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MOTIVATIA STIINTIFICA SI PROFESIONALA A
STUDIULUI DOCTORAL

Anomaliile cromozomiale sunt un eveniment relativ frecvent observat la specia umana.
Estimarile epidemiologice arata ca 35-40% dintre avorturile spontane, 10% dintre nou-nascutii
morti si 1% dintre nou-niscutii vii sunt cauzate de anomalii cromozomiale neechilibrate. Tn
Romania s-a estimat ca se nasc anual 2500-3000 copii cu handicap grav din care 1000-1200 sunt
cu malformatii cardiovasculare grave cu impact social si familial major, in timp ce anomaliile

fetale cauzeaza 20-30% din mortalitatea infantila, ocupand locul 2 dupa prematuritate

Nu existd incd un studiu complex adaptat realitatii socio-economice si populatiei din
Romania centrat pe diagnosticul prenatal si procedurile invazive utilizate.

In cercetarea de fatd am dorit sa fac o analiza statistica a loturilor de paciente investigate
in cadrul Spitalului Clinic de Obstetrica si Ginecologie “Prof. Dr. Panait Sarbu” in perioada
2012-2015 pentru a stabili incidenta complicatiilor dupd procedurile invazive de diagnostic
prenatal si a principalelor anomalii cromozomiale intalnite in sarcina.

In urma realizarii acestui studiu a fost posibila identificarea pacientelor cu risc genetic,
stabilirea tipului de procedurd diagnostica functie de varsta sarcinii, a complicatiilor post-
procedurale si a tipurilor de aneupolidii fetale intalnite, urmate de precizarea conduitei
terapeutice.

Lucrarea de fatd prezinta interes pentru practica medicald find primul studiu efectuat in
Romania 1n acest sens si aduce date noi referitor la utilitatea procedurilor de diagnostic prenatal
in populatia investigata. Partea speciala este directionata spre furnizarea de informatii noi pentru

imbunatatirea programului national de sdnatate ”Strategia Nationala de Sanatate 2014 — 2020™:



SCOPUL STUDIULUI SI OBIECTIVELE STIINTIFICE
ALE TEZEI DE DOCTORAT

Actualitatea domeniului anomaliilor fetale pentru sanatatea publica si cercetare stiintifica
medicala este reflectatd in activitatea de cercetare stiintifica ce se desfasoara in ritm alert pe plan

mondial in structuri organizate ale caror rezultate sunt valorificate in lucrari publicate periodic.

Scopul studiului a fost cresterea calitatii serviciilor medicale oferite femeii gravide prin

Tmbunatatirea metodelor de diagnostic prenatal a anomaliilor cromozomiale.

Obiectivul stiintific general urmareste imbunatatirea predictiei si preventiei in populatia
Romaniei a anomaliilor fetale prin demonstrarea influentei diagnosticului prenatal in reducerea
anomaliilor congenitale si imbunatatirea performantei actuale a screening-ului precoce pentru

anomalii fetale

Obiectivele stiintifice specifice pe care le-am urmarit sunt:

1. Identificarea prin screening biochimic si ecografic a sarcinilor cu risc malformativ si a
semnelor precoce care indica diagnosticul citogenetic prenatal;

2. Preventia anomaliilor fetale prin diagnostic genetic prenatal (Biopsie de trofoblast si
Amniocenteza);

3. Evidentierea contributiei diagnosticului prenatal in reducerea frecventei anomaliilor

congenitale majore;

Imbunitatirea performantei screening-ului de trimestrul I in detectia anomaliilor fetale;

Compararea rezultatelor studiului cu datele disponibile in literature de specialitate;

Respectarea principiilor fundamentale ale eticii cercetarii medicale;

S

Valorificarea rezultatelor cercetarii in lucrari stiintifice publicate si comunicate.



1 INTRODUCERE

Descoperirea tehnicilor de analiza cromozomiald a dus la identificarea defectelor la nivel
cromozomial in cazul multor boli. Astfel au fost stabilite cauzele sindroamelor Down, Klinefelter
sau Turner, au fost recunoscute multiple trisomii autosomale si au fost decelate sindroamele
plurimalformative asociate cu defecte cromozomiale in total fiind identificate aproximativ 1000

de sindroame cromozomiale.

Anomaliile cromozomiale sunt responsabile pentru un numar considerabil de avorturi
spontane, malformatii congenitale, si retard mental. De asemenea, contribuie la aparitia unei
proportii semnificative de malignitéti, atat la copil cat si la varsta adulta, ca o consecintd a
malformatiilor somatice dobandite. Desi multe dintre aceste sindroame cromozomiale sunt rare,

ele reprezinta o sursa de morbiditate si mortalitate.

In prezent se foloseste diagnosticul prenatal, care poate detecta anomalii prezente in viata
intrauterind. Astfel diagnosticul prenatal este o optiune aleasa de multe cupluri cu risc ridicat de
a avea un copil cu boala ereditara severa, desi nu este usor pentru un cuplu de a se hotari la o

eventuala intrerupere de sarcina.

2 DIAGNOSTICUL GENETIC PRENATAL

Medicina moderna presupune aplicarea urmadtoarelor principii in practica medicala:
predictie, preventie, personalizare si participare. Predictia (anticiparea) are la bazd cunoasterea
profilului genetic si a factorilor de risc ai pacientului, informatii care, prelucrate cu ajutorul unor
modele matematice pot preciza bolile la care este predispus pacientul oferind medicului

posibilitatea de a aplica masuri de preventie.



2.1 DEFINITIE

Diagnosticul prenatal (DPN) este un act medical complex, inalt informativ, care permite
depistarea a numeroase anomalii congenitale si boli genetice in cursul vietii fetale. Acest serviciu
medical este realizat corect numai printr-o stransa colaborare multidisciplinara, in care medicul

genetician are un rol esential in evaluare, diagnostic si sfat genetic. (Covic, Stefanescu, &

Sandovici, 2011).

2.2 ISTORIC

Amniocenteza a Inceput sa fie utilizata pe scara larga abia din 1970 cand Nadler si Gerbie
au publicat in New England Journal of Medicine articolul intitulat ”Rolul amniocentezei in
diagnosticul intrauterin al defectelor genetice” care prezenta avantajele tehnicii in diagnosticarea

bolilor legate de cromozomul X, a anomaliilor cromozomiale si a defectelor de tub neural.

Tehnica actuald de punctie ghidata ecografic a fost introdusa de Jens in 1972 si s-a bazat
pe studiile efectuate de Vidoson, Hoffman si Hollander in 1967 cu privire la avantajele

imagisticii interventionale.

2.3 TEHNICI CURENTE DE DIAGNOSTIC PRENATAL INVAZIV / NON-
INVAZIV

Ecografia fetala (2D/3D/4D) ramane cea mai uzitatd metoda de screening a

.....

comparativ cu RMN-ul sau radiografia fetala.

Fetografia - candva de utilitate in diagnosticarea deficitului de crestere intrauterind prin
masurarea femurului, tibiei si a humerusului in trimestrul 3 de sarcina (saptamanile 37-40),

radiografia fetald, sau fetografia, a fost inlocuitd cu ecografia fetala datoritd complicatiilor



rezultate in urma expunerii la radiatii precum decesul intrauterin, teratogenicitate si riscul crescut

de malignitate in copilarie (1:1700 cazuri cu doza 10mGy) (Covic et al., 2011).

Fetoscopia presupune vizualizarea fatului cu ajutorul unui dispozitiv flexibil cu fibra
opticd (fetoscop), introdus transabdominal, in vederea identificdrii unor posibile defecte

congenitale si prelevarii de tesut fetal (piele si muschi) pentru diagnostic genetic.

Diagnosticul genetic preimplantatoriu (PGD) a fost introdus de Handyside Tn 1990 ca
o alternativd la diagnosticul genetic prin tehnici invazive si presupune testarea geneticd a

embrionilor, dupd conceptia prin fertilizare in vitro.

Biopsia de vilozitati coriale (CVS - chorionic villus sampling) se efectueaza in

intervalul 10 - 12 saptamani de gestatie pe cale transvaginala sau transabdominala.

Amniocenteza este procedura de recoltare a lichidul amniotic si se efectueaza in

trimestrul 11 de sarcina, incepand cu saptamana 15 de sarcina.

Cordocenteza este procedura de recoltare a sangelui fetal dupa 20 de saptamani de
sarcina. (Weiner C.P., 2006).

2.4 INDICATIILE DIAGNOSTICULUI PRENATAL

Conform protocoalelor de diagnostic prenatal o pacienta trebuie sa prezinte risc de
malformatii sau anomalii fetale care sa depdseasca riscul de avort postprocedural inainte de a

efectua amniocenteza sau biopsie de vilozitati coriale.

2.5 AVANTAJELE/DEZAVANTAJELE DIAGNOSTICULUI PRENATAL
INVAZIV / NON-INVAZIV

In proportie de peste 90% din cazurile testate pentru risc genetic, rezultatele exclud

existenta unui sindrom genetic astfel principalul avantaj al diagnosticului genetic prenatal pentru
7



cuplu este unul psihologic si anume siguranta ca viitorul lor copil este sanatos (Covic et al.,
2011).

3 DIAGNOSTICUL GENETIC PRENATAL AL
ANOMALIILOR CROMOZOMIALE

Anomaliile citogenetice au oferit primele indicatii privind rolul potential al cromozomilor
in producerea avorturilor spontane si a malformatiilor congenitale. In vederea
detectarii/identificarii anomaliilor cromozomiale se impune cunoasterea structurii si functiilor
normale a cromozomilor umani, ceea ce permite un studiu comparativ.

Cromozomul este o structura filamentoasa, condensata, formata din ADN Tinfasurat
in jurul miezului histonic si asociat cu proteine non-histonice (cromatina nucleara
condensata) vizibila microscopic n nucleu, Tn cursul diviziunii celulare. Altfel spus,
cromozomul este expresia unei ordini de organizare elevate a cromatinei nucleare in

timpul diviziunii celulare, mitoza sau meioza.

4 ANOMALII CROMOZOMIALE

4.1 INCIDENTA ANOMALIILOR CROMOZOMIALE

La minim 10% dintre spermatozoizi $i la minim 25% dintre ovocitele mature sunt
prezente anomalii cromozomiale. 15-20% dintre sarcinile recunoscute se soldeaza cu avorturi
spontane (Steer, Campbell, Davies, Mason, & Collins, 1989), iar anomaliile genetice reprezinta

cea mai frecventa cauza.

Anomaliile cromozomiale de numair presupun pierderea sau castigul unuia sau mai

multor cromozomi.



Anomaliile cromozomiale structurale - rearanjarile structurale cromozomiale se produc
prin fragmentari ale cromozomilor, urmate de reasamblari in configuratii diferite, si pot fi

echilibrate sau neechilibrate.

Tn Disomia uniparentalid (DUP) ambii cromozomi ai unei perechi au fost mosteniti de la
un singur parinte. Cauza cea mai frecventa (aprox. 30%) este pierderea unui cromozom de catre

un zigot care initial a prezentat trisomie si care a rezultat in urma unei non-disjunctii meiotice.

(Kotzot, 1999).

Amprentarea genomica - Tn conditii normale actiunea oricdrei gene este independenta
de originea paternd sau maternd insa exista si gene cu expresie diferita in functie de parintele de

la care a fost mostenita, iar acest fenomen se numeste amprentare genomica.

Defectele mitcondriale - mitocondria este o structurda mostenita exclusiv pe linie

materna, prin citoplasma ovulului, si este centrul metabolismului energetic al celulei.

4.2 TEHNICI DE ANALIZA CROMOZOMIALA

4.2.1 TEHNICI DE CITOGENETICA CLASICA (CONVENTIONALA)

Testele de diagnostic prenatal implica analiza materialului biologic fetal obtinut prin

proceduri invazive de recoltare: biopsie de vilozitati coriale, amniocenteza sau cordocenteza.

Cariotipul fetal este dutilizat pentru detectia anomaliile cromozomial numerice si
structurale de tipul deletii, insertii, duplicatii, inversii si translocatii, prin tehnici de bandare.
Mozaicismul este o anomalie comozomiala numerica si descrie un individ care are doua

sau mai multe linii celulare diferite cromozomial originand dintr-un singur zigot.

Himerismul este definit ca prezenta la nivelul unui individ a doud sau mai multe linii
celulare, derivate din zigoti diferiti, ce pot avea ca rezultat prezenta a doua tipuri de grupe

sanguine, organe genitale masculine si feminine, etc (Aaron & Zehner, 2008).
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4.2.2 TEHNICI DE CITOGENETICA MOLECULARA

Hibridizarea in situ cu fluorescenta (FISH) Se bazeaza pe capacitatea unui fragment de
ADN monocatenar de aprox. 40kb de a recunoaste si a se fixa la secventa complementard de

ADN de pe un cromozom aflat 1n metafaza.

Hibridizarea genomica comparativa (CGH) ste o colorare inversa modificatd introdusa
de Kallioniemi (Kallioniemi et al., 1992), folositda in genetica oncologicd, pentru a detecta

regiuni de pierdere alelica si de amplificare genica.

QF-PCR (Quantitative Fluorescence Polymerase Chain Reaction - PCR cantitativ
fluorescent) a fost introdusa in 1993 de catre Mansfield pentru detectia aneuploidiilor
cromozomilor 13, 18, 21, X si Y. QF-PCR este o varianta a tehnicii PCR 1in care sunt utilizati
primeri fluorescenti pentru a se determina cantitativ dozajul alelic al fiecarui marker prin

electroforeza capilara.

Tehnica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) este o metoda
citogenetica moleculara care utilizeaza sonde monocatenare specifice pentru a determina
numarul de copiile ale acestora printr-o singura reactie de polimerizare in lant si utilizand un

singur set de primeri.

Spectrometrie de masa MALDI-TOF (matrix-associated laser desorption / ionization
time-of-flight) permite detectia diferentelor de masa de 0 Singura nucleotida si este utilizata in
testarea probelor de lichid amniotic si vilozitati coriale pentru polimorfism cromozomial, dar s-a

dovedit utila si in detectia prenatala a Sindromului Down (Stan, 2013).

Diagnosticul molecular - reactia de polimerizare in lant permite amplificarea secventelor
ADN sau a genelor, indiferent de dimensiuni, prin mecanisme de replicare, obtinandu-se in vitro

un numar crescut de copii.
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Citometria de flux - datorita marimii si compozitiei diferite, cromozomii fixeaza
cantitati diferite de coloranti fluorescenti, dintre care unii se leagd specific la secvente GC

(bogate in gene), iar altii la secvente AT (relativ sarace 1n gene).

5 TEHNICILE INVAZIVE DE DIAGNOSTIC

Lucrarea de fata isi propune sa faca o comparatie intre procedura de diagnostic prenatal
Biopsie de Vilozitati Coriale (recoltarea de material placentar prin punctie sub ghidaj ecografic)
si procedura considerata a fi standardul de aur al diagnosticului prenatal, Amniocenteza
(recoltarea de lichid amniotic de la nivelul sacului amniotic). Pentru aceasta am facut referire la
date din literatura internationala privind procedurile si testele de diagnostic prenatal si in paralel
am urmarit corelarea lor cu rezultatele obtinute in practica, la ,,Clinica de Obstetrica-Ginecologie

Prof. Dr. Panait Sarbu™ .

5.1 BIOPSIA DE VILOZITATI CORIALE (CVS)

5.1.1 SCOPUL INTERVENTIEI SI MATERIALUL NECESAR

Biopsia de trofoblast, sau vilozitati coriale (CVS), este 0 procedura sigura si eficienta ce
permite stabilirea diagnosticului genetic prenatal inca din primul trimestru de sarcind prin
prelevarea de material biopstic de la nivelul placentei, inainte de efectuarea vreunui test de
screening prenatal, si cariotiparea prin metoda de vizualizare directd in primele 72 ore de la

efecturea procedurii (Covic et al., 2011).
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5.1.2 PRINCIPIUL METODEI

Biopsia de Vilozitati Coriale este o procedura invaziva ce poate fi efectuatd si in
Ambulatoriul de specialitate, insd pentru confortul psihic al pacientei cat si pentru transparenta
actului medical n sine, ideal este efectuarea acestei proceduri in cadrul unei unitati spitalicesti cu

experienta in efectuarea interventiilor de diagnostic prenatal.

5.1.3 TEHNICA DE LUCRU

Preoperator este important controlul ecografic transabdominal pentru aprecierea grosimii
placentare si insertiei acesteia in vederea stabilirii situsului de punctie. Insertia anterioara a
placentei este preferabila reducand riscul de lezare a fatului in timpul manevrei. Sub control
echografic, cu ajutorul unui ac de punctie cu mandren si grosime recomandata de 16-18G
introdus transabdominal, se recolteaza prin aspiratie fragmente de citotrofoblast (vilozitati
coriale) in seringi de 20ml ce contin mediu de transport.

5.14 TEHNICA DE LABORATOR

Materialul recoltat prin punctie contine elemente variate — fibroblasti, celule endoteliale,
macrofage si matrice intercelulara. Fibroblastii de la nivelul vilozidtiilor coriale au capacitate

inalt proliferativa in vitro si sunt ideale pentru stabilirea diagnosticului citogenetic.

515 UTILITATEA METODEI

Biopsia de Vilozitati Coriale se efectueaza in saptamanile 10-12 de sarcind si permite
prelevarea de material bioptic de la nivelul placentei pentru fi folosit in studierea profilului ADN

al fatului cat si pentru efectuarea diferitelor teste biochimice utile in determinarea posibilelor
modificari genice si cromozomiale. .
12



5.2 AMNIOCENTEZA

5.2.1 SCOPUL INTERVENTIEI SI MATERIALUL NECESAR

Aceasta interventie de diagnostic prenatal reprezintd prelevarea de lichid amniotic de la
nivelul sacului amniotic, prin punctie transabdominald, sub ghidaj ecografic continuu intre
saptamanile 14-25 de sarcind (optim intre sdptdmanile 15-17 si precoce incepand cu sdptamana
12), cu ajutorul unui kit de punctie dedicat. Lichidul este ulterior analizat in vederea detectiei

anomaliilor comozomiale si a mutatiilor genice (Covic et al., 2011).

5.2.2 PRINCIPIUL METODEI

Principalele indicatii pentru care este practicata aceasta procedura sunt:

- Varsta materna inaintata (peste 35 de ani);

- Avorturi spontane repetate de etiologie neprecizata,

- Sarcina anterioara cu fat ce a prezentat anomalii cromozomiale;

- Sarcina anterioara cu fat ce a prezentat malformatii congenitale deschise de tub neural
(anencefalie, spina bifida);

- Determinarea Rh-ului fetal la 0 mama Rh negative;

- Identificarea cauzelor de oligohidramnios;

- Sarcina anterioara cu fat ce a prezentat diferite dismetabolii ereditare.

5.23 METODA DE LUCRU

Preoperator este important controlul ecografic transabdominal pentru identificarea sacului
amniotic si masurarea AFI in vederea stabilirii situsului de punctie. Valorile scazute ale AFI

sugestive pentru oligohidramnios reprezinta o contraindicatie relativa.

13



53 CORDOCENTEZA (PUBS)

5.3.1 SCOPUL INTERVENTIEI SI MATERIALUL NECESAR

Aceastd metoda de diagnostic prenatal consta prelevarea de sange fetal de la nivelul
cordonului ombilical, sub ghidaj ecografic continuu, dupad siptdmana 19 de sarcind (perioada

optiaa), cu ajutorul kit-ului de punctie.

5.3.2 PRINCIPIUL METODEI

Principalele indicatii pentru care este practicata aceasta procedura sunt:
- Varsta materna inaintata (peste 35 de ani);

- Avorturi spontane repetate de etiologie neprecizata;

- Sarcina anterioara cu fat ce a prezentat anomalii cromozomiale;

- Sarcina anterioara cu fat ce a prezentat diferite dismetabolii ereditare.

5.3.3 METODA DE LUCRU

Preoperator este important controlul ecografic transabdominal pentru identificarea
cordonului ombilical si studierea fluxului sanguin in modul Doppler in vederea stabilirii situsului
de punctie. Sub control echografic, cu ajutorul unui ac de punctie cu mandren si grosime
recomandata de 21-23G introdus transabdominal paraombilical, se strapunge invelisul sacului
amniotic si se recolteaza de la nivelul cordonului ombilical (vena ombilicala) prin aspiratie sange

fetal in seringi de 20ml ce contin mediu de transport.
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6 PREZENTAREA LOTULUI STUDIAT

Interventiile au fost efectuate in cadrul Spitalului Clinic de Obstretica-Ginecologie ,,Prof.
Dr. Panait Sarbu” in perioada 1 lanuarie 2013 — 31 Decembrie 2015.

Protocolul investigator a presupus efectuarea in prima faza a unei analize genetice rapide
cu scop de detectare a anomaliilor cromozomiale pe cromozomii 13, 18, 21, X si Y. Analiza
ore si detectiei contaminarii probelor cu ADN matern (Langlois & Duncan, 2011; Saadi,
Kushtagi, Gopinath, & Satyamoorthy, 2010). Verificarea rezultatul rapid al QF-PCR s-a facut

prin analiza Cariotipului (Cariograma) obtinut in termen de 10-14 zile de la recoltare.

6.1 CRITERII DE INCLUDERE SI EXCLUDERE

Tn acest studiu descriptive au fost inrolate 358 paciente de cetitenie si nationalitate
Roména cu varste cuprinse intre 18 si 42 ani care au optat pentru o procedura de diagnostic
genetic prenatal in baza riscului genetic crescut prin unul sau mai multi factori. In grupul
Amniocenteza au fost repartizate 323 paciente cu varsta sarcinii de peste 14 saptamani si 0 zile.
Tn grupul Biopsie de Vilozitati Coriale au fost repartizate 36 paciente cu varsta sarcinii cuprinsi

intre 11 sdptamani, 0 zile si 13 sdptamani, 7 zile.

6.2 CRITERII DE ADRESABILITATE

Motivele care au stat la baza prezentdrii acestor paciente cu scopul de a efectua o
interventie de diagnostic prenatal au fost reprezentate de:
- rezultate pozitive ale testelor de screening biochimic;
- la recomandarea medicului genetician sau a medicului currant obstetrician, ca o

consecinta a varstei inaintate >35 ani;
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- existenta in antecedente personale patologice sau heredo-colaterale a unor afectiuni
genetice (cariotip parental modificat, sarcini patologice, rude cu sindroame genetice);

- la recomandarea medicului obstetrician ca o consecintd a unui examen ecografic
patologic (pliu nucal marit, oligohidramnios, despicatura labiopalatind, defect de tub

neural).

6.3 DISTRIBUTIA TERITORIALA A PACIENTELOR

In grupul CVS o singurd pacientd a provenit din mediul rural, in timp ce in grupul

Amniocenteza, din 323 de paciente, 42 paciente (13%) au provenit din mediul rural.

6.4 DISTRIBUTIA PACIENTELOR FUNCTIE DE NIVELUL EDUCATIONAL

Tn grupul CVS doui paciente au avut studii medii din postura de absolvente ale unor scoli
profesionale — o pacientd din mediul urban si o pacientd din mediul rural; in grupul
Amniocenteza, din 323 de paciente, 26 de paciente (8%) au prezentat studii medii, majoritatea

(17 paciente) provenind din mediul rural.

6.5 DISTRIBUTIA PACIENTELOR PE GRUPE DE VARSTE

Limitele de varsta sunt cuprinse intre 25 - 42 de ani Tn cazul procedurii de Biopsie de
Vilozitati Coriale (CVS), si respectiv 25 - 41 de ani in cazul procedurii Amniocenteza. Varsta
medie a sarcinii in grupul Amniocenteza a fost de 32.7 ani (mediana de 32 ani), in timp ce in

grupul
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6.6 NIVELUL DE CUNOSTINTE PREMERGATOR

Nivelul de cunostinte premergator efectuarii procedurii de diagnostic prenatal, pacientele
au fost chestionate cu privire la gradul de informare si sursa acestor informatii. Majoritatea
pacientelor (63%) au primit informatii despre procedura pe care urmau sd o efectueze de la
medicii curanti obstetricieni si anume detalii despre tehnica de lucru, riscurile aferente, utilitatea
acestei proceduri si posibilele rezultate.

Cea mai frecventa indicatie pentru efectuarea Biopsiei de Vilozitati Coriale a fost varsta
avansatd (peste 35ani) in 44% din cazuri. Aceste paciente au optat pentru CVS in detrimentul
unor teste biochimice de screening prenatal precum Testul combinat sau Triplu test.

Cea mai frecventa indicatie pentru efectuarea Amniocentezei a fost testul screening

biochimic pozitiv (Triplu test) in 80% din cazuri.

6.7 DISTRIBUTIA iIN FUNCTIE DE STADIUL GESTATIEI, EXPRIMAT iN
SAPTAMANI, LA CARE GRAVIDELE AU EFECTUAT INTERVENTIILE
DE DIAGNOSTIC PRENATAL

Majoritatea gravidelor care au efectuat Amniocenteza s-au prezentat la varsta gestationald
de 16 sdptamani (varsta medie gestationald de 18.6 saptdmami, mediana varstei gestationale de
18 saptamani) pe un interval cuprins intre 14 — 27 saptamani de sarcina, in timp ce gravidele care
au efectuat Biopsia de Vilozitati Coriale s-au prezentat in marea majoritate la varsta gestationala
de 13 saptamani pe un interval cuprins intre 11-13 saptdmani de sarcina (varsta medie de gestatie

12.19 saptamani, mediana varstei gestationale 12 saptdmani).

6.8 TESTELE GENETICE EFFECTUATE

In 75 cazuri (23%) nu au fost obtinute culturi viabile pentru cariotipare din lichidul

amniotic, efectuandu-se FISH pentru confirmarea rezultatului QF-PCR initial. Culturile au fost
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considerate esuate la 14 zile de la recoltare (7 zile cultura celulara initiala si 7 zile reinsdmantare
pe un nou mediu de culturd) cand nu a fost detectata activitate proliferativa.

In 75 cazuri (23%) nu au fost obtinute culturi viabile pentru cariotipare din lichidul
amniotic, efectuandu-se FISH pentru confirmarea rezultatului QF-PCR initial. Culturile au fost
considerate esuate la 14 zile de la recoltare (7 zile cultura celulara initiald si 7 zile reinsdmantare
pe un nou mediu de culturd) cand nu a fost detectata activitate proliferativa.

Cea mai frecventd analizd geneticd efectuatd in grupul Amniocenteza a fost QF-PCR
realizatd in total la 323 cazuri. La doud paciente analiza QF-PCR a fost repetatd datorita
contamindrii probelor de lichid amniotic cu sange matern si a fost necesard pentru separarea
profilului AND matern de cel fetal.

In grupul cu Biopsie de Vilozititi Coriale au fost constate 2 cazuri de esec al culturilor
celulare, in locul Cariotipului efectudndu-se conform protocolului analiza FISH. Analiza cel mai
frecvent efectuata in grupul Biopsie de Vilozitati Coriale a fost tot QF-PCR pentru cromozomii
13, 18, 21, X si in 36 de cazuri. Analiza Cariotip a fost efectuatd in 34 de cazuri,testul
Chamberlain pentru detectia deletiilor in gena DMD a fost realizata in 2 cazuri, in timp ce testul

pentru gena CFTR a fost realizat in doud cazuri.

7/ REZULTATELE STUDIULUI

Desi Cariotiparea clasica este consideratd de multi specialisti a fi Tn continuare standardul
de aur al diagnosticului prenatal(Mujezinovic & Alfirevic, 2012; RCOG, 2010), atitudinea
colectivului medical a fost de a analiza situatia fiecarei paciente in parte, luand in calcul factori
cum ar fi varsta pacientei, varsta de gestatie, statusul psihic al pacientei si contextul social,
Tnainte de a lua o decizie asupra tipului de investigatie genetica ce urma a fi desfasurata.

Rezultatele testelor au fost impartite in doua categorii: normale si patologice.

In ceea ce priveste rezultatele patologice toate buletinele de analizd citogenetica au

specificat detaliat tipul de anomalie cromozomiala sau genica identificata.
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7.1 RELATIA DINTRE VARSTA MATERNA AVANSATA SI RISCUL
APARITIEI ANOMALIILOR CROMOZOMIALE LA PRODUSUL DE
CONCEPTIE

Varsta maternd de peste 35 de ani a reprezentat indicatia principala de diagnostic prenatal
datorita riscului crescut pentru aneuploidii.

Trisomia 21 este anomalia cromozomiald cu cea mai mare incidenta intalnitd in randul
sarcinilor cu varsta materna avansata, cresterea incidentei la nastere a acestei anomalii facandu-
se direct proportional cu cresterea varstei mamei.

La varsta de 42 ani riscul nasterii unui copil cu Sindrom Down devine de patru ori mai
mare decat riscul de deces fetal prin Amniocenteza si depaseste cu 68% riscul de deces fetal prin

Biopsie de Vilozitati Coriale (Enzensberger et al., 2012)

7.2 REZULTATELE TESTELOR CITOGENETICE DE CONFIRMARE LA
PACIENTELE CU SCREENING BIOCHIMIC POZITIV

Screeningul biochimic al sarcinilor cu risc are rolul de a depista posibilele anomalii
cromozomiale sau alte defecte sau boli congenitale, acesta nefiind insa suficient pentru
diagnosticul, c¢i mai degraba pentru suspicionarea lor, pana la realizarea testelor citogenetice de
confirmare ale anomaliilor cromozomiale.

Din lotul de 323 paciente care au efectuat procedura de Amniocenteza, 261 paciente au
prezentat screening biochimic pozitiv prin Test Combinat, Triplu Test sau Quad Test, motiv
pentru care in continuare li s-au efectuat testele citogenetice QF-PCR - Cariotipare sau QF-PCR -
FISH insotite in anumite cazuri si de analize suplimentare, pentru punerea diagnosticului de
certitudine. In urma desfasurarii investigatiilor, 237 dintre cele 261 cazuri au fost detectate ca

fiind patologice, iar celelalte 24 au fost detectate ca fiind normale.
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7.3 REZULTATELE TESTELOR CITOGENETICE DE CONFIRMARE LA
PACIENTELE CU RECOMANDARE DIN PARTEA UNUI MEDIC
GENETICIAN

Aceste paciente s-au adresat in urma efectuarii unui consult genetic la un medic specialist
genetician.

Motivele prezentarii pacientelor la un astfel de consult au fost reprezentate de existenta
unor antecedente personale patologice sau heredo-colaterale.

Tn lotul de paciente care au efectuat procedura de Biopsie de Vilozititi Coriale, toate 27
paciente au prezentat recomandare in urma efectuarii unui Consult Genetic, motiv pentru care in
continuare li s-au efectuat testele citogenetice QF-PCR - Cariotipare sau QF-PCR - FISH, pentru
stabilirea diagnosticului de certitudine, cat si alte teste in functie de contextul clinic al fiecarei
paciente in parte.

In urma desfaturarii investigatiilor, 12 dintre cele 27 cazuri au fost detectate ca fiind
patologice — reprezentate de 1 caz Translocatie Cromozomiald, 1 caz Sindrom Cri du Chat, 2
cazuri Duplicatie Submicroscopicd Microsatelitard, 1 caz Trisomie 9, 1 caz Monosomie Partiala
Cromozom 2, 1 caz Trisomie 18, 3 cazuri Trisomie 21, 2 cazuri Distrofie Musculara Duchenne,

iar celelalte 15 au fost detectate ca fiind normale.

Din lotul de 323 paciente care au efectuat procedura de Amniocenteza, 25 paciente au
prezentat recomandare in urma efectuarii unui consult genetic, motiv pentru care in continuare
li s-au efectuat testele citogenetice QF-PCR - Cariotipare sau QF-PCR - FISH, pentru punerea
diagnosticului de certitudine, cat si alte teste in functie de contextul clinic al fiecarei paciente in
parte.

In urma desfasurarii investigatiilor, 5 dintre cele 25 cazuri au fost detectate ca fiind
patologice — reprezentate de 1 caz Fibroza Chistica, 1 caz Inversiune Cromozomiald, 1 caz
Duplicatie Cromozomiala, 2 cazuri Trisomie 21, iar celelalte 20 au fost detectate ca fiind

normale.
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8 CAZURI CLINICE

Cazurile prezentate pledeaza pentru necesitatea si utilitatea efectudrii investigatiilor
genetice prenatale, atunci cand este cazul. Obtinerea unui diagnostic genetic prenatal corect si
complet, permite acordarea unui sfat genetic avizat, care sa aiba drept scop final limitarea

aparitiei nou-nascutilor cu handicap genetic.

9 DISCUTII

Prin prezentarea detaliatd a rezultatelor studiului efectuat pe cele doud loturi insumand
358 cazuri pentru procedura de Biopsie de Vilozitati Coriale, respectiv Amniocenteza, lucrarea
de fata a avut ca scop evaluarea eficacitatii celor doud proceduri implicate in diagnosticul
prenatal.

Tn urma efectudrii celor 350 de proceduri, rata de deces fetal in ambele loturi a fost nula,
8 paciente din Lotul de Amniocenteza si 2 paciente din Lotul de Biopsie de Vilozitdti Coriale au
resimtit o senzatie de presiune la locul punctiei in primele 3 ore de la efectuarea procedurii, iar 1
pacienta din Lotul de Amniocenteza a resimtit contractii in primele 3 ore de la procedura.

in ceea ce priveste utilitatea Amniocentezei, aceasta este de necontestat, datoritd ratei de
deces fetal reduse si a acuratetei procedurii in prelevarea materialului necesar detectarii
aneuploidiilor, a anomaliilor structurale si a modificarilor genice.

Pe baza datelor prezentate, prin comparatie cu Amniocenteza, aplicabilitatea clinicd a
Biopsiei de Vilozitati Coriale este limitata de existenta unei placente jos inserate sau inserate la
nivelul peretelui posterior al uterului, ceea ce poate reprezenta un dezavantaj major al procedurii.

Ambele proceduri implicate in diagnostic prenatal — Biopsie de Vilozitati Coriale si
Amniocenteza — sunt proceduri sigure si eficiente de extragere a materialului biologic destinat
detectarii aneuploidiilor cromozomiale si a anomaliilor genice..

Este recomandat ca in primul trimestru de sarcina Consultul Genetic sa fie complementar
Consultului Obstetrical, si chiar sa il preceadad atunci cand avem de a face cu un istoric familial

de boli erediate cum ar fi Hemofilia, Talasemia, Fibroza Chistica sau Distrofiile Musculare.
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Recomandarile catre un Consult Genetic trebuie facute de catre Medicul de Familie sau
Medicul Obstetrician care au acces la informatii legate de istoricul familial, iar o problema
majord, cum ar fi costurile analizelor moleculare de identificare a mutatiilor genice, trebuie

rezolvata prin argumentarea utilitatii acestor analize pentru intreaga familie.

9.1 DIFICULTATI DE INTERPRETARE

Desi, de cele mai multe ori, rezultatul unei investigatii prenatale este clar, pot aparea
situatii cu dificultati in interpretare. Probleme apar si cand investigatia nu este reusitd sau cand se

obtin rezultate neasteptate.
a) Nereusita recoltarii sau a cultivirii:

In aproximativ 1% din procedurile de amniocentezi proba obtinuti nu este
corespunzatoare pentru insamintare, fiind in cantitate redusa sau de calitate scazuta (amestec de
sange sau alte tipuri de tesuturi). Gratie tehnicilor de citogeneticaA moleculard, mai exact
Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-PCR), ADN-ul fetal poate fi
diferentiat de ADN-ul matern si analizat atat din punct de vedere al anomaliilor cromozomiale

cat si al anomaliilor genice(Medical Genetics, 2006).

In cazul biopsiei de vilozidti coriale (CVS) rata de esec cumulati a prelevarilor si
insamantarilor acceptatd international este cuprinsa intre 2.5 si 4.8% (Young, von Dadelszen, &
Alfirevic, 2013) cu o medie la 3% considerata a fi standardul de aur, iar amniocenteza poate fi

folosita ca alternativa cu riscuri reduse de avort spontan (RCOG, 2010).
b) Rezultatul ambiguu al analizei cromozomiale:

In aproximativ 1% din cazuri, biopsia de trofobalst (vilozitati coriale) releva un aparent
mozaicism cromozomial (prezenta a doud sau mai multe linii celulare cu seturi cromozomiale

diferite).

Pentru a stabili substratul mozaicismului obtinut la biopsia de vilozitdti coriale, este

necesara efectuarea amniocentezei dupa saptamana 14-15 de sarcina. Daca rezultatul acesteia va
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fi normal, atunci rezultatul obf{inut anterior prin biopsie de vilozita{i coriale nu este un indicator

fidel al cariotipului fetal( RCOG, 2010).

Stfatul genetic n cazul cuplurilor aflate 1n situatia unui mozaicism este intotdeauna dificil.
Chiar dacd mozaicismul este confirmat, nu se poate prezice fenotipul copilului, pentru cd aprox
60% din mozaicurile cromozomilor sexuali prezintd fenotip in limite normale, decédt prin
recoltarea unei probe de sange fetal pentru cariotipare prin cordocenteza cu riscurile aferente.
Orice optiune ar alege parintii, este important sa se recolteze tesut fetal (sange, tegument,
placentd) in momenul nasterii, respectiv al Intreruperi de sarcind, pentru a se clarifica rezultatele

obtinute initial(Covic et al., 2011)
c) Un rezultat neasteptat al analizei cromozomiale :

Pot aparea trei feluri de rezultate cromozomiale neasteptate, fiecare dintre acestea

necesitand sfat genetic:

- o altd anomalie cromozomiald numerica
- un rearanjament cromozomial structural
- prezenta unui marker cromozomial sau derivativdescoperit la amniocenteza sau la

biopsia de trofoblast (vilozitati coriale)

9.2 TRATAMENTUL BOLILOR GENETICE

Modalitatile de tratament ale bolilor genetice sunt reprezentate de:

a. Ameliorarea fenotipului - este o metoda aplicabila tuturor tipurilor de boli genetice si
consta 1n realizarea corectiilor chirurgicale (proteze valvulare, valvuloplastii, grefe vasculare,
reconstructii de sept), educarea speciald a copiilor cu sindrom Down, administrarea de beta-
blocante pentru prevenirea coarctatiei de aorta In sindromul Marfan, evitarea expunerii la agentii

de mediu, transplant de maduva in siclemie etc.

b. Ameliorarea anomaliilor metabolice - ameliorarea dereglarilor metabolice determinate

de functionarea defectoasd a diferite enzime poate fi realizatd prin modificarea dietei alimentare
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si substituire enzimaticd. Limitarea aportului anumitor substante poate preveni acumularea de

metaboliti toxici care in mod normal r fi dezintegrati sub actiunea enzimelor deficitare.

c. Inlocuirea unei substante deficitare - in aceastd categorie pot fi incluse sindroamele
gonozomale in care efectele deficitului de hormoni sexuali pot fi combatute prin terapia de
substitutie, sau tulburdrile neurologice asociate sindroamelor genetice care pot fi ameliorate sub

tratament cu factori de crestere insulin-like (IGF1).

d. Modularea expresiei genice (MEG) - prin aceasta tehnica este modificatd expresia
unei gene 1n diferite stadii In vederea ameliorarii afectiunii cauzate de functionarea deficitara a

acestei gene.

e. Terapia genica - terapia genicd este o tehnicd experimentald prin care genele sunt

utilizate pentru prevenirea unor afectiuni.

Prevenirea aparitiei unei boli genetice in populatie are consecinte atat pentru cuplu, cat si
pentru societate, putand modifica distributia bolilor, imbunatatind starea de sanatate a populatiei
si reducdnd costul pentru sandtate (prevenirea nasterii unui copil cu SD este mai putin

costisitoare pentru societate decat intretinerea lui).

9.3 TRATAMENTUL PRENATAL

Pana la introducerea terapiei genice atentia s-a concentrat pe diagnosticul prenatal al
anomaliilor genetice, cu optiunea Intreruperii de sarcind ca tratament prenatal. Se spera ca, prin

intermediul terapiei genice va fi posibil tratamentul efectiv in utero al tulburarilor genice.

9.4 ASPECTE ETICE TN DIAGNOSTICUL PRENATAL

Descoperirile in domeniul biotehnologiei reproductive au permis efectuarea a numeroase
interventii printre care si testarea embrionilor pentru detectarea defectelor genetice cauzatoare de
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boli severe. In curdnd va fi posibila precizarea celor mai multe dintre afectiunile fiecarui individ,
pe care acesta le poate dezvolta in timp sau pe care le poate transmite generatiilor urmatoare. Cu
toate acestea defectele severe identificate la nastere sunt in crestere, afectand aprox. 2-3% din

sarcini, in timp ce incidenta deceselor prin infectie sau prematuritate este in scadere.

Sfatul genetic are ca scop informarea cuplului asupra consecintelor afectiunii, asupra
modalitatilor de tratament §i asigurarea suportului moral, lasand cuplul sa ia 0 decizie in functie
de propriile valori. Cuplurile pot alege liber dacd doresc sa beneficieze de sfat genetic si unde sa

mearga pentru a il primi asigurdndu-se astfel caracterul non-directional al sfatului genetic.

Intreruperea sarcinii este permisa pana la 16 siptimani de gestatie, daca exista riscul ca
fatul sa aiba o anomalie grava si este permisd 1n orice moment pe durata sarcinii, daca viata
mamei este in pericol sau pentru a se preveni o afectare permanenta a starii fizice sau mentale a
mamei. Diagnosticarea unei sarcini anormale in trimestrul al doilea permite intreruperea sarcinii
pand la 24 saptamani de gestatie, varsta la care se dezvoltd structura si functiile creierului

necesare generarii §i sustinerii constiintei si vietii mentale a individului.

10 CONCLUZII

1. Screeningul genetic este necesar in cazul tuturor sarcinilor indiferent de varsta,
paritate sau patologie datoritd riscului de aparitie a anomaliilor genetice in randul

gravidelor de varsta tanara (<29 ani).

2. Necesitatea consultantei genetice pre-conceptie pentru a investiga istoricul personal si
heredo-colateral de anomalie structurala sau cromozomiala al cuplului cu scopul de a
determina riscul aparitiei unui produs de conceptie malformat si de a stabili etapele

diagnosticului genetic prenatal.

3. Cea mai frecventd indicatie de diagnostic prenatal este riscul crescut stabilit printr-0

metodd de screening pentru pacientele care efectueazd Amniocenteza, respectiv
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istoricul personal si heredo-colateral de anomalie structurala sau cromozomiala pentru

pacientele care efectueaza Biopsia de Vilozitagi Coriale.

4. Procedurile invazive de diagnostic prenatal prezinta riscuri mici de avort spontan —
Biopsia de Vilozitati Coriale 1%, Amniocenteza 0.06% conform datelor disponibile
n literature de specialitate. Pe loturile studiate nu s-au consemnat pierderi de sarcina

in primele 72 ore de la procedura.

5. Biopsia de Vilozitati Coriale este o alternativa viabila la procedurile clasice —
Amniocenteza si Cordocenteza — de diagnostic prenatal si prezinta avantajul unui
diagnostic stabilit inca din luna a 3-a de sarcind in conditii de siguranta si confort

maxim pentru pacienta.

6. Diagnosticarea unei anomalii cromozomiale aduce in discutie de cele mai multe ori
intreruperea sarcinii, dar aceastd decizie apartine cuplului dupa consilierea (sfatul
genetic) acordata de medicul curant genetician.

7. Necesitatea consultantei genetice post-interventie, deoarece pot aparea situatii in care
implicatiile pentru fat sunt greu de prezis, chiar daca semnificatia celor mai multe

metode de diagnostic prenatal este clara.

8. Necesitatea informarii medicilor curanti obstetricieni si a medicilor de familie cu
privire la importanta consultului genetic si la utilitatea procedurilor invazive de

diagnostic prenatal.

ELEMENTE DE NOUTATE ALE STUDIULUI

Este primul studiu din Romania care investigheazad gravide cu varste cuprinse intre 13 si
28 saptamani de sarcinad folosind concomitent diagnosticul echografic, tehnici de citodiagnostic
(cariotip, FISH) si diagnostic genetic molecular (QF-PCR) .
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Este primul studiu din Romania care compara rezultatele a doua tehnici invazive de
diagnostic genetic prenatal efectuate in cadrul unui centru romanesc de diagnostic si tratment
prenatal — Spitalul Clinic de Obstetrica si Ginecologie.

Este primul studiu din Romania care arata utilitatea biopsiei de trofoblast in stabilirea
diagnosticului genetic prenatal prin descrierea complicatiilor si demonstrarea riscului scazut de
avort postprocedural.

Este primul studiu din Roménia in care cuplurile au beneficiat de sfat genetic dupa
identificarea unor anomalii genetice sau malformatii congenitale depistate prin examen

echografic si teste genetice.
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