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Introducere

Psoriazisul reprezintd maladia inflamatorie cronica cutanata, frecvent intdlnita in
practica dermatologica, cu rasunet important in calitatea vietii pacientilor. Departe de a fi o
afectiune care implicd exclusiv aspectul estetic al pacientului, psoriazisul este o boala
multisistemica, ce poate determina afectari articulare majore si care se poate asocia cu diverse
comorbiditati cum ar fi bolile inflamatorii gastrointestinale, diabetul zaharat, hipertensiunea,
la pacientii cu predispozitie genetica. De asemenea, impactul psoriazisului asupra calitdtii vietii
pacientilor este major din cauza stigmatizarii acestor pacienti de cdtre populatia generala

determinand cresterea nivelului de stres si anxietate Tn randul acestor pacienti.

Studiul microbiomului cutanat a devenit extrem de important in ultimii ani, cercetarile
actuale demonstrand rolul acestuia in patogenia bolilor inflamatorii cronice cutanate. Disbioza
microbiomului cutanat determina dezechilibre la nivel celular, ale sistemului imun, alterari ale
barierei cutanate cu consecinte n evolutia bolii cutanate. Asadar, la momentul actual, cercetari
recente internationale, se concentreaza pe relatia dintre microorganismele arborate la nivel

cutanat si consecintele acestora in patologia dermatologica.

Studiul de fata a pornit de la premisa ca orice modificare 1n structura microbiomului
cutanat genereaza un raspuns de tip inflamator cu consecinte in evolutia psoriazisului. Astfel,
am initiat studiul referitor la implicatiile microbiomului cutanat in psoriazis, cercetand o
populatie naiva din acest punct de vedere, intrucét in sud-estul Romaniei, aceasta tema nu a

mai fost abordata pana in prezent.

In teza de fatd, aborddm caracteristicile microbiomului cutanat in functie de statusul de
boald al pacientilor, severitatea psoriazisului, comparativ cu individul sanatos, fara afectare
inflamatorie cutanata. Rezultatele obtinute in aceastd lucrare, certificd modificari clare ale
microbiomului cutanat intre pacientii diagnosticati cu psoriazis din lotul activ si indivizii
sandtosi din grupul martor. Dezechilibrele regasite in compozitia microbiomului cutanat pot

determina declansarea perioadei de activitate a psoriazisului si persistenta acesteia in timp.

Cercetarea actuald reprezinta o noutate in Romania, studiul referitor la microbiomul
cutanat in psoriazis nemaifiind abordat pana in prezent. De asemenea, populatia studiatd
prezintd caracteristici demografice inedite, nemaifiind studiat pand in prezent microbiomul

cutanat al acestor pacienti.



L PARTEA GENERALA

CAPITOLUL 1. Scurt istoric al psoriazisului

Primul capitol al tezei de fatd, realizeaza un scurt istoric al psoriazisului in care se
evidentiazd momentele cheie in diagnosticul si abordarea terapeuticd a acestei maladii cutanate.
In Evul Mediu, o eroare survenita in traducerea textelor arabe in limba latina a dus la confuzia
ca orice afectiune cutanatd scuamoasa desemneaza lepra. Astfel, pacientii cu psoriazis au fost
stigmatizati, exclusi din societate, fiind nevoiti sd poarte vesminte specifice pentru a fi
recunoscuti. Din cauza presupusei contagiozitati, acestora nu li se permitea s se adreseze
persoanelor sandtoase sau sd le atingd. De asemenea, erau nevoiti sa isi anunte prezenta prin
purtarea in permanenta a unui clopot care sa le anunte aparitia. Aceastd confuzie a termenilor,
cu consecinte tragice pentru pacientii cu psoriazis care erau supusi acelorasi tratamente ca

bolnavii de lepra, a durat timp de aproape noudsprezece secole.

Tncepand cu anii 1970 descoperirile majore cu privire la etiopatogenia psoriazisului au
deschis noi cai in elucidarea fenomenelor inflamatorii ce stau la baza initierii si mentinerii

raspunsului inflamator exagerat din psoriazis.

In ceea ce priveste descoperirile importante de-a lungul timpului referitoare la
tratamentul psoriazisului, in Egiptul Antic se practica fotoexpunerea dupa tratarea zonelor

lezate cu diferite produse de origine vegetala, fotosensibilizante. [1]

Aparitia corticoterapiei topice la Inceputul anilor 1950 a revolutionat conduita
terapeuticd dermatologica, realizdndu-se primele unguente cu dermatocorticoizi cu eficientd
inalta pentru leziunile de psoriazis. In 1972 methotrexatul a primit aprobare pentru a putea fi
folosit ca tratament sistemic in psoriazis, urméand o noua erd in managementul acestei boli. Din
2003 panad in prezent, prin progresele cercetdrilor in domeniul etiopatogeniei psoriazice, au fost
introduse si utilizate cu succes terapiile biologice prin care s-a obtinut controlul bolii si al

recidivelor ameliorand astfel calitatea vietii pacientilor cu psoriazis.[2,3]

CAPITOLUL 2. Aspecte etiopatogenice ale psoriazisului
Astfel ca 1n al doilea capitol regdsim aspectele etiopatogenice principale care duc la
declansarea si mentinerii bolii active cu accente pe celulele inflamatorii principale din
psoriazis, interleukinele cu rol proinflamator si cascada acestora ce mentine un raspuns
inflamator cronic. In rispunsul inflamator sustinut prezent in psoriazis, atat sistemul imun

innascut cat si sistemul imun dobandit contribuie la mentinerea inflamatiei cronice. Astfel,

7



celulele de tipul celulelor dendritice, neutrofilelor, macrofagelor, limfocitelor T (LT) activate
predominant LT helper 1 (LThl), LTh 17, LTh22, sunt prezente in numar crescut la nivelul
placilor de psoriazis. Acestea contribuie la alterarea diferentierii si maturarii keratinocitelor
prin eliberarea de citokine proinflamatorii. De asemenea, vascularizatia dermica este
influentatd de produsii proinflamatori secretati de celulele sistemului imun. Eritemul
caracteristic leziunilor din psoriazis este dovada clinica a modificarii vasculare a bolii. Factorii
de crestere endoteliali, citokinele secretate in urma activarii sistemului imun duc nu numai la
cresterea numarului de capilare din psoriazis dar si la modificari de structura a acestora, vasele

devenind tortuoase si dilatate.[4, 5]

Avand in vedere evolutia bolii, patogenia psoriazisului poate fi subdivizata in doua faze:
initial declansarea raspunsului imun prin factorii externi si secundar, o faza de intretinere a
inflamatiei cronice determinatd de procesul inflamator sustinut. Factorii declansatori ai
psoriazisului au reprezentat un subiect de interes major in studiile privind dezvoltarea de noi
teorii etiopatogenice in psoriazis. Asadar, concluziile ultimilor ani referitor la stimulii de la
care procesul inflamator din psoriazis se declanseaza sugereaza existenta a doua categorii de

factori: interni si externi. [6]

Fie ca superantigenele bacteriene determind eliberarea de interleukina 12 cu rol in
stimularea activarii LTh CD4, care genereaza secretie de IFN vy, sau determina eliberare de
interleukind 17 cu efecte prostimulatorii pe LTh CD8+ sau LTh CD4+, fie ca disbioza
microbiomului cutanat, subiect dezbatut pe larg in cele ce urmeaza, determind stimulari ale
LTh 17, sau cresteri ale IL-22, sau ca stresul neuropsihic determind dereglari imune ale
sistemului hipotalamic-hipofizar cu rol in cresterea permeabilitatii vasculare si astfel facilitarea
aderdrii celulelor sistemului imun la nivelul placilor de psoriazis, fie ca administrarea de
tratamente sistemice precum beta blocantele, antimalaricele, statinele, antiinflamatoarele
nonsteroidiene, celulele sistemului imun reactioneaza la acesti stimuli si determina aparitia de

molecule proinflamatorii cu rol in intretinerea raspunsului imun exagerat din psoriazis. [6-12]

CAPITOLUL 3. Caracteristici clinice ale psoriazisului
Capitolul trei face referire la diagnosticul clinic al psoriazisului, caracterizarea bolii din
perspectiva clinica si descrierea diferitelor forme de psoriazis intalnite in clinica. Diagnosticul
psoriazisului se face in principal clinic. Aspectul leziunilor fiind usor recognoscibil si
caracteristic bolii. Psoriazisul vulgar sau psoriazisul cronic in placi, reprezintd cea mai

frecventd forma de psoriazis. [13] Este caracterizat de aparitia de placi eritemato-scuamoase,



bine delimitate, supradenivelate. [14] Distributia este simetrica la nivelul zonelor de extensie
ale membrelor, indeosebi coate si genunchi, scalp, lombo-sacral, palmo-plantar. [13, 14]
Scuamele sunt alb-sidefii, usor detasabile, groase, ceroase, lamelare care se detaseaza usor.
[15] In momentul detasarii scuamei se observa aparitia unei sangerari punctiforme (semnul
Auspitz). Acest fenomen reprezintd expresia clinicd a subtierii epidermului supraiacent
papilelor dermice. [16] De obicei leziunile sunt asimptomatice dar pot fi Insotite de prurit

moderat. Prezintd o evolutie cronica, cu perioade de remisiune si acutizari.

CAPITOLUL 4. Metode de diagnostic paraclinic in psoriazis

4.1 Examenul histopatologic

In principal, in psoriazis se evidentiaza trei procese caracteristice: hiperplazia epidermica
indusd prin hiperfunctionalitatea keratinocitard determinatd de actiunile citokinelor si
interleukinelor prezente in cantitati crescute; modificarile de vascularizatie de la nivel dermal
si un bogat infiltrat inflamator. Placile complet constituie sunt caracterizate de parakeratoza
confluenta expresie a keratinizarii aberante. Neutrofilele au tendinta de a migra de la nivelul
dermului spre epiderm, unde se pot forma agregate la nivelul stratului cornos, cunoscute ca
microabcese Munro. Dispunerea neutrofilelor la nivelul stratului spinos poartd denumirea de
micropustule spongiforme Kogoj. Acestea din urma sunt caracteristice psoriazisului pustulos

in care se regasesc din abundenta. [17]

4.2. Diagnosticul imagistic al psoriazisului vulgar : Microscopia confocala de reflectanta

Evolutia mijloacelor imagistice de diagnostic din ultimii ani, a permis evaluarea
psoriazisului din perspective revolutionare. In prezent, este posibila studierea si observarea
modificarilor specifice micromoleculare din psoriazis, in timp real, fara a fi necesare proceduri
invazive. Astfel prin microscopia confocala de reflectanta si tomografia in coerenta optica, sunt
accesibile date si imagini in vivo, avand sansa de a observa celulele, procesele inflamatorii si
modificarile structurale specifice psoriazisului in timp real, inclusiv mobilitatea limfocitarrin
vasele dilatate, tortuoase, specifice pentru psoriazis. Fatd de examenul histopatologic clasic,
microscopia confocala de reflectanta genereaza imagini in timp real, fiind posibild evidentierea
structurilor microscopice sugestive pentru psoriazis fara a fi necesara efectuarea biopsiei
cutanate. Datoritd acestei tehnici noninvazive se pot vizualiza in timp real toate structurile
histopatologice cunoscute si avand in vedere ca examinarea se face in vivo, pot fi analizate mai
multe leziuni cutanate in diverse stadii de evolutie. Cu ajutorul acestei meode de diagnostic, se

pot vizualiza pe plan orizontal atat epidermul si jonctiunea dermo-epidermica, cat si dermul



papilar. Astfel, pasajului limfocitar la nivel capilar, infiltratul inflamator local, keratinocitele,

fibrele de colagen se remarca usor prin aceasta tehnica diagnostica. [18]

4.3. Diagnosticul imagistic al psoriazisului vulgar: Tomografia in coerenta optica

Tomografia in coerentd optica este de asemenea o metoda de diagnostic imagistic in vivo,
de mare rezolutie, care se bazeaza pe principiul interferometriei Michelson. [19] Tn urma
efectuarii procedurii neinvazive se obtin imagini transversale, In timp real, a structurilor
microcelulare de la nivel lezional sau perilezional prin masurarea lungimilor de unda si a
densitatii intalnite, precum si a indicilor de refractie. [19] Caracteristicile descrise pana in
prezent referitor la bolile inflamatorii cronice cutanate includ descrierea modificarilor de
vascularizatie atat cantitativ cat si calitativ, grosimea crescutd a epidermului, elongarea rete
ridges si a papilelor dermice. [20,21] Fatd de microscopia confocala de reflectantd, sectiunile
create de tomografia in coerentd opticd sunt mai profunde la nivelul dermului. Cele doua
metode imagistice prezentate, se completeaza reciproc si s-au dovedit extrem de utile in
practica curentd, avand n vedere noninvazivitatea procedurilor, ele constituind un real ajutor
pentru medicul clinician in stabilirea diagnosticului diferential, al raspunsului terapeutic si al
urmadririi indeaproape a evolutiei maladiilor cutanate cronice. De asemenea, aplicabilitatile
practice ale celor doud instrumente de analiza diagnostica sunt necesare inclusiv in patologia
tumorala cutanata unde pot genera imagini in timp real a marginilor de excizie a leziunilor

maligne.

CAPITOLUL 5. Management terapeutic in psoriazis

5.1. Scoruri de severitate

Actualmente, alegerea optiunii terapeutice se realizeaza in functie de diferite metode de
a cuantifica severitatea bolii. Impactul leziunilor cutanate este perceput diferit. Asadar, au fost
instituite diverse scoruri pentru a putea clasifica severitatea bolii: Psoriasis Area and Severity
Index (PASI), Nail Psoriasis Severity Index (NAPSI), Erythema, Scaling, Induration, Fissuring
Scale (ESIF), Psoriasis Scalp Severity Index (PSSI), Dermatology Life Quality Index (DLQI).
In urma efectuirii scorurilor de severitate si a evaluarii calititii vietii pacientilor cu psoriazis,
se impune stabilirea conduitei terapeutice ce vizeazd ameliorarea simptomatologiei si a
obtinerii perioadei de remisiune, avand in vedere faptul ca pana la acest moment, nu exista

tratament curativ pentru aceastd maladie inflamatorie cronica cutanata.
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5.2. Tratamentul topic in psoriazis

Tratamentul topic in psoriazis se instituie In cazurile usoare de boala. Masurile locale
includ substante keratolitice, dermatocorticoizi, gudroane, analogi ai vitaminei D3, retinoizi.
Din cauza riscului de koebnerizare tratamentul cu iritanti locali trebuie evitat la pacientii cu

tendinta la eritrodermizare.

Corticoterapia locald are ca principal efect scaderea inflamatiei locale prin efectele
imunosupresoare. Totodatd, tratamentul local corticoid influenteaza recrutarea celulelor
inflamatorii cum ar fi monocitele sau neutrofilele, moduleaza activitatea celulelor
prezentatoare de antigen ducand la o scadere a activarii limfocitare cu efecte antiproliferative
celulare. Eficienta glucocorticoizilor este influentata de zona tratata, complianta pacientului si
grosimea leziunilor cutanate. Efectele adverse cutanate cele mai frecvente constau in aparitia
atrofiei, telangiectaziilor, vergeturilor sau a eruptiilor acneiforme. [22,23] Substantele
keratolitice sunt folosite in managementul psoriazisului pentru a decapa leziunile cutanate si a
facilita penetranta substantelor cu efect antiproliferativ si antiinflamator. Cel mai frecvent
utilizate substante keratolitice sunt acidul salicilic si ureea in concentratii de 2-5%, respectiv
20-30%. [22] Efectele analogilor de vitamina D se bazeaza pe interactiunea cu receptorii de
vitamind D rezultand scdderea proliferdrii keratinocitare si a citokinelor proinflamatorii
moduland astfel diferentierea epidermica. [24] Noutatea ultimilor ani o reprezintd preparatul
topic ce contine un inhibitor de fosfodiesteraza 4- roflumilast folosit in psoriazisul cronic n
placi. Acesta reprezinta o alternativa la tratamentul cu corticoizi inclusiv la nivelul pliurilor

cutanate. [24]

5.3. Masuri fizice de tratament: Fototerapia in psoriazis

Fototerapia cu radiatii ultraviolete are ca rezultat atit efecte antiproliferative
keratinocitare cat si efecte antiinflamatorii prin depletionarea epidermului de limfocite T si
modificarea raspunsului inflamator cu cresterea LTh2 fati de LTh1. [25] Tn prezent, fototerapia
eficientd 1n psoriazis este compusa din ultraviolete de tip B (UVB) cu banda ingusta (UVB
narrowband) cu lungimi de unda de 311 nm, fototerapie cu spectru larg UVB (broadband UVB)
cu lungimi de undd cuprinse intre 290 nm si 320 nm si asocierea fotochimioterapiei cu
ultraviolete de tip A (UVA) cu lungimi de unda cuprinse intre 320 si 400 nm cu o substanta
fotosensibilizanta de tipul psoralen. [25] Pentru placile localizate, stabile de psoriazis se
foloseste laserul Excimer cu lungimi de unda de 308 nm care poate avea rezultate mai rapide

decat fototerapia conventionala. [26, 27]
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5.4 Terapii sistemice in psoriazis

In psoriazisul sever, optiunile de tratament topic sau fototerapia nu sunt suficiente.
Tratamentul sistemic este necesar pentru a se putea obtine remisiune clinica. La momentul
actual nu exista un tratament curativ in psoriazis. Ameliorarea si remisia leziunilor cutanate
sunt obtinute datoritd multiplelor optiuni terapeutice sistemice ca methotrexatul, retinoizii,
ciclosporina, apremilastul si terapia biologicd. Methotrexatul este un agent citotoxic
antimetabolit, derivat de acid folic, cu proprietati in inhibarea sintezei de ADN. Acumularea sa
la nivel intracelular face posibilda administrarea sdptamanala cu eficienta sporita in tratamentul
psoriazisului cronic in placi. [28, 29] Mecanismul de actiune al acestei molecule nu este pe
deplin inteles, dar in doze relativ mici acesta actioneaza prin scaderea proliferarii limfocitare
si acumulare extracelulara de adenozina cu efect intens antiinflamator. [28, 29] Efectele

adverse sunt reprezentate de greata, varsaturi, anemie megaloblasticd, toxicitate hepatica. [28,

29]

5.5. Terapia biologica in psoriazis

Avansul tehnologiilor moleculare a permis descoperirea de noi molecule implicate in
procesul patologic al bolii, astfel a fost dezvoltatd generatia a doua de agenti biologici,
incepand cu anul 2009. Tintele terapeutice sunt reprezentate de subunitatea p40 comund pentru
IL 12-1L23, subunitatea p19 a IL 23, si IL 17. Molecule noi ca ustekinumab, secukinumab,
ixekinumab, guselkinumab au fost introduse in schema de tratament pentru psoriazisul moderat
sever, ce necesita abordare sistemica. Noile modalitati terapeutice n abordarea psoriazisului
sever au revolutionat tratamentul psoriazisului. Biologia moleculara a facilitat intelegerea
diferitelor cai patogenice si legaturile intre sistemul imun innascut si sistemul imun dobandit,
obtinandu-se noi tinte in tratamentul psoriazisului. Tintele terapeutice vizate de terapia

biologica sunt molecule cu rol crucial in patogenia psoriazisului.

CAPITOLUL 6. Notiuni generale despre microbiomul cutanat

6.1 Generalitati referitoare la microbiomul cutanat. Stadiul actual al literaturii de
specialitate

Joshua Lederberg, laureat al premiului Nobel in Medicina in 1958, a folosit pentru
prima data termenul de microbiom pentru a defini genomul microorganismelor existente ce
colonizeazi organismul uman. In 2001 Lederberg definea termenul de microbiom uman
»pentru a da semnificatie comunitatii ecologice de microorganisme comensale, simbiotice si
patogene aldturi de care impartim spatiul corpului nostru si care au fost trecute cu vederea ca

factori determinanti ai starii de sanatate sau de boala”. [30]
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Termenul de microbiom derivd din cuvintele grecesti ,,micro” ce Inseamna de
dimensiuni mici si ,,bios”, care se traduce viata. Astfel, microbiomul defineste comuniunea de
microorganisme Tmpreund cu toate moleculele produse de acestea, inclusiv elementele ce tin
de structura lor precum acizii nucleici, lipide, polizaharide, proteine, metaboliti, toxine si
moleculele produse ca urmare a interactiunii cu gazda sau in urma expunerii la mediu.[31-33]

Microbiomul uman este alcdtuit din bacterii, virusuri, eucariote si arhee. Aceste
microorganisme se regasesc atat in mediul intern cat si la suprafata corpului. Au capacitatea de
a influenta fiziologia corpului uman si pot contribui in patogenia anumitor boli.

Recent, rezultatele studiilor din ultimii ani au concluzionat cd microbiomul este
deosebit de important atat in fiziologia umana cat si in patologiile frecvent intalnite, cum ar fi
acneea, rozaceea, psoriazisul, dermatita atopicd. In urma cercetirilor efectuate, microbiomul
este considerat ,,ultimul organ” descoperit si studiul acestuia poate genera raspunsuri la
intrebari arzatoare ale lumii stiintifice de pretutindeni.

Microorganismele de la nivel tegumentar care alcatuiesc microbiomul cutanat sunt
reprezentate de bacterii, virusuri, eucariote cum sunt fungii si artropodele. De asemenea, pe
suprafata pielii se pot observa si paraziti precum acarienii sau demodex.[34] Alterarile
compozitionale si structurale ale microbiomului cutanat pot genera modificari patologice cu
rasunet cutanat si intern.

in functie de aria cutanata studiati, media numarului de microorganisme regisiti este
de 10*10° CFU/cm? identificate prin culturi.[35] Numeroase studii din ultimii ani au
concluzionat ca bacteriile reprezintd proportia dominantd de la nivelul pielii. Flora microbiana
de la nivel cutanat este diversa si constantd. Cele patru filumuri principale de la nivel cutanat
sunt: Actinobacteria cu proportii intre 36-51% Firmicutes 24-34% Proteobacteria 11-16% si
Bacteroidetes 6-9%. [34, 35,36]

Speciile de stafilococi coagulazo-negativi sunt reprezentate in principal de Staphylococcus
epidermidis. Speciile anaerobe sunt reprezentate de Cutibacterium acnes, Corynebacterium,
Micrococcus, Streptococcus spp., si Acinetobacter. [34,35.]

Organismul uman, indeosebi tesutul cutanat, ofera mediul propice pentru supravietuirea
si multiplicarea bacteriani la acest nivel. In functie de zonele cutanate studiate, diversitatea
microbiand difera. Astfel, zonele cutanate uscate prezintd o incarcatura microbiand mai mica
decét zonele cutanate umede sau cele bogate in sebum. [37] La nivelul zonelor sebacee se
observa predominanta Cutibacterium acnes pentru care mediul bogat in lipide sporeste
supravietuirea; Zonele umede cutanate prezinta colonizare in majoritatea cazurilor cu bacterii

din genurile Staphylococcus si Corynebacterium. [36, 38]
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Fungii de la nivel cutanat apartin filumurilor Ascomycota si Basidiomycota. Genul
dominant este Malasezia spp in proportie de 80%, cu predominanta acestora la nivel membrelor
superiare si trunchiului, insa sunt regasite si Aspergilus spp, Epicoccum spp, Cryptococcus spp,
si Rhodotoula spp regasite mai ales la nivel plantar. [34, 39]

Virusurile prezente la suprafata corpului apartin familiilor Papillomaviridae, Circoviridae,si
Polyomaviridae. [34, 40]

Coloniile bacteriene regasite majoritar la nivel cutanat sunt comensale si indeplinesc impreuna
cu celulele sistemului imun si cu keratinocitele rolul functiei de bariera. Microbiomul cutanat
este in general stabil in timp chiar dacé factorii externi pot duce la modificari compozitionale

ale acestuia, acestea nu sunt permanente.

6.2 Dezvoltarea microbiomului cutanat de la nastere

Colonizarea bacteriana incepe inca din viata intrauterind. Rezultatele studiilor din
ultimii ani au demonstrat cd uterul nu reprezintd un mediu steril si microorganismele
colonizeaza suprafata tegumentara inainte de nastere. Bacteriile vaginale au capacitatea de a
patrunde la nivelul uterului prin dopul de mucus. [41, 42] Probele obtinute din lichidul amniotic
si placenta releva o diversitate s1 o abundenta a florei microbiene scazute. Cel mai frecvent
filum regasit la nivel placentar si al lichidului amniotic este Proteobacteria iar genurile cele
mai reprezentate sunt Escherichia si Enterobacter.. Cutibacterium sunt regasiti in cantitati mai
mici decét genurile Escherichia, Enterobacter sau Shigella dar fata de Streptococcus si
Staphylococcus sunt mai frecventi. [41]

Varsta individului si zona cutanata pot influenta diversitatea si incarcdtura microbiana.
Pe masura avansdrii in varstd, formarea ridurilor determind modificarea conditiilor de
supravietuire ale microorganismelor astfel, microbiomul in acele zone modificandu-se o data
cu vérsta. [43] Totodata, prin procesul de imbatranire, scade secretia de sebum, scade
activitatea glandelor sudoripare cu modificari esentiale asupra pH-ului si a fiziologiei
cutanate.[44] Asadar, se constata o scadere a colonizarii cu Cutibacterium acnes pe fondul
scaderii secretiei de sebum dar in anumite zone cutanate mai ales la nivel facial, distingem

cresteri ale colonizarii cu Corynebacterium si Acinetobacter. [45-47]

6.4 Microbiomul cutanat in raport cu mediul extern

Microorganismele au o susceptibilitate diferitd la radiatiile ultraviolete. Malassezia furfur este
capabila sd sintetizeze o substanta cu rol de filtru impotriva radiatiilor UV dar impotriva acestui
mecanism de aparare are o sensibilitate crescutd la UV. [48] Expunerea la radiatia UV

determina cresteri ale populatiei de Cyanobacteria si scaderi ale Pseudomonas si Lactobacili.
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Riadiatia solard inhiba dezvoltarea stafilocoului auriu si Cutibacterium acnes Reducerea
acestora este asociata cu scaderea producerii de porfirine. [48, 49]

In cercetari recente, V Patra si colaboratorii au evidentiat cd microbiomul cutanat poate
modula efectele radiatiilor ultraviolete la nivel cutanat, prin modificarea functiei imune si a
raspunsului celular. [50] De asemenea, numeroase studii referitoare la studiul microbiomului
cutanat in raport cu radiatiile ultraviolete au relevat cd agentii microbieni de la nivel cutanat au
rol 1n apararea impotriva neoplaziilor cutanate fotoinduse [51] si pot induce diferentiere si
dezvoltare epidermica [52] precum si cresterea productiei de peptide antimicrobiene cu efecte

prinflamatorii. [53, 54]

6.5 Microbiomul cutanat in raport cu mediul intern

Conditiile de la nivelul tesutului cutanat, indeosebi printr-un pH cutanat usor acid,
deshidratarea si temperatura usor scazutd fatd de mediul intern pot duce la alterari ale
microbiomului cutanat. [55]

Tesutul cutanat, prin caracteristicile sale structurale, ofera conditii diferite de dezvoltare
a florei bacteriene. Variabilitatea pH-ului, a temperaturii si a umiditatii favorizeaza inmultiri
bacteriene in proportii diferite in functie de regiunea corpului studiatd. Supravietuirea
microbiand este conditionatd de mediul de dezvoltare regasit la nivel cutanat astfel ca zonele
cu numar crescut de glande sebacee, sudoripare, foliculi pilosi, glande ecrine sau apocrine sunt
considerate zone nisa in care diversitatea si abundenta microbiana sunt mai mari fada de restul
corpului. Studiile demonstreaza ca la acelasi individ, flora microbiana variaza in functie de
mediul de dezvoltare. [55, 56]

La nivelul zonelor umede ale corpului uman diversitatea microbiand este mai mare decat in
zonele uscate astfel ca la nivel axilar regasim populatii importante de Corynebacterium si
Staphylococcus in timp ce in regiunile uscate exista o preponderentd de Proteobacterii si
Flavobacterii.  Grosimea pielii, adancimea si localizarea pliurilor cutanate, densitatea
foliculilor pilosi si a glandelor contribuie la echilibrul microbiomului cutanat. [55] Tn zonele
uscate ale pielii, zonele de extensie ale membrelor care sunt frecvent expuse la variatii de
temperaturd si deshidratare, diversitatea microbiomului este limitata. Astfel, majoritar, sunt

descrise colonii ce tin de ordinul Proetobacteria, Bacteroidetes si Actinobacteria. [57]

6.6 Modificari ale microbiomului cutanat in functie de gen

Microbiomul cutanat al persoanelor de sex feminin este caracterizat printr-o mai mare
diversitate microbiana decat cel al persoanelor de sex masculin. [58, 59] O varietate mai mare

este explicata printr-un pH mai mic, tesut cutanat mai subtire si sudoratie mai putin abundenta
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la femei fatd de barbati precum si influenta factorilor hormonali determind modificari din punct
de vedere al incarcaturii si diversitatii microbiene. [60, 61] Igiena personald reprezintd un
factor determinant in structura microbiomului individual. De exemplu, mainile pot reprezenta
un important rezervor de agenti patogeni. Probe recoltate de la nivel dorso-palmar la femei, au
aratat o crestere a numarului de Lactobacillus si Enterobacillus fata de probele recoltate de la
barbati, in timp ce la sexul masculin, s-a evidentiat o crestere de Cutibacterium si
Corynebacterium. [62]

Utilizarea de produse cosmetice poate influenta compozitia microbiomului cutanat. Unele
ingrediente din produsele cosmetice pot favoriza dezvoltarea de bacterii lipofile precum

Staphylococcus sau Cutibacterium. [63]

CAPITOLUL 7. Microbiomul cutanat in psoriazis — stadiul actual al
cunoasterii

Capitolul sapte se refera la caracteristicile microbiomului cutanat in psoriazis. Studiile
ultimilor ani s-au concentrat pe caracterizarea microorganismelor de la nivel cutanat in raport
cu patogenia psoriazisului. Rezultatele studiilor efectuate pana in prezent stabilesc ca
Streptococcus este cel mai frecvent agent microbian regasit la nivelul pielii pacientilor cu
psoriazis. Pacientii pot dezvolta leziuni cutanate psoriaziforme dupd infectii acute
streptococice. [64] Rolul infectiei de tract respirator superior cu Streptococcus pyogenes in
declansarea sau exacerbarea leziunilor de psoriazis reprezintd cea mai puternicd dovada a
implicari microbiomului in patogenia bolii. Forma clinica de psoriazis gutat se asociaza cu
istoric de faringita streptococica, mai ales in randul populatiei infantile. Infectia streptococica
stimuleazd direct proliferarea LT prin superantigenele streptococice fard actiunea CPA.
Colonizarea cu streptococ beta hemolitic de tip pyogenes la nivel cutanat, sau la nivelul
tractului respirator superior, determina la anumiti indivizi predispusi genetic, aparitia de leziuni
cutanate specifice pentru psoriazis. [65] Proteina M streptococica reprezinta principalul factor
virulent si determinant antigenic al streptococilor de grup A fiind o molecula fibrilard de
suprafata. [66] Superantigenele streptococice, in special proteina M6 streptococica prezinta
mimetism molecular cu citokeratina umana 1 prezenta la nivelul kertinocitelor bazale. [66]
Legarea proteinei M streptococica sau a exotoxinelor streptococice la moleculele HLA-DR de
pe macrofage, celule dendritice sau keratinocite favorizeaza activarea si expansiunea clonala a
LT cu eliberarea de IFNy cu rol in initierea si mentinerea procesului inflamator din psoriazis
Datele disponibile la acest moment arata ca la nivel cutanat, pacientii diagnosticati cu psoriazis,

prezinta colonizare cu Staphylococcus aureus mai mare decat subiectii sanatosi. [67] La
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pacientii cu portaj de Staphylococcus aureus s-a observat prezenta de LTh17 reactive fata de
pacientii purtatori de Staphylococcus epidermidis la care nu au fost observate LTh17. De
asemenea, pacientii cu culturi pozitive pentru Staphylococcus aureus prezinta valori mult
crescute ale PASI. [68] Staphylococcus aureus poate induce raspuns inflamator de tip LThl,
psoriazisul fiind mediat imun prin LTh1 iar exacerbarea leziunilor de psoriazis a fost asociata
cu colonizarea cu Staphylococcus aureus. De asemenea, peptidoglicanii de la suprafata
stafilococului auriu induc proliferarea keratinocitara. [68] Staphylococcus epidermidis, prin
biofilmul sdu poate inhiba aderarea agentilor patogeni, prin competivitate directa. In acest sens,
studii recente demonstreazd inhibitia directa de catre Staphylococcus epidermidis a

Staphylococcus aureus. [69]

Pacientii colonizati la nivelul scalpului cu Malassezia spp. pot dezvolta aparitia de noi
leziuni de psoriazis la nivelul umerilor ca urmare a depunerii scuamelor la acest nivel. [70, 71]
Specia fungicd Malassezia produce lipaze si fosfolipaze cu rol chemoatractant pentru
polimorfonucleare. De asemenea, poate induce activarea keratinocitara cu rol in producerea
suplimentara de peptide antimicrobiene. Exacerbarea leziunilor de psoriazis este posibila prin
cresterea expresiei integrinelor si a factorului de crestere B1 crescand turnoverul celular. [72]
La momentul actual nu este clar daca disbioza cutanata reprezinta punctul cheie in declansarea
raspunsului inflamator sau reprezintd o consecintd a acesuia. Actualmente se considerd ca
modificarea microbiomului reprezenta un factor declansator sau exacerbant in patologia

psoriazica.

II. PARTEA SPECIALA

CAPITOLUL 8. Ipoteza de lucru- Obiectivele studiului

Teza de doctorat ,Microbiomul cutanat in psoriazis” are ca obiectiv principal
explorarea caracteristicilor clinico-biologice ale microbiomului cutanat in psoriazis comparativ
cu individul sdndtos si evaluarea implicarii agentilor microbieni in evolutia bolii.

Tn contextul actual in care implicarea microbiomului Tn patologiile cutanate este intens
explorata, studiul referitor la rolul microbiomului cutanat in psoriazis reprezintd un important
subiect de interes cu posibile consecinte in evaluarea conduitei terapeutice si amelioararea
calitdtii vietii pacientilor diagnosticati cu psoriazis.

Obiectivele studiului de fatd sunt :

1. Caracterizarea microbiomului cutanat regasit la nivel tegumentar atat la
pacientii diagnosticati cu psoriazis cat si la indivizii sanatosi.
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2. Prezentarea si caracterizarea florei microbiene de la nivelul tesutului cutanat
lezional si perilezional.

3. Determinarea de posibile roluri ale agentilor microbieni in inducerea bolii si in
generarea raspunsului imun.

4. Determinarea impactului florei microbiene cutanate asupra patogeniei,
tratamentului si evolutiei psoriazisului.

5. Verificarea ipotezei conform céreia disbioza microbiomului cutanat induce
agravarea psoriazisului.

6. Evaluarea comparativd a prezentei anumitor agenti patogeni in raport cu

diferitele stadii de boala si caracteristicile personale ale pacientilor.

CAPITOLUL 9. Metodologia generala a lucrarii- Materiale si metode

9.1 Materiale si metode

Tipul studiului: Studiu clinic retrospectiv si actual caz-control. Locatie si perioada: Studiul s-a

desfasurat in cadrul Sectiei de Dermatovenerologie a Spitalului Clinic de Boli Infectioase

,,Sfanta Parascheva” din Galati, in perioada mai 2023-iulie 2023.

Selectia pacientilor: In urma consultului clinic, au fost identificati pacientii diagnosticati cu
psoriazis vulgar cu varsta de peste 18 ani, care s-au prezentat in sectia Dermatovenerologie a
Spitalului Clinic de Boli Infectioase ,,Sfanta Parascheva” din Galati, in perioada mai-iulie

2023.

Clasificarea pacientilor: Pacientii diagnosticati cu psoriazis vulgar au fost clasificati in functie
de:varsta; sex; mediul de viata; gradul de afectare al leziunilor cutanate utilizand scorurile de
severitate: Psoriasis Area Severity Index (PASI), Dermatology Life Quality Index (DLQI), Nail
Psoriasis Severity Index (NAPSI), Psoriasis Scalp Severity Index (PSSI), Erythema, Scaling,
Induration, Fissuring Scale (ESIF);

Constituire lot martor: Lotul martor a fost constituit din indivizi fara istoric personal de
psoriazis vulgar sau alte maladii inflamatorii cronice cutanate, cu varste apropiate de pacientii
cu psoriazis din grupul studiat, fara istoric heredocolateral de psoriazis vulgar, artrita psoriazica

sau alte patologii inflamatorii cronice cutanate.

Criterii de includere: Indivizii selectati pentru a participa la studiu au fost nevoiti sa respecte
reguli stricte de igiend avand 1n vedere sensibilitatea subiectului studiului. Asadar, timp de 14

zile anterior recoltarii probelor, pacientii au fost instruiti sd foloseasca numai sapunuri blande

18



si creme emoliente, fard substante active keratolitice, fard ingrediente active precum ureea,
acidul salicilic. De asemenea, nu au fost inclusi in studiu pacientii aflati in timpul fototerapiei
sau a tratamentului sistemic pentru psoriazis. Pacientii ce foloseau tratament topic au oprit
administrarea acestuia cu minim 28 de zile anterior recoltarii probelor cutanate. Cu 24 de ore
anterior recoltarii probelor, tuturor indivizilor din studiu li s-a interzis toaleta igienica zilnica

si aplicarea de diverse formule topice cutanate.

Criterii de excludere: Pacientii exclusi din studiu au fost pacientii diagnosticati cu neoplazii,
artritd psoriazica sau boli autoimune, impreund cu cei cu stari imunosupresive $i cei care se
aflau in tratament oral cu antibiotice, imunomodulatoare, agenti antiinflamatori sistemici,
probiotice. De asemenea, au fost exclusi cei care au urmat o dieta restrictiva anterior inceperii

studiului.

9.2. Metode de recoltare, izolare si identificare a tulpinilor bacteriene

Prelevarea probelor s-a efectuat la Spitalul Clinic de Boli Infectioase ,,Sfanta Parascheva” din
Galati, prin manipulare aseptica si antiseptica, respectand Protocoalele Interne [73], cuprinse
in Manualul de Recoltare de Probe al Laboratorului.

Au fost introdusi in studiu 20 de pacienti diagnosticati cu psoriazis vulgar si 13 indivizi
sandtosi alcatuind lotul martor.

Recoltarea si izolarea tulpinilor bacteriene s-a realizat prin:

- Aplicarea procedurilor preanalitice: metodele specifice de recoltare si transport a
probelor

- Aplicarea procedurilor analitice: efectuare de culturi bacteriene, examinare
macroscopica i microscopicd, identificare.

Personalul care a recoltat probele a respectat regulile de asepsie si antisepsie. Recolta
s-a efectuat cu manusi sterile si instrumentar steril pentru a evita contaminarea probelor.

Au fost recoltate probe pentru identificarea microbiomului cutanat din diferite regiuni
ale pielii de la toti participantii folosindu-se trei metode de recoltare: tampon steril, banda
adeziva si biopsie cutanatd. Probele de la indivizii din lotul martor au constat in recoltare cu
banda adeziva si tampon steril. Probele au fost recoltate in dublu pentru a putea identifica flora

aeroba si anaeroba.

9.4 Identificarea tulpinilor izolate

Identificarea tulpinilor izolate s-a realizat pe baza:
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» caracterelor de culturd pe mediu Columbia sange: diverse tipuri de colonii,
hemolitice/nonhemolitice, pigmentate/nepigmentate, tip R/S, umbonate, turtite,
mucoide, in functie de gen/specie

» morfotinctoriale: Gram + /- ; bacili de diferite dimensiuni, sporulati/nesporulati,
coci izolati, in diplo, lanturi, gramezi

» si prin identificarea cu ajutorul spectrometriei de masa.

Identificarea tulpinilor bacteriene s-a realizat in Laboratorul Clinic al Spitalului de Copii
,Sfantul loan” Galati, cu MALDI-TOF /Autof MS 1000 (Autobio Diagnostics Co., Ltd,
China).

9.5 Medii de cultura utilizate: Mediu Bulion Nutritiv+Glucoza (pH final = 7.4-7.6); Mediu
thioglicolat lichid; Mediul Columbia sange: (pH final = 7.3+0.2)

9.6. Examinarea microscopica a probelor recoltate

Examinarea microscopica a probelor recoltate s-a realizat prin examinarea la microscopul
optic a frotiurilor colorate Gram realizate din culturile microbiene dezvoltate pe mediu solid
reprezentative. Etalarea coloniilor a constat in dispersarea cat mai omogena pe o suprafata care
sa cuprinda centrul lamei microscopice si sa nu atingd marginile acesteia. S-au etalat prin
miscari circulare cu ajutorul ansei bacteriologice intr-o picdtura de apd fiziologica sterila
(A.F.S.) sau apa distilata sterila (A.D.S.), depusa anterior pe lama cu ajutorul ansei sau a unei
pipete Pasteur, dupa care s-a etalat suspensia obtinuta, astfel incat sa se obtind un strat subtire

si uniform [74]

9.7 Identificarea microorganismelor utilizind sistemul MALDI-TOF

Sistem de spectrometrie de masa care utilizeaza timpul de zbor cu ionizare prin desorbtie
laser asistatd de o matrice MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time
Of Flight) pentru identificarea bacteriilor acrobe, bacteriilor anaerobe, fungi si micobacterii
non-tuberculoza, din colonii obtinute pe medii de culturd din diverse produse biologice
Sistemul automat de identificare microbiand foloseste placi ,,matritd” cu 96 de pozitii
confectionate din otel inoxidabil, atit de tipul celor reutilizabile cat si de tipul celor de unica
folosintd. Probele microbiene sunt preparate prin amestecarea cu o solutie matrice (acid o-
ciano-4-hidroxicinamic [CHCA]), un compus organic capabil sa absoarba lumina ultravioleta
(lumind laser N2, A = 337 nm) si sa transforme lumina UV in cédldurd, apoi introdus intr-un
mediu cu vid Tnalt. [75, 76] Cand matricea si proba sunt adaugate impreuna si lasate sa se usuce,

amestecul se cristalizeaza, prinzand proba in acelasi cristal lamelar. Iradierea cu laser a
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amestecului determind incalzirea rapida a matricei, care trece in stare gazoasa Tmpreund cu
proteinele microbiene. Peptidele in stare gazoasa sunt transformate in ioni, particule incarcate
electric, prin transferul de protoni cu matricea. [76] lonii protonati sunt accelerati printr-un
camp electric si separati printr-o diferentd de potential de tensiune pe baza raportului
masa/sarcind al fiecarui ion. Acceleratia ionilor prin tubul de zbor are loc intr-un mediu cu vid
Tnalt pentru a se asigura ca ionii obtin zborul liber citre analizorul de masa (detector). Ionii pot
fi apoi detectati de catre MALDI-TOF pentru a determina greutatile moleculare respective
(Da). Identificarile microorganismelor obtinute Tn urma utilizarii spectrometriei de masa
MALDI-TOF au fost centralizate utilizand Microsoft Excel generand astfel rezultatele folosite

Tn efectuarea statisticii studiului.

Analiza statistica a fost efectuata iIn SPSS 29.0. Datele calitative au fost raportate ca
frecvente absolute si procente, iar datele cantitative au fost raportate ca medii si abateri
standard. Asocierile dintre datele calitative au fost investigate folosind testele Chi-patrat si
Fisher. Valorile lui p < 0,05 au fost evaluate ca semnificative statistic, iar valorile p < 0,01 au

fost evaluate ca fiind, de asemenea, semnificative statistic.

In urma procesarii datelor statistice, caracterizarea microbiomului cutanat in psoriazis
si la individul sanatos, a determinat obtinerea de rezultate cu aplicabilitate clinicd, majoritatea
fiind in concordanta cu rezultatele studiilor actuale. Rezultatele semnificative statistic au fost
evidentiate generand informatii clare cu rol in caracterizarea microbiomului cutanat atat al
pacientilor cu psoriazis cat si la indivizii sanatosi, intr-o populatie din sud-estul Romaniei, ce
nu a mai fost studiata din acest punct de vedere anterior. Aceste observatii reprezintd elemente

originale si concluzii definitorii pentru cercetarea medicala din Romania.

CAPITOLUL 10. Rezultate obtinute

10.1 Caracterizarea generala a loturilor de studiu

Studiul a fost alcétuit din doua loturi de pacienti insumand 33 de indivizi de la care au
fost prelevate in total 180 de probe cutanate. Au fost investigati 20 de pacienti cu psoriazis si
13 subiecti sanitosi, de la care s-au prelevat probe pentru analiza microbiomului cutanat. In
lotul activ predomina barbatii, in proportie de 75,0%, in timp ce 1n lotul de control predomina
sexul feminin, in proportie de 76,9%; de asemenea in lotul activ se observa o usoara prevalenta
a pacientilor cu domiciliul urban (55,0%), care se accentueaza in lotul de control, unde ajunge
la 76,9%. Varsta pacientilor in cele 2 loturi este relativ asemandtoare, la nivel global

inregistrandu-se o medie de varsta de 51,03 £ 12,994 ani, cu o plaja de variatie intre 21 si 73
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de ani. Au fost recoltate doudsprezece probe de la subiectii studiului, prin trei metode, tampon,
banda adeziva si biopsie cutanata, lezional si perilezional, aerob si anaerob, pentru studiul
microbiomului cutanat. Cele mai multe specii de bacterii au fost identificate la recoltarea cu
banda adeziva la nivelul leziunii, in mediu aerob (20 specii) si respectiv anaerob (12 specii);
tot in cazul recoltarii cu banda adeziva , dar perilezional, in mediu aerob au fost observate 12
specii de bacterii si Tn mediu anaerob au fost observate 18 specii. Pe pozitia urméatoare se
situeaza recoltarea cu tampon — cele mai multe specii de bacterii au fost identificate
perilezional, in mediu aerob (17), in timp ce prin biopsie au fost observate cele mai putine

specii de bacterii (usor mai frecvente perilezional decat la nivelul leziunii).

10.2 Rezultate obtinute in urma efectuarii probelor clinice

Au fost identificate simultan per proba de la una la patru specii de bacterii, existand si
cateva probe pentru care speciile de bacterii nu au putut fi identificate. La 13.4% dintre probele
de control au fost identificate 3 sau 4 specii de bacterii, comparativ cu numai 8.4% dintre

probele recoltate de la pacienti bolnavi, perilezional si 3.1% dintre cele recoltate lezional.

Studiul comparativ al speciilor de bacterii identificate la cele 3 categorii de probe
evidentiaza diferente semnificative statistic doar in cazul Bacillus cereus, care a fost observata
mai frecvent in lotul de control (15.4% din probe) comparativ cu probele recoltate de la
pacienti, lezional (4.2%) sau perilezional (3.1%). In cazul probelor recoltate perilezional, de la
pacienti bolnavi, au fost observate in procentaje mai ridicate comparativ cu celelalte doua
categorii de probe Bacillus pumilus si Corynebacterium spp (5.2% dintre probe), Klebsiella
pneumoniae (a fost identificata in 3 probe, dar in nici una dintre cele de control sau recoltate
lezional), Staphylococcus haemolyticus (9.4% dintre probe), Staphylococcus hominis (24.0%
dintre probe) si Staphylococcus spp (alte specii — 6.3% dintre probe). Tn cazul probelor recoltate
lezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in procentaje mai ridicate comparativ cu
celelalte doua categorii de probe Bacillus subtilis (identificata in 3 probe, dar in nici una dintre
cele de control sau recoltate perilezional), Staphylococcus aureus (13.5% dintre probe, dar si
12.5% dintre probele recoltate perilezional — diferenta intre categorii care se incadreaza in

pragul de 0.10 de semnificatie statistica) si Staphylococcus epidermidis (36.5% dintre probe).

In ceea ce priveste probele preluate in mediu aerob, in circa jumitate din probe,
indiferent de localizare, a fost identificata o singura specie de bacterii; in 23.1% dintre probele
din lotul de control au fost identificate 3 sau 4 specii de bacterii, comparativ cu numai 2.1%

din probele preluate de la pacienti cu psoriazis lezional si 10.4% din probele preluate
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perilezional

In cazul probelor recoltate lezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in
procentaje mai ridicate comparativ cu celelalte doud categorii de probe Bacillus subtilis
(identificatd in 3 probe, dar in nici una dintre cele de control sau recoltate perilezional),
Escherichia spp si Proteus mirabilis (cate 2 probe — 4.2%), Staphylococcus epidermidis (37.5%
dintre probe) si Staphylococcus warneri (4.2% dintre probe), alaturi de Staphylococcus spp
(alte specii, in 4.2% dintre probe, dar si 4.2% dintre probele recoltate perilezional)

In cazul probelor preluate in mediu anaerob situatia este usor diferiti.. Tn marea
majoritate a probelor din lotul de control (65.4%) a fost identificata o singura specie de bacterii,
existand o singurd proba in care au fost identificate 3 specii de bacterii. In cazul probelor
preluate de la pacienti bolnavi au fost identificate de asemenea 3 specii de bacterii pe 2 probe
preluate lezional (4.2%) si o singura proba preluata perilezional (2.1%), 1n alte 2 probe preluate
perilezional fiind identificate 4 specii de bacterii

Studiul comparativ al speciilor de bacterii identificate la cele 3 categorii de probe
evidentiaza diferente semnificative statistic doar in cazul Staphylococcus spp (alte specii), care
a fost observatd doar la probele recoltate perilezional de la pacienti bolnavi, in 8.3% dintre
cazuri. Alte diferente semnificative statistic nu au mai fost raportate.

In cazul probelor recoltate lezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in
procentaje relativ mai ridicate comparativ cu celelalte doua categorii de probe Enterococcus
Spp (o proba si incd una recoltata perilezional, dar in nici una dintre cele de control), Proteus
mirabilis si Pseudomonas spp (céte o proba, dar nici una dintre cele de control sau recoltate
perilezional), Staphylococcus aureus (16.7% probe - diferenta intre categorii care se incadreaza
in pragul de 0.10 de semnificatie statisticd), Staphylococcus epidermidis (35.4% dintre probe)
si Staphylococcus haemolyticus (6.3% dintre probe, alaturi de 4.2% dintre cele recoltate
perilezional, dar in nici una dintre cele de control), alaturi de Staphylococcus spp (alte specii,
o proba si inca una recoltata perilezional, dar in nici una dintre cele de control). Exista si cateva
specii de bacterii care nu au fost detectate deloc in cele 3 categorii de probe: Bacillus anthraci,
Bacillus subtilis, Escherichia spp si Micrococcus luteus

Tn cazul probelor preluate din zone cutanate uscate, in lotul de control n 15.8% dintre

probe au fost identificate 3 sau 4 specii de bacterii (predominante fiind probele cu 3 specii de
bacterii identificate), comparativ cu numai 3.7% din probele preluate de la pacienti cu psoriazis
lezional si 7.7% din probele preluate perilezional. Diferentele astfel observate sunt importante,
dar nu ating totusi pragul 0.05 de semnificatie statistica (se Incadreaza insa in pragul de

semnificatie statistica 0.10)
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Studiul comparativ al speciilor de bacterii identificate la cele 3 categorii de probe
evidentiaza diferente semnificative statistic tot in cazul Bacillus cereus, observata in 18.4%
dintre probele de control si numai 3.7% dintre probele recoltate lezional, respectiv 3.8% dintre
cele recoltate perilezional, la pacientii bolnavi.

Tn lotul de control au fost de asemenea observate in procentaje mai crescute Bacillus
siamensis — in 5.3% dintre probe, respectiv Bacillus spp (alte specii — 13.2% cazuri, diferenta
intre categorii care se incadreaza in pragul de 0.10 de semnificatie statistica), Candida spp,
Enterococcus spp si Staphylococcus warneri (cate 5.3% cazuri).

In cazul probelor recoltate perilezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in
procentaje mai ridicate comparativ cu celelalte doua categorii de probe Bacillus pumilus (7.7%
dintre probe), Klebsiella pneumoniae (o proba, comparativ cu nici una dintre celelalte doua
categorii), Staphylococcus aureus (11.5% dintre cazuri, alaturi de 11.0% probe recoltate
lezional si doar 2.65 dintre cele de control), Staphylococcus hominis (17.3% dintre probe) si
Streptococcus spp (3.8% dintre probe).

In cazul probelor recoltate lezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in
procentaje relativ mai ridicate comparativ cu celelalte doua categorii de probe Bacillus subtilis
si Proteus mirabilis (cate 3 probe, dar nici una recoltata perilezional sau din lotul de control),
Staphylococcus epidermidis (39.0% dintre probe, diferentd fatd de celelalte doua categorii
incadrata in pragul de semnificatie 0.10) si Staphylococcus lugdunensis (4.9% dintre probe)

Tn cazul probelor preluate din zone cutanate umede, in lotul de control in 21.4% dintre

probe au fost identificate 3 sau 4 specii de bacterii (predominand n schimb probele cu 4 specii
de bacterii identificate); acelasi procentaj de probe cu 4 specii de bacterii au fost inregistrate si
la pacientii cu psoriazis, lezional, in timp ce dintre probele preluate perilezional 13.6% prezinta
3 sau 4 specii de bacterii. Diferentele observate nu sunt insd semnificative statistic in acest caz

In cazul probelor preluate din zone cutanate umede se constati un procentaj
semnificativ statistic crescut doar pentru Staphylococcus lugdunensis, care a fost observat in 2
probe de control si nici una dintre cele preluate de la pacientii bolnavi.

In lotul de control au fost de asemenea observate in procentaje mai crescute
Micrococcus luteus — o singura proba, dar nici una din lotul de pacienti bolnavi si
Staphylococcus warneri (tot o proba — 7.1% din total).

In cazul probelor recoltate perilezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in
procentaje mai ridicate comparativ cu celelalte doud categorii de probe Bacillus pumilus,
Bacillus siamensis, Bacillus spp (alte specii), Candida spp, Klebsiella pneumoniae, Proteus

mirabilis, Pseudomonas spp, Staphylococcus capitis si Staphylococcus spp (altele) (cate una
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sau doud proba, comparativ cu nici una dintre celelalte doua categorii), dar si Corynebacterium
spp si Staphylococcus haemolyticus (cate 11.4% dintre probe) si Staphylococcus hominis
(31.8% dintre probe).

In cazul probelor recoltate lezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in
procentaje relativ mai ridicate comparativ cu celelalte doua categorii de probe Bacillus cereus
si Enterococcus spp (cate o proba) si Staphylococcus aureus (28.6% dintre probe, diferenta

fata de celelalte doua categorii incadrata de asemenea in pragul de semnificatie 0.10).

10.3 Studiul comparativ pe sexe al speciilor observate in cele 12 probe

La pacientii de sex masculin procentajele de probe cu 3 sau 4 specii de bacterii sunt apropiate
intre ele in cele 3 loturi investigate. Astfel, 8.3% probe din lotul de control se regdsesc in
aceasta situatie, alaturi de 3.9% probe recoltate lezional si 9.2% probe recoltate perilezional de
la pacientii bolnavi. La pacientii de sex masculin se constatd diferente semnificative statistic
intre cele 3 categorii de probe investigate doar pentru Bacillus siamensis, semnificativ mai
frecventa in probele de control (16.7%) si respectiv Bacillus cereus (mai frecventa tot in
probele de control, 16.7%) si Staphylococcus epidermidis (mai frecvent in probele recoltate

lezional, 38.2%) — ultimile doud exemple incadrandu-se insa in pragul de semnificatie 0.10.

Tn lotul de control au fost Tnregistrate Tn plus Tn 2 probe Staphylococcus haemolyticus —
ceea ce corespunde unui procentaj de 16.7%, superior fatd de procentajele similare observate
la pacientii bolnavi.

in cazul probelor recoltate perilezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in
procentaje mai ridicate comparativ cu celelalte doud categorii de probe Corynebacterium spp
(6.6%) si Klebsiella pneumoniae (3.9%) — care insa sunt absente la celelalte categorii de probe,
alaturi de Staphylococcus capitis (6.6%), Staphylococcus hominis (23.7%) si Staphylococcus
spp (altele) (7.9%).

In cazul probelor recoltate lezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in
procentaje relativ mai ridicate comparativ cu celelalte doua categorii de probe Bacillus subtilis
(observat in 2 probe, dar absent la celelalte categorii de probe investigate), Candida spp si
Micrococcus luteus (observate tot in 2 probe, comparativ cu numai una dintre cele recoltate
perilezional si nici una din lotul de control), Proteus mirabilis (observat in 3 probe, comparativ
cu numai una dintre cele recoltate perilezional si nici una din lotul de control) si Staphylococcus
lugdunensis (4 probe, dar absent la celelalte categorii).

La pacientii de sex feminin analiza cantitativa a speciilor de bacterii detectate este

diferitd fata de cea observata la barbati. Astfel, 15.0% probe din lotul de control prezintd 3-4
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specii de bacterii, comparativ cu 5.0% dintre probele recoltate perilezional si nici una dintre
probele recoltate lezional de la pacientele bolnave.

La pacientii de sex feminin se constatd diferente semnificative statistic intre cele 3
categorii de probe investigate doar pentru Staphylococcus aureus (mai frecvent in probele
recoltate lezional, 35.0% si perilezional, 30.0%).

Tn lotul de control au fost inregistrate procentaje crescute comparativ cu probele
recoltate de la pacientii bolnavi pentru Bacillus cereus (15.0%) si Bacillus spp (alte specii,
10.0%); existd in plus o gama de organisme care au fost identificate doar in acest lot, fiind
absente in celelalte doua: Bacillus anthraci, Candida spp, Corynebacterium spp, Micrococcus
luteus, Pseudomonas spp, Staphylococcus lugdunensis si Staphylococcus warneri.

In cazul probelor recoltate perilezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in procentaje
mai ridicate comparativ cu celelalte doua categorii de probe Staphylococcus capitis (5.2%),
Staphylococcus epidermidis (35.0%), Staphylococcus hominis (25.0%), iar Staphylococcus
haemolyticus si Streptococcus spp au fost observate in cite o probd, numai din aceasta

categorie.

10.4 Studiul comparativ pe domicilii de provenienta al speciilor observate in cele 12
probe

La pacientii din mediul urban procentajele de probe cu 3 sau 4 specii de bacterii sunt
mai ridicate 1n lotul de control comparativ cu loturile recoltate de la pacienti bolnavi. Astfel,
15.0% probe din lotul de control prezintda 3-4 specii de bacterii, comparativ cu numai 3.8%
probe recoltate lezional si 5.7% probe recoltate perilezional de la pacientii bolnavi. La pacientii
din mediul urban se constatd diferente semnificative statistic intre cele 3 categorii de probe
investigate pentru Bacillus cereus, semnificativ mai frecventa in probele de control (17.5%) si
respectiv Staphylococcus haemolyticus (mai frecventa in probele recoltate perilezional, 11.5%)
si Staphylococcus lugdunensis (mai frecvent tot n probele de control, 7.5%) — ultimele doua

exemple Tncadrandu-se insa in pragul de semnificatie 0.10.

La pacientii din mediul rural 8.3% probe din lotul de control prezintd 3 specii de
bacterii, comparativ cu numai 2.3% probe recoltate lezional s19.1% probe recoltate perilezional
de la pacientii bolnavi; nici una dintre probele de control sau cele recoltate lezional nu au fost
identificate cu 4 specii de bacterii, dar intre cele recoltate perilezional exista o singura proba
cu aceasta caracteristica (2.3%)

La pacientii din mediul rural se constata diferente semnificative statistic intre cele 3

categorii de probe investigate doar pentru Bacillus siamensis, semnificativ mai frecventa in
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probele de control (16.7%) — dar si in acest unic caz semnificatia statistica se incadreaza in

pragul de semnificatie 0.10.

10.5 Studiul comparativ pe grupe de varsta al speciilor observate in cele 12 probe

La pacientii cu varsta sub 65 de ani procentajele de probe cu 3 sau 4 specii de bacterii

sunt de asemenea mai ridicate in lotul de control comparativ cu loturile recoltate de la pacienti
bolnavi, fara ca diferenta Inregistrata sa fie totusi semnificativa statistic. Astfel, 13.7% probe
din lotul de control prezinta 3-4 specii de bacterii, comparativ cu numai 2.9% probe recoltate
lezional si 5.7% probe recoltate perilezional de la pacientii bolnavi, care, in plus, prezinta doar
3 specii de bacterii.

La pacientii cu varsta sub 65 de ani se constatd diferente semnificative statistic intre
cele 3 categorii de probe investigate pentru Bacillus cereus, semnificativ mai frecventd in
probele de control (13.6%) si Staphylococcus warneri, de asemenea semnificativ mai frecvent
in probele de control (6.8%), dar si pentru Staphylococcus aureus, semnificativ mai frecvent
in probele recoltate de la pacienti bolnavi, lezional (15.7%) — desi in acest caz semnificatia
statistica se incadreaza in pragul de semnificatie 0.10.

La pacientii cu varsta peste 65 de ani se mentine asemanator procentajul de probe cu 3

sau 4 specii de bacterii identificate in lotul de control (12.5% dintre cazuri, unde au fost
observate de fapt doar 4 specii de bacterii), dar creste procentajul similar observat la pacientii
bolnavi in cazul probelor recoltate perilezional. Astfel, 15.4% dintre acestea prezinta 3 sau 4
specii de bacterii, in proportii egale. Dintre probele recoltate lezional in aceastd categorie se
incadreaza o singurd probd, la nivelul céreia au fost observate 3 specii de bacterii (3.8%)

La pacientii cu varsta peste 65 de ani se constata diferente semnificative statistic Intre
cele 3 categorii de probe investigate doar pentru Bacillus siamensis, identificata doar in probele

de control (12.5%) si absenta in celelalte categorii de probe.

10.6 Studiul comparativ al microbiomului in functie de localizarea probei

In cazul probelor recoltate perilezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate in
procentaje relativ mai ridicate comparativ cu celelalte doua categorii de probe Bacillus pumilus
(2 probe — 7.7%, comparativ cu una singura din lotul de control si nici una recoltata lezional),
Corynebacterium spp (tot 2 probe — 7.7%, absenta in schimb in celelalte categorii), Klebsiella
pneumoniae (o singura proba, absenta in schimb in celelalte categorii), Staphylococcus aureus
(15.4%), Staphylococcus hominis (19.2%) si Staphylococcus spp (altele - 3 probe — 11.5%,

absenta in celelalte categorii).

In cazul probelor recoltate lezional, de la pacienti bolnavi, au fost observate
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Micrococcus luteus si Staphylococcus lugdunensis (cate o singura proba — 3.8%, absente insa
in celelalte categorii), alaturi de Proteus mirabilis (11.5%) si Staphylococcus epidermidis
(38.5% dintre probe)
10.7 Evaluarea scorurilor de severitate in raport cu microbiomul cutanat la pacientii
diagnosticati cu psoriazis vulgar

Scorul PASI variaza intre 2 si 43,9, cu o medie raportata la nivelul lotului de pacienti
de 18,940 + 12,9729; valorile acestui scor sunt mai ridicate cu circa 6 unitdti la barbati decét
la femei (cu 0 medie de 20,407 + 12,7331 fata de 14,540 + 14,1307) si de asemenea la pacientii
din mediul rural, cu o medie de 23,011 + 13,9839 fata de cei din mediul urban (15,609 +
11,6706).

In mod similar, valoarea medie a scorului NAPSI inregistrati la nivelul intregului lot
este de 9,45 = 12,412, cu o plaja de variatie intre 0 si 40; si de aceastd data valorile scorului
sunt usor mai ridicate la barbati, cu o medie de 9,80 + 13,702, dar discrepanta fata de valoarea
medie Inregistrata la sexul feminin este de aceasta data mai mica, si respectiv in mediul rural,
cu valori mult mai ridicate fatd de mediul urban, cu o medie de 12,11 + 16,707 fata de 7,27 £
7,604;

Valoarea medie a scorului ESIF la nivelul intregului lot este de 7,40 + 9,093, cu o plaja de
variatie intre 0 s1 28. De aceastd datd valorile scorului sunt usor mai ridicate la femei decat la
barbati, dar discrepanta intre sexe este redusd, cu o medie de 8,00 = 12,329 la femei fata de
7,20 + 8,283 la barbati. De asemenea valoarea scorului ESIF este usor mai ridicatd in mediul

urban, cu o medie de 8,09 + 10,064 fata de mediul rural (6,56 + 8,263).

Scorul mediu DLQI la nivelul intregului lot este de 15,50 + 7,661, cu o plaja de variatie intre
2 51 28. S1in acest caz valorile medii ale sale sunt mai ridicate la femei (19,40 + 6,914) fata de
barbati, discrepanta intre sexe fiind mai accentuata. De asemenea valorile scorului DLQI sunt
ridicate sunt mai ridicate in mediul rural fatd de mediul urban, cu o medie de 17,22 + 7,242

fatd de 14,09 * 8,043, si in acest caz discrepanta fiind destul de importanta.

Valoarea medie a scorului PSSI la nivelul lotului este de 10,90 £+ 13,341, cu o plaja de
variatie larga, Intre 0 si 54. Valoarea medie a acestui scor la femei este de 17,00 £ 20,952, dubla
fatd de valoarea similara a scorului observata la barbati, cu o medie de 8,87 = 9,920. De
asemenea valoarea medie a acestui scor in mediul urban este de 14,36 £ 15,977, din nou dubla

fatd de valoarea similara inregistratd in mediul rural (6,67 * 8,185).
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CAPITOLUL 11. Discutii

In studiul de fata, rezultatele obtinute fac referire la o populatie care din punct de vedere
geografic nu a fost studiatd din perspectiva microbiomului cutanat. Factorii de mediu din sud-
estul Romaniei, caracteristicile demografice, mediului de viatd urban puternic influentat de
industrializarea orasului Galati, genereaza importante modificari la nivelul florei cutanate, ce
nu au fost pand 1n prezent cercetate. Desi o mare parte din rezultatele obtinute sunt in
concordanta cu rezultatele studiilor de la nivel global, exista si rezultate aflate in opozitie cu

cercetarile actuale.

In concordanti cu numeroase studii efectuate recent microbiomul cutanat denoti
importante diferente intre compozitia acestuia la individul sanatos fatd de pacientii
diagnosticati cu psoriazis. [77-81] Asa cum reiese si din rezultatele tezei de fatd, diversitatea
microbiand si modificarile cantitative ale microbiomului cutanat de la nivelul placilor de

psoriazis prezintd variatii fatd de indivizii sanatosi. [87, 105]

Rezultatele obtinute in urma recoltarii probelor de la nivel cutanat In populatia studiata,
demonstreaza ca in cazul pacientilor, la nivelul placilor de psoriazis, se dezvoltd un numar mai
mic de microorganisme fatd de individul sdnatos. Acest fenomen este demonstrat in studiul de
fatd prin dovezile statistice prezentate si este sustinut de rezultate prezente in studii recente [77-
80] Recoltarile efectuate la pacientii diagnosticati cu psoriazis au relevat o diversitate
microbiana si o Incarcaturd microbiand mai micd atét la nivel lezional cat si perilezional fata
de indivizii sandtosi din grupul martor. La nivelul leziunii de psoriazis au fost identificate un
numar mai mic de specii bacteriene fata de regiunile perilezionale si lotul control. Asadar,
procentele dezvoltarii de 3 sau 4 specii bacteriene, la nivel sunt de 8,4% perilezional si 3,1%
la nivelul placilor de psoriazis. In 13,4% din cazurile din lotul control s-au dezvoltat 3 pani la

4 specii bacteriene.

Analizand din punct de vedere calitativ, din numarul de specii identificat, semnificativ
statistic a fost evidentiata prezenta de Bacillus cereus. In lotul control, in care s-a demonstrat
cea mai mare Incarcaturd microbiand din totalul studiului, Bacillus cereus a fost observat in
15,4% din probe fatd de 7,3% observat in grupul pacientilor cu psoriazis (lezional si
perilezional). In grupul activ, analiza calitativa a probelor prelevate de la nivel perilezional
demonstreaza prezenta mai mare a Bacillus pumillus, Corynebacterium spp., Klebsiella

pneumoniae, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus spp., decat in cazul probelor
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lezionale sau cele din lotul martor. Probele de la nivel lezional, din placile de psoriazis, au
obiectivat prezenta in procentaje mai ridicate decat in probele perilezionale sau din grupul
martor a Bacillus subtilis, Staphyloccocus aureus si Staphyloccocus epidermidis. Prezenta mai
ridicatd a Staphylococcus aureus din probele recoltate lezional este semnificativa statistic si

este In concordanta cu rezultatele studiilor actuale. [68, 82 -85]

In cazul probelor inoculate in mediul aerob, in peste 23% din probele recoltate la
indivizii sdndtosi au fost identificate 3 sau 4 specii bacteriene, pe cand procentele scad drastic
la nivel perilezionl (10,4%) si lezional (2,1%) sustinand astfel ipoteza regasita in studiile
recente conform careia la nivel lezional existd un numar mai mic de specii bacteriene fata de

tegumentul indemn, sanatos.

Datele studiului de fatd arata ca la nivel lezional, Staphylococcus aureus, un recunoscut
agent patogen uman, a fost observat in procentaje mai ridicate decat perilezional sau in probele
din grupul control, diferente care se incadreazi in pragul statistic. In urma investigatiilor
efectuate, rezultatele indicd o prezentd crescuta a Staphylococcus aureus intr-un procent de
13,5% 1in leziunea de psoriazis fata de alte microorganisme dezvoltate, sugerand astfel o
colonizare mai mare a Staphylococcus aureus la acest nivel. Rezultatele sunt in concordanta cu
studiile efectuate recent in care se observa cresterea colonizarii cu Stafilococ auriu la pacientii

cu psoriazis fatd de individul sanatos. [68, 82 -85]

Microbiomul cutanat reprezinta ansamblul microorganismelor prezente la nivelul pielii.
Acesta este format in principal din microorganisme comensale, tranzitorii si agenti patogeni

care Impreuna, in simbioza cu organismul uman, mentin homeostazia acestuia. [86, 87, 107]

Colonizarea cu Staphylococcus aureus a soarecilor din studiul lui Chang et al [82] arata
un raspuns inflamator crescut prin actiunea LTh17, un tip de polarizare ce nu este prezenta la
soarecii colonizati cu Staphylococcus epidermidis. In acelasi studiu, autorii demonstreaza ca la
nivelul placilor de psoriazis, nivelurile de Staphylococcus epidermidis sunt mai scazute
comparativ cu indivizii sanatosi. [82] De asemenea, biofilmul produs de Staphylococcus
epidermidis la nivel cutanat, ar impiedica atasarea agentilor patogeni de tip Staphylococcus
aureuss asa cum s-a demonstrat in multiple studii referitoare la rolul microbiomului cutanat in
dermatita atopica. [88-90] Importanta acestui tip de raspuns, prin polarizarea Lth17 cu secretia
de IL-17, in etiopatogenia psoriazisului este majora fiind una din principalele axe responsabile
de cascada de fenomene inflamatorii cronice specifice psoriazisului si reprezinta o importanta

tintd terapeutica.
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De asemenea, la pacientii cu psoriazis, pe tegumentul neafectat, au fost identificati mai
frecvent ca in cazul placilor sau a probelor obtinute la persoane sanatoase de Bacillus pumilus,
Corynebacterium spp., Klebsiella pneumoniae si Staphylococcus spp in aceste zone fiind mai
scazutd apararea generatd de peptidele antimicrobiene, agentii patogeni ancorandu-se cu

usurintd la acest nivel.

O alta diferentd observatd in studiul de fatd intre lotul activ si lotul control este
reprezentatd de prezenta fungilor semnalata in procentaj mai crescut in lotul control fatd de
lotul activ. Candida albicans a fost prezentd in 5,3% din totalul probelor efectuate in lotul
control fata de 2,4% din probele recoltate de la nivel lezional. Perilezional, nu au fost raportata
prezenta de Candida albicans. In ceea ce priveste colonizarea cu Candida albicans in populatia
pacientilor cu psoriazis, studiile efectuate pana la acest moment, relateaza rezultate
contradictorii. Unele studii raporteaza prezenta fungilor in procentaj mai mare la pacientii cu
psoriazis fata de individul sanatos [70, 91, 92], altele sustin ca nu exista diferente la acest nivel
[93, 94] Majoritatea studiilor insd, se axeaza pe evaluarea fungilor la nivelul mucoasei orale

sau la nivel intestinal. [91, 95]

Rezultatele studiilor recente cu privire la analiza compozitionald a microbiomului
cutanat, la indivizii sanatosi, aratd diferente semnificative in functie de zonele corporale
examinate. La nivelul zonelor umede, cum ar fi pliurile axilar, inghinal, submamar, au fost
identificate 1n procentaj mai mare specii de Staphylococcus spp. si Corynebacterium spp. [82]
Analizand zonele cutanate uscate, a fost observati o mai mare diversitate bacteriand decat in
zonele umede dar o incarcaturd microbiana mai mica. Filumurile majoritare in acest caz sunt
Proteobacteria si Bacteroides. [82] Analizdnd acest aspect topografic, rezultatele studiului
nostru releva cd in zonele cutanate umede, la indivizii din lotul control, peste 21% din probe
au identificat 3 sau 4 specii bacteriene (predominant 4 specii bacteriene) pe cand probele
recoltate din zonele uscate, la indivizii sandtosi au evidentiat peste 15% probe care identifica 3
sau 4 specii bacteriene (predominant 3 specii bacteriene) Asadar, in lotul control, zonele umede
au dezvoltat o incdrcatura bacteriani mai mare. In ceea ce priveste lotul activ, al pacientilor cu
psoriazis, procentele sunt mai mari in zonele topografice umede decat in zonele uscate, atat
lezional cat si perilezional. 35% din probele efectuate in zonele umede au dezvoltat specii
bacteriene fata de 11% in mediul uscat. Surprinzator, regdsim acelasi procent de 21% atat in
cazul probelor recoltate la indivizii sandtosi din zonele umede cat si la nivel lezional din zone

umede.
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Analizand din perspectiva genului, studiile referitoare la microbiomul cutanat din
ultimii ani, sugereaza diferente semnificative intre persoanele de sex masculin si cele de sex
feminin. Avand in vedere diferentele legate de pH-ul cutanat, grosimea tegumentului,
diferentele hormonale, gradul diferit de secretie al sebumului, masurile de igiena si cosmetica,
structura microbiomul cutanat este diferitd la sexul masculin fatd de cel feminin. Orice
modificare in conditiile mentionate mai sus duce la alterari ale florei cutanate rezidente.
Studiile s-au axat in principal pe caracterizarea microbiomului cutanat din perspectiva genului,
la individul sanatos, fara afectiuni dermatologice prezente. Astfel, in studiul realizat de Robert
et al, rezultatele subliniaza o Tncarcatura microbiana mai mare la indivizii de sex masculin fata
de sexul feminin. Insa, in ceea ce priveste diversitatea microbiana, la persoanele de sex feminin
s-a constat o mai mare divesritate a florei cutanate fatd de sexul masculin. [58] Alte studii ce
fac referire la compozitia florei cutanate, sustin cd populatia masculind dezvoltd majoritar
specii de tipul Stafilococ spp. si Corynebacterium spp. prin secretia mai mare de sebum cu rol

nutritiv pentru aceste bacterii. [96, 97]

Rezultatele studiului de fata, referitor la indivizii sanatosi, releva ca la persoanele de
sex feminin, Tn 15% din probele recoltate s-au dezvoltat 3 sau 4 specii microbiene in timp ce
acest procent scade la persoanele de sex masculin fiind de 8,3 %. Astfel, rezultatele din studiul
nostru sunt in opozitie cu rezultatele studiilor mai sus mentionate unde incdrcatura microbiana
a fost mai mare in cazul la persoanele de sex masculin. Insi, rezultatele obtinute in studiul
actual referitor la diversitatea microbiand sunt in concordanta cu studiile prezentate. La
populatia sdndtoasa de sex feminin, diversitatea florei cutanate a fost mai mare fata de populatia
de sex masculin fiind reprezentatd de specii precum: Corynebacterium spp, Micrococcus spp.,

Staphylococcus spp., Streptococcus spp.

Global, in lotul activ, incarcdtura microbiana a fost mai mare pacientii de sex masculin
decat la cei de sex feminin; In lotul activ, 13,1% din probele examinate au dezvoltat 3 sau 4
specii bacteriene la sexul masculin, fati de 5% la sexul feminin. In plus, in lotul activ, la

pacientele de sex feminin, la nivel lezional, nu s-au dezvoltat mai mult de 3 specii bacteriene.

Analizand din punct de vedere al modificarilor cantitative cele 3 categorii de probe -
control, lezional, perilezional), sexul masculin prezinta cresteri de 3 sau mai multe specii
bacteriene in cazul probelor recoltate perilezional. Asadar, incdrcatura bacteriand a fost mai
mare la nivel perilezional, in lotul activ, fata de lotul martor pentru indivizii de sex masculin.

Probele recoltate de la nivelul placilor de psoriazis au avut cea mai micd incarcatura
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microbiana. In cazul persoanelor de sex feminin, lotul control a prezentat cea mai mare
incarcatura bacteriand, urmat de probele recoltate perilezional, la pacientele cu psoriazis.
Probele recoltate de la nivelul placilor de psoriazis, la femei, nu au dezvoltat 3 sau mai multe

specii de bacterii.

Cercetand probele individuale in functie de metoda de recoltare si mediul de cultura ,

diferentele sunt semnificative respectand rezultatul global.

In urma recoltirii cu tampon de la nivelul leziunii de psoriazis, la pacientii de sex
masculin, au fost identificate 17 specii bacteriene: 9 dezvoltate in mediul aerob, 8 in mediul
anaerob. La pacientii de sex feminin s-au dezvoltat 8 specii bacteriene in urma recoltérii cu
tampon: 6 specii dezvoltate in mediul aerob si 2 specii dezvoltate in mediul anaerob. Asadar,
in privinta recoltarii cu tampon de la nivel lezional, concluziondm ca au fost identificate mai
multe specii bacteriene la pacientii de sex masculin fatd de pacientii de sex feminin.

Diversitatea bacteriana insa a fost mai ridicata la pacientii de sex feminin.

Recoltarea folosind banda adeziva de la nivel lezional a determinat identificarea a 28
de specii bacteriene la pacientii de sex masculin: 16 in mediu aerob si 12 in mediu anaerob pe
cand la pacientii de sex feminin, s-au identificat 9 specii bacteriene: 6 dezvoltate in mediu
aerob si 3 in mediul anaerob. De asemenea, similar recoltérii cu tampon la pacientii de sex

masculin s-a constat 0 mai mare Incarcdturd microbiand decat la pacientii de sex feminin.

Probele recoltate prin biopsie cutanatd au fost efectuate numai la pacienti de sex
masculin, avand In vedere consimtamantul acordat. Astfel, au fost identificate 7 specii
bacteriene, din biopsiile cutanate recoltate de la nivelul leziunii de psoriazis, cele mai multe
dezvoltandu-se in mediul anaerob. Recoltarea perilezionala a identificat 11 specii bacteriene, 6

dintre acestea cu dezvoltare i1n mediul aerob.

Corborand datele studiilor actuale in privinta florei cutanate analizate in functie de
varstd putem concluziona ca microbiomul indivizilor tineri este diferit de microbiomul
persoanelor mai in varsta si cad microbiomul de la nivel cutanat este mult mai specific pentru

varsta pacientului decat microbiomul intestinal sau cel oral. [98, 106]

In cazul pacientilor cu psoriazis, modificirile florei cutanate sunt sintetizate in
rezultatele studiului actual. Global, au fost observate mai multe specii de bacterii la indivizii
sub 65 de ani comparativ cu cei peste 65 de ani. Asadar rezultatele globale se incadreaza in

concluziile studiilor actuale conform carora incarcatura microbiana scade pe masura inaintarii
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in varstd posibil din cauza cresterilor transepidermice de apa, scaderii productiei de sebum si

aparitia fiziologica a atrofiei cutanate.

In cazul grupei de varsta sub 65 de ani, procentajul probelor care au dezvoltat mai mult
de 3 specii bacteriene a fost mai mare in cadrul lotului control, peste 13% in lotul control fata
de 2,9% recoltat din leziune. Probele recoltate la pacientii sub 65 de ani, din punct de vedere
calitativ, au prezentat semnificatie clinica pentru Stafilococul auriu, care s-a dezvoltat mai

frecvent din probele recoltate de la nivel lezional.

La pacientii de peste 65 de ani, tot in lotul de control, au fost evidentiate mai multe
probe cu cresteri bacteriene de 3 sau 4 specii Insd se poate observa o crestere importantd in
randul probelor recoltate perilezional, de la pacientii cu psoriazis. De asemenea, diversitatea
microbiand este mai crescutd comparativ cu indivizii sub 65 de ani. La pacientii cu psoriazis,
din grupul de peste 65 de ani, au fost observate: Bacillus pumilus, Corynebacterium spp,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp. La nivel lezional au fost

intalnite: Micrococcus spp, Staphylococcus spp, si Proteus spp.

In functie de mediul de viata al indivizilor si anume urban sau rural, microbiomul
cutanat poate fi influentat. In cazul traiului in mediul urban, s-a constatat ci flora microbiana
este compusd in principal din agenti microbieni specifici umani, generati de contactul in
principal uman. Agentii microbieni descrisi la persoanele cu domiciliul in mediul rural, provin
din interactiunile om-animal, sau cu contactul cu solul, studiile efectuate demonstrand un
puternic impact al contactului cu animale, munca in agricultura sau in aer liber prin expunerea
cronica la ultraviolete al indivizilor ce locuiesc in mediul rural. [34, 99-101] Astfel,
microbiomul cutanat al indivizilor cu domiciliul de rezidenta in mediul urban denotd o
diversitate mai mica decat indivizii ce locuiesc in mediul rural, Insd in mediul urban exista
colonizare mai accentuata cu agenti patogeni de tipul Staphylococcus spp, Streptococcus spp,

Corynebacterium spp. [102 ]

Contrar rezultatelor multiplelor studii prezentate in ultimii ani, populatia rurala studiata
in aceastd teza, prezinta caractere usor diferite. Populatia rurald din apropierea orasului Galati,
un oras puternic industrializat prin prezenta combinatului siderurgic, detine ca activitati
cotidiene mai putin lucrul in agricultura sau in ferme; Populatia aflatd in zonele adiacente
orasului, este in principal angrenata in lucrul in mediul urban, multi dintre indivizii din studiul

nostru muncind in orasul Galati.
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Rezultatele studiului nostru releva ca in cazul dezvoltarii a mai mult de 3 specii
bacteriene din probele recoltate, la indivizii din mediul urban s-au constat procentaje mai mari
fatd de cei din mediul rural in cazul lotului control si probelor recoltate de la nivelul placilor
de psoriazis. Probele recoltate perilezional, demonstreaza o incarcaturd microbiana mai elevata

la pacientii din mediul rural fatd de urban.

Speciile bacteriene predominante in mediul urban, la indivizii din lotul control au fost
Bacillus spp., Enterococcus spp, Microccus spp. De asemenea, Candida spp s-a dezvoltat
majoritar in probele din lotul control, zona urbana. Din placile de psoriazis, cele mai frecvente
specii bacteriene intalnite in mediul urban au fost: Bacillus spp., Escherichia spp., si
Stafilococul auriu. Diversitatea cea mai mare a fost intalnita in zonele perilezionale, la pacientii
din mediul urban, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus spp si Streptococcus spp fiind cele

mai frecvente.

In mediul rural, diversitatea bacteriand cea mai importanti a fost observata tot in cazul
probelor recoltate perilezional, aici intalnindu-se cel mai frecvent, Bacillus spp.,
Corynebacterium spp, Klebsiella spp., Streptococcus spp, Staphylococcus spp si Enterococcus
spp. La nivelul placii de psoriazis au fost observate majoritar Micrococcus spp.,

Staphylococcus spp si Proteus spp.

Speciile micoorgansimelor intélnite In studiul nostru, corespund bacteriilor si fungilor
regasite in cadrul interactiunilor umane din zone industrializate caracterizate in general de
prezenta de microorganisme ce alcatuiesc flora cutanata, gastro-intestinald sau genitala,

conform cu rezultatele studiilor actuale. [103]

La momentul actual existda in literatura de specialitate, o serie de articole ce
caracterizeazi microbiomul cutanat in functie de severitatea psoriazisului. In aceste studii,
gradul de afectare al psoriazisului a fost evaluat utilizdnd in special scorul PASI si DLQI.
Rezultatele nu au ardtat o tendintd de crestere a valorilor scorurilor de severitate in raport cu
incarcitura microbiana prezenta. [77, 104, 107] In teza de fatd am corelat rezultatele obtinute
in urma efectudrii a cinci scoruri de severitate pentru psoriazis- PASI, NAPSI, ESIF, DLQI,
PSSI, caracterizand astfel microbiomul cutanat in functie de gravitatea bolii. [87, 105] Analiza
comparativa a lotului compus din pacienti referitor la scorurile de severitate a relevat ca valorile
scorului PASI si NAPSI sunt mai crescute la pacientii de sex masculin decat la cei de sex
feminin. Valorile scorurilor PASI si NAPSI au fost mai mari si in cazul pacientilor din mediul

rural fatd de mediul urban. Valorile scorurilor ESIF si PSSI sunt mai ridicate la pacientii de sex
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feminin fata de cei de sex masculin, cu cresterea valorilor la pacientii din mediul urban fata de
rural. Valorile scorului DLQI au demonstrat valori mai ridicate la pacientii de sex feminin fata
de sexul masculin, cu valori crescute mai ridicate in mediul rural fatd de urban. Din analiza
noastra reiese faptul cd valorile PASI au fost mai mari in cazul prezentei unei singure specii
bacteriene fatd de prezenta de mai multe bacterii. Acest aspect este semnificativ statistic in
cazul probelor efectuate de la nivel lezional si perilezional prin banda adeziva. Media scorului
PASI 1n studiul nostru a fost de 18,940, cu 6 unitati mai ridicat la sexul masculin decét la sexul
feminin. In mediul rural s-au evidentiat valori mai mari ale scorului PASI decat in mediul urban.
Analiza pe grupe de varsta indica un scor PASI mai mare la pacientii de peste 65 de ani, decat
in cazul pacientilor sub 65 de ani. Valorile scorului NAPSI in studiul de fatd au fost cuprinse
intre 0 si 40. Valoarea medie a fost de 9,45. Valori mai crescute ale scorului NAPSI au fost
observate la pacientii de sex masculin, la cei din mediul rural fatd de urban si la pacientii de
peste 65 de ani. Valorile scorului ESIF au variat intre 0 si 28. Valori mai crescute au fost
inregistrate in randul pacientilor de sex feminin, mediul urban fata de mediul rural si la pacientii
sub 65 de ani. Valorile scorului PSSI au fost intre 0 si 54. Diferente majore au fost raportate la
pacientii de sex feminin fatd de cei de sex masculin, unde valorile inregistrate la femei au fost
duble fata de barbati iar in mediul urban a fost decelate valori de doua ori mai mari fata de
rural. De asemenea, au fost Inregistrate valori mai mari la pacientii sub 65 de ani fatd de cei
peste 65 de ani. In cazul scorului DLQI, media a fost de 15 unititi, cu o plaja de variatie
cuprinsd intre 2 s1 28. Valorile DLQI au fost mai mari in rdndul pacientilor de sex feminin, mai

mari Tn mediul rural fatd de urban si mai mare la pacientii de sub 65 de ani.

Limitele studiului de fatd sunt reprezentate de faptul ca studiul a fost efectuat la nivelul
unui singur centru de cercetare iar numarul subiectilor evaluati este un numar relativ mic de

pacienti.[87, 105]

CAPITOLUL 12. Concluzii generale

Concluzii generale:

1. Microbiomul cutanat este diferit compozitional la pacientii cu psoriazis fata de indivizii
sandtosi.

2. La pacientii diagnosticati cu psoriazis existd o diversitate si o incadrcatura microbiana
redusd a microbiomului cutanat atét lezional cat si perilezional comparativ cu indivizii

sanatosi.

36



10.

11.

12.

La pacientii cu psoriazis, zonele cutanate umede denotd o incarcdturd microbiana mai
mare lezional si perilezional fatd de zonele cutanate uscate, cu evidentierea speciilor
Bacillus cereus, Enterococcus spp. si Staphylococcus aureus.

La nivel lezional, din zonele cutanate uscate ale pacientilor cu psoriazis s-au evidentiat
mayjoritar speciile Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus lugdunensis, Bacillus
subtilis s1 Proteus mirabilis.

Dezvoltarea de specii bacteriene a fost mai elevata in cazul persoanelor sub 65 de ani
decat la indivizii peste 65 de ani.

Diversitatea bacteriana este mai mare la pacientii de peste 65 de ani decat la cei sub 65
de ani.

Incarcatura microbiani a relevat procentaje mai mari in cazul indivizilor din mediul
urban fata de mediul rural atat la indivizii sanatosi cat si la nivelul probelor recoltate
din placile de psoriazis.

Scorurile PASI au prezentat valori mai ridicate in cazul pacientilor de sex masculin fata
de pacientii de sex feminin, in cazul mediului rural fatd de mediul urban si la pacientii
de peste 65 de ani.

Valorile scorului NAPSI au fost mai mari la pacientii de sex masculin fata de cei de sex
feminin, la cei din mediul urban si la pacientii de peste 65 de ani.

Scorul ESIF a fost mai ridicat la pacientii de sex feminin, in mediul urban si la pacientii
de sub 65 de ani.

Valorile PSSI au fost mai mari la pacientii de sex feminin, la cei din mediul urban si la
pacientii de sub 65 de ani.

Valorile DLQI au fost mai mari in randul pacientilor de sex feminin, mai mari in mediul

rural fata de urban si mai mare la pacientii de sub 65 de ani.

CAPITOLUL 13. Contributii originale si perspective
La nivelul placilor de psoriazis, colonizarea cu Staphylococcus aureus este mai mare
fata de zonele perilezionale ale pacientilor sau fatd de tegumentul indivizilor sénatosi,
posibil prin fenomenul de selectie indus de prezenta peptidelor antimicrobiene la acest
nivel.
In zonele perilezionale ale pacientilor cu psoriazis predomini prezenta de agenti
microbieni patogeni cum sunt Bacillus pumilus, Corynebacerium spp., Klebsiella

prneumoniae.
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La indivizii sandtosi a fost semnalata o colonizare mai mare cu fungi de tipul Candida
spp., decat in cazul pacientilor cu psoriazis. De asemenea, a fost constatd colonizarea
cu Bacillus cereus In procentaj mai mare la indivizii sanatosi decat in cazul pacientilor,
diferentd cu semnificatie statistica raportata.

Analiza lotului control arata ca la persoanele sanatoase de sex feminin s-a constatat o
incarcaturd microbiand si o diversitate a florei microbiene mai mare fatd de indivizii
sandtosi de sex masculin.

La pacientii cu psoriazis s-a constatat ca sexul feminin prezintd o incarcatura
microbiand mai mica decat pacientii de sex masculin.

Modificarile cantitative ale microbiomului cutanat, reprezentate de obiectivarea
dezvoltarii de multiple colonii (peste trei colonii), demonstreaza cad cele mai multe
colonii dezvoltate au fost, in cazul sexului masculin, la nivel perilezional din lotul activ,
al pacientilor cu psoriazis.

Modificarile cantitative ale microbiomului cutanat au aratat ca in cazul sexului feminin,
cea mai mare incarcatura microbiana a fost constata in lotul martor. De asemenea, la
sexul feminin, din probele recoltate de la nivelul placilor de psoriazis, nu au existat mai
mult de trei colonii dezvoltate.

S-a observat o variabilitate a dezvoltdrii speciilor bacteriene in functie de metoda de
investigatie utilizata-tampon, banda adeziva sau biopsie.

Cele mai multe specii bacteriene dezvoltate din probele efectuate de la nivel lezional
au fost obtinute folosind metoda de recoltare prin banda adeziva.

Prin efectuarea biopsiei cutanate, cele mai multe specii bacteriene dezvoltate au fost
observate in cazul inocularii pe mediul anaerob.

In mediul urban au predominat specii bacteriene specifice interactiunii umane de tipul
Enterococcus spp., Escherichia spp., Staphylococcus spp. De asemenea, fungii de tip
Candida au relevat valori mai mari la indivizii din mediul urban fatd de rural.

In mediul rural au predominat speciile Bacillus spp., Corynebacterium spp., Klebsiella
spp., Micrococus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp.

Diversitatea microbiana a fost mai mare in cazul recoltdrilor de la nivel perilezional atat
in mediul urban cat si in mediul rural.

S-au inregistrat valori mai mari ale scorurilor NAPSI si DLQI prin recoltare cu banda
adeziva, la nivel lezional, pe mediul aerob, in cazul identificarii unei singure specii
bacteriene, la sexul feminin Staphylococcus aureus iar la sexul masculin

Staphylococcus epidermidis.
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15. Scorul ESIF a prezentat valori mai mari in cazul probelor recoltate prin tampon, de la
nivel lezional, in mediu aerob, la sexul feminin, unde s-a observat diversitate
microbiand mai accentuata, fiecare proba relevand sase specii bacteriene diferite.

16. Valorile scorului PSSI au fost mai mari in cazul recoltdrii probelor cu ajutorul
tamponului, de la nivel perilezional, aerob unde s-a observat prezenta de
Staphylococcus hominis atat in cazul sexului feminin cét si in cazul sexului masculin.

17. Studiul actual concluzioneaza ca in cazul prezentei unei incarcaturi microbiene reduse,
sau 1n cazurile in care a fost identificata o singura specie bacteriand majoritara, valorile
indexului de severitate a psoriazisului PASI, au fost mult crescute, lucru demonstrat

mai ales in cazul probelor efectuate lezional si perilezional prin banda adeziva.

Acest studiu reprezintid o premierd in cercetarea medicald romaneasci. In ciuda marii
diversitati a tratamentelor topice si sistemice imunomodulatoare $i imunosupresoare aprobate
pentru tratamentul psoriazisului vulgar, in multe cazuri raspunsul clinic este incomplet sau
recidivele frecvente. Aceasta a justificat Indreptarea atentiei noastre asupra unui aspect putin
studiat pana 1n prezent, si anume modificarile microbiomului cutanat.

Rezultatele studiului personal confirmd existenta unor dezechilibre marcate ale florei
bacteriene cutanate la nivelul leziunilor de psoriazis. Amploarea acestor dezechilibre este direct
proportionala cu severitatea bolii. Alterarea florei bacteriene comensale, scdderea diversitatii
acesteia favorizeaza pierderea tolerantei imune. Pe de alta parte, proliferarea bacteriilor
patogene la nivelul leziunilor de psoriazis promoveaza procesele inflamatorii atat direct, cat si
indirect, prin multiplele mecanisme discutate n aceasta lucrare.

Aplicabilitatea practica a concluziilor studiului este imediata. in acest sens, propunem
masuri de evitare a disbiozelor cutanate la pacientii cu psoriazis, adaugate in protocolul de
diagnostic si tratament din cadrul Spitalului Clinic de Boli Infectioase ,,Sfanta Parascheva” din
Galati, regasit in Anexa 4. Astfel, la pacientii diagnosticati cu psoriazis sever, cu risc de
acutizare sau recidiva extinsa, eritrodermizare sau eczematizarea leziunilor cutanate, propunem
atat recoltare de probe bacteriologice de la nivel cutanat cat si regim igienic adaptat pentru a
mentine microbiomul cutanat integru, avand in vedere rezultatele cercetarilor din aceasta teza,
la nivelul populatiei care se adreseazd Spitalului Clinic de Boli Infectioase ,,Sfanta
Parascheva”, din Galati, Romania.

Reglarea microbiomului cutanat prin masuri simple si putin costisitoare contribuie in mod

semnificativ la obtinerea si mentinerea controlului bolii. Avand in vedere impactul major psiho-
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social al psoriazisului vulgar asupra calitatii vietii pacientilor si familiilor acestora, precum si
povara economica pe care o presupune pentru sistemul national de sanatate, suntem datori sa

ne aplecam asupra acestor masuri adjuvante.

Perspective

Cercetarea privind rolul microbiomului cutanat in maladiile inflamatorii dermatologice
reprezintd un subiect de interes major contemporan. Pornind de la observatiile studiului de fata,
putem revela oportunititi de a descoperi noi cdi patogenice cheie in procesele inflamatorii
cutanate, prin implicarea directd a microorganismelor rezidente, tranzitorii sau patogene.
Agentii microbieni ancorati la nivel tegumentar sunt capabili sd genereze raspunsuri ale
sistemului imun dobandit si inndscut cu rasunet in evolutia si severitatea bolilor cutanate.

Perspectivele generate de studierea microbiomului pot ameliora simptomatologia si
severitatea psoriazisului prin evitarea aparitiei disbiozelor avand drept consecintd
dezechilibrarea microbiomului cutanat si imposibilitatea mentinerii controlului bolii.
Diferentele observate in cadrul studiului de fata referitor la dezechilibrele microbiomului
aparute ca urmare a unor fenomene fiziologice precum imbatranirea, rutina igienica zilnica,
mediul de viatd, preteazd la continuarea cercetarii in acest domeniu, avand ca obiectiv

imbunatatirea conduitelor terapeutice topice si sistemice.
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