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Ri1ASSUNTO

Chlamydia pneumoniae, per lo spiccato tropismo nei confronti dell’epitelio
delle vie respiratorie, & implicata nella progressione e nelle riacutizzazioni di
BPCO.

La sperimentazione condotta con crenoterapia inalatoria solfurea si qualifi-
ca come presidio efficace in quanto in grado di ridurne i tassi anticorpali IgA
ed IgG.

Il trattamento crenoterapico trova, di conseguenza, una collocazione razio-

nalmente giustificata.

SUMMARY

Chlamydia pneumoniae is one of the most important germ involved in relapses of

COPD.

This study showed effective resulte on reduction of IgA and IgG immunoglobulins.
Consequely we can sky that this treatment is rationally justified.

Chlamydia pneumoniae (1), insie-
me a Chlamydia psittaci e tracho-
matis, forma il genere a sé stante
delle Chlamydie, microorganismi
che vengono considerati una
particolare varieta di batteri.

E un patogeno intracellulare
obbligato di piccole dimensioni,
con caratteristiche analoghe ai
gram-positivi. Attualmente é
ritenuto responsabile di infezio-
ni dei tratti respiratori superio-
re ed inferiore quali sinusiti,
faringiti, bronchiti e polmoniti
(1); occasionalmente di otiti,
meningoencefaliti ed endocar-
diti (7, 8, 9).

Recenti studi hanno riconosciu-
to Chlamydia pneumoniae come il

pil comune patogeno intracel-
lulare non virale, con ruolo
anche in malattie croniche di
varia natura (es. sarcoidosi) (1,
2, 6), mentre e controversa la
sua associazione con I’asma (2,
3).

Il batterio puo essere presente
in forme aberranti non replica-
tive ma persistenti ed antigeni-
camente attive all’interno delle
cellule ospiti; occasionalmente
anche tali forme andrebbero
incontro a lisi e rilascio extracel-
lulare (2).

Lo spiccato tropismo per I’epite-
lio respiratorio, promosso da
caratteristiche di adesivita selet-
tiva (4), si accoppia alla fre-

Effetti a breve termine della crenoterapia inalatoria con acqua di Tabiano sulla produzione di anticorpi di Chlamydia pneumoniae in soggetti affetti da BPCO
G. Nappi, S. De Luca, M. Guinzoni Confortini, F. Strinati, M.M. Masciocchi — Med. Clin. Term. n. 55: 535-545, 2003

535




guente asintomaticita dell’infe-
zione (3, 5).

La sieroprevalenza di questo
agente, valutata con studi epi-
demiologici, cresce con I’eta ed
e stimata al 40% nell’adulto
occidentale, supera il 60% nel-
I’anziano (10).

Nessuna eta € risparmiata; in
studi effettuati su popolazioni
infantili la prevalenza & comun-
gue minore (11, 12).

Nelle broncopatie croniche
I’infezione da Chlamydia pneu-
moniae € relativamente fre-
guente e sembra contribuire
alla progressione della malat-
tia. La persistenza del microor-
ganismo sarebbe inoltre asso-
ciata all’laumento di frequenza
delle riacutizzazioni (2, 13).

Il meccanismo patogenetico di
Chlamydia pneumoniae coinvol-
ge la clearance mucociliare,
alterata per inibizione dei
movimenti ciliari (14). L’epite-
lio danneggiato produce inol-
tre fattori proinfiammatori
quali I'IL1, IL6, IL8; si assiste
alla produzione massiva di
molecole di adesione ed alla
riduzione di ossido nitrico (fat-
tore ad azione broncodilatatri-
ce) (2).

In pazienti affetti da BPCO in
particolare, la prevalenza di
infezione cronica da Chlamydia
pneumoniae ¢ valutata in base ad
un gradiente di positivita dei
markers (anticorpi sierici, IgA
secretorie, PCR su espettorato
ed immunocomplessi circolan-
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ti) varia dal 46% al 71% dei
soggetti (15).

| dati epidemiologici sono con-
fermati da tecniche di micro-
scopia elettronica ed immunoi-
stochimica.

Esiste correlazione tra la gra-
vita della compromissione fun-
zionale e I'infezione cronica da
Chlamydia pneumoniae (16).

La persistenza del microorgani-
smo nell’apparato respiratorio
potrebbe favorire la penetra-
zione di altri patogeni nelle
basse vie aeree ed il danno cau-
sato da Chlamydia pneumoniae
accelererebbe direttamente il
decadimento anatomico e fun-
zionale nelle BPCO.

La cronicizzazione dell’infezio-
ne sarebbe sostenuta anche da
una risposta di tipo Th2 con
complesse interazioni con le
difese immunitarie dell’ospite.
Parteciperebbero al processo,
con meccanismi sinergici: TNF-
a, HSP60, MMP-9, NF-a kB,
RANTES, ICAM-1, VCAM-1, E-
selectin, MCP3, COX- 2 (16).
Diversi studi riguardano tratta-
menti mirati con antibiotici in
pazienti con BPCO ed evidenza
sierologica di infezione cronica
da Chamydia pneumoniae.

Tale infezione non mostra alcu-
na tendenza alla remissione
spontanea (16).

La classe di antibiotici piu inda-
gata e quella dei macrolidi, cui
il microorganismo €& notoria-
mente sensibile; in particolare
sono utilizzati eritromicina,

roxitromicina ed azitromicina
(1, 3, 16).

E da ricordare I’azione antiin-
fiammatoria dei macrolidi, con
meccanismi distinti dall’effetto
antimicrobico (batteriostatico).
Tale effetto antiflogistico puo
rendere problematica la valuta-
zione dei parametri in esame
ed invalidarne in parte il signi-
ficato (2).

| risultati piu convincenti in
termini di efficacia sono stati
documentati con utilizzo di azi-
tromicina.

Un trattamento di 6 settimane,
con dosi giornaliere di 500 mg
di azitromicina per tre settima-
ne, seguite da tre dosi settima-
nali di 1000 mg in sommini-
strazione unica, hanno prodot-
to un’eradicazione del 67% dei
trattati, sebbene a due mesi di
distanza solo il 47% fosse libero
dalla ricolonizzazione batteri-
ca.

Questi dati indicano la neces-
sita di un trattamento prolun-
gato e la necessita di ripeterlo
durante le riacutizzazioni suc-
cessive (16).

La considerazione evidente é
che trattamenti prolungati con
macrolidi espongono i pazienti
— spesso anziani — al rischio
epatolesivo (2).

Un trattamento crenoterapico
che si rivelasse efficace trove-
rebbe, di conseguenza, una col-
locazione razionalmente giusti-
ficata.
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SIEROLOGIA DI CHLAMYDIA
PNEUMONIAE
La dimostrazione del ruolo
causale di un dato fattore nella
genesi di una malattia richiede
che vengano soddisfatte tre
condizioni:
a)che quel fattore sia eviden-
ziabile con elevata frequenza
nei soggetti malati ma non
nei soggetti sani;
b)che nell’ambito dei soggetti
malati esista una relazione tra
intensita di presenza del fat-
tore e severita della malattia;
c)che I’abolizione del fattore
(ad esempio con trattamen-
to farmacologico) abbia un
riscontro  positivo sulla
malattia.
Poiché la prevalenza di infezio-
ne da Chlamydia pneumoniae &
molto alta, come evidenziato
dal fatto che la maggioranza
degli adulti presenta segni sie-
rologici di un precedente in tal
senso, spesso con decorso asin-
tomatico, la prima delle tre
condizioni non & soddisfatta,
mentre per la seconda e la ter-
za — in merito alle riacutizzazio-
ni di BPCO - esiste sufficiente
evidenza sperimentale.
Non possiamo quindi parlare
di un fattore causale, ma con-
causale. La lesivita di tale fatto-
re appare comunque provata
(3, 14, 15).
Un secondo ostacolo nasce dal-
la difficolta di distinguere in
maniera affidabile, sul solo
reperto sierologico, tra infezio-
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ne passata, recente e attuale.
Cio é dovuto principalmente
alle ampie aree di sovrapposi-
zione nei diagrammi di anda-
mento nel tempo delle varie
classi di immunoglobuline nei
vari tipi di infezione (1, 3).

Da ultimo esiste la possibilita
di reazioni sierologiche crocia-
te tra le varie specie di Chlamy-
dia (3).

mucose che i radicali solfurei
determinano sull’epitelio ghian-
dolare respiratorio promuovo-
no il movimento ciliare e la for-
mazione del gel ricoprente (17,
18).

Le acque di Tabiano sono
acque fredde, moderatamente
ipotoniche, solfureo-salso-calci-
co-magnesiache, con elevato
grado solfidrometrico (19).

ACQUA DI TABIANO SORGENTE PERGOLI POZZO ARVE
Residuo fisso 180°C 2.748 mg/| 3.787 mg/|
Grado solfidrometrico 115 mg/I 155 mg/I
Sog.. 1.440 mg/I 2.008 mg/I
HCO4_ 530 mg/I 460 mg/|
catt 657 mg/| 670 mg/|
Mg*t 63 mg/| 130 mg/!

CRENOTERAPIA INALATORIA CON

ACQUA SOLFUREA

A livello dell’apparato respira-

torio il contatto tra mucosa e

mezzo termale, rappresentato

in questo caso dall’acqua solfu-
rea, produce effetti quali:

—vasodilatazione con azione
trofica e promozione dello
scambio transmucoso di
molecole;

—stimolazione del SRE e del-
I’attivita fagocitaria;

—aumento delle 1gA secretorie
nel muco;

—azione anticatarrale del grup-
po sulfidrilico a livello della
mucina;

—azione batteriostatica.

La regolazione delle secrezioni

Gli aerosol crenoterapici han-
no parametri variabili in base
alla metodica inalatoria.
Le particelle inferiori a 5
micron, tendono a conservare
la propria individualita e a non
fondersi tra loro, quindi a non
sedimentare, grazie ai seguenti
fattori:

—differenza di tensione super-
ficiale tra fase dispersa (acqua
solfurea in questo caso) e fase
disperdente (aria);

—modesta forza di gravita cui
sono sottoposte;

—carica elettrica dello stesso
segno per la quasi totalita
degli elementi.

Le particelle soggiacciono al

movimento browniano che ne
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favorisce la diffusione nelle vie
aeree, mentre le piccole
dimensioni assicurano un’am-
pia superficie libera di contatto
con la mucosa respiratoria.

Il comportamento di un aero-
sol inalato e successivamente
espirato dipende essenzialmen-
te dalle caratteristiche delle
particelle e da quelle del flusso.

CARATTERISTICHE

DELLE PARTICELLE

Gli aerosol usati in crenotera-
pia sono composti da particelle
di diverse dimensioni e vengo-
no pertanto denominati etero-
dispersi (fig. 1, parte superiore).
Il parametro sintetico descritti-
VO piu importante é la distribu-
zione granulometrica, che per-
mette una raffigurazione delle
caratteristiche dimensionali su
base statistica, con una rappre-
sentazione log-normale dei vari
diametri delle particelle (fig. 1,
parte inferiore).

A diverse metodiche inalatorie
corrispondono diverse dimen-
sioni e distribuzioni dei parti-
colati ottenuti (fig. 2 e 3).

CARATTERISTICHE DEL FLUSSO

La cavita nasale e quella orale
rappresentano due vie paralle-
le che consentono di ridurre la
resistenza al flusso aereo.

Nel passaggio attraverso le
narici si raggiungono valori di
flusso di 12-18 m/s cioé oltre
10 volte piu elevati di quelli tra-
cheali. A livello nasale inoltre
la direzione del flusso cambia
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sia in corrispondenza delle
narici che del passaggio dal
naso in rinofaringe, con
restringimenti che facilitano la
funzione di filtro; solo a livello
del laringe il restringimento é
di tale entita da provocare tur-
bolenze di flusso, che diventa
di tipo laminare alla quarta
generazione bronchiale.

Le dimensioni delle particelle
e la distribuzione dei flussi nel-
le vie aeree determinano in
quale regione avverra il deposi-
to. In linea generale le particel-
le con diametro superiore ai 10
micron vengono intercettate
nelle alte vie aeree, quelle tra 5
e 10 micron hanno una deposi-
zione massima tra il faringe e la
sesta diramazione bronchiale,
guelle tra 1 e 5 micron si depo-
sitano progressivamente nelle
diramazioni piu periferiche
mentre quelle con diametro
inferiore al micron tendono ad
essere riespirate.

Aerosol assunti per respirazio-
ne nasale (fig. 4 superiore) e per
respirazione orale (fig. 4 inferio-
re) hanno quindi diversi profili
di deposizione nei vari distretti
delle vie respiratorie.

Altri fattori possono influire in
modo indiretto sulle dinami-
che del flusso.

Il pattern respiratorio, ad
esempio, puo favorire la depo-
sizione periferica dell’aerosol
con un incremento del volume
inalato e della durata dell’a-
pnea post-inspiratoria (19).

MATERIALI E METODI

In 2 periodi: 30/10/2001-

22/12/2001 e 09/04/2002-

20/07/2002, sono stati studiati

soggetti, scelti casualmente tra

coloro che hanno usufruito di

un ciclo di terapia inalatoria

termale di 12 inalazioni + 12

nebulizzazioni in ambiente

presso la stazione termale di

Tabiano con acqua del pozzo

Arveé, per una durata di 2 setti-

mane.

E stato effettuato uno scree-

ning spirometrico iniziale.

In caso di BPCO confermata

dai valori strumentali (FEV1/

SVC <88% del predetto nel-

'uomo e <89% del predetto

nella donna) sono stati inseriti

nello studio i soggetti con

FEV1 di base maggiore od

uguale al 50% del valore teori-

co. Sono stati esclusi i soggetti
che hanno mostrato una rever-
sibilita al test di broncodilata-
zione con [p-agonista selettivo

(FEV1 aumentata >12% dopo

inalazione di 400 mg di salbu-

tamolo) ed inltre:

- soggetti con modifica dell’a-
bitudine tabagica nei 12 mesi
precedenti I’arruolamento;

- soggetti con qualsiasi modifi-
ca della terapia in corso nei
15 giorni precedenti I’arruo-
lamento;

- soggetti in terapia con tetraci-
cline fluorochinolonici o
macrolidi nei 15 giorni prece-
denti I’arruolamento;

- pazienti affetti da gravi cardio-
patie o da aritmie cardiache.
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Sono stati cosi arruolati 37 sog-
getti (tab. 1).

All’inizio del ciclo di terapia,
ottenuto il consenso informato,
ai pazienti e stato richiesto un
campione di espettorato ed un
prelievo di sangue venoso peri-
ferico.

La procedura é stata ripetuta al
termine del ciclo di terapia.
Per motivi logistici si e scelto di
considerare il 1° giorno di tera-
pia come giorno dell’arruola-
mento per i riferimenti anam-
nestici di esclusione e per i pre-
lievi iniziali, ed il penultimo o
ultimo giorno di terapia per i
prelievi successivi.

Sono stati inclusi anche i pre-
lievi effettuati con lieve antici-
po o ritardo rispetto allo sche-
ma stabilito per salvaguardare
la numerosita minima necessa-
ria per la raccolta.

L’escreato e stato raccolto in
contenitore sterile mediante
espettorazione spontanea.

Di due probandi non e stato
possibile ottenere campioni di
espettorato ed altri due non si
sono presentati al termine della
cura.

Sui campioni di escreato sono
state analizzate quantitativa-
mente le IgA anti Chlamydia
pneumoniae; sul siero ottenuto
dal prelievo venoso periferico
sono state dosate sia le IgA che
le 1IgG.

A questo proposito la metodica
ritenuta piu attendibile e diffu-
samente accettata e la microim-
munofluorescenza (20, 21).
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Tabella 1. STATISTICHE DESCRITTIVE DEL CAMPIONE

Numero soggetti etd media DS eta
MASCHI 25 59,6 6,9
FEMMINE 12 59,6 11,9
TOTALE 37 59,6 8,7
INTERVALLO MEDIO TRA | DUE PRELIEVI 9,6 giorni
DS 2,5 giorni

La recente disponibilita di un
metodo immunoenzimatico
E.L.I.S.A., accreditato di ottima
sensibilita e specificita (22, 23),
ne ha consentito I’adozione
per questo studio [Eurospital®
— sistema Eurospitalday].

E stata utilizzata la tetrametil-
benzidina.

SCOPO DELLA RICERCA

In letteratura non esistono dati
relativi ai livelli di IgA su escrea-
to anti Chlamydia pneumoniae
standardizzati. A questo propo-
sito difficolta legate a procedu-
re di trattamento preanalitico
dei campioni su escreato (rap-
porto di diluizione, composi-
zione dei reagenti, ecc.) hanno
finora impedito un raffronto
significativo tra vari studi, poi-
ché ogni elaborazione fa riferi-
mento a difformi procedure di
preparazione. Di conseguenza
anche in fase analitica non é
stato possibile identificare un
cutoff standardizzato.

Esistono invece standard per
quanto riguarda i valori su siero

di IgA ed IgG anti Chlamydia
pneumoniae, per i quali & possibi-
le identificare positivi e negativi.
Nel presente studio si & deciso
di considerare i valori analitici
ottenuti sia su siero che su
escreato in termini di densita
ottica, e non come positivi 0
negativi, per poter valutare
omogeneamente i risultati.

Alla luce di quanto esposto gli
obiettivi di questo studio com-
prendono:

—la valutazione della possibile
correlazione tra titolo anti-
corpale nell’espettorato e
titolo sierico di IgA anti
Chlamydia pneumoniae;

—la valutazione degli effetti a
breve termine della terapia
inalatoria termale con acqua
solfurea sulle variazioni di
titoli anticorpali sierici e su
espettorato di IgA e IgG anti
Chlamydia pneumoniae.

RISULTATI
La tabella 2 riporta i dati analiti-
ci ottenuti da ciascun campio-
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ne esaminato, espressi come
densita ottica, prima e dopo la
cura (valori contrassegnati
rispettivamente con “1°7e
“2°”). Per ogni serie di cam-
pioni é riportata inoltre la
numerosita dei medesimi, la
media e la deviazione standard
relativa.

La media dei 6 gruppi di dati &
inoltre riportata nel grafico 1.
Di seguito sono riportati i risul-
tati del test “t” per dati appaiati
per le serie di immunoglobuli-
ne su escreato e siero (33 classi
di liberta per le IgA su escreato
e 35 classi di liberta per le IgA
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e 1gG su siero).

CONCLUSIONI

L’esigua numerosita dei cam-
pioni considerati deve impron-
tare ogni considerazione alla
massima cautela. In quest’ottica
sono diverse le indicazioni in
merito allo scopo della ricerca.
Rileviamo che in ciascuna delle
tre serie di dati i valori dopo il
trattamento crenoterapico del-
le immunoglobuline contro
Chlamydia pneumoniae sono
inferiori ai valori riscontrati
prima della cura.

Cio depone per una efficacia
della crenoterapia nella modu-

TIPO DI IMMUNOGLOBULINE t P
IgA anti CP su escreato 1,885 <0,05
IgA anti CP su siero 3,785 <0,001
IgG anti CP su siero 3,561 <0,001

Di seguito e riportato il coefficiente di correlazione tra le IgA su escreato e le IgA su siero.

COEFFICIENTE DI CORRELAZIONE

IgA su escreato 1°/2° campione

0,104

IgA su escreato/IgA su siero

0,027

lazione della risposta anticor-
pale verso Chlamydia pneumo-
niae, un effetto potenzialmente
utile se confermato da un’e-
stensione della ricerca a dati
numericamente piu consistenti.
La mancanza di correlazione
tra IgA sieriche e su escreato
potrebbe essere effetto di una
inadeguata procedura di pre-
parazione preanalitica, una
diversa dinamica nella risposta
immunitaria dei due comparti-
menti biologici (locale e siste-
mico) o un intervallo insuffi-
ciente di tempo tra le rileva-
zioni.

Grafico 1. LIVELLI DI IMMUNOGLOBULINE PRIMA/DOPO CRENOTERAPIA INALATORIA (VALORI DI DENSITA OTTICA)

Ig& escresio

IgA siero igG =ero
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Tabella 2.

campione IgA 1 IgA 2
escreato escreato

1 1,036 0,262

2 0,278 0,239

3 0,169 0,147

4 0,410 0,303

3 0,252 0,220

6 0,494 0,168

7 0,132 0,142

8 0,180 0,339

9 0,940 0,218

10 0,236 0,211

11 0,155 0,179

12 0,191 0,119

13 0,872 0,341

14 0,195 0,264

15 0,170 0,152

16 ND ND

17 0,512 0,296

18 ND ND

19 0,187 0,649

20 0,287 0,292

21 0,219 0,239

22 0,299 0,240

23 0,342 0,255

24 0,508 0,387

25 0,375 0,316

26 0,340 0,298

27 0,924 0,290

28 0,803 0,345

29 0,315 0,559

30 0,444 ND

31 0,373 0,264

32 0,446 0,837

33 0,427 0,325

34 0,372 0,443

35 0,178 0,277

36 0,376 0,386

37 0,396 ND

campioni IgA 1 escreato IgA 2 escreato IgA 1 siero IgA 2 siero IgG 1 siero 1gG 2 siero

numerosita 35 33 37 35 37 35

media 0,395 0,303 0,832 0,718 0,733 0,647

DS 0,242 0,147 0,533 0,445 0,430 0,399
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Figura 1
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AERODYNAMIC DIAMETER (MICROMETERS) AERODYNAMIC DIAMETER (MICROMETERS)
AERODYNAMIC VOLUME DISTRIBUTION AERODYNAMIC VOLUME DISTRIBUTION
Smoothing Level: Fine Smoothing Level: Fine
Inalatore a getto diretto - Modello Tabiano Aerosol - Humage - Modello Tabiano
Campionamento Diretto (getto caldo) Campionamento Diretto con forcella nasale su erogatore
Flow data range: 1,86 to 1,86 I/min Flow data range: 1,83 to 1,86 I/min
mass loading: 5,80e + 001 mg/cubic meter (counting Efficiency = 1.000) mass loading: 1,07e + 001 mg/cubic meter (counting Efficiency = 1.000)
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AERODYNAMIC DIAMETER (MICROMETERS)

AERODYNAMIC VOLUME DISTRIBUTION
Smoothing Level: Fine

Aerosol ultrasonico collettivo

Camera 2 1,60m dalla torre, h = 1,20
Flow data range: 1,83 to 1,86 I/min

mass loading: 1,36e + 000 mg/cubic meter (counting Efficiency = 1.000)

AERODYNAMIC DIAMETER (MICROMETERS)

VOLUME DISTRIBUTION BY AERODYNAMIC DIAMETER

Smoothing Level: off
Doccia nasale micronizzata
Rinoflow fase 1
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