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SUMMARY

CHARACTERISTICS OF CYTOKINE LEVEL AND ENDOMETRIAL MICROBIOME IN
PRIMARY INFERTILITY PATIENTS

Introduction. The process of reproduction inherently poses unique microbial challenges because it requires the
transfer of gametes from one individual to the other, meanwhile preserving the integrity of the gametes and indi-
viduals from harmful microbes during the process. Advances in molecular biology techniques have expanded our
understanding of the natural organisms living on and in our bodies, including those inhabiting the reproductive tract.
Over the past two decades accumulating evidence has shown that the human microbiome is tightly related to health
and disease states involving the different body systems, including the reproductive system.

The aim of the study. To assess the endometrial microbiom and cytokine level in primary infertility patients.

Material and methods. A prospective study was conducted, which included 96 patients divided into two groups. The
study group (L1) included 48 primary infertility patients and control group (LO) - 48 fertile patients. In both groups,
we performed the endometrial biopsy in the proliferative phase with the Pipelle endometrial aspiration curette. The
study was approved by the Research Ethics Commission of the State University of Medicine and Pharmacy ,,Nicolae
Testemitanu”, Chisinau, Republic of Moldova (No. 79/62 of 26.04.2017). The patients signed an informed consent to
participate in the research. The statistical analysis was performed using SPSS 20 and Microsoft Excel 2016.

Results. In both groups Lactobacillus spp. were detected most frequently (75% vs 79.2%, p = 0.4) followed by Entero-
bacteriaceae 18.8% vs 0%, p <0.001; Gardnerella vaginalis + Prevotella bivia + Porphyromonas spp., 31.3% vs 12.5%,
p<0.05 and Ureaplasma (urealiticum + parvum) 37.5% vs 6.3%, p<0.001. The level of proinflammatory cytokines was
higher in the endometrium of primary infertility patients.

Conclusion. Endometrial microbiome has broad implications both in the physiology of reproduction and in its
pathology. Our study has shown the presence of a pathological microbiome in primary infertility patients and its
negative influence on local immunity.

Key words. endometrium, primary infertility, endometrial microbiome, microbiome in reproduction.

PE3IOME

XAPAKTEPUCTUKA YPOBHS UM TOKMHOB 1 MUKPOBMOMOB O HIOOMETPU S
Y IHAIMEHTOK C TIEPBUYHBIM BECIIIOOVEM

Beepenne. IIpomecc pasMHOXKeHMA II0 CBOEil IIPUPOJeE CTABUT YHUKAIbHbIe MUKPOOHbIe IIPOOIEeMBI, IOTOMY 4TO
OH TpebyeT mepefaun raMeT OT OfHOTO Je/loBeKa K IPYrOMY, COXPaHAA MPU 3TOM IIe/TIOCTHOCTD TaMeT OT BPEJHbIX
MUKPOO6OB. JJoCTIDKeHNMs B 00/1aCTV METOAO0B MOJIEKY/ISIPHOT 6110/I0T 1N PACIIMPIIIN Hallle IOHMMAHIe eCTeCTBEHHBIX
OpraHM3MOB >KMUBYIUX Ha HallleM TeJle Y B HallleM OpraHM3Me, B TOM 4UC/Ie OOUTAIOMINX B PEIPOSYKTUBHOM TPaKTe.
3a mocefHMe [IBa IeCATUIETHA HaKOTUIEHHbIE JAaHHbIe TOKa3all, YTO MUKPOOUOM YeloBeKa TeCHO CBA3aH CO 3[0pO-
BbeM ¥ 0OJIe3HEHHBIMU COCTOSHUAMY, 3aTPAarMBAOIVIMU pas/IMYHble CUCTEeMbl OpPraHN3Ma, BKIIOYas PErpONyK-
TUBHYIO CUCTEMY.

ITens uccregopanmsa. OLeHNTb MUKPOOUOM 1 YPOBEHb IINTOKMHOB 9HAOMETPUA Y ALMEHTOB C IIEPBUYHBIM OecIIo-
TVIEM.
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Marepuan 1 MeTOABL. Bbi/10 IpOBeeHO IPOCIIEKTUBHOE KOTOPTHOE MCC/IEfOBAHIIE C y9acTieM 96 MALMeHTOK, pasjie-
JIeHHBIX Ha 2 rpynmsl. B ocHoBHy!o rpymmy (L1) Bomumn 48 manyeHTOK C YCTaHOB/IEHHBIM [JMarHO30M IIePBUYHOTO
Oecrutonys, a B KOHTpobHY!0 rpymiy (L0) — 48 ¢bepTunbHbIX HalueHTOK. B 06enx rpymnnax Msl IpoBenu GMOICHIO
9HIOMETPUS B pondepaTuBHOIL (ase ¢ IOMOIIBIO ACIIMPALIVIOHHOI KIopeTKH sHpoMeTpust Pipelle.

ITporoxon aToro muccnegoBanuA 6sU1 0ogo6peH KomureroM 1o aryke mccnegoBanmii [ocyiapcTBeHHOTO YHUBEPCH-
Teta MefuuuHbl 1 ¢papmanyu um. Huxomas Tecremunjany, Kunmues, Pecriy6mnka Momngosa (Ne 79/62 ot 26.04.2017).
[Tarents! nognycany MHGOPMUPOBAHHOE COI/IACHE HA y4acTye B uccinegoBanum. CTaTucTideckue JaHHbIE ObUIN
obpaboTansl B SPSS 20 1 Microsoft Excel 2016.

Pesynbprarel. B obeux rpymmax Lactobacillus spp. 6bumm o6HapyskeHs! Hambosnee dacto (75% mporus 79,2%, p
= 0,4), 3atem crenytor Enterobacteriaceae 18,8% mpotus 0%, p <0,001; Gardnerella vaginalis + Prevotella bivia +
Porphyromonas spp., 31,3% mnporus 12,5%, p<0,05 n Ureaplasma (urealiticum + parvum) 37,5% mpoTus 6,3%,
p<0,001. YpoBeHb POBOCHATUTEIBHBIX LIUTOKMHOB ObUT BBILIE B 9HAOMETPMUI MALMEHTOK C IIePBIUYHBIM OecIrio-
IueM.

3aknioueHmne. MI/IKpO6I/IOM 9HAOMETPNA MMEET IIVPOKNE IIOCNIENCTBUA KaK B (1)]/[3]/[0)101"]/[]/[ TaK N B IIAaTOJIOTUN
penpoayKumn. Harmre NCCIenOBaHME IMTOKa3a/I0 HAIMYNE ITAaTOTOTUYECKOTO MI/IKpO6I/IOMa Y NIanMEeHTOK C IEPBUYIHBIM
6€CI'UIO,[[I/ICM U BBISIBYM €T'0 HeraTYBHOE B/IMSAHIE HAa MECTHBIN VMMYHUTET.

KiroueBble croBa. s3HZOMETpUIL, EPBUYHOE GeCIIoANe, MUKPOOMOM SHAOMETPIsI, MUKPOOUOM B PEIPOSYKIINIL.

Introducere. Infertilitatea raméine o problema medi- asociate cu propagarea IgE si a rdspunsului eozinofilic si
co-sociala actuald, in pofida ultimelor realizéri in dome-  de asemenea IL10 care are mai mult un rdspuns antiin-
niul obstetricii si ginecologiei, iar infertilitatea primara  flamator. In exces, raspunsul Th2 va contracara actiunea
in special. Unul dintre cele mai sofisticate domenii ale  mediata microbian de catre Thl. Actiunea citokinelor in
medicinei reproductive raimane a fi implantarea embrio-  endometrul uman are o importanta majora atat in surve-
nului in endometru, care este mediatd de catre interacti- nirea sarcinii cat si in mentinerea acesteia, iar pentru
unea dintre sistemul endocrin si sistemul imun [22]. aceasta este necesara o balanta intre raspunsul Th1/Th2.
Cercetatorii au demonstrat ca la pacientele cu infertili-
tate, avorturi spontane recurente aceasta balantd este
inclinata spre predominanta Th1. Unii autori descriu ca
citokinele Th1 sunt un trigger pentru procesele inflama-
torii si trombotice in vasele endometriale, prin activarea
celulelor vasculare endoteliale procoagulante [9, 13, 14,
15, 19]. La aceste paciente predominanta Th1 favorizeaza
un raspuns imun citotoxic, mediat celular, iar celulele
Th2 actioneazd benefic la interfata materno-fetald si se
considerd a fi benefice pentru péstrarea sarcinii, intrucat
supreseaza citotoxicitatea celulard. Citokinele antiinfla-
matorii IL4 si IL10 inhibé functiile celulelor Thl si ale
macrofagelor, prevenind astfel rejectia produsului de
conceptie. Stimularea excesivd a rdspunsului imun Thl
sau Th2 poate fi ddunatoare survenirii si mentinerii
sarcinii. Astfel cd o balantd adecvata pentru imunitatea
Th1/Th2 cu o usoard predominantd a Th2 poate fi potri-
vitd atat pentru survenirea cat si pentru pdstrarea sarcinii
[14, 19, 20, 21]. Citokinele actioneaza in mare parte local,
iar depistarea acestora in endometru are o importanta
superioard fata de detectia acestora in serul sangvin.
Infectia cronicd sau acutd poate servi ca un factor trigger
in schimbarea balantei Th1/Th2 intr-o anumita directie,
in special spre cea proinflamatorie. Ca raspuns la procesul
inflamator, mediatorii proinflamatori sunt eliberati catre
focar, acestia sunt reprezentati de catre citokinele IL1(3
IL6, si TNFo chemokinele IL8 si prostaglandinele E2.
Acesti mediatori initial coordoneaza raspunsul infla-
mator prin intermediul celulelor imune, ulterior media-
torii antiinflamatori IL-10 mediazd procesele reparatorii
in endometru [1, 5, 6, 18]. Este cunoscut faptul ca expresia

Modificarile structurale si functionale ale stromei si ale
vaselor endometriale in timpul perioadei de periimplan-
tare rdmén un domeniu vast de studiu in ultimul timp
[15, 23]. Endometrul uman contine o varietate largd de
leucocite, inclusiv celulele T, B si macrofagele. Citokinele
sunt mesagerii hormonali responsabili de majoritatea
efectelor biologice in sistemul imun, asa ca imunitatea
mediata celular si cea de tipul raspunsului alergic. Cito-
kinele joacd un rol important ca mediatori locali in endo-
metru, in timpul fazei proliferative a ciclului menstrual
[23]. Desi sunt reprezentate de un numér mare de familii
si tipuri, functional, citokinele pot fi divizate in doud
grupe: cele care sunt proinflamatorii si cele care sunt
antiinfamatorii. Limfocitele T sunt o sursa majord de
citokine. Aceste celule poarta receptori antigen specifici
pe suprafata lor pentru a permite recunoasterea patoge-
nilor straini. Sunt doud subseturi principale de limfocite
T, care se disting prin moleculele prezentate la suprafata
celulard, cunoscute ca CD4 si CD8. Limfocitele T care
exprima CD4 pe suprafata lor, sunt cunoscute ca limfo-
cite T-helperi, iar cele din urmi sunt cunoscute ca fiind
producatoare de citokine. Acest subset se subdivizeazd
in citokine Thl si Th2. Citokinele Thl tind sd producd
raspuns imun proinflamator responsabil sd ucidd bacte-
riile intracelulare precum si sd perpetueze raspunsul
autoimun. Interleukina 1f este principalul reprezentant
al familiei Th1l. Rispunsul proinflamator excesiv poate
duce la deteriorarea necontrolata a tesuturilor, ceea ce
impune necesitatea unui mecanism de contracarare.
Citokinele Th2 includ interleukinele 4, 5, 13 care sunt

20



BULETIN DE PERINATOLOGIE
4(85) « 2019

citokinelor se poate modifica ca rezultat al interactiunii
celulelor imune cu microorganisme, produsele de degra-
dare sau secretii ale acestora. Este un factor cunoscut deja
faptul cd infectiile acute provoaca un raspuns inflamator
exagerat al citokinelor proinflamatorii in tractul repro-
ductiv feminin. Tinand cont de descoperirile ultimului
deceniu referitoare la al doilea genom uman, anume cel
microbian, cercetitorii urméresc sa descopere care este
microbiomul uterin fiziologic si implicatiile acestuia
in sistemul imun atét local, cat si la distanta [3, 5, 7, 8,
18]. Astfel ca influenta stirilor disbiotice ale microbio-
mului endometrial asupra statutului citokinic rdmane
un domeniu deschis cercetérilor. In acest context, ne-am
propus si studiem factorii microbiomului endometrial
care actioneazd asupra profilului citokinic endometrial la
pacientele cu infertilitate primara.

Material si metode. Am efectuat un studiu prospectiv de
cohortd la catedra de obstetrica, ginecologie si reprodu-
cere umand la baza clinica IMSP SCM nr.1, IMSP Mater-
nitatea nr.2, USMF ,Nicolae Testemitanu”. In studiu au
fost incluse 96 de paciente divizate in 2 loturi. Lotul de
studiu (L1) a inclus 48 de paciente cu diagnosticul stabilit
de infertilitate primara iar lotul de control (L0) - 48 de
paciente fertile.

Protocolul acestui studiu a fost aprobat de citre Comi-
tetul de Eticd a Cercetarii al Universititii de Stat de
Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, (nr. 79/62
din 26.04.2017). Pacientii au semnat consimtdmantul
informat cu privire la participarea in cercetare.

Criteriile de includere pentru grupul de studiu au fost:
pacientele care sufera de infertilitate primara cu indicatii
pentru laparoscopie si histeroscopie, varsta pacientelor
2040 ani, lipsa tratamentului hormonal si antibioticote-
rapiei in ultimele 6 luni, lipsa manipulatiilor intrauterine
in anamnezd, acordul de participare in cercetare. Crite-
riile de includere pentru lotul de control: paciente care au
in anamneza o nastere cu un fat viu in ultimii 2 ani si nu
alapteazd, care nu au anamneza ginecologica reproduc-
tiva complicata (infertilitate, avort spontan, sarcina stag-
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natd), lipsa tratamentului hormonal si antibioterapiei in
ultimele 6 luni, acord de participare in cercetare.

Criteriile de excludere din cercetare au fost: pacientele cu
infectie genitald acutd, varsta < 20 ani si > 40 ani, cele care
prezinta malformatii congenitale ale uterului, care au fost
supuse anterior unor manipulatii chirurgicale intraute-
rine, cele cu hiperplazia atipicd a endometrului si femeile
care au refuzat participarea benevold in cercetare.

Pacientele din ambele loturi au fost supuse urmitoa-
relor investigatii: biopsia endometriald Pipelle (chiureta
endometriald Pipelle de Cornier ,,Cooper Surgical” SUA)
in faza proliferativa a ciclului menstrual, li s-a evaluat
microbiomul endometrial utilizind setul de reactivi
»Femoflor - 16” (,DNA - Technology”, Moscova, Fede-
ratia Rusa), citokinele pro- si antiinflamatorii IL1f IL8,
IL10, IL4 si studiul morfohistologic al endometrului.

Prelucrarea statistica a datelor s-a efectuat utilizind
Microsoft Excel 2016 si SPSS 20. Rezultatele sunt expri-
mate ca valori medii + deviatie standard pentru variabi-
lele parametrice, iar pentru cele categoriale in procente.
Pentru analiza corelatiei a fost aplicat testul Pearson.
Valorile p< 0,05 au fost considerate statistic semnificative.

Rezultate si discutii. Ambele loturi de studiu au fost
omogene conform criteriului de varsta, statutul matri-
monial, locul de trai.

Rezultatele investigatiilor microbiologice au fost pozitive
in 100% cazuri. Datele referitoare la frecventa detectarii
microorganismelor in endometru sunt prezentate in
tabelul 1. In ambele loturi Lactobacillus spp. au fost depis-
tate cel mai frecvent (75% vs 79,2%, p<0.05) fiind urmate
de catre Enterobacteriaceae 18,8% vs 0%, p<0.001; Gard-
nerella vaginalis + Prevotella bivia + Porphyromonas
spp- 31,3 % vs 12,5%, p<0.05 si Ureaplasma (urealiticum
+ parvum) 37,5% vs 6,3%, p<0.001. Au fost evidentiate
mai frecvent si Staphylococcus spp. 10,4% vs 2,1%, p>
0,05, Eubacterium spp. 18,8% vs 4,2%, p>0,05, Atopo-
bium vaginae 25,0% vs 14,6%, p> 0,05, dar datele nu au
fost statistic semnificative.

Tabelul 1. Caracteristica microbiomului endometrial la pacientele cu infertilitate primara

Microbiomul endometrial Grupul de studiu L, | Grupul de control L P
n=48 n=48
%(n) %(n)
Lactobacillus spp. 75 (36) 79,2 (38) 0.4
Enterobacteriaceae 18,8 (9) 0 0.001
Streptococcus spp. 4,2 (2) 0 0.2
Staphylococcus spp. 10,4 (5) 2,1 (1) 0.1
Gardnerella vaginalis+Prevotella bivia+Porphyromonas spp. 31,3 (15) 12,5 (6) 0.02
Eubacterium spp. 18,8 (9) 8,3 (4) 0.1
Sneathia spp.+Leptotrichia spp.+Fusobacterium spp. 10,4 (5) 4,2 (2) 0.2
Megasphaera spp.+Veillonella spp.+Dialister spp. 14,6 (7) 42 (2) 0.07
Lachnobacterium spp.+Clostridium spp. 2,1(1) 2,1 (1) 0.7
Mobiluncus spp.+Corynebacterium spp. 6,3 (3) 6,3 (3) 0.6
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Peptostreptococcus spp. 12,5 (6) 6,3 (3) 0.2
Atopobium vaginae 25,0 (12) 14,6 (7) 0.1
Candida spp. 0 0 >0.05
Mycoplasma hominis 2,1 (1) 0 0.5
Ureaplasma (urealyticum+parvum) 37,5 (18) 6,3 (3) <0.001
Mycoplasma genitalium 2,1 (1) 0 0.5

Microbiomul uman a fost numit ,al doilea genom,, iar
importanta lui in reproducere urmeaza si fie apreciata.
Majoritatea studiilor anterioare descrise in literatura de
specialitate s-au focusat pe tehnologiile de detectie bazate
pe medii de culturd. Ins3, odati cu lansarea proiectului
»Human Microbiome Project”, a inceput studierea
masiva a genomului bacterian prin tehnologii de secven-
tiere, care au permis descoperirea diversitatii de microor-
ganisme existente in corpul uman, precum si implicarea
acestora in fiziologie si patologie [1, 2, 7, 8, 12].

Datele studiilor internationale referitoare la microbiomul
endometrial prezinta rate diferite de detectie a acestuia,
in functie de metoda de investigare. In studiile pe medii
de cultura rata de detectie a microbilor in endometru a
constituit intre 25% - 76% [18, 20, 21], pe cand in studiile
prin aplicarea tehnologiilor de secventiere a genomului
bacterian aceastd rata a crescut mult si atinge 100% |3,
5,10, 11, 12, 17 ]. Este descrisd prezenta microbiomului
endometrial cu implicatii vaste ale acestuia atit in sana-
tatea tractului reproductiv feminin cat si in diferite pato-
logii reproductive, asa ca infertilitate, avorturi spontane,
nastere prematurd. Majoritatea cercetatorilor au ajuns la
un consensus referitor la caracteristica microbiomului
endometrial in infertilitate. Astfel ca, pentru endometru,
au fost descrise preponderent doua tipuri de microbiom
divizate dupd concentratia lactobacililor in endometru.
Dupd cum urmeazd: Lactobacillus dominant, in care
concentratia de lactobacili depéseste 90%, din microbi-

omul endometrial si non-Lactobacillus dominant, in care
flora lactobacilara este in concetratie mai micd decit 90%,
iar 10% si mai mult constituie flora conditionat patogena.
S-a demonstrat cd la pacientele care suferd de infertili-
tate se atesta preponderent al doilea tip de microbiom in
endometru (2, 3, 6, 12, 17].

Descoperirea microbiomului endometrial cu influente
functionale asupra endometrului a dus la posibilitatea
cercetarii si a proceselor imune locale, complexe care au
loc de-a lungul ciclului menstrual. Pe langd importanta
microbiomului endometrial care influenteazd sinatatea
reproductiva §i survenirea sarcinii, un alt factor impor-
tant este mediul imun si citokinic in perioada pericon-
ceptionald. Este un lucru cunoscut faptul ca un anumit
numar de citokine sunt implicate atit in receptivitatea
endometriala cét si in dezvoltarea embrionard, si ambele
sunt influentate atit de infectie cét si de inflamatie [5, 15],
si astfel de microbiom. Noi ne-am propus sd evaluim
aceasta interactiune dintre microbiomul endometrial si
nivelele citokinelor proinflamatorii IL1P a fost conside-
rabil mdrit in grupul de studiul L, cu media 1044,67 +
125,79 pg/ml, iar in grupul de control L, acesta a consti-
tuit 354,32 + 70,98 pg/ml, p<0,001, IL8 L, 992,23 + 121,87
pg/ml vs L0 648,32 + 90,05 pg/ml, p<0,05. Nivelul mediu
al interleukinelor antiinflamatorii IL10 in L, a contituit
186,06 + 30,71 pg/ml, iar in L, 186,93 + 34,26 pg/ml,
p>0,05; IL4 L, 220,85 + 14,45 pg/ml vs L, 197,54 + 13,00
pg/ml, p>0,05.

Fig. 1. Nivelele citokinelor proinflamatorii IL1p si IL8 in functie de factorul microbian predominant in endometrul pacientelor
cu infertilitate primara
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Fig. 2. Nivelele citokinelor antiinflamatorii IL10 si IL4 in functie de factorul microbian predominant in endometrul pacientelor
cu infertilitate primara

Concluzie

Implicarea imunitatii umorale si a inflamatiei in sistemul
reproductiv feminin sunt domenii studiate activ la nivel
molecular. Datele studiului de fatd demonstreaza cd la
pacientele cu infertilitate primard endometrul necesita
sd fie studiat, iar rolul acestuia este unul incontestabil
pentru survenirea unei sarcinii. Caracteristica microbio-
mului endometrial la grupul de paciente investigat de noi
aratd ci el este non-lactobacilar si ca acest fapt are conse-
cinte atdt functionale cat si structurale asupra endome-
trului.
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