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Summary
The importance of the PCR method in the diagnosis of the congenital infection CMV
In this article we elucidated: studies on the prevalence of congenital CMV infection at
newborns, prenatal diagnosis problems of infection with CMV, PCR method as procedure,
advantages and disadvantages, we presented the results of studies wiht PCR method at newborns
infected with CMV with PCR in developed countries, which is currently the gold standard for
diagnosis of congenital CMV infection.

Rezumat

In acest articol am elucidat: studii privind prevalenta infectiei congenitale cu CMV la
nou-nascuti, problemele de diagnostic prenatal al infectiei cu CMV, metoda PCR ca procedura
de efectuare, avantaje si dezavantaje, am prezentat rezultatele studiilor efectuate la nou-nascutii
infectati cu CMV in tarile dezvoltate prin metoda PCR care actualmente este standartul de aur in
diagnosticul infectiei congenitale cu CMV.

Introducere

Infectia cu virusul citomegalic (CMV) se caracterizeaza prin polimorfism clinic,
conditionind forme generalizate si localizate, frecvent asimptomatice si mai rar simptomatice
prin variate tablouri clinice, in dependenta de starea de imunocompetenta a gazdei. Este cea mai
comuna infectie virala congenital in tarile dezvoltate, foarte des evoluind spre retard neuropsihic
si deficit de dezvoltare somatica. Alaturi de rubeola si toxoplasmoza este responsabild de
malformatii ale nou-nascutului, cu sechele definitive sau, uneori cu sfarsit letal. Agentul
etiologic (CMV) are dimensiuni mari si este format din genom, nucleocapsida, tegument si
anvelopa lipidica [2]. SNC este considerat drept cea mai important tinta a CMV la fatul in
dezvoltare, deoarece CMV are capacitatea de a infecta tesutul endotelial, se considera ca
endarterita virald ar fi responsabild de dereglarea fluxului sanguin spre creierul in dezvoltare al
fatului, cu rezultarea unui deficit neurologic marcat.

Infectia congenital se realizeaza prin transmiterea materno-fetala a CMV de la gravide
seronegative sau seropozitive. In majoritatea cazurilor fatul este infectat in timpul viremiilor,
prin pasajul transplacentar al CMV sau prin continuitate, pe cale ascendentd, prin secretiile
vaginale. Transmiterea materno-fetala a CMV se poate produce pe parcursul intregii perioade a
graviditatii, dar cea mai grava este in prima perioada a sarcinii [2]. Infectia fetala se poate
manifesta prin anomalii multiple si nespecifice, care pot fi evdentiate in timpul sarcinii prin
ecografie si/sau RMN fetal: retard al cresterii, oligoamnios, anasacra, dilatatia intraventriculara,
calcificari intracraniene sau hidrocefalee, microcefalee, hepatospleomegalie, calcificari
intrahepatice, care pot duce la moartea in utero a fatului.

Forma simptomaticd la nastere, cunoscutd sub numele de boala cu incluziuni
citomegalice, este rara (1:10000/1:20000 de nasteri), dar si foarte severa manifestinde-se prin
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prematuritate si hipotrofie, hepatosplenomegalie cu/sau fara icter, purpura trombocitopenica,
semen de afectare a SNC — microcefalie, hidrocefalie, convulsii, paralizii, chorioretinita ect [3].
La 80-100% din cei supravietuiti se vor dezvolta sechele neurosenzoriale impotante : hipoacuzie
neurosenzoriala progresiva, retard mental, microcefalee, hepatita CMV cu/sau fara icter [2].

In 90-95% de cazuri, de nou-niscuti infectia CMV este una asimptomatica la nastere,
care initial prezinta doar viremie, virurie, Ig M si Ig G anti-CMV carora se vor efectua examene
complementare pentru evidentierca anemiilor, trombocitopeniilor, sindromului de citoliza
hepatica, anomaliilor cerebrale si oculare. Pe parcurs, 10-15% din ei vor prezenta un risc major
de handicap prin retard psihomotor, surditate, leziuni ocular [2]. Infectarea perinatala se
realizeaza in timpul nasterii prin secretii cervical sau postpartum prin intermediul laptelui matern
si nu are consecinte negative asupra dezvoltarii neuropsihice ulterioare a copiilor, deoarecee in
laptele matern se contine Ig A specific, cu exceptia prematurilor. La prematuri, de rind cu riscul
semnificativ de transmitere a infectiei, este posibila si dezvoltarea formelor severe, generalizate
de boali cu rata decesului de circa 30% [3]. In cazul in care seroprevalenta printre mame este
inaltd si aldptarea la san este practicata pe scara larga — circa 30-70% din sugari dobindesc
infectia CMV pe parcursul primului an de viata, dar aceasta nu are efect negativ asupra
dezvoltarii neuropsihice a copiilor [2]. Copii de varsta prescolara pot achizitiona CMV unii de la
altii, in special in colectivitatile de copii, iar dupa suportarea infectiei vor elimina virusul cu
saliva si/sau urina timp de mai multi ani. Virusul este present in sange, saliva, lacrimi, sperma,
secretii de col uterin, urind, laptele mamelor seropozitive. CMV se transmite prin contact direct
cu fluidele corporale, in timpul contactelor intime, manoperelor de Ingrijire a copiilor mici,
transfuziilor de sange, transplantul de organe. Ponderea nou-nascutilor infectati cu CMV (0,5%-
5,4%) si a crescut odatd cu seroprevalenta preconceptionald a femeilor [3]. In scopul aprecierii
riscului infectiei congenital cu CMV la fat la gravide cu infectie primara cu CMV, se recomanda
a efectua diagnosticul prenatal la 21-23 de saptamani ale sarcinii, prin detectarea CMV in
lichidul amniotic prin metoda virusologica clasica sau AND-ului CMV prin PCR.

Standardul de aur pentru diagnosticul de infectie congenital cu CMV la nou-nascuti
ramane izolarea virusului din urina, saliva si/sau singe in primele 2-3 saptdmani de viata (termen
necesar pentru dierentiere infectiilor cu CMV perinatala si congenital) [2].

PCR. Reactia de polimerizare in lant

Bazindu-se pe procesul natural al replicarii AND-ului, sa elaborat metoda cu ajutorul
careia se pot obtine copii ale anumitor portiuni ale genelor in cantitati nelimitate intr-un tub (in
vitro). Ea ofera posibilitatea de a determina rapid cu specificitate inaltd a particularitatilor
constructiei genetice a organismelor vii, identificarea AND-ului/ARN-ului si determinarea
genotipului microorganismelor, asa deci genotiparea poate fi realizata cu ajutorul reactiei de
polimerizare in lant. Reactia de polimerizare in lant este un proces ciclic de sinteza a copiilor noi
ale unui fagment de AND selectat care are loc sub forma de alternare a parametrilor temperaturii
mediului  de reactie. Mediul de reactie trebuie sa contind: AND-matrita,
dezoxinucleozidtrifosfati, AND-polimeraza, amorse, la fel adaosuri suplimentare care
optimizeaza procesul de polimerizare, MgCl,, solutie tampon pentru Tag-polimeraza [10].

La baza metodei PCR este procesul de sinteza in vitro a unui anumit segment-tinta din
catena AND, sub influenta enzimei AND dependent numita Taq-polimeraza care exercita
consecutiv citirea si legarea nucleotidelor, complementare cu catena AND-matrita si formarea
catenei noi de AND-fiica. Sinteza catenei noi se initiaza in anumute puncte stabilite in lungul
AND-ului numite situsuri de initire. Pentru initierea sintezei alaturi de AND-matritd se mai
folosesc doua portiuni polinucleotidice, monocatenare, de dimensiuni relativ mici
complementare cu situsurile de initiere PCR din AND-ul matrita, numite amorse (praimeri). Cu
cat sunt mai mari dimensiunile amorselor, cu atat este mai inalta specificitatea metodei.
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Ciclu PCR 1incepe cu denaturarea catenelor de AND prezente in mediul de reactie, care
are loc la temperatura de aproximativ 92°-95°C, legaturile de hydrogen dintre catene se rup
(etapa de denaturare), drept urmare se obtin doua catene (monocatenare) liniare — catenele —
matritd [10]. In urmatoarea etapd a ciclului temperatura se micsoreaza pana la 45°-70°C,
amorsele se cupleaza cu sectoarele ei complementare de pe catenele AND (etapa de hibridizare),
iar AND-polimeraza incepe sinteza catenei complementare, extinzand amorsa de la extremitatea
3°. Apoi temperatura se mireste pind la optimd pentru AND-polimerazi (72°C, depinde de
polimeraza), cu scopul realizarii maxime a activitatii enzimei (etapa de sinteza). Stoparea reactei
de sinteza are loc la mirirea temperaturii — mai mult de 92°C, AND-polimeraza finiseazi
procesul de sinteza. In urma unui ciclu PCR in mediu de reactie cantitatea de AND se dubleaza,
pe linga aceasta se dubleaza si numarul sectoarelor recunoscute de amorse.

Dupa al doilea ciclu, in mediu de reactie sunt prezente segmente ale spiralei duble, care
sunt limitate de pe o parte de prima amorsa, pe de alta parte — de segmentul de cuplare a amorsei
doi, mai deprte de aceasta extremitate dubla polimeraza nu actioneaza. Dupa 30-40 de cicluri
cantitatea de fragmente AND sintetizate (ampliconi) atinge cateva milioane de copii si este usor
de detectat cu ajutorul metodelor de electroforeza in gel, in prezenta colorantului fluorescent,
care se cupleaza nespecific cu moleculele acizilor nucleici [10].

Modificarile metodei PCR: multiplex PCR, PCR in cuib, PCR in regimul timpului
real.

Pentru multiplicarea simultana a doud si mai multe secvente de AND-tinta, pe larg se
utilizeaza multiplex PCR, care este un proces de coamplificare a catorva matrite AND 1intr-un
mediu de reactie cu utilizarea diverselor perechi specifice de amorse, ce permit determinarea
concomitenta a prezentei factorilor de virulenta si de rezistenta la preparatele antibacteriene si
antivirale [10].

Intr-un studiu efectuat in anul 2011 in statul Washington pe un lot de 55 de nou-nascuti
testati la doua centre concomitent au fost obtinute 36 (66%) rezultate positive la cetrul 1, 40
(73%) au fost positive la centrul 2, in 9 cazuri au fost rezultate negative la ambele centre [7,8,6].

Una din cele mai raspindite variante ale PCR este PCR 1in cuib ce are drept scop cresterea

,,,,,

doua tipuri de PCR in cuib: cu doud tuburi si cu un cuib, primul tip poseda riscul de contaminare
a mediului cu aerosoli in timpul transferului din primul in al doilea tub. Alta latura care complica
reactia este faptul ca produsul primei runde de amplificare nu poate fi inactivat si este disponibila
pentru a doua etapa [10].

Un studiu efectuat in Depertamentul de Microbiologie din Leiden in perioada dintre anii
2009-2011, prin genotiparea a 39 de probe de plasma a nou-nascutilor infectagi cu CMV prin
metoda PCR pentru glicoproteina B (GB) si glicoproteina H (GH) a demonstrat ca genotipurile
GB si GH au fost detectate in 33-36% din monsterele studiate cu rezultatul de 81% pentru GB si
73% pentru GH. Genotiparea a avut success 100% cu prevalenta GB 1 si GB 3, si totusi GB 3 (
M60934, M85228, M60933) fiind cel mai raspindit genotip [5]. Acelasi Departament de
Microbiologie din Leiden in perioada anilor 2009-2011 au studiat genotipul urinei a 21 de nou-
nascuti infectati congenital cu CMV de asemenea prin metoda PCR teste pentru GB si GH.
Rezultatele obtinute GB 1 (48%, 10/21), GB 3 (29%,6/21) si GH 2 (62%, 13/21), o proba de
urind a unui nou-nascut cu CMV congenital a fost positiva atat pentru GB 1 si GB 2 ce indicé o
infectie mixta [5].

Metoda PCR in regimul timpului real este o metoda cantitativdi a produselor PCR
nemijlocit in timpul amplificarii devine una din cele mai populare metode atat in diagnosticul
clinic, cat si in cercetarile stiintifice. Din cauza omiterii electroforezei se exclude total
contaminarea cu produsele reactiei, de asemenea aceastda metoda ofera posibilitatea determinarii
cantitative a materialului initial, si detectarea paraleld a mai multor infectii intr-o singura
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monstra. Metoda se bazeaza pe masurarea semnalului fluorescent in fiecare ciclu de amplificare
[10].

Studiu a 222 de copii in varstd de 4 ani cu hipoacuzie neurosenzorialda din statul

Washington prin testare singelui prin metoda PCR in timp real a stabilit cd la 35-65% din
simptomatici, si la 7-15% din cei asimptomatici au dezvoltat in cele din urma hipoacuzie
neurosenzoriald. Sa stabilit cd in statul Washington una din cele mai commune cause ale
hipoacuziei neurosenzoriale in perioada copilariei este infectia congenital cu CMV [4,1].
Un lot de 177 de nou-nascuti au fost testati pentru polimeraza salivara prin metoda PCR in timp
real. Testul a avut o sensibilitate de 100% (95% Ii, 95,8 la 100), si o specificitate de 99,9% (95%
Cl, 99,9 la 100). Aceasta metoda poate fi folosita ca un test sceening pentru detectarea infectiei
citomegalice la nou-nascuti in primele doua saptamani de viata [9].

Pregatirea pacientului — nu trebuie sa primeasca preparate chimice 10 zile inainte de
recoltarea materialului biologic, si nu efectueze proceduri medicale [10]. In calitate de
materialul biologic pentru investigatiile PCR 1in infectiile cu CMV la nou-nascuti se utilizeaza:
sangele, saliva si urina nou-nascutului.

Criteriile obligatorii atat pentru recoltarea materialului biologic (de orice fel) pentru
analizarea prin PCR:

- utilizarea instrumentariului de unica folosinta sau steril,;
- marcarea sau etichetarea corespunzatoare a continutului eprubetelor;

- recoltarea sangelui pentru PCR se efectueaza in eprubete de plastic, de uz unic, ce contin
solutie de EDTA;

- urina se recolteaza dimineata, intr-un vas steril si chimic curat, dupa centrifugare se inlatura
urina de deasupra iar sedimentul se transfera in eprobeta pentru PCR, care se inchide etans si se
marcheaza;

Paéstrarea probelor:

- probele se pastreaza la temperatura 4°-8°C timp de 24 ore;

- la temperatura -18°,-20°C timp de 30 zile;

- la temperatura -70°C se pastreaza timp indelungat (ani de zile);

- probele destinate investigdrii cantitative pot fi pastrate (4°-8°C) timp de 6 ore de la colectarea
materialului biologic;

Transportarea materialului biologic se efectueaza in containere cu elemente de racire sau
in termos cu gheta. Containerele trebuie sa fie inchise etans, impermiabile pentru lichide, ele
trebuie etichetate corespunzator continutului. Containerele trebuie sa fie produse din material
rezistent la dezinfactanti, sa fie autoclavabile, si este necesar sa fie decontaminate dupa fiecare
utilizare.

Avantajele metodei PCR:

1. Sensibilitate inalta, deoarece metoda este bazatd pe principiul exponential de acumulare a
produsului amplificat.

2. Specificitate naltad bazata pe identificarea secventelor de material genetic unical pentru
microorganism, ce detremina particularititile de clasa, toxicitate,etc.

3. Timp scurt de efectuare 2-6 ore de la inceputul examinarii in cazul in care nu trebuie sa fie
transportate.

4. Procedura universala de executare — este aplicabila practic pentru toti agentii patogeni.

5. Material biologic variat — agentul patogen fiind identificat in orice lichid biologic al
organismului, si nu este necesara cresterea culturii pe medii sau izolarea culturii curate de agent
patogen.
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6. Diagnosticul diferitor procese patologice — este posibil diagnosticul formelor acute, cronice,
7. Perioada bolii — este posibila identificarea agentului patogen nu numai 1in perioada de stare
sau cronica, dar si in perioada de incubare a bolii ( fereastra imunologica) depistarea AND-ului.
ARN-ul se depisteza dupa o sdptamina sau doua de la infectare.

8. Este o metoda directa de identificare a agentului patogen, bazata pe modalitatea universala de
pastrare si transmitere a informatiei genetice la materia vie.

Dezavantajele metodei PCR sunt legate mai mult de recoltarea, pastrarea si transportarea
materialului biologic. Metoda PCR cu doua tuburi prezintd dezavantaje de ordin tehnic: riscul
contaminarii mediului cu aerozoli, reactia complicata de faptul ca produsul primei runde de
amplificare nu poate fi inactivat si este disponibil pentru a doua reactie [10].

Concluzii

Infectia congenitala cu CMV este cea mai comuna infectie virala congenital in tarile
dezvoltate, foarte des evoluind spre retard neuropsihic si deficit de dezvoltare somatica.
Reprezinta o problema actual imperioasa a sanatatii publice, putin studiate, in Republica
Moldova fata de tarile inalt dezvoltate unde are loc testarea pe larg a nou-nascutilor in primele
doua saptamani de viatd. Obiectivele ce tin de viitorul apropiat sunt: perfectarea diagnosticului
prenatal al infectiei cu CMV, optimizarea criteriilor de diagnostic al infectiei congenitale cu
CMV la nou-nascuti si sugari.
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TESTUL HPV- DETECTAREA SI GENOTIPAREA TULPINILOR CU RISC
ONCOGEN INALT / SCAZUT
Natalia Gheciu, Aliona Chirca, Anatol Visnevschi
Catedra Diagnostic de Laborator clinic USMF “’Nicolae Testemitanu’’

Summary

HPYV test - detection and genotyping of the strains with high / low oncogenic risk

Human Papillomavirus (HPV) is the most common cause of cervical cancer. Cervical
cancer represents the second most common cause of death after breast cancer, affecting women
of different age groups; with a prevalence of over than about 20% in young sexually active
women. Among different types of HPV, type HPV16-18 represents major strains causing this
cancer and being sexually transmitted it had been unnoticed for decades. Elaboration and
implementation of various diagnostic methods prove to be an effective way in eradicating the
oncogenic potential of HPV.

Rezumat

Papilomavirus uman (HPV) este cea mai frecventa cauza a cancerului de col uterin.
Cancerul cervical reprezintd a doua cauzd de deces la femei dupa cancerul mamar care
afecteazd femeile de diferite varste cu o prevalentd mai inaltd de aproximativ 20% la cele tinere
active sexual. Printre diferite tipuri de HPV, tipul 16 -18 sunt tulpini majore care cauzeaza acest
tip de cancer. Elaborarea si implimentarea diverselor procedee de diagnosticare se dovedesc a fi
0 modalitate eficienta in eradicarea potentialului oncogenic de HPV.

Actualitatea

Cancerul cervical este una din cauzele de baza a mortalitatii femeilor, indeosebi a celor
tinere. Raportul variaza peste tot in lume, dar o ratd semnificativ de mare a fost stabilita in tarile
occidentale [11]. In urma unor analize statistice si geografice s-a demonstrat ca nivelul HPV e
mai mare la femeile americane decat la cele caucaziene.[8]

Conform statisticilor a Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) sunt inregistrate
aproximativ 500.000 de cazuri noi anual din care 250.000 cazuri sunt fatale. Conform celor mai
recente rapoarte, femeile sunt predispuse la aceasta infectie de doua ori mai mult decat barbatii
[9].

Prevalenta globala a HPV in randul femeilor indiferent de rasa constituie o rata de 17,9%
in timp ce barbatii au o rata de 8%. Persoanele cu multipli parteneri sexuali sunt predispusi la un
risc mai mare de infectare cu HPV de 20,1% fatd de persoanele care au un singur partener
sexual pe intreaga durata a vietii sexuale, la care riscul de infectare cu HPV e de 7% [8].

Virusul Papiloma Uman este un virus frecvent intalnit care cauzeaza leziuni celulare sau
tumori la nivelul pielii; deasemenea poate determina modificari ale tesuturilor de la nivelul
membrelor superioare si inferioare, corzilor vocale, gurii si organelor genitale [13].
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