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1. INTRODUCERE, DESTINATIA SI DOMENIUL
DE APLICARE

Prezentul document este destinat ridicarii nivelului de cunos-
tinte al medicilor de familie si al medicilor specialisti la comparti-
mentul Diagnosticul molecular-genetic al infectiilor sexual trans-
misibile.

Decelarea si identificarea agentilor maladiilor infectioase este
una din problemele fundamentale ale microbiologici medicale
contemporane. n timpul examinarilor microbiologice apar situatii
cand utilizarea metodelor traditionale de cultivare si metodelor
imunochimice contemporane de diagnostic nu sunt suficiente pen-
tru identificarea germenilor, ceea ce impune crearea si implemen-
tarea metodelor noi de izolare si identificare a microorganismelor.

in ultimele decenii are loc dezvoltarea intensa a metodelor
genetice de diagnostic al maladiilor infectioase, bazate pe detecta-
rea succesivitatii nucleotidelor specifice din ADN-ul agentilor
infectiosi. Lider printre aceste metode este reactia de polimerizare
in lant sau Tn limba engleza Polymerase Chain Reaction (PCR)

L.a finele anilor 80 ai secolului XX a fost elaboratd metoda de
amplificare ciclica (multiplicare) a fragmentelor genomice din
ADN. Implementarea lor in diagnosticul microbiologic clinic a
permis simplificarea si accelerarea identificarii microorganismelor
dupa marcherii genetici. Aceasta oferd posibilitatea de a mari con-
siderabil eficacitatea depistarii agentilor patogeni, astfel majorand
posibilitatile potentiale ale diagnosticului de laborator si stabilirea
diagnosticului clinic corect.

Unul din motivele de retinere a implementarii mai ample a
metodei PCR in practica de laborator este nivelul insuficient de
informare a lucratorilor medicali despre abordarea metodica si
utilizarea acestei metode. Aceasta este determinata, intr-o oarccare
masurd, de perioada scurtd a utilizarii PCR Tn diagnosticul clinic,
limitarea informatiei despre posibilitatile ei potentiale si particula-
ritatile utilizarii. Recomandarea metodica propusa are domeniul de
aplicare In sistematizarea informatiei despre unele baze teoretice si



practice a utilizarii PCR in diagnosticul de laborator si de a vizua-

2. ORGANIZAREA MATERIALULUI GENETIC LA
PROCARIOTE

Baza materiala a ereditatii, ce determina particularitatile geno-
tipice si fenotipice ale microorganismelor, este acidul dezoxiribo-
nucleic (ADN) la bacterii si ADN sau ARN (acidul ribonucleic) la
virusuri. Fragmentele ADN-ului constituie gene aparte. Specificul
constructiei chimice a moleculei de ADN depinde de amplasarea
reciproca a patru baze azotate - doua purinice (adenina si guanina)
si doud pirimidinice (citozina si timina sau uracilul in ARN). Tn
afard de bazele azotate in componenta acizilor nucleici intrd gluci-
de, ce au cate 5 atomi de carbon. Una din zaharuri este dezoxiribo-
za (ce intra In componenta ADN), a doua este riboza (ce intra n
componenta ARN). Fiecare baza azotatd, legata de ribozad sau
dezoxiriboza, se numeste nucleozidd. La fixarea nucleozidelor cu
ramasitele acidului fosforic se formeaza nucleotide, care in functie
de baza azotatd se numesc nucleotide cu adenind, guanind, citozi-
na, timind sau uracil. Nucleotidele sunt monomerii din care se for-
meaza catenele polinucleotidice ale ADN sau ARN.

Molecula de ADN are o structura bicatenara, mentinuta cu
ajutorul legaturilor de hidrogen dintre bazele azotate complemen-
tare (timina-adenind si citozinda-guanind). La Tncdlzire si rdcire
brusca sau prelucrarea cu hidroxizi si alti agenti are loc denatura-
rea ADN-ului, cu ruperea legaturilor de hidrogen mai slabe. Drept
consecinta, se obtin doua monocatene separate, complementare
care pot fi utilizate in calitate de matritd pentru sinteza catenelor
noi de ADN. Sinteza catenelor noi de ADN are loc cu participarea
unui sir de enzime, printre care un rol important 7i revine ADN-
polimerazei. Actiunea ei determind cresterea moleculei noi 1n
directia de la 5' la 3-dezoxiriboza pe o matrita monocatenara.
Procesul de sinteza a ADN-ului are loc foarte intensiv - timp de
1sec. La matrita ADN se aldtura aproximativ 500 nucleotide.



Fig. I. ADN - 2 catene compuse din nucleotide cu 0 anumita
consecutivitate.

Cromozomul bacterian, spre deosebire de cromozomii euca-
riotelor, reprezintda o moleculd de ADN circulard. ADN-ut (nuc-
leoidul) bacterian are masa moleculara de circa 2x109 kDa si con-
tine pana la 4 mii gene necesare pentru mentinerea viabilitatii bac-
teriilor si multiplicarii lor. Pe langd cromozomul (nucleoidul) bac-
terian, unele bacterii poseda elemente genetice extracromozomiale
- plasmide, transpozoni si IS (segmente insertante) succesivitdti,
care la fel sunt reprezentate de molecule ADN, deosebindu-se une-
le de altele prin masa moleculard, volumul informatiei codificate,
capacitatea replicarii autonome si alte particularitati. Elementele
genetice extracromozomiale nu au importanta vitala pentru celula,
deoarece nu contin informatie despre sinteza enzimelor ce partici-
pa Tn metabolismul plastic si energetic. Cu toate acestea, ele pot
conferi bacteriilor unele proprietati selective, cum ar fi rezistenta
la antibiotice sau factorii de patogenitale.

Plasmidele - fragmente de AJDN cu masa moleculard 106108 kDa,
poartd pand la 40-50 gene cu functie reglatorie (compensarea de-
fectelor metabolice) si de codare (informatie despre noile particu-
laritati). Ele pot fi integrate Tn nucleoid sau se afld Tn stare libera
sub forma& de inel inchis, cu toate acestea, plasmidele sunt capabile
de replicare autonomad. Sunt cunoscute aproximativ 30 varietati de
plasmide (rezistenta la antibiotice, bacteriocinogeneza, toxinoge-
nezd), unele dintre care pot servi tintd in diagnosticul PCR.

Transpozonii - elemente genetice migratoare, reprezentand
fragmente de ADN cu lungimea de pana la 25000 perechi de nuc-
leotide ce poartd informatia necesard pentru transpozitia proprie.
Transpozonii sunt lipsiti de proprietatea de replicare autonoma,
dar se replica Tn stare integrata in moleculele de ADN. La replica-



rea transpozonilor, Tn componenta genomului bacterian, copiile lor
noi se pot integra, ulterior, in plasmide, conducand astfel la deletii
sau insertii Tn genomul bacterian sau chiar se integreaza in geno-
mul fagilor avand capacitatea de a raspandi aceasta informatie
printre alte microorganisme. Transpozonii pot detine informatia
despre sinteza toxinelor microbiene, despre sinteza enzimelor ce
modificd sau degradeaza antibioticele.

Succesivitatile insertante (elementele - 1S) sunt elemente
migratoare 'a nivelul genomului cu marimea de pana la 1500 pere-
chi de nucleotide, ce codifica sinteza enzimelor necesare pentru
transpozitia proprie. Acestea nu se intalnesc Tn stare libera. in tim-
pul migrarii ele provoaca inactivarea (deconectarea) sau activarea
(conectarea) genelor, deletii sau inversii la integrarea Tn cromozo-
mul bacteriei. Pe lang aceasta, elementele TS coordoneaza inte-
ractiunea plasmidelor, fagilor moderati si transpozonilor cu cro-
mozomul bacterian si determind recombinarea lor.

Genomul viral este format din acizi nucleici, reprezentand
molecule monocatenare (ADN sau ARN) sau dublucatenare (ADN
sau ARN). Virusurile ARN constau din molecule mono- sau dub-
lucatenare, iar la unele virusuri catenele pot fi segmentate. Frag-
mentarea genomului aminteste cromozomii eucariotelor, deoarece
ARN-ul fragmentat poarta mai multd informatie decat molecula
obisnuita de ARN.

3. PRINCIPIILE PCR

Reactia de polimerizare, deci sinteza cu ajutorul enzimei
ADN-polimeraza a moleculelor noi de ADN (replicarea), in celula
a fost descoperita mai mult de 30 ani Tn urma de A. Cornberg, care
impreuna cu alt laureat al premiului Nobel - Dj. Lederberg au
expus ideea, ca cu ajutorul acestei reactii se pot obtine cantitati
mari de ADN. Aceastd idee a fost realizata peste mai mult de 20
ani de cdtre Carry Mullis, laureat al premiului Nobel in chimie,
anul 1993. Astfel, C. Mullis, bazdndu-se pe procesul natural al
replicarii ADN-ului, a elaborat metoda cu ajutorul cdreia se pot



obtine copii ale anumitor portiuni ale genelor Tn cantitdti nelimita-
te Tntr-un tub (in vitro). Aceasta metoda a fost numitd reactia de
polimerizare in lant, ea a devenit una dintre cele mai comode si
utilizate metode de diagnosticare a ADN-ului.

Prima publicatie despre aplicarea practicd a PCR a aparut n
anul 1985. De atunci tehnologia PCR a suportat multiple modifi-
cari.

Utilizarea metodei PCR ofera posibilitatea de determinare ra-
pida, cu specificitate inaltd a particularitatilor constructiei genetice
a organismului viu. Tn baza metodei propuse de C. Mullis, au apa-
metodei PCR propuse initial si diminuarea neajunsurilor ei.
Actualmente, identificarea ADN/ARN-ului si determinarea geno-
tipului microorganismelor, deci genotipizarea poate fi realizata cu
ajutorul reactiei de polimerizare in lant.

Modificarile metodei PCR: multiplex PCR, PCR 1in cuib, LCR
(Ligase chain reaction), SDA (Stand displacement amplification),
PCR Tn regimul timpului real etc.

La baza metodei PCR este procesul de sintezd in vitro a unui
anumit segment-tinta din catena ADN, sub actiunea enzimei ADN
dependente numitd Taq-polimeraza care exercita citirea si conse-
cutiv legarea nucleotidelor, complementare cu catena ADN matri-
td (maternd) si formarea catenei noi de ADN (fiicd). Sinteza cate-
nei noi se initiaza in anumite puncte stabilite de-a lungul ADN
situsuri de initiere PCR. Pentru initierea sintezei, alaturi de ADN-
ul matrita, se folosesc doud portiuni polinucleotidice, monocatena-
re, de dimensiuni relativ mici, complementare cu situsurile de ini-
tiere PCR din ADN-ul matrita, numite amorse (praimeri). in pri-
mul ciclu PCR se initiazd sinteza polinucleotidului de la amorse
spre capetele moleculei de ADN, iar Tn ciclurile urmatoare de la
amorse spre capetele generate ih primul ciclu PCR (corespund
situsurilor de initiere PCR). Cu cat mai mari sunt dimensiunile
amorselor, cu atat mai Tnaltd este specificitatea cu care ele se hibri-
dizeazd cu segmentul ADN (probabilitatea Tntalnirii unei anumite
succesivitati din cinci nucleotide este mai mare, decat din zece).



insa secventele foarte lungi pot sa nu se Tntalneasca Tn segmentul
de genom examinat, de aceea de obicei lungimea amorselor cons-
tituie 20-30 nucleotide.
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Fig. 2 Schema PCR.

Amorsele sunt complementare secventelor ADN-ului pe un
sector determinat al spiralei duble de ADN. Acest sector este
situat Tntre amorse care limiteazd construirea catenei noi de ADN.
Dupa cuplarea amorselor cu matrita ADN, Tag-polimeraza extinde
extremitatea 3’ a amorsei, construind catena noua (fiica) comple-
mentard, ea fiind o copie a catenei initiale de ADN.

Reactia de polimeri/are n lant este un proces ciclic dc sinteza
a copiilor noi ale unui fragment de ADN selectat, care are loc sub
forma de alternare a parametrilor temperaturii mediului de reactie.
Mediul de reactie trebuie sa contina: matrita-ADN, dezoxinucleo-
zidtrifosfati, ADN-polimeraza, amorse, la fel adaosun suplimenta-
re care optimizeaza procesul de polimerizare, MgCh, solutie tam-
pon pentru Tag-polimeraza.



Ciclul PCR incepe cu denaturarea catenelor de ADN prezente
in mediul de reactie. Aceasta are loc la temperatura de =92 95°C,
legaturile de hidrogen dintre catene se rup (etapa de denaturare),
drept urmare se obtin doua catene (monocatene) liniare catenele-
matritd. In urmdtoarea etapa a ciclului temperatura se micsoreaza
pana la 45-70°C, amorsele se cupleaza cu sectoarele lor comple-
mentare de pe catenele ADN (etapa hibridizare), iar ADN-polime-
raza incepe sinteza catenei complementare, extinzand amorsa de
la extremitatea 3'. Apoi temperatura se mareste pana la optima
pentru ADN-polimeraza (72°C, depinde de polimeraza), cu scopul
realizarii maxime a activitatii enzimei (etapa de sintezd). Stoparea
reactiei de sinteza are loc la marirea temperaturii  mai mult de
92°C, ADN-polimeraza finiseaza lucrul cu catenele de ADN. in
urma unui ciclu PCR, Tn mediul de reactie cantitatea de catene
ADN se dubleaza, pe l1anga aceasta se dubleaza si numarul sectoa-
relor recunoscute de amorse.

Dupa al doilea ciclu, Tn mediul de reactie sunt prezente seg-
mente ale spiralei duble, care sunt limitate pe de o parte de prima
amorsa (sau segmentul de cuplare a amorsei doi), pe de altd parte
- de segmentul de cuplare a amorsei doi (sau de prima amorsa),
mai departe de aceastd extremitate dubla polimeraza nu mai actio-
neaza. Dupd despartirea catenelor si termodenaturarea amorselor
corespunzdtoare, limitate de ambele parti, fragmentele de ADN se
vor acumula in progresie geometrica.

Dupd 35-40 de cicluri, cantitatea fragmentelor ADN sinteti-
zate (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.

in comparatie cu metodele traditionale de identificare a agen-
tilor maladiilor infectioase (izolarea culturii pure si identificarea ei
dupd semnele-cheie, diagnosticul imunofluorescent, imunofer-
mentativ cu utilizarea anticorpilor policlonali si monoclonali etc.),
metoda PCR cu utilizarea amorselor specifice poseda avantaje evi-
dente {tab.).



Avantajele metodei PCR

Parametrii
Sensibilitate Tnalta

Specificitate Thalta

Timp scurt de
efectuare

Procedura universala
de executare
Materialul biologic

Diagnosticul diferitor
procese patologice
Diagnosticul microor-
ganismelor cu posibili-
tati reduse de cultivare
Perioada bolii

Caracterizarea
Metoda este bazata pe principiul exponential
de acumulare a produsului amplificat, pentru
identificare este suficientda prezenta Tn proba
testatd a unui numar limitat de agenti.
Bazatd pe identificarea secventelor de mate-
rial genetic unicate pentru microorganism, ce
determind particularittile de clasd, toxicitate
si alte particularitdti specifice ale agentului
patogen.
2-6 ore de la Tnceputul examinarii.

Procedura de efectuare a reactiei este aplicabi-
Id practic pentru toti agentii patogeni.

Agentul patogen poate fi identificat in orice li-
chid biologic al organismului uman si de ase-
menea in materialele obtinute in urma biop-
siei. Nu este necesara cresterea culturii pe
medii sau izolarea culturii curate de agent
patogen.

Este posibil diagnosticul formelor acute, cro-
nice, trenante, seronegative.

Identificarea microorganismelor ce pot fi cul-
tivate, microorganisme ce nu pot fi cultivate,
forme persistente.

Este posibild identificarea agentului patogen
nu numai in perioada de stare sau cronica, dar
si In penoada de incubare a bolii ,,fereastra
imunologicd”, perioada dintre momentul in-
fectarii si aparitia anticorpilor sau antigenelor
specifice (depistarea ADN-ului,

ARN-ului dupd o saptamana sau doua de la
momentul infectarii).



Continuare
Metoda Este metoda directa de identificare a agentu-
lui patogen, bazata pe modalitatea univer-
sala de pastrare si transmitere a informatiei
genetice la materia vie.

Pentru cele mai sensibile metode microbiologice de diagnos-
tic este necesara izolarea culturii pure si identificarea lor dupa par-
ticularitatile fenotipice, numéarul de celule trebuie s& constituie
103-105. Examenul PCR poate fi efectuat atat cu culturd pura, cét
si cu prelevatele clinice (lichid biologic, lavaje faringiene, mucoa-
sa nazald, apa, solul etc.), determinand cativa germeni concomi-
tent.

in afarda de metoda PCR expusa, bazata pe decelarea fragmen-
tului specific de ADN, este propusa metoda PCR cu utilizarea
amorselor nespecifice, aleatorii, ce contin 6-15 nucleotide care se
cupleaza cu fragmente de ADN nedeterminate din timp, dar repar-
tizate pe ADN Tntamplator. Cu toate acestea, are loc amplificarea
unor fragmente, locul cdrora nu este cunoscut, Tnsa setul de frag-
mente amplificate obtinut este unical pentru microorganismul n
cauza. Astfel de procedura se utilizeaza, de exemplu, la determina-
rea pozitiei taxonomice a speciilor inrudite, la deosebirile dintre
tulpinile izolate ale unei specii de microorganisme si alte cazuri
asemanatoare. In utilizarea amorselor aleatorii, lungimea carora
poate fi mai scurta decat a celor specifice si la care lipsesc criterii-
le de specificitate apare problema izolarii prealabile a culturii pure
de microorganisme comparabile, deoarece prezenta diferitor ge-
noame fin concentratii comparabile conduce la nedeterminarea
rezultatelor obtinute la compararea genoamelor inrudite. Prezenta
ADN plasmidic sau fagic extracromozomial la fel va complica
interpretarea rezultatelor.

Pentru amplificarea simultand a doud sau mai multe secvente
ADN-tintd, pe larg se utilizeaza multiplex PCR. Este un proces de
coamplificare a catorva matrite ADN fintr-un mediu de reactie cu
utilizarea diverselor perechi specifice de amorse, ce permit deter-



minarea concomitentd a prezentei factorilor de virulenta si de
rezistenta la preparatele antibacteriene si antivirale.

Una dintre cele mai raspandite variante ale PCR este PCR in
cuib (nested PCR), care se efectueaza cu utilizarea a doua seturi de
amorse pentru amplificare, unul directionat cétre produsul de
amplificare al celuilalt set si doua runde de amplificare. Acest
procedeu are drept scop cresterea sensibilitdatii PCR prin reamplifi-
carea directd a produsului primei reactii. Tn prezent sunt folosite
doua tipuri dc PCR tn cuib: cu doua tuburi si cu un tub. Tn prima
variantd, primul set de amorse este introdus in amestecul PCR si
amplificata 15-30 cicluri. Apoi tubul este deschis si produsul
transferat Tn al doilea tub, care contine celdlalt set de amorse, com-
plementar produsului primei reactii si care se leaga de capatul
intern 3' al setului 1. A doua runda de amplificare comporta 25-30
cicluri. Tn varianta a doua, amestecul de reactie contine ambele
seturi de amorse. Seturile de amorse sunt proiectate astfel Tncét
setul i hibrideaza la o temperaturd semnificativ mai scazuta com-
parativ cu setul 2. PCR este initial pornita la temperatura optima a
setului 1, din care rezultd un amestec de produsi obtinut din pri-
mul si al 2-lea set de amorse. O modificare a temperaturii optime
superioare pentru setul 2 favorizeazd amplificarea produsului
intern (incubat) al setului 2 de amorse. Avantajele PCR Tn cuib
deriva din marea putere de amplificare a acestei metode. Desi
avantajele sunt evidente, PCR n cuib are si unele dezavantaje.
Cea mai serioasa problema este de ordin tehnic si se asociaza sis-
temului cu doua tuburi. Deoarece acest procedeu implica deschi-
derea primului tub si transferul in al doilea, apare riscul contami-
narii mediului cu aerosoli. Alta laturda care complica reactia este
faptul ca produsul primei runde de amplificare nu poate fi inacti-
vat si este disponibil pentru a doua etapa.

Pentru identificarea ARN se aplicd metoda RT-PCR (engl.
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction, rom. Reactie
de Reverstranscriptie si Polimerizare in Lant). Tn acest caz, datori-
ta activitatii unei enzime suplimentare - reverstranscriptaza (RT)
prima etapa a reactiei este formarea fragmentelor monocatenare de



ADN pe ARN-matrita, care apoi servesc drept matrita pentru am-
plificare cu ajutorul enzimei Tag-polimeraza. De reguld, RT este
izolata din virusurile - Avum Myeloblastosis Virus sau Moloney
Murine Leukemia Virus (M-MuLV RT). M-MuLV RT este o
ADN-polimeraza dependentd de ARN sau ADN. Deci aceasta
enzima poate utiliza molecule de ARD sau ADN pentru a initia
sinteza de ADN. Totodata, ea poseda activitate ribonucleazica H
orientatd spre ARN-ul din moleculele hibride ARN-ADN. Pentru
a realiza practic anumite reactii de reverstranscriptie, se pot utiliza
diverse protocoale de operare (de exemplu, anexa 2).

La efectuarea reactiei RT-PCR se cere ca in mediu! de reactie
sa fie prezente amorse, dar si amestecul dezoxinucleozidtrifosfatic
(ANTP). Dupa efectuarea reactiei RT-PCR, moleculele obtinute de
ADN pot servi drept tinta pentru efectuarea PCR, unde in calitate
de ADN polimeraza se utilizeaza o enzima termostabilda extrasa
din bacteriile Thermus aquaticus (microorganism termofil). Pentru
a realiza practic anumite reactii PCR, se pot utiliza diverse proto-
coale de operare (de exemplu, anexa 3).

4. AVANTAJELE METODEI REAL TIME PCR

Metoda de determinare cantitativd a produselor PCR nemijlo-
cit Tn timpul amplificarii (engl. Real Time) devine una dintre cele
mai populare metode atat in diagnosticul clinic, cat si in cercetari-
le stiintifice. Omiterea in acest caz a etapei detectiei prin electro-
forezd, permite excluderea totala a contaminarii cu produsele de
reactie. Aceasta face posibila amplasarea laboratorului PCR intr-o
singurd incapere, practic pe o masa. Pe langa acestea, metoda mai
detine un sir de avantaje, cum ar fi posibilitatea determinarii canti-
tative a materialului initial, detectarea paraleld a mai multor infec-
tii Intr-o singura mostra.

Succesele tehnologiilor fluorometrice, la fel elaborarea utila-
jului, ce permite determinarea concentratiei ampliconilor nemijlo-
cit in timpul reactiei, au condus la elaborarea metodei Real Time



PCR. Implementarea acestei metode in practica de laborator a per-
mis de a se renunta total la etapa de Tnregistrare:
S de a inldtura posibilitatea contaminarii cu produsele de
reactie;
S de a micsora cerintele fatd de organizarea procesului de
laborator, de a efectua metoda PCR intr-o Tncapere;
J de a micsora cheltuielile si timpul analizei.

Metoda se bazeaza pe masurarea semnalului fluorescent n
fiece ciclu de amplificare. Intensitatea semnalului este proportio-
nala cu concentratia produsului final al PCR. O particularitate im-
portantd a metodei este sincronizarea Tnregistrarii si amplificarii.
Aceasta ofera posibilitatea determinarii cinetice a procesului, care
depinde de cantitatea initiala a materialului examinat.
comitente a cdtorva parametri, metoda ofera examinatorului posi-
bilitdti noi in diagnosticul genetic.

5. UTILIZAREA PCR TN DIAGNOSTICUL INFECTIILOR
SEXUAL TRANSMISIBILE

Actualmente se cunosc peste 20 de infectii sexual transmisibile.

Traditionale sau clasice sunt: sifilisul, gonoreea, sancrul
moale, limfogranulomatoza venerica (limfogranuloma inghinala, a
4-a maladie venericd), granuloma venericd (donovanoza, granulo-
ma inghinald, a 5-a maladie venerica).

Conform clasificatiei OMS, ntr-o grupa aparte sunt incluse
maladiile ce se transmit preponderent pe cale sexuala si afecteaza
organele genitale: hlamidioza, trihomoniaza, vulvovaginitele can-
didozice si balanopostitele, micoplasmoza, herpesul genital.

Clasificarea germenilor infectiilor sexual transmisibile.

A Bacterii: Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis.
Treponema pallidum. Haemophilus ducreyei. Mycoplasma homi-
nis, Ureaplasma urealyticum, Calymmatohaclerioum granuloma-
tis. Shigella species, Gardnerella vaginalis.



B. Virusuri: Herpes simplex virus, Cytomegalovirus hominis,
Hepatitis B virus. Papillomavirus hominis, Molluscovirus hominis.
Human immunodeficiency virus.

C. Protozoare: Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolyti-
ca, Lamblia intestinalis.

D. Levuri: Candida albicans.

E. F.ctoparaziti: Phthirius pubis, Sarcoptes scabiei.

Localizarea agentilor infectiilor sexual transmisibile

Regiunea urogenitala:
Toate infectiile sexual
transmisibile

Regiunea anala:
C.trachomatis, N.gonorrhoeae,
Tpallidum, HSV

Regiunea naso-faringeala:
C.trachomatis, N.gonorrhoeae,
Mollicules, T.pallidum, C.albicans, HSV

Simptome sistcmice:
C.trachomatis, N.gonorrhoeae,
Mollicutes, T.pallidum, C.albicans, HSV,
CMV, HIVetc

Agentul patogen al gonoreei - Neisseria gonorrheae
Diagnosticul gonoreei se baza pe metoda microscopica si bac-
teriologicd. Metoda microscopica este economa, insad sensibilitatea



metodei se micsoreaza pana la 40 70% la examinarea frotiurilor
de la bolnavii cu infectie asimptomatica. Metoda bacteriologica
este Tnalt specifica si sensibild, nsa poseda un sir de dezavantaje.

Actualmente, trusele pentru diagnosticul PCR al gonoreei
depasesc metoda bacteriologica dupa specificitate si sensibilitate.
Nivelul Tnalt al eficacitatii diagnosticului este realizat chiar si la
utilizarea probelor recoltate prin metode neinvazive (de exemplu,
urina).

Importanta metodelor molecular-genetice Tn diagnosticul go-

gene si mutatii ce raspund de antibioticorezistenta.

Agentii etiologici ai micoplasmozelor si urcaplasmozelor -
genurile Mycoplasma si Ureaplasma

Micoplasmele pot provoca infectii respiratorii acute si croni-
ce, pneumonii, artrite, pielonefrite, afectarea organelor reproducti-
ve, in cazul portajului asimptomatic pot fi cauza infertilitatii sau
patologiei Tnnascute la fat.

Diagnosticul bacteriologic si serologic al micoplasmelor si
ureaplasmelor, ludnd Tn considerare cerintele germenilor fata de
mediile nutritive si schimbérile antigenice ale structurilor superfi-
ciale, este dificil, iar utilizarea metodei PCR permite rezolvarea
acestor probleme.

U. urealyticum se deceleaza aproximativ la 50% dintre femei-
le examinate cu maladii inflamatorii ale organelor bazinului mic.
Este demonstrat ca U. urealyticum poate fi cauza horioamnionite-
lor, nasterilor Tnainte de termen, patologiei nou-nascutilor.

Examinadrile comparative au demonstrat, cd metoda PCR este
de 1,5-2 ori mai informativa decat metoda bacteriologica si sero-
logica. Au fost elaborate amorse ce permit determinarea concomi-
tentd (multiplex PCR) a catorva germeni - complexul TORCH -
M. genitalium. U. urealyticum si C. trachomatis, la fel mostrele
M. genitalium, U. urealyticum si M. hominis intr-un singur prele-
vat clinic.



Agentii etiologici ai hlamidiozei - genul Chlamydia

Un timp indelungat, metoda bacteriologica era consideratd
»,standard de aur” Tn diagnosticul hlamidiozei urogenitale. insa
aceasta metoda nu si-a gasit o aplicare largd, deoarece necesita:

S un timp indelungat (de la 3 pana la 7 zile);

S respectarea strictd a regimului de temperaturd la transpor-

tarea si pastrarea prelevatelor;

6 decelarea numai a germenilor viabili.

Actualmente ,standard de aur” poate fi considerata combina-
rea metodelor bacteriologice si molecular-genetice.

Metoda serologica de diagnostic al infectiei cu hlamidii (AIF
si RIF directd) poseda o sensibilitate scdzutd la bolnavii cu infec-
tie asimptomatica, la fel se Tnregistreazd un numar considerabil de
rezultate fals-pozitive din cauza reactiilor Tncrucisate dintre anti-
corpi si lipopolizaharidele altor bacterii gram-negative.

Metoda PCR de diagnostic al hlamidiozelor este de informati-
vitate sporitda. Ea se bazeaza pe decelarea fragmentelor cromozo-
mice caracteristice genomului hlamidiilor - 16S ARN ribosomal3,
0 proteind a membranei externe specificd de gen (MOMP) si frag-
mentele plasmidei criptice.

6. REGULI DE RECOLTARE JTMATERIALULUI BIOLOGIC
PENTRU INVESTIGATIILE PCR IN INFECTIILE
UROGENITALE

Materialul biologic

In infectiile urogenitale, drept material biologic pentru inves-
tigatiile PCR se utilizeaza:

e sange;

» raclaj din uretrg;

« raclaj din canalul cervical;

e secretul prostatic;

» sedimentul urinar.

La noi-nascuti Tn calitate de material biologic se utilizeaza
material de pe conjunctiva si faringe, la fetite raclaj de pe vulva,
ta bdietei - urina.



Pregatirea pacientului

Pacientul nu trebuie sa primeasca preparate chimice (antibio-
tice) zece zile Tnainte de recoltarea materialului biologic, sa nu
efectueze proceduri medicale, cum ar fi: instilatii, spdlaturi vagi-
nale.

Majoritatea agentilor patogeni in infectiile urogenitale sunt
microorganisme mtracelulare si se multiplica numai Tn celulele
epiteliului cilindric al uretrei sau al canalului cervical. Pentru a
obtine rezultate veridice este necesar ca materialul examinat sa
contind maximum de epiteliu si minimum de mucozitati si snge.
Prezenta cantitatilor mari de mucozitati si sdnge n prelevate poate
conduce la obtinerea rezultatelor fals-po/.itive sau fals-negative.

Recoltarea materialului biologic

Criteriile obligatorii atat pentru recoltarea materialului biolo-
gic (de orice fel) pentru analizarea prin PCR, cét si pentru procesa-
rea ulterioard a acestuia sunt:

1) utilizarea instrumentarului de unica folosinta sau steril;

2) marcarea sau etichetarea corespunzadtoare a continutului
eprubetclor.

Recoltarea séngelui:

Recoltarea sangelui pentru PCR se efectueaza Tn eprubete: de
plastic, de uz. unic, ce contin solutie de EDTA.

Materialul biologic din uretra:

- Tnainte de recoltarea materialului biologic pacientul trebuie
sa nu urineze 1,5- 2 ore;

Tnainte de recoltarea materialului biologic se prelucreaza
orificiul uretrei cu un tampon de vata inmuiat in solutie fiziologica
sterild;

la prezenta elimindrilor purulente se recomanda de recoltat
raclajul peste 15-20 minute dupa urinare, Tn lipsa eliminarilor este
necesar de efectuat masajul uretrei cu sonda de recoltare a mate-
rialului biologic;

la femei sonda se introduce in uretra la 1,0-1,5 cm, la bar-
bati la 3-4 cm si apoi se fac cateva miscari rotative ale sondei.



La copii materialul biologic se ia numai de pe orificiul extern al
uretrei;

- dupd recoltarea materialului sonda se introduce in eprubeta
cu mediu pentru transportare. Dupa introducerea sondei Tn mediul
de transport sonda se roteste de cateva ori, apoi se Tnldaturda din
eprubeta;

- eprubeta se Tnchide etans si se marcheaza.

Materialul biologic din canalul cervical:

- Tnainte de recoltare trebuie de inlaturat mucozitatea si de
prelucrat colul uterin cu un tampon de vatda Tnmuiat in solutie
fiziologicé steril3;

- sonda se introduce n canalui cervical la0,5- 1,5 cm;

in caz de prezentd a eroziilor canalului cervical, ele trebuie
prelucrate cu solutie fiziologica sterild, iar materialul e necesar sa
fie recoltat la hotarul dintre tesutul sanatos si cel cu patologie;

- la Tnlaturarea sondei trebuie evitata atingerea ei de peretii
vaginului;

- dupa recoltarea materialului sonda se introduce in eprubeta
cu mediu de transport; ulterior se roteste de cateva ori, apoi se
Tnldtura din eprubeta;

- eprubeta se inchide etans si se marcheaza.

Secretul prostatei:

~ Tnainte de recoltarea materialului biologic se prelucreaza
orificiul uretrei cu un tampon de vata inmuiat in solutie fiziologica
sterila;

- secretul prostatei se recolteaza dupa masajul prealabil al
prostatei;

- secretul prostatei se recolteaza in eprubetd cu mediu de
transport;

- eprubeta se inchide etans si se marcheaza.

Urina:

- se recolteaza dimineata, in vas steril si chimic curat, pe ne-
mancate, dupa somn sau nu mai devreme de 2 3 ore dupa prima
urinare;



- urina de dimineata se lasa timp de o ord, apoi se inlatura
atent partea de deasupra ldasand numai aproximativ 10 ml de la
fundul vasului, acest sediment se centrifugheaza;

- dupa centrifugare se Tnlatura urina de deasupra, iar sedi-
mentul se transferd in eprubetd pentru PCR;

- eprubeta se inchide etans si sc marcheaza.

Materialul biologic de pe peretele posterior alfaringelui (la
copii):

- sonda de unica folosinta se introduce dupa palatul moale in
nazofaringe, se sterge de cateva ori peretele posterior al faringelui;

- dupa recoltarea materialului sonda se introduce in eprubeta
cu mediu de transport; ulterior se roteste de cateva ori, apoi se Tn-
latura din eprubeta;

- eprubeta se Inchide etans si se marcheaza.

Materialul biologic de pe conjunctiva (la copii):

- la prezenta elimindrilor abundente acestea se inlatura cu un
tampon de vata steril Tnmuiat Tn solutie fiziologica;

- materialul biologic se recolteaza cu sonda sterila de pe par-
tea interna a pleoapei de jos;

sonda se misca din coltul extern al ochiului spre coltul in-
tern;

- In timpul recoltdrii trebuie de mentinut pleoapa ca genele
sa nu se atinga de sonda;

- dupa recoltarea materialului sonda se introduce in eprubeta
cu mediu de transport; ulterior se roteste de cateva ori, apoi se in-
latura din eprubets;

- eprubeta se inchide etans si se marcheaza.

Pastrarea probelor

» Probele se pastreazd la temperatura dintre 4 si 8°C timp de 24 h.

e Latemperatura 18°C, -20°C timp de 30 zile.

e Latemperatura-70°C un timp Tndelungat (ani de zile).

» Probele destinate investigatiilor cantitative pot fi pastrate
(la 4 panad la 8°C) timp de sase orc de la colectarea materialului
biologic.



* Nu se permite congelarea repetata a materialului biologic.

Transportarea probelor

» Transportarea materialului biologic se efectueaza in contai-
nere cu elemente de rdcire sau in termos cu gheata.

» Containerele trebuie sd fie Tnchise etans, impermeabile
pentru lichide.

« Containerele trebuie etichetate corespunzator continutului.

» Containerele trebuie sa fie produse din material rezistent la
dezinfectanti, sa fie autoclavabile.

e Trebuie sa fie decontaminate dupa fiecare utilizare.
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8. ANEXE
ANEXA |. REACTIA DE POLIMERIZARE IN LANT-TESTE

Testele de mai jos sunt complement simplu - CS (se da una din
variantele de raspuns)

1. CS. PCR este metoda:
A. de identificare a anticorpilor specifici;
B. de identificare a antigenelor specifice;
C. de cultivare a microorganismelor pc medii speciale de
cultivare;
1). de identificare a ADN/ARN-ului microorganismelor;
E. de identificare a microorganismelor in frotiuri colorate.

2. CS. Prin metoda PCR se determinda marcherii hepatici
specifici pentru hepatitele virale
A. da;
B. nu.

3. CS. Principiul PCR este bazat pe:
A. legarea antigenelor din proba cu anticorpii fixati pe faza
solida;
B. sinteza fragmentelor de ADN cu ajutorul fermentului
ADN- polimeraza;



C.

D.
E.

Cs.

formarea precipitatului vizibil Tn gel, la locul de legare a
antigenelor din proba cu anticorpi;

separarea proteinelor virale Tn gel, prin electroforeza;
hemaglutinare.

Recoltarea sangelui pentru PCR se efectueaza in epru-

bete:

moow>p
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Cs.

de sticla, ce pot ti utilizate repetat;
de plastic, de uz unic, cu heparina;
de plastic, de uz unic, cu solutie de EDTA;

. de plastic, cu capac, ce contin granule de plastic;

de plastic, cu capac, ce contin gel.

. Genotiparea este:
. metoda de identificare a antigenelor virale;
. metoda de identificare a genotipului microorganismelor;

metoda de cultivare a virusilor pe medii de cultivare;

. metoda de determinare a cantitatii microorganismului in

sange;
metoda de identificare a anticorpilor cu ajutorul eritrocite-
lor marcate cu antigene specifice.

Reguli generale de recoltare si prelucrare a sangelui

pentru investigatiile PCR sunt:

A
B.
C.
D.

E.

CsS.

se recolteaza cu instrumentar steni;

eprubetele pot sa nu fie etichetate;

la transferarea materialului biologic se folosesc varfuri de
uz multiplu;

la transferarea materialului biologic se folosesc tuburi de
sticla de uz multiplu;

sangele se recolteaza in eprubete cu heparina.

Identificarea ADN/ARN-ului microorganismelor se

efectueaza prin metoda:

A
B.
C.

ELISA;
RIA;
Testul Western-Blot;



D.

E.

Reactia de polimerizare in lant (PCR);
Metoda hibridizarii ,,in situ".

8. CS. Etapele PCR sunt:

moows

. izolarea ADN/ARN;

amplificarea ADN;

detectia ADN;

colorarea frotiurilor cu ARN;
fixarea frotiurilor cu ADN.

9. CS. Modificarile PCR sunt:

A. PCR cantitativ in regim Real Time;
B. Gcnotiparea,;
C. ELISA;
D RIA;
E. Testul hemaglutinarii.
10. CS . Necesitatea testarilor PCR Tn diagnosticul hepatitelor
virale:
A. solutionarea rezultatelor suspecte la testarile serologice;
B. diagnosticul diferential al hepatitelor virale;
C. monitorizarea tratamentului antiviral;
D. izolarea antigenelor si anticorpilor specifici virusurilor he-

m

patitelor virale;
purificarea plasmei bolnavului de antigenele virale.



ANEXA 2 PROTOCOL PENTRU SINTEZA ADNC (OBTINEREA
PRIMEI CATENE-MATRICE CU AJUTORUL
REVERSTRANSCRIPTAZEI M-MULV¥)

Acest protocol este destinat obtinerii Tn doua etape a ADNc prin

RT-PCR
1 Componentele indicate in continuare se adauga intr-un tul
Eppendorfsi se amesteca usor:
ARN extras -ARN total 100 ng-5 Mg
sau -ARN continand poly(A) 10-500 ng;
sau -ARN specific 0,01 pg 0,5ng
Praimer -oligo(dT)is 0,5 (ag (100 pmol);

sau -hexamer aleator (engl, -ran- 0,2 jag (100 pmol);
dom hexamer)

sau -praimer specific unei gene  15-20 pmol

Apa tratatd cu DEPC pana la 12,5 pl

2. Optional. Daca ARN-ul este bogat Tn secvente GC sau
contine staictun secundare, amestecul de reactie se amesteca usor,
se centrifugeaza putin si se incubeaza la 65 °C, 5 min, dupa care se
raceste pe gheatd, se centrifugheaza putin si se plaseaza din nou pe
gheata.

3. La amestecul obtinut se adauga componentele indicate mai
jos in ordinea data:

5x Solutie tampon pentru reverstran- 4 M.

scriptaza

RiboLock™ -Inhibitor ai RN-azelor 0,5 ul (20 u)

dNTP Mix, 10 mM fiecare 2 jal (concentratia finald
1 mM)

Reverstranscriptaza M-MuLV 2 ul (40 u)

Volumul total 20 fii

Componentele date se amesteca lenl si se centii fugheaza putin,

4, In cazul utilizarii praimerilor oligo(dT)is sau specifici uno
gene, amestecul de reactie se incubeaza la 374?, 60 min. Daca in
calitate de praimeri se introduc hexameri aleatori, amestecul de



reactie se incubeaza la 25 °C, 10 min si apoi la 37 °C, 60 min. Pen-
tru a realiza transcriptia moleculelor de ARN bogate in secvente
GC, temperatura poate fi ridicata pana la 45 °C.

5. in scopul realizarii finalizarii reactiei, mixtura se incubeaza
la 70 °C, 10 min. Nu este indicat sa inactivam termic enzima ina-
inte de analizarea moleculelor de ADNc de dimensiuni mari n ve-
derea evitarii clivarii acestora.

6. Dupa finali/area reactiei de reverstranscriptie, produsul ei
poate fi utilizat imediat in PCR (2 pl pentru o reactie de amplifi-
care cu volumul de 50 (il) sau pastrat la -20 °C.

*I\'otd: Tn calitate de reagenti ce includ reverstranscriptaza M-MuLV se
pot utiliza diverse seturi comercializate, echivalent "Fermentas" U EP 0351
care are capacitatea de a sintetiza molecule ADNc de circa 9 kb.

ANEXA 3. PROTOCOL PENTRU PCR CU AJUTORUL ENZIMEI
TAQ-POLIMERAZA

Pentru a realiza un numar mare de reactii este indicat a se pre-
para solutie master mix ce contine: apa, solutie tampon, dezoxinu-
cleozidtrifosfati - dNTP, praimeri si Tag-polimeraza - toate intr-
un tub continutul caruia, ulterior, poate fi alicvotat (distribuit) in
alte tuburi 1ti volume mai mici. Solutia cu MgCb si solutia cu
ADN de amplificat se adauga ulterior. Aceastd metodd permite
minimizarea erorilor de pipetare si reduce timpul necesar operatiu-
nilor de transfer al reagentilor.

Constituirea amestecului de reactie**:

1. Componentele necesare pentru PCR sunt decongelate, du-
pa care se agita usor si se centrifugheaza putin.

2. intr-un tub Eppendorf cu pereti subtiri care este plasat pe
gheata se adauga reagentii pentru PCR 1n ordinea redatd mai jos:

Reagenti Concentratia  Cantitatea de reagent in
finala 50 Ll amestec de reactie
Apa deionizata sterila variabila
I0xsolutie tampon pentru Ix 5pl

Taqg-polimeraza



Continuare

2 mM dNTP Mix 0,2 mM fiecare 51a

Praimer | 0,1-1 uM variabila
Praimer 11 0.1-1 [iM variabila
Tag-polimeraza 1,25 u/ 50 il variabila
25 mM MgChb 1-4 mM variabila*
ADN de analizat 10pg 1pg variabild

* Nota: Pentru gasirea volumului solutiei de 25 mmM MgCI, in vederea asi-
gurarii unei anumite concentratii finale a acesteia poate fi utilizat tabelul pre-
zentat mai jos:

** Nota: Pentni unele reactii poate fi direct utilizat amestecul PCR Master
Mix comercializat echivalentFermentas ” # K 0171. Tnainte de reactie, la acest
amestec (Master Mix) se adauga praimerii si ADN-ul de analizat.

Concentratia finalaa MgCb 10 125 15 175 2,0 25 30 40
Tn amestecul de reactie, mM

Volumul solutiei 25 mM 2 25 3 35 '4 5 6 8
MgCI2 1l

3. Amestecul de reagenti se vortexeaza usor Si apoi se centri-
fugheaza putin pentru a colecta picaturile de pe peretii tubului.

4. Optional (daca termociclorul nu este dotat cu capac terrno-
activ). Continutul tubului se acopera cu ulei mineral (jumatate din
volumul amestecului de reactie).

5. Tubul (tuburile) cu amestecul total de reactie se introduce
in termociclor si se include un program de amplificare ajustat in
prealabil (in corespundere cu secventele praimerilor utilizati si cu
varianta polimerazei).

6. Dupa finalizarea reactiei de amplificare prin PCR conven-
tional, produsul ei poate fi utilizat imediat pentru separarea prin
elecroforeza si vizualizarii/fotografierii (sau pentru restrictie enzi-
matica sau secventiere) sau poate fi supus pastrarii la - 20-70 °C.



