaostrzenie wystgpitlo w czasie minionego roku (rycina 1).

ograniczenie aktywnosci fizycznej
dolegliwosci dzienne

wzmozone zapotrzebowanie na leki dorazne
dolegliwosci nocne

nieprawidtowe wyniki parametréw spirometrycznych

wystepowanie zaostrzen (w ciggu roku)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

@ czestosé objawu

Rycina 1. Czestos¢ wystepowania kryteriow braku kontroli astmy w badanej grupie
U 24 (25,3%) chorych na astm¢ rozpoznano lekka posta¢ choroby, u 38 (40%) —
umiarkowana, za$ u 33 (34,7%) — ciezka postac.
5.3 Czestos¢ wystepowania alergii

Przynajmniej jeden wynik dodatni testu skornego stwierdzono u 51 chorych na astme
(53,7%) oraz u 7 os6b zdrowych (12,1%). Najczesciej uzyskiwano dodatnie wyniki

z alergenami roztoczy kurzu domowego oraz pytkow traw (rycina 2).
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Rycina 2. Czestos¢ wystgpowania uczulen wsrod Chorych na astme i 0sob zdrowych

5.4 Czestos¢é wystepowania serologicznych cech zakazenia Chlamydia pneumoniae

U 64 (67,4%) chorych na astme¢ oraz u 24 (41,3%) osob zdrowych stwierdzono
obecnos¢ przynajmniej jednej klasy przeciwciat przeciw Chlamydia pneumoniae.

Przeciwciala klasy M byty obecne w surowicy 16 badanych, w tym 11 chorych na
astm¢ (11,6%) oraz 5 os6b zdrowych (8,6%). W grupie kontrolnej w chwili pobierania

materiatu u nikogo nie stwierdzano klinicznych objawow zakazenia drég oddechowych.
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Sposrod chorych na astme z dodatnimi wynikami u 4 rozpoznano zaostrzenie, zas u 7 —
dolegliwo$ci miaty stabilny charakter. (U 5 osdb objawy astmy byly kontrolowane
cze$ciowo, u 2 — byly niekontrolowane.) Przy uwzglednieniu podziatu w zaleznosci od
stopnia ci¢zkosci choroby cechy zakazenia stwierdzono u 2 (8,3%) chorych na lekka
astme¢, u 5 (15,2%) na umiarkowang astme¢ oraz U 4 (12,9%) na ciezka astme.
Obserwowane roznice nie byly istotne statystycznie.

Obecnos¢ przeciwcial klasy A przeciw Chlamydia pneumoniae stwierdzono u 59 0sob,
w tym u 42 (44,2%) chorych na astme oraz u 17 (29,3%) zdrowych (p<0,05). W grupie
chorych IgA wystepowaly u 3 0sob (12%) z petnag kontrolg objawdw, u 11 oséb (47,8%)
z czgsciowa kontrolg oraz u 28 (59,6%) z niekontrolowang astmg. Réznice migdzy
grupami byly istotne statystycznie (p<0,001). Roznic takich nie stwierdzono natomiast
stosujac podziat chorych w zaleznosci od stopnia cigzkosci astmy. Obecnos¢ IgA przeciw
Chlamydia pneumoniae stwierdzono wowczas u 7 chorych (29,2%) z lekka postacia
choroby, 22 (57,9%) z postacig umiarkowang oraz 13 (40,6%) z postacig cigzka (p=0,07)
(rycina 3).

Przeciwciala klasy G wykryto u 79 badanych, w tym u 58 chorych (61%) oraz 21
(36,2%) o0s6b zdrowych (p<0,05). Wyniki dodatnie wystgpowaly znamiennie czesciej
wsrod chorych z objawami niekontrolowanymi (70,2%) w poroéwnaniu z tymi, u ktorych
osiggnigto dobra kontrole (40%) (p<0,05). Roznicy takiej nie stwierdzono natomiast

pomigdzy grupami o odmiennych stopniach ciezkosci choroby (p=0,129) (rycina 4).
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Rycina 3. Czestos¢ wystgpowania IgA przeciw Chlamydia pneumoniae: a) u 0sob
zdrowych i chorych na astme, b) u chorych na astme — z uwzglednieniem stopnia kontroli

choroby, ¢) u chorych na astme — z uwzglednieniem stopnia ciezkosci choroby
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Rycina 4. Czestos¢ wystepowania 1gG przeciw Chlamydia pneumoniae: a) u 0séb
zdrowych i chorych na astme, b) u chorych na astme — z uwzglednieniem stopnia kontroli
choroby, ¢) u chorych na astme — z uwzglednieniem stopnia cigzkosci choroby
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5.5 Czestos¢é wystepowania serologicznych cech zakazenia Mycoplasma pneumoniae

U 21 (22,1%) chorych na astme oraz 16 (27,6%) os6b zdrowych stwierdzono obecnos¢
przynajmniej jednej klasy przeciwciat przeciw Mycoplasma pneumoniae.

Przeciwciala klasy M byty obecne w surowicy 9 badanych, w tym 6 chorych na astme
(6,3%) oraz 3 0s6b zdrowych (5,3%). W grupie kontrolnej w chwili pobierania materiatu
u nikogo nie stwierdzano klinicznych objawow zakazenia drog oddechowych. Sposrod
chorych na astme¢ z pozytywnymi wynikami u 4 rozpoznano zaostrzenie, zas u 2 —
dolegliwos$ci miaty stabilny charakter.

Obecnos¢ przeciwcial klasy A przeciw Mycoplasma pneumoniae stwierdzono u 10
badanych, w tym u 6 (6,3%) chorych na astme¢ oraz u 4 (6,9%) zdrowych. W grupie
chorych IgA wystepowaly u 1 osoby z petng kontrolg objawdéw, u 4 0sdb z czegsciowa
kontrolg oraz u 1 osoby z niekontrolowang astmg. Przy podziale chorych wedtug ciezkosci
astmy obecno$¢ IgA przeciw Mycoplasma pneumoniae stwierdzono u 1 chorego z lekka
postacig choroby, u 4 chorych - z postacig umiarkowang oraz jednego - z postacig ci¢zka.
Mata liczebnos$¢ grup uniemozliwita przeprowadzenie analizy statystyczne;j

Przeciwciala klasy G wykryto u 25 badanych, w tym u 13 chorych (13,7%) oraz 12
(20,7%) os6b zdrowych. Nie stwierdzono istotnych réznic pomi¢dzy chorymi na astme
niekontrolowang (5,2%), czeSciowo kontrolowang (4,2%) oraz kontrolowang (4,2%)
(p=0,68) oraz pomigdzy grupami o odmiennych stopniach ci¢zkos$ci choroby (astma lekka

— 4,2%, umiarkowana — 3,1%, ci¢zka — 6,3% (p=0,38).

56 Wplyw zakazen Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae na

poszczegélne kryteria kontroli astmy

U chorych, u ktorych stwierdzono w surowicy obecno$¢ IgA przeciw Chlamydia

pneumoniae, czgsciej wystepowaty wszystkie cechy braku kontroli objawow astmy (rycina
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5). Ze wzgledu na niewielka liczebno$¢ grupy nie udalo si¢ przeprowadzi¢ podobnej

analizy w odniesieniu do zakazen Mycoplasma pneumoniae.

ograniczenie aktywnosci
fizycznej

dolegliwosci dzienne

wzmozone zapotrzebowanie
na leki dorazne

dolegliwosci nocne

nieprawidtowe wyniki
parametréow
spirometrycznych

wystepowanie zaostrzen (w
ciagu roku)
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Rycina 5. Czestos¢ wystepowania kryteriow braku kontroli astmy w zaleznosci od
obecnosci przeciwcial klasy A przeciw Chlamydia pneumoniae

5.7 Kolonizacja drég oddechowych przez Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma

pneumoniae

Oznaczenie obecnosci materiatu genetycznego Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma
pneumoniae wykonano w grupie 20 chorych na astmg¢. Wyniki dodatnie uzyskano u 9
badanych (Chlamydia pneumoniae — 7 os6b, Mycoplasma pneumoniae — 1 osoba, obydwa

patogeny — 1 osoba).

44



Sposréd 8 chorych, u ktorych stwierdzono kolonizacj¢ Chlamydia pneumoniae, u 7
wykryto réwniez w surowicy IgA przeciw temu patogenowi. U kolejnych dwdch badanych
z serologicznymi cechami przewleklego zakazenia nie stwierdzono badaniem PCR
obecnosci Chlamydia pneumoniae.

U obydwu chorych skolonizowanych przez Mycoplasma pneumoniae stwierdzono
roéwniez obecnos¢ swoistych IgA w surowicy. U jednej osoby nie stwierdzono obecnos$ci
patogenu w indukowanej plwocinie pomimo pozytywnego wyniku badania

serologicznego.

5.8 Zakazenie Chlamydia pneumoniae lub Mycoplasma pneumoniae a alergia

Obecnos$¢ przeciwciat klas G i A przeciw Chlamydia pneumoniae stwierdzano istotnie
czesciej wsrod chorych na astme nieatopowa (p<0,05). Roznice takie nie wystepowaly

w zakresie serologicznych cech zakazenia Mycoplasma pneumoniae (rycina 6).
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Rycina 6. Wystgpowanie serologicznych cech zakazenia Chlamydia pneumoniae
i Mycoplasma pneumoniae u chorych na astme atopowq i nieatopowg
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6. DYSKUSJA

W niniejszym badaniu okreslono wptyw zakazen Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma
pneumoniae na przebieg astmy. Oceniono 95 chorych na astme¢ (w tym 64 kobiety i 31
mezezyzn) oraz 58 0so6b zdrowych. Istotna dysproporcja w zakresie plci badanych
odzwierciedla tendencje typowa dla astmy. Choroba ta w populacji dziecigcej jest
zazwyczaj czgsciej rozpoznawana u chlopcow, zas wsrdd dorostych — u kobiet. Wsrod
0s0b z ciezkg astmg liczebna przewaga kobiet jest szczegdlnie zaznaczona [109-111].

W celu zroznicowania astmy atopowej i nieatopowej zebrano wywiad alergologiczny
oraz wykonano punktowe testy skorne z powszechnie wystepujagcymi aeroalergenami.
Przynajmniej jeden pozytywny wynik testu stwierdzono u 51 (53,7%) chorych. Proporcje
te potwierdzajg wczesniejsze doniesienia, w ktorych odsetek astmy atopowej szacowano
na 30-60% w zaleznos$ci od przyjetej definicji astmy 1 atopii [112,113]. Najbardziej
istotnymi klinicznie alergenami wsrod chorych byly roztocza kurzu domowego oraz pytki
traw. Ich znaczenie w przebiegu chorob alergicznych wykazano réwniez w badaniu
epidemiologicznym ECAP [114].

Pomimo negatywnego wywiadu u 7 osob (12,1%) z grupy kontrolnej stwierdzono
w punktowych testach skérnych cechy uczulenia na przynajmniej jeden alergen. Mozna to
thumaczy¢ wystgpowaniem tzw. klinicznie niemych uczulen. W takich sytuacjach, pomimo
obecnosci swoistych IgE w surowicy, nie dochodzi do rozwoju reakcji alergiczne;.

Uwage zwraca duza liczba chorych, u ktorych stwierdzono brak kontroli objawow
astmy (49,5%) badz tylko cze$ciowa ich kontrolg (24,2%). Te niepokojace wyniki
potwierdzaja wczedniejsze doniesienia wskazujace, ze pomimo wilgczania leczenia
zgodnego z aktualnymi wytycznymi objawy astmy utrzymujg si¢ u ok. 50% chorych

[115,116]. W niniejszym badaniu nie bez znaczenia pozostaje rowniez miejsce rekrutacji
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chorych. Pod opieka o$rodkow akademickich znajduje si¢ z pewnos$cia wigcej chorych na
astme ciezka, zle kontrolowang niz w placowkach o nizszym stopniu referencyjnosci.

Problem zakazen Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae rozpatrywano
w dwoch aspektach. Po pierwsze, badano ich role w zaostrzeniach astmy. Po drugie,
okreslano ich wpltyw na ciezkos$¢ i stopien kontroli astmy wsrdéd wszystkich chorych.
Dodatkowo porownano czesto$¢ przebytych i aktualnych zakazen pomigdzy chorymi
1 grupg kontrolng. W tych celach oznaczono w surowicach badanych stezenie przeciwciat
klas G, M, A przeciw Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae. Zastosowano
test immunoenzymatyczny. Metode te wybrano ze wzgledu na zadowalajaca czulo$¢
1 swoisto$¢ a takze powszechng dostepnos¢, ktora w przysziosci umozliwi praktyczne
wykorzystanie wynikéw badania. Dodatkowo u wybranej grupy chorych badano obecnosé¢
wymienionych patogenéw w wydzielinie drog oddechowych pozyskane; metodg tzw.
indukowanej plwociny. Metoda ta, cho¢ pozwala na nieinwazyjne uzyskanie materiatu, jest
obcigzona istotnymi wadami. Ze wzgledu na ryzyko wywotania skurczu oskrzeli przez
stezony chlorek sodu, nie nalezy jej stosowa¢ m.in. w niestabilnej fazie choroby, gdy
wartosci FEV; nie przekraczaja 70% wartosci naleznej. Wylaczenie z badania tej grupy
chorych, u ktérych zakazenie drog oddechowych jest najbardziej prawdopodobne, mogto
istotnie zanizy¢ uzyskane wyniki.

Czestos¢ zakazen porownywano pomig¢dzy grupami rdéznigcymi si¢ cig¢zkoscig oraz
stopniem kontroli astmy. Zalecenie oceniania stopnia kontroli, odpowiadajacego
opanowaniu objawow choroby, zostalo wprowadzone do wytycznych GINA w 2006 roku,
a wigc w trakcie realizacji projektu. Dlatego zastosowano podwdjne grupowanie chorych -
zarowno wedlug starej klasyfikacji, opartej na cigzkosci astmy jak 1 nowej -

uwzgledniajacej stopien kontroli. Niniejsze badanie jest pierwszym uwzgledniajacym dwie
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klasyfikacje. Dostgpne dotychczas publikacje oparte byly w wigkszosci na ocenie
ciezko$ci astmy.

Podwdjne oznaczenie IgM umozliwito okreslenie czynnika etiologicznego infekcyjnego
zaostrzenia astmy u 8 chorych (22,2%). U 4 sposrod nich byta to Chlamydia pneumoniae,
za$ 4 pozostatych — Mycoplasma pneumoniae. Wyniki te wskazujg na istotng role
atypowych bakterii w inicjowaniu zaostrzen astmy potwierdzajac wczesniejsze doniesienia
na ten temat. W badaniu Cunninghama i wsp. Chlamydia pneumoniae zostala
zidentyfikowana jako czynnik etiologiczny w 23%, zas Mycoplasma pneumoniae — w 1%
epizodow zaostrzen w badanej populacji dzieciecej [70]. Wsrod dorostych z zaostrzeniem
astmy Wark 1 wsp. ocenili testem ELISA czestos¢ wystgpowania serologicznych
wyktadnikow ,$wiezego” zakazenia Chlamydia pneumoniae na 38% [66]. Natomiast
w pracach Lieberman i wsp. oraz Allegra i wsp. opartych na technice immunofluorescencji
te czgstos¢ okreslono dla Chlamydia pneumoniae — odpowiednio na 8% i 9% za$ dla
Mycoplasma pneumoniae — 18% i 2% [65, 67]. Rozbieznosci w cytowanych pracach
mozna thumaczy¢ roéznicami w doborze chorych i wykonywaniu oznaczen. Nie bez
znaczenia pozostaje tez okres rekrutacji. Jezeli nie obejmuje on pory epidemicznych
zakazen, uzyskane wyniki moga by¢ zanizone.

Z kolei w badaniu Cook i wsp. czesto$¢ zakazen Chlamydia pneumoniae byta w grupie
chorych hospitalizowanych z powodu zaostrzenia astmy taka sama jak ws$rdod oséb
zdrowych [68]. Z jednej strony moze to przeczy¢ podejrzeniom o roli zakazen atypowymi
patogenami w indukcji zaostrzen astmy. Z drugiej strony pozwala przypuszczaé, ze ten
powszechny rodzaj zakazen jest czeS$ciej bezobjawowy u o0séb zdrowych, natomiast
u chorych na astme¢ prowadzi do zaostrzenia dolegliwosci.

Drugim aspektem wptywu Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae na

przebieg astmy rozpatrywanym w niniejszej pracy byta rola przewleklego zakazenia.
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W tym celu oznaczono w surowicy badanych swoiste IgA, a dodatkowo u wybranych
chorych, obecnos$¢ patogenéw w wydzielinie drog oddechowych. IgA przeciw Chlamydia
pneumoniae stwierdzono u 44,2% chorych na astmg i 29,3% o0s6b zdrowych, natomiast
kolonizacje drog oddechowych — u 8 chorych.

Serologiczne cechy przewleklego zakazenia wystepowaly istotnie czes$ciej u chorych
z gorsza kontrola objawdéw. Nie stwierdzono natomiast znamiennych réznic pomig¢dzy
grupami roznigcymi si¢ ciezkoscig choroby. Uzyskane wyniki w wigkszosci potwierdzaja
wczesniejsze doniesienia dotyczace korelacji pomiedzy dawkami przyjmowanych
steroidow, liczbg zaostrzen, wystgpowaniem zaburzen wentylacji a obecnoscig IgA
przeciw Chlamydia pneumoniae [75, 70]. Z drugiej strony badanie nie potwierdza réznic
w czestosci wystepowania IgA przeciw Chlamydia pneumoniae pomiedzy chorymi
o r6znym stopniu cig¢zkosci choroby, co wcze$niej bylo opisywane przez niektérych
badaczy [76]. Mozna to jednak thumaczy¢ lepszym odzwierciedleniem rzeczywistego stanu
chorych przez nowg klasytfikacje, oparta na kontroli objawow.

O ile uzyskane w badaniu wyniki dotyczace zakazen Chlamydia pneumoniae tatwo
odnies¢ do podobnych prac prowadzonych wczesniej, o tyle wplyw Mycoplasma
pneumoniae na kontrole astmy nie zostal do tej pory jednoznacznie okreslony.
W prezentowanym badaniu obecno$¢ IgA przeciw Mycoplasma pneumoniae stwierdzono
u zaledwie 10 osob, w tym u 6 (6,3%) chorych na astme¢ oraz u 4 (6,9%) zdrowych,
natomiast kolonizacj¢ dréog oddechowych u 2 sposrdod 20 badanych. Niskg czgstos¢
wystepowania zakazen mozna tlumaczy¢ przeprowadzeniem rekrutacji do badania
w okresie rzadkich zachorowan. Maja one zazwyczaj charakter sezonowy a epidemie
wystepuja co kilka lat. Ponadto w nielicznych badaniach dotyczacych czestosci
wystepowania serologicznych cech przewlektego zakazenia Mycoplasma pneumoniae nie

stwierdzano r6éznic pomi¢dzy chorymi na astmg a osobami zdrowymi [117].
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Jednym z pytan postawionych w prezentowanej pracy byla przydatno$¢ badania
kolonizacji atypowymi bakteriami przy pomocy techniki PCR. Kolonizacj¢ Chlamydia
pneumoniae wykryto u 8 chorych, przy czym u 7 z nich wykryto rowniez w surowicy IgA
przeciw temu patogenowi. U kolejnych dwoch badanych z serologicznymi cechami
przewleklego zakazenia nie stwierdzono natomiast badaniem PCR obecnosci Chlamydia
pneumoniae. Kolonizacje przez Mycoplasma pneumoniae potwierdzono u 2 chorych,
u ktorych jednoczesnie stwierdzono obecno$¢ swoistych IgA w surowicy. U jednej osoby
wynik badania molekularnego byl negatywny pomimo obecnosci IgA. Wyniki te, cho¢
uzyskane na matej grupie badanych, sa zgodne z wczesniejszymi doniesieniami. Technika
PCR, pomimo znacznie wyzszej czulo§ci w pordwnaniu z stosowanymi wczesniej
metodami hodowlanymi, zazwyczaj nie pozwala na uzyskanie wynikow korelujacych
dobrze z badaniami serologicznymi [118]. Na przykltad w badaniu Myashita 1 wsp.
obejmujagcym 168 chorych z zaostrzeniem astmy, kolonizacje Chlamydia pneumoniae
stwierdzono metodami hodowlanymi — u 1,2%, badaniem serologicznym — u 8,9%,
technika PCR — u 5,4% badanych [69]. Z kolei w pracy Verkooyen 1 wsp. sposrod 156
chorych na zapalenie ptuc u 14% stwierdzono cechy zakazenia Chlamydia pneumoniae
w badaniu PCR pomimo negatywnego wyniku diagnostyki serologicznej, u 9% -
negatywny wynik PCR przy pozytywnym wyniku badania serologicznego, a zaledwie u
6% badanych - pozytywne wyniki uzyskano dwiema technikami [119].

Osobnego omowienia wymaga problem wystepowania serologicznych wyktadnikow
przebytego w przeszlosci zakazenia patogenami atypowymi. Poniewaz Chlamydia
pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae naleza do czestych czynnikow etiologicznych
wywotlujacych zakazenia drég oddechowych, cechy przebytego zakazenia sa z reguly
stwierdzane w duzej czegsci populacji. W niniejszym badaniu obecnos$¢ IgG przeciw

Chlamydia pneumoniae stwierdzono u 61% chorych na astme¢ i1 36,2% zdrowych.
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W odniesieniu do Mycoplasma pneumoniae czgstos¢ wynosita odpowiednio 13,7% oraz
20,7%.

Na przestrzeni minionych kilkunastu lat wielokrotnie badano mozliwy zwigzek zakazen
atypowymi bakteriami z rozwojem astmy. Z jednej strony, podobnie jak w niniejszym
badaniu, obserwowano bowiem czestsze wystepowanie cech przebytego zakazenia
u chorych na astm¢ w poréwnaniu z osobami zdrowymi oraz cz¢stsza kolonizacje drog
oddechowych, z drugiej — opisywano rozwoéj astmy de novo po przebyciu ostrego
zakazenia. Przeglad publikacji dotyczacych zwigzku zakazen z rozwojem astmy
zamieszczono w tabeli III. Obecno$¢ IgG przeciw Chlamydia pnemoniae stwierdzano
w cytowanych badaniach u 11-82% o0s6b zdrowych oraz 28-92% chorych na astmg.

Do niniejszego badania wlgczano wylacznie chorych leczonych z powodu astmy
przynajmniej od 6 miesigcy. Niemozliwe bylo zatem okreSlenie czestosci zakazen
w przypadkach ,,$wiezo” wykrytych. Niemniej jednak potwierdzono znamiennie czgstsze
wystgpowanie IgG przeciw Chlamydia pneumoniae wsérod chorych na astme
w poroOwnaniu z osobami zdrowymi oraz w grupie z niekontrolowanymi objawami
choroby w porownaniu z grupg z dobrg kontrolg objawow. Roznic takich nie stwierdzono
w przypadku 1gG przeciw Mycoplasma pneumoniae.

Uzyskane wyniki wydajg si¢ zatem potwierdzaé wcze$niejsze podejrzenia badaczy
dotyczace roli Chlamydia pneumoniae w indukcji procesu zapalnego. Z drugiej strony nie
mozna poming¢ faktu, iz astma jako przewlekla choroba zapalna stanowi czynnik
predysponujacy do zakazen drog oddechowych. Nie sposéb zatem jednoznacznie
rozstrzygna¢, czy stwierdzane w niniejszym badaniu zakazenia byly przyczyna czy tez

konsekwencja nieopanowanego nalezycie procesu zapalnego.
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Publikacja Lblggztr)scc)?]c Stﬁi?gj?e Zwiazek z astma? Wyniki
332 chorych na TAK — Wystepowanie astmy $wiezo wykrytej
astmg (224 nowe i dlugotrwalej koreluje z cechami przebytego
von Hertzen przypadki, 108 MIE zakazenia CP. U kobiet 1gG stwierdzono: u
i wsp. [61] dhugotrwatych), 98 11% zdrowych, 28% z nowo wykryta astma i
0s0b w grupie 43% z astmg dlugotrwatg. U mgzezyzn
kontrolnej odpowiednio u 33%, 50%, 64%.
Barbaro 197 chorych na MIE NIE — Wystepowanie IgG przeciw CP tak
i wsp. [64] | astme, 185 zdrowych samo czgste w obu grupach.
198 dzieci (badanie I;IIIE —hStQZenie IgG przec.iwkCuP niZs‘Z(e1 u
Mills wili2lrz), w chorych na astmg. Bez zwigzku pomigdzy
. MIF wystepowaniem objawow astmy a
i wsp. [120] | tym 96 chorych na X : .
astme podwyzszonym poziomem IgG, IgA przeciw
CP.
46 chorych na astme, TAK — Cechy przebytego zakazenia CP
Cook 1518 0s6b przyjetych MIE czgstsze u chorych na astme (34,8%) niz u
i wsp. [68] | do szpitala z innych zdrowych (12,7%). Cechy ostrego zakazenia
przyczyn u 4,3% chorych na astme i 5,7% zdrowych.
o NIE — IgA przeciw CP u 31% chorych na
i WZISQESO] 1327(221:;03\;53?2” EIA astmg i 32% zdrowych, IgG — o_dpowiednio:
' 44% 1 47%, IgM — 20% i 25%.
NIE — CP: IgG u 52% chorych na astme i
Tuuminen 150 chorych na 52% zdrowych, IgA — odpowiednio 31% i
i wsp. [117] | astme, 150 zdrowych EIA 37%.
' ’ MP: IgG u 71% chorych na astme 1 70%
zdrowych, IgA — odpowiednio u 3% i 5%.
TAK - Kolonizacja CP lub MP u 56 %
chorych na astme¢ (MP — 25, CP — 6 0s6b) i u
Martin > qhorych z€ PCR 1 osoby zdrowej. Serologia — MP: bez cech
. stabilng astma, MIF(CP) o .
i wsp. [121] 11 zdrowych EIA(MP) zakazenia w obu grupach. CP: cechy
zakazenia u 18 chorych na astme i 1
zdrowego.
Gencay 33 chorych z TAK - IgA przeciw CP u 52% chorych na
i wsp. [62] przewlekla astm, MIF astme 1 15% zdrowych
' 33 zdrowych '
24 chorych ze
$wiezo rozpoznang TAK — 1gG przeciw CP u 92% chorych na
Huittinen astma, astme, 84%_zdr0wych, 88% chorych na ostre
i wsp. [63] 62 chorych bez MIF, EIA | zap. oskrzeli. IgA —u 72% chorych na astme,
' astmy (45 zdrowych, 44% zdrowych, 88% chorych na ostre zap.
17 z ostrym zap. oskrzeli.
oskrzeli)
100 chorych z serol.
Falck wyktadnikami TAK — Astma czgstsza u 0s6b z cech'ftmi
i wsp. [122] przewleklego MIF przewlektego zakazenia CP (23%) niz u
' zakazenia CP 1100 badanych bez podwyzszonego IgA (7%).
0s6b bez tych cech
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116 chorych na TAK - Podwyzszony poziom IgA przeciw CP
von Hertzen u chorych na astme¢ w poréwnaniu ze
. astme, MIF . . . S
i wsp. [76] 50 zdrowvch zdrowymi. Korelacja pomigdzy cigzkoscia
Wy choroby a stgzeniem IgA.
Biscione 74 pary malzenskie: TAK-Cechy zakazenia droég oddechowych
. jeden matzonek — z RT-PCR przez CP u 22% chorych na astme i 9%
i wsp. [71] o
astma, drugi -zdrowy zdrowych.
TAK — Poziom IgA przeciw CP (HSP60)
Savykoski 103 chorych na EIA wyzszy u chorych na astme w porownaniu do
i wsp.[123] | astme, 30 zdrowych zdrowych. Bez roznic w poziomie IgG, IgA
przeciw antygenowi EB CP.
Kraft 18 chorych na TAK — Kolonizacja przez MP
i wsp.[74] przewlekla astme, 11 PCR u 10 chorych na astme i 1 zdrowego.
P- zdrowych Kolonizacji przez CP nie stwierdzono.

Tabela IlI. Przeglgd wybranych publikacji dotyczqcych zwigzku zakazen atypowymi bakteriami z
astmq (CP — Chlamydia pneumoniae, MP — Mycoplasma pneumoniae).

Przeciwciala klasy G i A przeciw Chlamydia pneumoniae wystepowaly istotnie czeSciej
u chorych na astme¢ nicatopowsa, zas w odniesieniu do Mycoplasma pneumoniae takich
roznic nie stwierdzono. W wigkszosci badan dotyczacych roli atypowych bakterii
w rozwoju astmy nie uwzgledniano wspotwystepowania atopii, przez co zjawisko to nie
zostato do tej pory dobrze poznane. W badaniu kohortowym Normann i wsp. przeciwciata
IgG przeciw Chlamydia pneumoniae wyst¢powaly czesciej wsrdd dzieci chorych na astme
bez cech atopii [124]. Z kolei w pracy von Hertzen i wsp. istotne roznice w czestosci
wyst¢gpowania IgA przeciw Chlamydia pneumoniae stwierdzono tylko pomiedzy chorymi
na astm¢ nieatopowa i zdrowymi. Przeciwciata klasy G wystepowatly zarowno wsrdd
chorych na astme atopowg jak i nieatopowa czesciej niz u 0os6b zdrowych, cho¢ najbardziej
istotne réznice stwierdzono pomig¢dzy osobami zdrowymi a chorymi na astme nieatopowa
[61]. Zarbwno prezentowana praca jak i cytowane publikacje potwierdzaja zatem
przypuszczenia dotyczace rozwoju astmy nieatopowej, w ktorej przewlekly proces zapalny

miatby by¢ indukowany nie przez kontakt z alergenem, ale z atypowym patogenem.
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Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze niniejsza praca jako pierwsza wigze przewlekte
zakazenie Chlamydia pneumoniae z brakiem kontroli astmy. Wcze$niejsze badania na
temat zwigzku atypowych bakterii i astmy w wigkszosci potwierdzaty jedynie czgstsze
wystepowanie zakazen u chorych na astm¢ w poré6wnaniu z osobami zdrowymi lub ich
role w zaostrzeniach.

Podobnych zaleznosci nie stwierdzono dla zakazen Mycoplasma pneumoniae. Cho¢
w literaturze roéwniez brakuje przekonujacych doniesien potwierdzajacych wplyw
przewlektego zakazenia tym patogenem na przebieg astmy, wiele wnies¢ moga kolejne
badania przeprowadzone na duzej grupie chorych w czasie obejmujacym okres
najczestszych zachorowan.

Dalsze badania sg réwniez potrzebne w celu okreslenia najbardziej czultej 1 swoistej
metody potwierdzajacej kolonizacje drég oddechowych przez Chlamydia pneumoniae
i Mycoplasma pneumoniae. W prezentowanej pracy potwierdzono opisywane wcze$niej
wystepowanie istotnych r6znic pomiedzy badaniem serologicznym i molekularnym.

Potwierdzono znaczenie atypowych bakterii w indukowaniu zaostrzen astmy a takze
czestsze wystepowanie u chorych na astme cech przebytego zakazenia Chlamydia
pneumoniae, co przez wieclu badaczy jest uznawane za posredni dowod roli tej bakterii

w patomechanizmie astmy, zwlaszcza nieatopowe;.
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. WNIOSKI

Przewlekle zakazenie Chlamydia pneumoniae jest zwigzane z gorszg kontrolg objawow
astmy. Zaleznosci takiej nie stwierdzono w odniesieniu do zakazen Mycoplasma
pneumoniae.

Zakazenia Chlamydia pneumoniae wystepuja u chorych na astme czgsciej niz u 0soéb
zdrowych, co wydaje si¢ potwierdza¢ przypuszczenia na temat udziatu tej bakterii w
rozwoju astmy, szczegdlnie nieatopowej. Dla Mycoplasma pneumoniae nie
potwierdzono tej zaleznos$ci.

Okreslenie wartos$ci genetycznej oceny plwociny indukowanej w rozpoznawaniu
przewlektych zakazen Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae wymaga

dalszych badan.
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8. STRESZCZENIE
Cel pracy
Celem pracy bylo okreslenie roli zakazen Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma

pneumoniae w przebiegu astmy.

Material

Grupe badang stanowilo 95 chorych na astm¢, w tym 64 kobiety 1 31 me¢zczyzn
w wieku od 20 do 76 lat (Srednia wieku - 47 lat). Wlaczano osoby z pewnym
rozpoznaniem przewlektej astmy, potwierdzonym dodatnig prébg odwracalnosci obturacji,
leczone co najmniej od 6 miesiecy. Grupa kontrolng bylo 58 zdrowych oséb, w tym 39

kobiet i 19 mezczyzn, w wieku od 20 do 80 lat ($rednia wieku - 44 lata).

Metody

U wszystkich badanych przeprowadzono badanie podmiotowe i przedmiotowe,
wykonano spirometri¢, punktowe testy skorne z wyciggami aeroalergenéw oraz oznaczono
przeciwciala klas G, M, A przeciw Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae
(ELISA) w surowicy. Ponadto w wybranej grupie chorych na astme oznaczono obecnos¢
materialu genetycznego Chlamydia pneumoniae i Mycoplasma pneumoniae (PCR)

w wydzielinie drog oddechowych pozyskanej metodg tzw. indukowanej plwociny.

WyniKi

Sposrod 95 chorych na astme wiaczonych do badania u 25 (26,3%) stwierdzono dobra
kontrolg, u 23 (24,2%) — czeSciowa kontrole, zas u 47 (49,5%) — brak kontroli objawow
choroby. U 24 (25,3%) chorych na astme rozpoznano lekka posta¢ choroby, u 38 (40%)
— posta¢ umiarkowana, za$ u 33 (34,7%) — posta¢ cigzka. Przynajmniej jeden wynik
dodatni testu skornego stwierdzono u 51 chorych na astme (53,7%) oraz u 7 0s6b

zdrowych (12,1%).
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Sposrod 36 chorych z zaostrzeniem astmy, u 4 stwierdzono cechy §wiezego zakazenia
Chlamydia pneumoniae, zas u kolejnych 4 — Mycoplasma pneumoniae.

Obecnos¢ przeciwcial klasy A przeciw Chlamydia pneumoniae stwierdzono u 42
(44,2%) chorych na astm¢ oraz u 17 (29,3%) zdrowych. Wystepowaly one istotnie czescie]
wsrod chorych z niekontrolowanymi objawami astmy w poréwnaniu z grupa o dobrej
kontroli objawéw (p=0,001) oraz u chorych na astme¢ nieatopowa (p<0,05). Wsrod
chorych, u ktorych wystepowaly IgA przeciw Chlamydia pneumoniae, czesciej
stwierdzano brak spelienia kazdego z kryteriow braku kontroli astmy.

Przeciwciata klasy G wykryto u 58 chorych (61%) oraz 21 (36,2%) 0s6b zdrowych,
istotnie czeSciej u chorych z niekontrolowanymi objawami (p<0,05) oraz chorych na astme
nieatopow3a (p<0,05).

Obecnos¢ przeciwciat klasy A przeciw Mycoplasma pneumoniae stwierdzono u 6
(6,3%) chorych na astme oraz u 4 (6,9%) zdrowych. Przeciwciata klasy G wykryto u 13
chorych (13,7%) oraz 12 (20,7%) os6b zdrowych. Nie wykazano istotnych roznic
pomiedzy chorymi r6znigcymi si¢ stopniem kontroli i stopniem cigzkos$ci astmy.

Obecnos¢ Chlamydia pneumoniae w wydzielinie drég oddechowych stwierdzono u 8
chorych (40%), Mycoplasma pneumoniae — u 2 chorych (10%). Tylko u 1 badanego
wykryto obecno$¢ patogenu pomimo negatywnego badania serologicznego.

Whioski

Przewlekte zakazenie Chlamydia pneumoniae jest zwigzane z gorszg kontrolg objawow
astmy. Zaleznosci takiej nie stwierdzono w odniesieniu do zakazen Mycoplasma
pneumoniae.

Zakazenia Chlamydia pneumoniae wyst¢puja u chorych na astme czesciej niz u 0so6b

zdrowych.
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SUMMARY

Aim of the study
Aim of the study was to evaluate the influence of Chlamydia pneumoniae and

Mycoplasma pneumoniae infections on the course of asthma.

Patients

The study group was comprised of 95 asthmatics including 64 females and 31 males
aged 20 - 76 ys (mean age - 47 ys). All the patients had persistent asthma confirmed by
reversibility test and, on the day of inclusion, had been being treated for at least 6 months.
Control group was comprised of 58 healthy individuals including 39 females and 19 males

aged 20 - 80 (mean age - 44 ys).

Methods

In both groups medical history was collected and physical examination, spirometry,
skin prick tests with aeroallergens as well as measurement of immunoglobulins G, M, A
against Chlamydia pneumoniae and Mycoplasma pneumoniae (ELISA) were performed.
Additionaly in the selected group of athmatics presence of Chlamydia pneumoniae and

Mycoplasma pneumoniae genetic material was tested in induced sputum (PCR).

Results

In 25 out of 95 patients (26,3%) asthma was assessed to be controlled, in 23 (24,2%) —
partly controlled, in 47 (49,5%) — uncontrolled. In 24 (25,3%) patients asthma was found
mild, in 38 (40%) — moderate, in 33 (34,7%) — severe. At least one positive result of skin

prick tests was found in 51 asthmatics (53,7%) and in 7 controls (12,1%).
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Out of 36 patients with exacerbation of asthma, in 4 acute Chlamydia pneumoniae
infection and in another 4 — Mycoplasma pneumoniae infection were diagnosed.

IgA against Chlamydia pneumoniae was found in 42 (44,2%) asthmatics and 17
(29,3%) controls. It was found more often in the group with uncontrolled asthma compared
to controlled asthma patients (p=0,001) as well as in non-atopic asthmatics (p<0,05). In
patients with IgA against Chlamydia pneumoniae all the criteria of uncontrolled asthma
were met more often.

IgG was detected in 58 astmatics (61%) and 21 (36,2%) controls, more often in cases of
uncontrolled (p<0,05) and non-atopic asthma (p<0,05).

IgA against Mycoplasma pneumoniae was found in 6 (6,3%) asthmatics and 4 (6,9%)
controls. IgG was detected in 13 asthmatics (13,7%) and 12 (20,7%) controls. No
significant differences have been found between groups of varied asthma severity and level
of control.

Chlamydia pneumoniae was detected in respiratory secretions of 8 asthmatics (40%),
Mycoplasma pneumoniae — 2 asthmatics (10%). In 1 patient pathogen was found despite

the negative result of serology.

Conclusions

Chronic Chlamydia pneumoniae infection correlates with poor control of asthma. Such
relation has not been found for Mycoplasma pneumoniae infections.

Chlamydia pneumoniae infections are more frequent in asthmatics compared to healthy

individuals.
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10. ZALACZNIKI

Zalacznik nr 1. Kwestionariusz wywiadu lekarskiego.
KWESTIONARIUSZ WYWIADU LEKARSKIEGO

Imie i nazwisko pacjenta:

Data urodzenia:

Adres:

Tel. Data wypelnienia ankiety:

1. Od jak dawna choruje Pani/Pan na astme
oskrzelowa?

2. Czy poczatek choroby byt zwiazany z
objawami zakazenia drog oddechowych ?
a Tak
a Nie
a Nie wiem

3. Jak czesto wystepujg u Pani/Pana objawy
choroby (dusznos¢, kaszel, swiszczacy
oddech)?

0 Rzadziej niz raz w tygodniu

o 1-2 razy w tygodniu

0 Czesciej niz dwa razy w tygodniu ale

nie codziennie
a Codziennie

4. Jak czesto powyzsze objawy wystepuja w
nocy?
0 Nie czesciej niz 2 razy w miesigcu
0 Czegiciej niz 2 razy w miesigcu
o Czgiciej niz raz w tygodniu

5. Kiedy w ciagu roku wystepuja
wymienione wyzej dolegliwosci?

0 Dolegliwosci maja charakter
przewlekty i wystepuja stale przez
caty rok z takim samym nasileniem.

o Dolegliwos$ci wystepuja stale przez
caty rok, ale w pewnych miesiacach
ulegaja nasileniu. (w jakich
miesigcach wystepuja
NasHenia?.........cocoooovvvvrneiniinenes

o Dolegliwosci pojawiaja si¢ tylko w
okreslonych miesigcach. ( w jakich
miesigcach?

0 Dolegliwosci pojawiaja si¢
nieregularnie, przez caty rok (jak
czesto?)

o 1-4 razy wroku
o 5-10razy w roku
O czesdciej niz 10 razy w roku.

6. Czy dolegliwos$ci pojawiajg si¢ lub nasilaja
przy wykonywaniu okreslonej czynno$ci?

O Nie, dolegliwos$ci nie sg zwigzane z

konkretnymi czynno$ciami.

o Tak, dolegliwosci nasilajg si¢ przy :
Pracach domowych
a Czynnosciach zawodowych
a Wysitku fizycznym
Q Innych czynnosciach ( jakich?)

O

7. lle razy w ciggu minionego tygodnia
stosowano lek doraznie w celu przerwania
dusznos$ci?

0 Nie wiecej niz 2 razy

o Wiecej niz 2 razy

8. Czy miewa Pani/Pan zaostrzenia astmy
spowodowane zakazeniem drog
oddechowych?

o Nie, nigdy.

a Tak, rzadziej niz raz w roku.

o Tak, kilka razy w roku (ile?

9. Czy kiedykolwiek rozpoznano u Pani/
Pana zakazenie bakterig Chlamydia
pneumoniae lub Mycoplasma pneumoniae?
o Tak, rozpoznano na
POAStaWIE. .. ..eeviciiciiiieei e
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10.Czy choruje Pani/Pan na inne niz astma

choroby alergiczne?

Tak, choruje¢ na:
Alergiczny niezyt nosa
Alergiczne zapalenie spojowek
Atopowe zapalenie skory
Wyprysk kontaktowy
Pokrzywke

000 0D

o Nie.

11.Czy ma Pan/Pani kontakt ze zwierzetami
w mieszkaniu lub w miejscu pracy?
Czy taki kontakt miat miejsce w przesztosci?
0 Nie, nigdy nie miatem/miatam
kontaktu ze zwierzetami.
0 Tak miatem/ miatam kontakt z
nastepujacymi zwierzetami :

12. Czy dolegliwosci pojawialy si¢ lub
nasilaly przy kontakcie ze zwierzgciem?
o Nie.
a Tak (zwierzg:

13.Czy dolegliwosci pojawialy sie po
spozyciu okreslonych pokarméw?
Czy wystepuje nieche¢ do okreslonych
pokarméw?

O Nie, nie wystepuje.

o Tak, odczuwam niecheé/ nie toleruje

nastgpujacych pokarmow:
a Mileko

Sery
Ryby
Orzechy
Owaoce cytrusowe
Pomidory
Owoce morza
Jaja
Inne:

[y [y Sy

14. Jakie dolegliwosci pojawity si¢ po
spozyciu powyzszych pokarmow?

15.Czy wystegpuje nadwrazliwos¢ na jady
owadow (pszczoty, osy) ?

a Nie.
o Tak, po ukaszeniu przez ( gatunek
owada)

16. Czy kiedykolwiek wystapity objawy
nadwrazliwosci na leki?
0  Nie, nigdy nie wystepowaly
o  Tak, wywotaly je nastepujace leki:

17. Jakie dolegliwosci wystgpowaly po

przyjeciu zaznaczonych powyzej lekow?
0  Duszno$¢

Kaszel

Pokrzywka

Zaczerwienienie twarzy

Katar

Wymioty

Biegunka

|y iy S

18. Czy wystepuje nietolerancja
kosmetykow, detergentdéw badz innych
srodkow chemicznych uzywanych w zyciu
codziennym?

0  Nie, nie wystepuje.

o  Tak, wystgpuja objawy nietolerancji

nastepujacych produktow:

19. Jakie leki przyjmowat(a) Pan/ Pani
ostatnio?

Nazwa dawka przyjmuj¢ od

22. Czy kto$ z krewnych cierpi na choroby
alergiczne?

76



Zalacznik nr 2. Wynik badania fizykalnego.

ke oo fistewd charafyl

Mapwskovmigpacjenta®a o

PE=REL .

MrKs E:]n.'mnq SO dzalowe ..

‘WRAI.ENM DGOLNE: (nic)prey tomny, zamroceony, senny, chodeacy. lezacy )

LT O EMTE: domwolne, Prasv EIMS0WE . . o o oo o e e e e e e e e e
BONTART SEOWNY: atwy, tradny, nuemaoceliwy o

BUDOWA CLALA: (nbe)prawidlonva . o e e e

STAMODEYWIENLA: SGA

SKORA: BARWA — razowa, blada, zasiniona, zadleona .

A

C

215 1

(n].'.-rd.ln‘: ui.l.lr:lu.-ﬂ

WYRWITY: (mejstwierdza sig, wybroceyny, pl.Jmh:-_ gm-:ll.mxal-:. p,u]u:rnhmul:: n'l.'.T.-'xx].-'x:ma

T T
BLLEARNY: (mielstwierdmmsle o e e e e e
UCTEPLENIE: gepla, chlodna, seorstha, lussceaea=sio oo
OREZEEL (niestwierdza sig, nastopach, podudeaach, okoliey kreyrowey o
Uy (ponviekil ), Bo@OINEONE e
'l']{.l’{][]SE{{'}RNJ\:mm'ini:,ﬂ—n:luhrf.u:, ek, shabao

WI;.I.LYEHLUHNI. {mu.]ma-:alm. wielkoder: gru-chl.L.m-mJ orzecha

(g ibolesne, (mewespolone ze skor L

twarde, migkke .

[n]-..ulL.-'au:]a ptu:l..?udmnm: karkowe, previsne, nad — [xxiuhm-:.-"-.}.mn_

GLOWA I 5EYJA

pnd.ln?x:m

CEASTRKA: krodko, arednio, dlugo —miarowa, WeEOwWakd ... ... ... o s e e e e

BLAOPUTES: (mie olesna

Pkt . ‘v‘naums]-.[n:n.)nmﬂmt I IT, 110
OCEY — OSADFONE (me prawidiowa: ::\nphln]mum::nnphu]mm

plosis ...

gal sir. lewe), prawe) ..

oly. Gractego, Ein-:h-:ra r-.-'[m.hlu-ia.. "::-_Ih'l.aj...J e e
SPOJOWED blade, récoawe, preckrwione, entropion, ::L:ruplun

TWARDOWET biale, blekitne, zazoleone

CRUCHOME:

{mu.]prn'.nu:l]m!.u. — Iy sLAgMmS,
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FRENICE: {niejrdwne, (niejokragle, na swiatlo, nastawnodé ... ...

(e reagu) g prawidlowo: myvdnasis, myosis, amisocona, ohjaw Argyll — Robensona

OSTROSC WAROKL: pr.mldlmxa dalekowdz, krotkowide

MNOS: (mee)svimetry ey, (nee)droeny . WY DZIELIN A [I'llL‘:I!l“]l'."I'd.n'Dﬂ s, skqpa, abfita, ropna,

krwasta, shorowata
UISEY: ew. bee Fmian, wyr, qu11.mu -1ern:h na um«‘.l.{nu.]hu:l-]-_-m'.

L USTNA: SLUFOWEKI - wilgoine, podsvchajace. suche, Blade, rédowe, zasinione {niejoblodone

nalotenm, wylowity :
JEZYR: [m::}-uhl-:x.?nm ~.Lq}1'. m, nh]m mnnlnlu:m h.Jnu
(i iprawidlows ruchomy . suchy, podsyeha)acy, 1.'.|1]..u|m

MIGDALKD (nielpowighkseone .. cavatle, nh-]n?nm_n.u]nn:m

f"] I!-‘t' {nu.]up-:wqdhmtm protezy '{.-'.l:.-':l:'!l'..] gz, dn]n-_| .
SEYJA: (mue)svmetrycana, michoma (nepravadlowo L'IHWU]'J

TARCAY A (neeipowigksrona, (me syvmetrveena, wole o

SEMET TECEV oWy (e jobocny
KLATKA PIERSIOWA
WYGLAD OGOLNY: (nic)svmetrveena .

LISTAWITORA: ud-::-:hn'.'.u,m.-'x:]mn'.'.a ]'.-t.hhn azcvwska, kurea .

TOR CGRCECHONY prersiowy, BRamseny IIISEEAITY ... oo v o s coecmn e ae coe ven ees o caeee cens
RUCH. ODDECHOW A prawidlowa, wpodledzona .. oo i

ILOSCODDECHOW: . fmin ...
CRGLAOS OPURONY jawny . h::hn:nkmn
prey thomeomy -illum:h.'l-m
GCRANICE DiDLN EP‘LUE
3 7T 9 9 £ 7T 48
pluco ewe 4 & 10 10 plecopraswe & % LD
5 9 11 11 T 2 11

OSEUCHOWO: semer pechereykowy pravadlowy o

FAElrFony - oalabiony
srorstkn .. —oewydl wydechem .

el m]gul.n.-;.—[m::}-:lﬂ.'. QT j..n.lm drednn, droboo —bankowe L

auche —Swisiy, furceenia, Swiady TETCIS ... e e e e e e
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Zalacznik nr 3. Klasyfikacja ciezkoS$ci astmy - na podstawie obrazu klinicznego przed
leczeniem wg GINA.

Stopien ci¢zkosci

astmy Obraz kliniczny

Stopien I 1. Objawy rzadziej niz raz w tygodniu.
Astma sporadyczna 2. Zaostrzenia krotkotrwate.
3. Objawy nocne nie cze¢sciej niz dwa razy w miesigcu.

- FEV1 > 80% warto$ci naleznej lub PEF > 80% wartos$ci
maksymalnej dla chorego
- zmienno$¢ PEF lub FEV; < 20%

Stopien I1 1. Objawy czg$ciej niz raz w tygodniu, ale rzadziej niz jeden raz
Astma przewlekla dziennie.
lekka 2. Zaostrzenia moga zaburzac sen i utrudnia¢ dzienng aktywnos¢.

3. Objawy nocne czesciej niz dwa razy w miesigcu.

-FEV; > 80% warto$ci naleznej lub PEF > 80% warto$ci
maksymalnej dla chorego
-zmienno$¢ PEF lub FEV; 20-30%

Stopien 111 1. Objawy wystepuja codziennie.
Astma przewlekta 2. Zaostrzenia mogg zaburza¢ sen i utrudnia¢ dzienng aktywnos¢.
umiarkowana 3. Objawy nocne cze$ciej niz raz w tygodniu.
4. Konieczno$¢ inhalacji krotkodziatajagcego Bo-adrenomimetyku
codziennie.

-FEV; 60-80% warto$ci naleznej lub PEF 60-80% warto$ci
maksymalnej dla chorego
-zmienno$¢ PEF lub FEV; >30%

Stopien IV 1. Objawy wystepuja codziennie.
Astma przewlekta 2. Czeste zaostrzenia.
cigzka 3. Czgste objawy nocne.

4. Ograniczenie aktywnosci fizyczne;j.

-FEV1 < 60% wartosci naleznej lub PEF < 60% wartosci
maksymalnej dla chorego
-zmienno$¢ PEF lub FEV, > 30%.
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Klasyfikacja ci¢zkoS$ci astmy - na podstawie stosowanego leczenia i jego skutecznosci

wg GINA.

Objawy i wyniki badan
czynnosciowych pluc w
czasie aktualnie stosowanego
leczenia

Aktualny stopien intensywnosci leczenia

I° - leczenie jak w
astmie
sporadycznej

II° - leczenie jak
w astmie

przewleklej
lekkiej

III° - leczenie
jak w astmie
przewleklej

umiarkowanej

Stopien ciezkosci

Stopien I — astma sporadyczna
- objawy rzadziej niz raz w
tygodniu

-napady (zaostrzenia)
krotkotrwate

-napady nocne nie czesciej niz
dwa razy w miesigcu

-mi¢dzy napadami czynnos¢
phuc prawidlowa

sporadyczna

przewlekta lekka

przewlekta
umiarkowana

Stopien II — astma przewlekla
lekka

- objawy czesciej niz raz w
tygodniu, ale rzadziej niz raz
dziennie

- objawy nocne czesciej niz
dwa razy w miesigcu, ale
rzadziej niz raz w tygodniu

- miedzy napadami czynnos$¢
phuc prawidlowa

przewlekta lekka

przewlekta
umiarkowana

przewlekta
cigzka

Stopien III — astma
przewlekta umiarkowana

- objawy wystepuja codziennie
- zaostrzenia mogg zaburzad
sen 1 utrudnia¢ dzienng
aktywnos$¢

-objawy nocne co najmniej raz
w tygodniu

- FEV: 60-80%

- PEF 60-80%

przewlekta
umiarkowana

przewlekta cigzka

przewlekta
cigzka

Stopien IV — astma przewlekta
cigzka

- objawy wystepuja codziennie
- czgste zaostrzenia

- czgste objawy nocne

- FEV1<60%

- PEF <60%

przewlekta cigzka

przewlekta cigzka

przewlekta
cigzka
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Zalacznik nr 4. Stopnie kontroli astmy wg raportu GINA.

Kontrolowana
(spelnione wszystkie

Czesciowo
kontrolowana

Niekontrolowana

warunki)
. . Brak (2 razy lub mniej Wigcej niz 2 razy w
Objawy dzienne w tygodniu) tygodniu
Ograp|pzen|e . Brak Jakiekolwiek
aktywnosci fizycznej
Objawy / wybudzenia Brak Jakiekolwiek Trzy lub wigcej

nocne

Zapotrzebowanie na
leki stosowane

Brak (2 razy lub mniej

Wiegcej niz 2 razy w

cechy czesciowo
kontrolowanej
astmy w czasie

doraznie w tygodniu) tygodniu tygodnia
<80% wartosci naleznej
Badania czynno$ciowe . lub najlepszej dla
(PEF lub FEV,) W normie danego chorego (jesli
Znana)
Zaostrzenia Brak Jedno lub wiecej w roku | W danym tygodniu
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