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INTRODUCERE

Virusul papilloma uman (human papilloma virus, HPV) este cunoscut ca fiind factorul
etiologic principal incriminat in dobandirea cancerului de col uterin, dar poate determina si
leziuni cu specific benign de tip condilomatos. Astfel, retinem posibilitatea de a Incadra
virusul in doud categorii: categoria de risc oncogen scazut, respectiv categoria de risc
oncogen inalt. Cel mai mare risc este asociat de obicei de prezenta tulpinilor 16, respectiv 18,
care pot induce aparitia unei leziuni displazice si, mai tarziu, in lipsa instituirii unui tratament
medicamentos sau chirurgical, excizional, acestea putand deveni leziuni de tip neoplazic.

Ciile de transmitere posibile sunt in mare parte dependente de contactul de natura
sexuala, dar au fost descrise cai de transmitere verticale (materno-fetald) care poate avea loc
atat in perioada prenatald (pe parcursul sarcinii sau preconceptional), cét si peripartum (in
timpul travaliului sau nasterii), respectiv cii de transmitere orizontale (prin aliptare).!

In afara riscului neoplazic determinat de virusul in cauzi, au fost luate in calcul
impactul si outcome-ul in sarcind. Aceastd mdsurd are la bazad modificarile de natura
fiziologica pe care le comportd gravida pentru a mentine sarcina pand la termen. Astfel,
mediul hormonal si sistemul imunitar al gravidei pot fi considerati factori determinanti si,
astfel, favorizanti in persistenta virald. Riscurile potentiale determinate de HPV in sarcina
incadreaza prematuritatea, riscul de rupturd prematurd a membranelor amniotice, riscul
crescut de avort spontan, complicatiile materne din spectrul hipertensiunii arteriale ce pot
atrage dupa ele o greutate fetald mai mica la momenul nasterii pana la restrictie de crestere
intrauterina.

Astfel, prin intelegerea si aprofundarea mecanismelor de naturd fiziopatologica utilizate
de HPV, mecanisme care pot avea un rol nefast pe parcursul unei sarcini, putem determina o
abordare holistica a acestor cazuri care sa ne ofere un potential mai bun in contracararea
efectelor negative si optimizarea outcome-ului obstetrical si perinatal.

Trebuie mentionat faptul ca literatura nu ne oferd, intr-un numar bogat, informatii cu
privire la infectia HPV si implicatiile pe care le are aceasta atat asupra gravidei, cat si asupra
produsului de conceptie.

Cu privire la stadiul actual al cunoasterii, mentionez studii care au evaluat implicarea
sau asocierea infectiei virale in nasterea prematura (studii pe care le voi detalia pe parcursul
tezei de cercetare). Astfel, au fost descrise asocieri semnificative statistic atat in cazul
gravidelor cu ruptura prematura a membranelor amniotice (premature rupture of amniotic

membranes, PROM)?, cat si in cazul gravidelor cu ruptura precoce, la termen, a
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membranelor amniotice (Term prelabor rupture of membranes, Ruptura precoce inainte de
travaliu a membranelor amniotice, TPROM).?

De asemenea, pe parcursul tezei de cercetare vor fi detaliate studii care evalueaza riscul
asupra transmiterii materno-fetale a infectiei HPV.

Studiul nostru se Incadreaza la studiile de tip prospectiv, ce prezintd diferentele obtinute
intre cele doua loturi de gravide (lot martor HPV negativ si lot de studiu HPV pozitiv). A fost
desfasurat pe o perioadd de 3 ani si cuprinde un numar de 49 de gravide cu istoric recent de
infectie HPV dobandit anterior prezentei sarcini, citologie Babes-Papanicolau modificata si
condilomatoza la nivelul regiunii ano-genitale in contextul infectiei HPV, respectiv un lot de
49 de gravide HPV negative. Mentionez ca aceste repere clinice si caracteristicile lotului de
lucru sunt similare lotului din studiul HERITAGE, ale carui rezultate vor fi mentionate in
teza.

In ceea ce priveste rezultatele preliminare ale studiul nostru, mentionez ci am impartit
studiul astfel incat sa studiez comparativ atat datele epidemiologice ale celor doua loturi de
gravide, cat si riscul cu privire la transmiterea materno-fetala a virusului HPV, respectiv,
riscul nasterii premature 1n cele doua loturi.

Astfel, tin sa specific faptul ca nu am determinat o asociere superioara a infectieit HPV
CuU tulburarile de naturd hipertensiva, sau cu durata globald a travaliului in lotul de lucru

comparativ cu lotul martor.

Pe de alta parte, in studiul nostru am constatat o superioritate procentuald in ceea ce
priveste riscul de avort spontan determinat atat de prezenta tulpinilor oncogene (cu precadere
un risc determinant al tulpinii 16), cat si de statutul marital al gravidelor indiferent de natura
tulpinii in raport cu acest ultim parametru.

De asemenea, In urma analizarii asocierii dintre riscul de nastere prematura si prezenta
virusului la nivel genital, aceastd asociere a fost grevata de semnificatie statistica, fard a
determina un risc mai mare de nastere prematurd pentru infectiile determinate de tulpinile
oncogene comparativ cu cele non-oncogene (studiind la acest nivel si riscul determinant
particular al tulpinii 16).

In schimb, in urma analizrii riscului de nastere prematurd in randul pacientelor cu
PROM am constatat un risc de 100% in lotul de lucru, fiind de asemenea un risc mai mare

pentru PROM 1in cazul asocierii unei tulpini oncogene.



Limitele studiului au la baza, in primul rand, caracterul unicentric, studiul fiind
desfasurat exclusiv in Clinica de Obstetricd-Ginecologie si Neonatologie a Spitalului
Universitar de Urgenta “Elias”.

In al doilea rand, mentionez prevalenta redusi in mod asteptat a infectiei HPV la
gravidele incluse in studiu, acest fapt putand fi explicat prin metoda de recoltare a probelor
pentru genotiparea virusului doar de la nivelul colului uterin si nu si de la nivelul secretiei
vaginale.

In al treilea rand determinarile au fost efectuate periconceptional (inainte de conceptie
sau in primul trimestru de sarcind), fiind astfel determinata doar din punct de vedere calitativ
prezenta virusului HPV.

In al patrulea rand, mentionez faptul ci urmdrirea postpartum a nou-niscutilor a avut
loc doar din punct de vedere clinic pentru a obiectiva anumite semne sau simptome specifice
infectiei virale. Retinem la acest punct faptul ca, prin aldptarea exclusiva, acestia pot dobandi
infectia HPV de la mama, pe cale orizontala.

Specificand limitele prezentei teze de doctorat, deschid 1n acest mod calea spre noi idei

si oportunitati in ceea ce priveste nivelul de cercetare.

CAPITOLUL 1. PARTEA GENERALA

Papilomavirusurile au o distributie larga la nivel mondial, regasindu-se intr-un numar
de peste 200 de tipuri care au fost identificate atat la regnul animal, cat si la oameni, avand un
tropism predominant pentru celulele epiteliale scuamoase de la nivel cutaneo-mucos.*

Infectia cu HPV determinad, in functie de genotipul implicat, atat leziuni proliferative de
tip benign precum vegetatiile sau papiloamele, cat si formarea unor leziuni preneoplazice
care pot evolua si determina ulterior dezvoltarea cancerului cervical.

HPV este un virus ADN, care, in ciuda heterogenicitatii pe care o prezintd
Papilomavirusurile, organizarea genomicd este similard pentru majoritatea tipurilor de HPV.
Acestea sunt virusuri simple fard anvelopa, care au o dimensiune de aproximativ 55 nm si
sunt constituite dintr-un ADN dublu catenar, acoperit de o capisda virala icosaedrica, care are
in componentd 72 de capsomere. Expresia genelor apartinand acestei familii de virusuri se
realizeaza prin intermediul unor promotori virali, doi dintre acestia regasindu-se in cadrul
genomului HPV cu risc inalt: promoterul p97 — HPV 16 localizat la nivelul LCR si p670 —
HPV 16, localizat la nivelul oncogenei E7.



HPV este un virus dependent de celula gazdd pentru cd nu contine enzima de tip
polimeraza sau alte tipuri de enzime implicate in replicarea virala, motiv pentru care se
sintetizeaza cu ajutorul proteinelor care contribuie la replicarea celulari a gazdei. >°

La nivelul colului uterin, in timpul perioadei de embriogeneza, epiteliul mullerian este
inlocuit treptat de catre epiteliul scuamos stratificat pand in apropierea orificiului cervical
extern unde se evidentiaza jonctiunea scuamocilindricd congenitala (originald) ce delimiteaza
cele doua tipuri de epiteliu. Acest proces de metaplazie scuamoasa celulara se afla sub stimul
hormonal, localizarea jonctiunii scuamocilindrice variind in functie de varstd; astfel, in
adolescenta, 1n sarcind precum si in cazul administrarii contraceptiei orale combinate are loc
o eversiune a jonctiunii la nivelul exocervixului, fenomen care este urmat de o regresie la
nivelul canalului endocervical in timpul menopauzei, in cazul prelungirii perioadei de
alaptare cat si in cazul administrarii minipilulelor (contraceptia progestativa). Procesul de
metaplazie scuamoasa se desfasoard continuu, fapt care face ca aceastd zond de tranzitie sa
fie susceptibild dezvoltarii oncogenice, motiv pentru care zona colului uterin si a canalului
anal sunt cunoscute drept situsuri preferentiale pentru tipurile HPV de risc inalt.

Virusul pétrunde la nivel tisular prin intermediul unei escoriatii sau a unui
microtraumatism sau, In cazuri particulare, prin insuficienta maturitate a epiteliului, crednd
astfel conditii optime pentru replicare. Au fost descrise zone mai predispuse, care faciliteaza
aderarea virala, precum foliculul de par sau zona de tranzitie epiteliala de la nivelul colului
uterin, dar si de la nivelul canalului anal, tractului respirator superior si bronhiilor. Astfel,
foliculii de par pot fi considerati un rezervor viral important la nivelul regiunii ano-genitale.

Dupa ce virusul patrunde in organism, depasind bariera epiteliala superficiala, se
ataseaza la nivelul celulei gazda cu ajutorul unor receptori, printre acestia regasindu-se
glicozaminoglicanul heparan-sulfat, respectiv -6 integrina sau laminina 5. Ulterior, virusul
este transportat la nivelul endozomilor, pe care 1i va parasi in momentul in care se va forma
un complex intre genomul viral si proteina L2 a capsidei virale si se va integra la nivelul
nucleului.

Mitoza va Incepe sa se desfasoare la nivelul celui mai profund strat, stratul bazal al
epiteliului scuamos reprezentat dintr-un singur strat celular asezat pe o membrana bazalda
subtire. La nivel bazal, numarul de copii ale genomului va fi scazut, variind intre 10-200 de
copii/celula, totul aflandu-se sub influenta si controlul proteinelor virale E1 si E2. Pe durata

fazei S va avea loc replicarea virala, proces care are loc sincron cu cea a celulelor gazda,



depinzand in totalitate de diferentierea acestora. Astfel, ciclul de viata al HPV are loc strict la
nivelul unui epiteliu scuamos complet diferentiat si integru.®

Atunci cand celulele infectate parasesc stratul bazal si avanseaza spre cel superficial,
incepe proliferarea, virionii divizandu-se in celulele fiice. Va creste astfel expresia genelor E6
si E7, care au rolul de a amplifica numarul de copii ale genomului, ajungand pana la 1000 de
copil/ celula, moment in care diferentierea kertinocitelor este incetinitd. Genomul sintetizat
este asamblat in capside, compuse din proteinele virale L1 si L2, aceasta fiind forma finala
sub care vor fi eliberati virionii. Ulterior, activitatea genelor E6 si E7 se va reduce, permitand
diferentierea completa a celulelor gazda, formand noi straturi superficiale.

Timpul de la infectie pana la eliberarea viralda dureaza in medie trei saptamani, iar
pentru aparitia leziunilor clinice acest interval poate varia de la siptimani pana la luni. %12
HPV-ul, fiind un virus cu tropism strict epitelial, este regasit cel mai frecvent la nivelul
tesutului cutant si la nivelul tractului ano-genital, Tnsd au fost descrise cazuri cu localizare la
nivelul mucoasei oro-faringiene, laringiene si, mai rar, la nivelul mucoasei esofagiene,
traheale, bronsice, sinusurilor nazale, conjunctivale si tractului urinar. 3

Din punct de vedere clinic, tipurile de HPV se clasifica pe baza oncogenicitatii precum
si a stransei asocieri cu neoplazia cervicald in HPV de risc inalt, respectiv HPV de risc scazut.
In categoria de risc scizut se regisesc in principal genotipurile 6 si 11 care sunt responsabile
pentru majoritatea leziunilor de tip papilomatos, acestea rareori asociind risc oncogen. Pe de
alta parte, 1n categoria de risc inalt se regdsesc genotipurile 16, 18, 31, 33, 35, 45 si 59, cele
mentionate justificdnd aproximativ 95% din leziunile preneoplazice si neoplazice ale colului
uterin. De evidentiat ar fi tipul 16 care prezinta cel mai mare risc oncogen, risc determinat de
tendinta virusului de a cauza infectie persistentd spre deosebire de alte genotipuri de risc
inalt. Evolutia catre neoplazie, chiar si In prezenta unor tulpini de risc inalt, nu este o
consecinta obligatorie, pentru acest fapt fiind necesari factori suplimentari care se rezuma la
imunocompetenta gazdei si la mediul inconjuritor.’

Din punct de vedere structural, diferentierea dintre cele doud categorii este realizata in
principal prin intermediul celor doua proteine virale E6 si E7, dupd cum urmeaza:

In mod natural, existi gena E2 care suprimi transcriptia E6 si E7, impiedicand astfel
transformarea celulard si, prin extensie, dezvoltarea leziunilor de tip invaziv. Insi, in
momentul in care are loc integrarea genomului viral in celula gazda, gena E2 este inactivata,
fapt ce determind o crestere consecutivd a nivelului proteinelor E6 si E7 facilitand astfel

initierea cancerigena. 4



Proteina E7 actioneaza prin legarea si degradarea proteinelor care apartin familiei
retinoblastomului (pRb), care de altfel sunt reglatori centrali ai etapelor de oncogeneza.
Pentru tipurile virale cu risc inalt, E7 degradeaza majoritatea pRb-urilor, pe cand in cazul
tuplinilor virale cu risc scdzut, este influentatd doar o singura proteina pRb - 130.

Pe de altd parte, mai existd proteina de supresie tumorald, p53, unul dintre factorii
importanti de reglare ai ADN-ului si de initiere ai apoptozei mai ales pentru celulele cu o
progresie aberantd a leziunilor invazive. Totodata, existd si complexul telomerazei, care odata
activat mentine deschise spre repetitivitate capetele telomerice ale cromozomilor. Acestea in
mod normal, pe masurd ce se consuma din numadrul finit al diviziunilor celulare, determina
apoptoza. In cazul infectiei cu HPV, proteina E6 inactiveazi proteina p53 si activeazi
complexul telomerazei, impiedicand apoptoza celulari. 1t 1518

Infectia cu HPV este una dintre cele mai comune infectii transmisibile sexual, motiv
pentru care cele mai studiate au fost cele cu localizare genitald, in special din cauza corelatiei

cu cancerul de col uterin. Din punct de vedere clinic au fost descrise 3 tipuri de infectii:

e Latente: In general sunt infectii asimptomatice, fari modificari la nivel citologic sau
histologic. In cazul acesta, ADN-ul viral poate fi identificat numai prin metode
moleculare mult mai sensibile.

e Subclinice: In general atestd schimbari minore la nivel de examen citologic si
histologic, nedeterminand leziuni aparent clinic.

e C(linice: Pentru acestea au fost descrise proliferari celulare anormale, de tip acantoza
epiteliald, koilocitoza si diskeratoza, iar clinic de la vegetatii si condiloame pana la

displazie de grad scizut spre inalt. *°

Totusi, desi incidenta este in crestere, majoritatea infectiilor sunt tranzitorii si devin
nedetectabile intr-un interval de 1-2 ani. Infectiile care nu se incadreaza in definitia de
Htranzitorii”, sunt denumite persistente, dar nu exista o definitie clara, fiind considerate pe de-
o parte infectii care sunt detectate de cel putin doua ori consecutiv la un interval de 4-6 luni,
respectiv pe de altd parte infectii care au o duratd mai lunga decat media duratei infectiei. Pe
scurt, infectiile persistente sunt cele pe care sistemul imunitar al gazdei nu le-a putut elida.
Acest tipar de infectie a fost corelat Tn mod particular cu tulpinile HPV de risc inalt.

S-a demonstrat totodata cd pe masura ce se produce inaintarea in varsta, creste riscul de
persistenti al infectiei HPV.20-2°

In ultimii ani, multiple studii au fost efectuate cu scopul de a identifica incidenta

infectiei HPV la mama si la nou nascut. Un studiu randomizat a fost efectuat in Polonia, pe o
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perioada de 2 ani care a cuprins un lot de 152 de gravide si nou ndscutii acestora. Au fost
recoltate probe de la nivelul mucoasei orale a nou nascutilor si probe orale si genitale de la
gravide, in scopul identificdrii infectiet HPV. Rezultatele au aratat ca existd un risc de 11 ori
mai mare ca probele recoltate de la nivelul mucoasei orale a nou-nascutilor proveniti din
mame cu probe pozitive pentru HPV sa asocieze de asemenea un rezultat pozitiv, acest lucru
fiind de luat in considerare in ceea ce priveste riscul transmiterii, daca gravida este testatd ca
fiind pozitivi.?®

Pe langa factorii virali determinanti ai unei infectii, au fost luati In considerare si alti
factori care, in cea mai mare parte, sunt dependenti de gazda. Dintre acestia au fost studiati
varsta la momentul de debut al contactului sexual, paritatea, statusul de imunocompetenta
versus cel de imunosupresie, utilizarea de contraceptive orale combinate, fumatul, un istoric
de boli cu transmitere sexuald sau existenta vegetatiilor specifice HPV, rezultatele anterioare
ale testului Babes-Papanicolau.

Incidenta mai ridicata a infectiei la femeile tinere poate fi datorata pe de-0 parte riscului
mai Tnalt de comportamente sexuale inadecvate (numar crescut de parteneri sexuali, lipsa
metodelor contraceptive de barierd), respectiv pe de altd parte unui status imunitar mai
deficitar, dar si unei vulnerabilititi fiziologice determinata de maturarea mai accentuatd a
colului uterin la aceastd grupa de varsta, influentata in mare parte si de consumul de tigarete
sau contraceptive orale combinate, proces observat si pe parcursul sarcinii.?’?

Sarcina este considerata ca fiind factor de risc pentru infectia cu HPV pe de-0 parte
secundar modificarilor hormonale produse care determind cresterea vascularizatiei si
metaplazia scuamoasd accentuata la nivelul colului uterin, precum si din cauza unui status
imunitar precar.3234

Una dintre complicatiile severe in sarcina este hipertensiunea arteriald indusa de sarcina
(HTAIS), astfel ca un element de studiu a fost asocierea infectiei HPV cu riscul de tulburari
din spectrul hipertensiv. Preeclampsia sau HTAIS reprezintd o complicatie potential severa
care poate surveni atat incepind cu saptdmana a 20-a de sarcind, cit si in perioada
postpartum, de lehuzie, si poate avea consecinte lezionale asupra organelor materne vitale. E
important de mentionat faptul cd rezultatele materno-fetale sunt direct proportionale cu
gradul de severitate al afectiunii hipertensive, pacientele avand suplimentar un risc de a
dezvolta ulterior boli cardiovasculare si/sau renale pe parcursul vietii.*® In urma unui review
sistematic, s-a decelat un procent de aproximativ 5% din sarcini care sunt complicate de

preeclampsie.
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Un studiu de tip caz-control efectuat asupra 108 pacienti a determinat o prevalentd
similard a ADN-ului HPV 1n probele recoltate de la nivel placentar intre cele 2 loturi studiate
comparativ®, iar un studiu retrospectiv de tip cohortid a determinat 0 dublare a riscului de
preeclampsie in cazul pacientelor diagnosticate cu infectic HPV HR®*" spre deosebire de 2
studii care nu au decelat impact negativ asupra sarcinii, unul dintre acestea fiind efectuat
asupra unei cohorte de 15.357 de paciente.?3®

Se poate vorbi despre statusul de copil infectat cu HPV deoarece au fost identificate si
alte cdi de transmitere ale infectiei decat cea sexuald. La acestia au fost frecvent identificate si
au o incidentd in crestere vegetatiile si papiloamele caracteristice infectiei cu HPV, dintre
care cea mai rard, dar si cea mai grava este papilomatoza respiratorie recurenta juvenila
(JORRP), a cirei cauzi sunt tulpini virale HPV 6 si 11.3°

La nou-nascut, leziunile au fost identificate la nivelul mucoasei orale, conjunctivale,
genitale si la nivel cutanat. Manifestarile clinice includ condiloame cutanate si ano-genitale
dar si papiloame orale, conjunctivale si laringiene.

HPV-ul a fost luat in evidentad drept o infectie cu transmitere sexuald, in principal din
cauza acestei modalititi de a contacta boala, insa studiile din ultima perioada au evidentiat
aceasta prezentd virald chiar si in cazul pacientelor care nu au avut un debut sexual, precum si
in cazul copiilor. Aceasta a dus in cele din urma la prezumtia conform careia exista si alte

modalitati de a transmite si de a contacta boala. Urmadtoarele cai au fost descrise:

e Verticala: Dobandirea infectiei are loc pe parcursul sarcinii si in momentul nasterii, in
urma traversarii filierei pelvi-genitale. In acest caz, prezenta condiloamelor genitale
materne a fost consideratd rezervor al infectiei care poate determina afectarea
respiratorie la copii prin determinarea JORRP.

o Periconceptionala: Transmiterea se produce in timpul procesului de fertilizare,
HPV-ul fiind detectat la nivelul organele implicate in procesul de reproducere
umana precum endometrul si ovarele in cazul sexului feminin, respectiv
lichidul seminal, ductul deferent si uretra in cazul sexului masculin. A fost
demonstratd capacitatea spermatozoizilor de a transporta virusul la nivelul
ovocitelor, unde au fost detectate si elemente ale genomului viral, dupa
procesul de fecundare. “**2 ADN-ul viral a fost identificat in proportie
variabild de 8 pani la 64% in lichidul seminal si la nivelul spermatozoizilor.*3

o Prenatala: Infectia este contactatd pe durata sarcinii, in utero, pe de-0 parte

prin intermediul circulatiei placentare, desi nu au fost Inca realizate studii care
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sa ateste cu certitudine prezenta viremiei. Pe de altd parte a fost luatd in
considerare calea ascendentd de transmitere, pornind de la nivelul tractului
genital. Contaminarea in perioada prenatald este sustinutd si de prezenta
leziunilor prezente la nou niscut imediat dupi nastere.**

o Perinatald: Aceasta cale este mai probabild mai ales in cazul nasterii pe cale
vaginald, deoarece nou ndscutul intrd in contact direct cu tesuturile
endocervicale si vaginale materne. Acesta teorie este sustinutd prin prezenta la
nivel nazo-faringian sau genital a ADN-ului viral la nou nascut. Dar totusi nu
se considera ca in cazul nasterii prin operatie cezariana se elimina in totalitate
riscul de dobandire al infectiei la nou niscut.** 4

e Orizontald: Aceasta are loc prin contactul direct al tegumentelor cu leziunea

infectant, *° prin laptele matern 4’ sau de pe suprafete.

Studii au fost efectuate in ceea ce priveste transmiterea prin laptele matern, Tnsa
rezultatele nu sunt unanime din cauza variabilitatii metodelor de detectie a ADN-ului viral.

Transmiterea prin intermediul suprafetelor a fost luatd in considerare si astfel au fost
efectuate studii in acest sens. Un studiu din 2014, demonstreaza ca virusul poate supravietui
in mediul extern si isi pastreaza capacitatea de infectivitate, daca sunt folosite dezinfectante
comune pentru curdtarea suprafetelor.

In ceea ce priveste transmiterea HPV-ului prin laptele matern, aceasta variazi intre 2-

8%.%

e Autoinoculare.

CAPITOLUL 2. OBIECTIVELE GENERALE SI IPOTEZELE DE
LUCRU

Obiectivele generale ale tezei de doctorat

Lucrarea de fata s-a concentrat pe abordarea nasterii premature in randul pacientelor cu
infectie HPV, infectie cu potential curabil careia i se asociaza in plan secundar si mortalitatea
evitabild a neoplaziei cervicale obtinuta prin depistarea precoce atat a infectiei HPV, cét si a
displaziei cervicale.

Asa cum am specificat in cadrul partii generale, avand in vedere faptul ca infectia cu
HPV ramane factorul etiologic principal si, prin urmare, conditia necesara pentru dezvoltarea

anomaliilor celulare scuamoase sau glandulare determinate citologic ce induc evolutia catre
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neoplazia cervicald, putem sublinia rolul extrem de important al implicarii genotiparii in
programele de preventie primara.

Lucrarea noastra de cercetare si-a propus sd sublinieze importanta depistarii precoce a
infectiei HPV, prin analiza statusului clinic, citologic, virusologic la un grup de gravide,
pentru un interval de 3 ani. De asemenea, si-a propus urmadrirea clinicd si biologica a
produsului de conceptie rezultat in urma nasterii atat in lotul de gravide cu infectie HPV, cat
si in lotul martor.

Obiectivele generale ale tezei de cercetare sunt reprezentate de urmatoarele subpuncte:

a. Evaluarea caracteristicilor personale, demografice, precum si a prevalentei unor
factori de risc specifici infectiei HPV.

b. Evaluarea statusului clinic, citologic, microbiologic si virusologic al gravidelor
la includerea in studiu.

c. Evaluarea prezentei genotipurilor HR si LR HPV la inrolare.

d. Evaluarea virusologica la momentul nasterii prin recoltarea virusologica de la
nivelul lichidului amniotic, respectiv de la nivel placentar.

e. Evaluarea prospectiva a evolutiei sugarilor urmarind parametrii clinici pana la 6

luni de la momentul nasterii.
Ipotezele de lucru ale cercetarii
Prezenta tema de cercetare a debutat pornind de la urmatoarele ipoteze:

a) Nivelul redus al aderentei la o schema completd de vaccinare anti HPV a
categoriilor populationale eligibile, contrar recomandarilor medicale.

b) Factorii de risc, de natura comportamentala, pentru leziunile displazice, respectiv
neoplazice ale colului uterin, ce se regasesc intr-o proportie superioara la varsta
tanara.

c) Factorii favorizanti in dezvoltarea, persistenta, respectiv agravarea leziunilor
survenite prin consumul de tutun, utilizarea contraceptiei orale hormonale (prin
urmare, lipsa unei metode protective eficiente din categoria contraceptiei de
barierd), numarul in crestere a partenerilor sexuali asociat unei varste precoce de
debut a vietii sexuale.

d) Regasirea intr-o proportie din ce in ce mai mare a tipurilor HR HPV in populatia
aflata la risc.

e) Ingreunarea clearance-ului HPV in timpul sarcinii.
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Regasirea in literatura de specialitate a studiilor care asociazd prezenta HPV cu un

outcome obstetrical si cu un prognostic perinatal modificat.

CAPITOLUL 3. METODOLOGIA GENERALA A CERCETARII

Tipul studiului

Studiul realizat este unul de tip prospectiv non-interventional.

In ceea ce priveste argumentarea notiunilor utilizate mai sus, caracterul prospectiv este
determinat de modul de includere in studiu al pacientilor in studiul meu, acestia fiind urmariti
si evaluati pe parcursul sarcinii si ulterior, pentru al doilea studiu, au fost urmariti sugarii
pentru o perioada de 6 luni postpartum.

Particularitatea non-interventionald este sustinuta de faptul ca atat subiectii inclusi in
grupul control, cat si cei inclusi in grupul de lucru 1n acest studiu nu au fost supusi testarii
medicamentoase sau interventionale. Acestora li s-au aplicat masurile medicale terapeutice
propice in baza rezultatelor clinice si paraclinice, masuri care au avut la baza protocoalele de

practica actualizate.
Populatia de studiu

Populatia de studiu a fost reprezentatd de un lot de 49 de paciente gravide cu infectie cu
HPV, care s-au prezentat in cadrul clinicii de Obstetricd — Ginecologie si Neonatologie a
Spitalului Universitar de Urgentd Elias Tn baza unui bilet de trimitere emis de catre medicul
de familie teritorial sau de catre alte cadre medicale de alta specialitate, In vederea unei
consultatii ginecologice.

Toate gravidele au fost examinate de catre medicul specialist Obstetrica — Ginecologie
si s-a efectuat recoltarea probelor de secretie cervico-vaginalda (cultura si examenul
microscopic pe frotiu colorat din secretia vaginala, culturd din secretia colului uterin, cultura
pe mediu de crestere pentru mycoplasma hominis, ureaplasma urealyticum, testarea pentru
Chlamydia trachomatis si Neisseria Gonorrhoeae, citologie cervicala Babes — Papanicolaou
conventionald).

Statistica: Rezultatele obtinute in urma acestor teste precum si datele clinico-
biologice ale fiecarui caz au fost introduse si centralizate intr-un tabel Microsoft Excel 2010,
tabel care, de altfel, a reprezentat baza de date pentru studiul nostru. Dupa inregistrarea
datelor in Microsoft Excel 2010, au fost prelucrate statistic in IBM SPSS statistics v.20.
Partea grafica a fost realizata in IBM-SPSS Statistics v. 20 si Microsoft Office-Excell (2010).
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Datele pacientelor au fost culese prin metoda chestionarului de studiu si fisele
personale si dosarele de sarcind ale gravidelor incluse 1n studiu.

Au fost urmdriti mai multi parametri sau variabile: varsta, nivelul de educatie, starea
civila, durata relatiei, consumul de tutun, istoricul de imunosupresie, tipul leziunii
determinate de virusul HPV, localizarea leziunilor, tulpina HPV, tipul infectiei (unica, dubla,
multipld), prezenta interventiei chirurgicale excizionale la nivel cervical, imunizarea
anterioara impotriva HPV, coinfectia cu Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum sau
Chlamydia trachomatis, numarul avorturilor spontane, antecedentele personale de nastere
prematurd, tipul nasterii, varsta de gestatie In momentul diagnosticarii infectiei, perioada de
travaliu cu sau fard ruptura membranelor amniotice, durata travaliului, prezenta leziunilor in
momentul nasterii, prezenta HTAIS.

In baza de date, au fost introduse si urmitoarele variabile adresate nou-nascutului:
sexul, greutatea, aspectul tegumentelor si al mucoaselor, prezenta leziunilor caracteristice
infectiei cu HPV la nastere, precum si evolutia in primele 6 luni de viata (starea de sanatate,
alimentatia, medicatia administratd). Aceste variabile au fost, de asemenea, cuprinse in
chestionarul postpartum si de follow-up.

Gravidele au semnat un consimtamant informat privind participarea la acest studiu de
cercetare, iar personalul medical a fost instruit in privinta recoltarii probelor, conform unui

protocol de lucru.
Diagnosticul de laborator:

Recoltarea si pastrarea probelor: La nou-nascut, s-au recoltat in primele minute de
viata, in sala de nastere: tampon bucal, aspirat gastric — lichid amniotic — si sange din
cordonul ombilical.

Sangele din cordonul ombilical a fost recoltat in eprubeta cu EDTA si trimis urgent la
laborator pentru centrifugare 2400 rpm in 10 minute, iar plasma rezultata a fost pastrata in
congelator.

Aspiratul gastric 1n cantitate de 2-3 ml a fost recoltat in eprubeta de exudat in care s-
au adaugat 2-3 ml de mediu de transport pentru virusuri.

Tamponul jugal a fost recoltat in eprubeta de exudat in care s-au adaugat 2-3 ml de
mediu de transport pentru virusuri.

Probele au fost etichetate si pastrate la congelator, la minus 80 de grade Celsius,

ulterior fiind trimise la Institutul de Virusologie Stefan S. Nicolau.
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Analiza statistica

Analiza statistica utilizatd a fost de doud feluri: statisticd descriptiva si statistica
deductiva (inferentiald).

Prin statisticd descriptiva s-au analizat si descris datele prin indicatorii: medie,
deviatie standard, mediand, percentile, proportii.

Prin statistica deductiva (inferentiald) s-au putut face deductii cu caracter general
despre populatiile din care s-au extras esantioanele. S-a folosit valoarea p pentru concluzii
statistice. Pragul de semnificatie statistica a fost p <0.05.

Variabilele identificate in acest studiu au fost: continue (numerice), dichotomice
(da/nu), nominale (ex: genul, semne si simptome), ordinale (categorii aflate intr-o ordine
anume una fata de alta, ex: data internarii).

Pentru calcularea C195% am folosit calculatorul online.

Douasprezece genotipuri HPV sunt recunoscute ca fiind cu risc inalt-oncogenic (HR-
HPV): 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, corelat cu frecventa prezentei lor in
asociere cu tumorile maligne. Unele clasificari includ si genotipurile: 66, 68, 73 si 82 ca fiind
inalt-oncogene. In acest studiu, HPV 16, 18, 31, 33, 45, 51, 58 sunt considerate HR-HPV, iar
HPV 6, 11, 32,42, 53, 54, 70, 81 sunt tulpini cu risc oncogenic scazut (LR-HPV).

CAPITOLUL 4. EVALUAREA LOTULUI DE GRAVIDE LA
INROLARE

Am evaluat un lot de paciente din punct de vedere clinic, citologic si virusologic la

momentul inrolarii 1n studiul nostru.
Rezultate si discutii

In studiul nostru, mentionez cd am selectat un numar identic atat de paciente confirmate

cu infectie HPV (n=49), cat si neconfirmate (sau negative) (n=49) in urma genotiparii HPV.

Analiza profilului epidemiologic al fiecarui grup de paciente efectuat pe grupe de
varsta a obiectivat cad varsta medie a participantilor inclusi in acest studiu a fost de 29,16 ani
in grupul pacientelor HPV negative, respectiv la 31,73 ani in grupul pacientelor HPV
pozitive, evaluare ce s-a dovedit a fi semnificativa din punct de vedere statistic (p = 0.006).

In literaturd, varsta medie estimata a infectiei cauzale cu virusul HPV a fost de 23,9 ani,

cu precizarea ca circa 42,7% dintre aceste infectii au avut loc la varsta de cel putin 27 de ani.
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Analiza nivelului de educatie al pacientelor incluse in acest studiu ne-a relevat o
superioritate procentuala a grupului de paciente cu studii superioare ce au asociat infectia cu
HPV comparativ cu grupul pacientelor cu studii liceale ca ultima forma de invatamant
(50,6% versus 47,4%), diferentele nefiind semnificative din punct de vedere statistic. De
asemenea, Mansouri si colab. au descoperit in analiza lor ca, desi se preconiza un nivel de
educatie si, prin urmare, un grad de informare superior, doar un procent de 10% (Maroc),
17,7% (Nigeria),*® 21,7% (Malaezia), *° 50,6% (grupul de studente la medicini in Etiopia),*
respecitiv 55,4% (Portugalia) ! din acest grup de paciente aveau notiuni cu privire la infectia
HPV si la metodele de preventie a infectiei. Domeniul de activitate cu nivelul cel mai ridicat
de cunoastere a riscurilor precum si a metodelor de prevenire a infectiei si a displaziei
cervicale secundare rimane cel medical (medicini generald, biologie).*

Analiza loturilor din punctul de vedere al starii civile, in randul celor cu rezultat pozitiv
la genotiparea HPV si am constatat o superioritate procentuald in grupul pacientelor
casatorite ce au asociat un rezultat pozitiv intr-un procent de 52,4% comparativ cu grupul
pacientelor necasatorite (35,7%). Diferenta procentuald nu a fost semnificativa statistic.

Analiza longevititii relatiilor de natura intima a pacientelor incluse in studiu, ambele
loturi (HPV pozitiv si HPV negativ) au prezentat rezultate relativ comparabile (4,18 ani spre
deosebire de 5,58 ani).

La acest nivel este important sa aducem in discutie informatiile obtinute de Thompson
si colab. 1n ceea ce priveste importanta vaccindrii prin prisma tipului de relatie de cuplu pe
care o aveau femeile incluse in studiul lor. Astfel, acestia au observat ca femeile care locuiau
Cu un partener sau cele care nu au fost niciodatd casatorite au prezentat mai mult interes in
raport cu subiectul vaccindrii anti HPV spre deosebire de femeile cisitorite.>

Analiza comportamentelor vicioase de tipul fumatului a iesit, in urma comparatiei
efectuate in grupul de HPV pozitive, similar (40,8% comparativ cu 40,8%), fara a avea
semnificatie statistica.

De asemenea, am evaluat raportul procentual dintre pacientele cu infectie HPV HR si
HPV LR, in randul gravidelor fumatoare. Astfel, dintr-un numar total de 20 de gravide
fumatoare am observat un procent de 25% (n=5) care asociau infectic HPV LR, respective un
procent de 75% (n=15) care asociau infectie HPV HR.

In 2008, Vaccarella si colab. au concluzionat ci fumatoarelor le-a fost asociat un risc
moderat semnificativ de crestere a prevalentei infectiei HPV, riscul de a fi HPV pozitiv fiind

direct proportional cu cresterea numarului de tigarete consumate pe parcursul unei zile, iar
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femeile care au declarat ca fumeaza un minimum de 15 tigarete pe zi au prezentat un risc de 2
ori mai mare de a fi pozitive spre deosebire de femeile care nu au fumat niciodata.>

In ceea ce priveste clearance-ul viral existd anumite contradictii legate de influenta
consumului de tutun, * dar regresia leziunilor intraepiteliale de grad scizut in decursul a 2
ani este semnificativ redusi la fumitori comparativ cu nefumitorii.*®

Analiza tipului de tulpind HPV identificat in randul pacientelor pozitive a relevat o
superioritate numerica a cazurilor cu un singur genotip infectant (36 din 49), respectiv o

superioritate numerica a infectiilor cu tulpini oncogene (49%).

Cand luam in discutie datele din literatura, acestea mentioneaza faptul ca genotipurile
51 (HR), respectiv 18 (HR) au fost identificate cu precadere la grupa de varsta 14-25 de ani
(9,4 %, IC 95% 7,5 %-11,4 %, respectiv 2,8%, IC 95% 1,7%-3,9%), reducandu-se ulterior la
grupa de varsta 26-46 de ani.

Analiza riscului infectios al pacientelor dobandit in urma vaccinirii antivirale a
determinat o superioritate procentuala nesemnificativd a rezultatelor negative (62,5%
comparativ cu 37,5%) comparativ cu inferioritatea procentuala a acestor rezultatelor negative
observata in randul pacientelor care nu au fost supuse schemei de vaccinare (48,9%
comparativ cu 51,1%), ambele rezultate fara coeficient de semnificatie statistica.

In ceea ce priveste infectiile concomitente virusului HPV, Mycoplasma hominis si
Ureaplasma urealyticum sunt recunoscute ca fiind factori de risc pentru progresia rapida a
leziunii cervicale preneoplazice aldturi de persistenta infectiei HPV, respectiv cresterea
replicarii virale. Aceste bacterii au fost gésite in 30 + 80% din tractul urogenital al femeilor
ca microorganisme comensale, dar au potential patogen.>® Infectiile cu
Mycoplasma/Ureaplasma pot provoca dureri pelviene cronice pe masurd ce infectia
ascensioneaza la nivelul pelvisului sau sistemului genito-urinar, astfel cd persistenta sau
netratarea corespunzdtoare a infectiei poate determina dezvoltarea progresiva catre cancer de
col uterin fie prin asocierea simultand a persistentei virale, fie prin cresterea replicarii
virale.>’

In studiul nostru, am regisit o diferentd de 6,1 % intre cele 2 loturi de paciente
(diagnosticate cu sau fara coinfectie), diferenta nesemnificativa statistic (p = 0.375).

In ceea ce priveste riscul cu privire la infectia cu Chlamydia trachomatis, in studiul

nostru nu s-au regasit paciente cu Chlamydioza cu origine genitala.
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Infectia HPV asociata sarcinii

Exceptand riscul neoplazic al infectiei HPV, a fost sugerata si morbiditatea secundara
infectiei observata pe parcursul evolutiei sarcinii. Pe masurd ce mediul hormonal matern si
sistemul imunitar suferda modificari semnificative in timpul sarcinii, se poate spune ca
persistenta virusului este, in acest mod, favorizatd. Datele din literatura referitoare la infectia
HPV in sarcind si implicatiile acesteia asupra gravidei, respectiv asupra produsului de
conceptie nu sunt numeroase.

Diverse studii au evidentiat un risc crescut pentru un rezultat advers pe parcursul
sarcinii in randul femeilor HPV pozitive, impactul clinic al infectiei cuprinzand o serie de
afectiuni, printre care se numadard prematuritatea, avortul spontan, tulburdrile de natura
hipertensivd induse de sarcind, restrictia de crestere intrauterind si greutatea mica la nastere
comparativ cu varsta gestationala, ruptura prematura a membranelor amniotice si decesul
fetal intrauterin. Prin urmare, intelegerea mecanismelor patogenice ale HPV care pot
determina un impact negativ asupra evolutiei sarcinii si stabilirea unor abordari potentiale in
vederea contracardrii acestora reprezintd un interes atat in Incercarea de a optimiza sarcina i
outcome-ul obstetrical, cat si an vederea Imbunatatirii supravietuirii si a sanatatii nou-
nascutilor.

In urma evaluirii comparative a loturilor noastre nu am constatat o asociere a
tulburarilor hipertensive in randul pacientelor pozitive comparativ cu pacientele negative.
De asemenea, nici Subramaniam si colab. nu au observat, in urma evaludrii unei cohorte de
2321 paciente HPV pozitive, infectia HPV ca factor de risc de sine stititor pentru
determinarea unei tulburari hipertensive in sarcind. Diferentele ratelor de HTAIS in cazul
acestui studiu nu au avut semnificatie statisticad (17,0% HPV pozitiv versus 16,4% HPV
negativ; RR ajustat 1,0, IC 95% 0,7-1,5).%8

Analiza riscului de nastere prematurai a fost realizatd din mai multe puncte de vedere.
Astfel, in primul rand, in studiul nostru s-a constatat asocierea dintre virusul HPV detectat la
nivel genital si riscul de nastere prematura, asociere ce s-a dovedit a fi semnificativa statistic

(22,4% versus 8%, p = 0.005).

In acelasi timp, in loturile noastre nu au fost evidentiate riscuri mai mari de nastere
prematurd in cazul pacientelor infectate cu tulpini oncogene comparativ cu infectia
determinata de tulpinile non-oncogene (21,2% din lotul HPV LR comparativ cu 25% din lotul
HPV HR, p = 0.766).
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In ceea ce priveste legitura dintre HPV si PROM, mai multe studii au analizat
implicarea virusului in aceastd patologie. De asemenea, in urma analizei tintite a incidentei
PROM 1in lotul evaluat, Cho si colab. au analizat in mod specific ratele de incidenta a PROM
in doua grupuri populationale (paciente HPV pozitive vs HPV negative), constatand procente
foarte apropiate rezultatelor studiului nostru (27,3% dintre femeile HPV-HR-pozitive au
asociat PROM comparativ cu 14,2% dintre femeile HPV-HR-negative (p = 0,029)). 2

Analiza implicarii infectieit HPV in durata globala a travaliului in loturile noastre
studiate nu atesta diferente semnificative statistic nici in cazul pacientelor care se prezinta cu
membranele amniotice intacte (9 ore in cazul pozitivelor comparativ cu 8 ore in cazul
negativelor), nici in cazul pacientelor care se interneaza cu membranele rupte spontan (7,25

ore comparativ cu 6,6 ore).

Am evaluat procentual numarul de nasteri prin operatie cezariand comparativ cu
nasterile vaginale in lotul de studiu (HPV pozitiv). Astfel, in randul gravidelor HPV pozitive
(n = 49), 77,6% din nasteri (n = 38) au fost finalizate prin operatie cezariana, in timp ce
22,4% (n = 11) au fost finalizate pe cale vaginala.

De asemenea, am evaluat procentul gravidelor care s-au prezentat la camera de garda
in vederea admisiei pe sectiec de obstetrica-ginecologie pentru ruptura spontand a
membranelor amniotice in lotul de studiu. Astfel, am constatat cd in lotul HPV pozitiv se
regasesc 12 gravide (24,5%) care au fost internate cu membrane rupte spontan precoce,
respectiv 37 gravide (75,6%) care nu au prezentat acest semn la momentul internarii.

In lotul pacientelor HPV pozitive am comparat riscul unei nasteri premature in functie
de tipul de tulpind HPV. Astfel, in randul pacientelor HPV pozitive cu rupturd prematura de
membrane (n = 12) am constatat ca intr-un procent de 100% au avut nastere prematura (<37
saptamani).

Am dorit sa compar procentul de gravide internate cu membrane rupte spontan si in
lotul martor (HPV negativ). Astfel, am descoperit ca in acest lot doar un procent de 26,5% (n
= 13) s-a regasit in acest scenariu, comparativ cu procentul de 73,5% (n=36) de gravide fara
PROM.

Am examinat numadrul de paciente cu infectie HPV HR comparativ cu LR in cadrul
gravidelor internate pentru pierdere de lichid amniotic. Astfel, dintre cele 12 gravide HPV
pozitive cu membrane rupte, HPV LR a fost regasit la 58,3% (n=7) dintre acestea, comparativ
cu 41,7% (n=5) care au asociat HPV HR.
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De asemenea, antecedentele personale patologice de interventii excizionale efectuate
la nivel cervical in cazul pacientelor pozitive au asociat, in studiul nostru, nastere prematura
intr-un procent de 45%, fard semnificatie statistica.

Analiza riscului de avort spontan a determinat un procent superior in grupul
pacientelor casatorite, indiferent de prezenta virusului (34,5% comparativ cu 7,1%, p =
0.040).

De asemenea, in studiul nostru am constatat un risc mai mare in caz de pozitivitate

(44,9% comparativ cu 16,3% pentru negative, p = 0.002).

In studiul de fati am observat, de asemenea, un risc superior in cazul prezentei
tulpinilor oncogene (60,6% comparativ cu 12.5% pentru LR, p = 0.001).

Riscul determinant al infectiei cu tulpina HPV HR 16

HPV 16 s-a dovedit a fi cel mai raspandit genotip de HPV per general.

In studiul nostru am analizat gradul de asociere al genotipului 16 cu riscul avorturilor
spontane si am observat diferente procentuale de 72,2% comparativ cu 27,8% (p=0.003).

In studiul nostru, nu am decelat un risc semnificativ pentru nasterea prematura in randul
pacientelor cu HPV 16 (22,2% versus 77,8%, p=0.977).

In studiul nostru, analiza posibilei asocieri a infectiei cu tulpina 16 si riscul de a
dezvolta HTA indusa de sarcind, proportia a fost identica, nedeceldnd un risc in acest

domeniu.

CAPITOLUL 5. TRANSMITEREA MATERNO-FETALA A
INFECTIEI HPV

Introducere

Infectia cu virusul papilloma uman este cunoscutd ca fiind principala cauza a
cancerului de col uterin. Cresterea incidentei si prevalentei infectieit HPV este consecinta
dezvoltarii mecanismelor de detectie a HPV si a identificarii, prin programele de screening, a
persoanelor cu risc de a dezvolta leziuni maligne.

Principala cale de transmitere a acestui virus ADN, lipsit de anvelopa, este cea
sexuald, dar si intrauterin si perinatal, de la mama la fat sau nou-nascut.

Transmiterea intrauterind se face fie ascendent, de la nivelul tractului genital matern,

prin microleziuni prezente la nivelul membranelor, fie prin intermediul singelui placentar.*?
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Transmiterea perinatalda se realizeaza prin contactul direct al nou-nascutului cu
celulele infectate de la nivelul colului sau vaginului matern in momentul nasterii pe cale
vaginala sau prin operatie cezariand in cazurile gravidelor care asociaza ruptura membranelor
amniotice.’

Rezultate si discutii

Transmiterea perinatald a HPV a fost deja demonstrata in cateva studii pe loturi de
pacienti restrinse numeric, dar si intr-un studiu prospectiv extins: studiul HERITAGE. In
acest studiu, au fost recrutate 167 de gravide HPV pozitive (ADN-HPV prezent in secretia
cervico-vaginala in trimestrul I, ADN-HPV ce a fost repetat ulterior in trimestrul I1T).

in lotul studiat, am inclus 49 de paciente, gravide HPV pozitive, diagnosticate la
prima vizitd la medicul obstetrician sau cunoscute cu infectie HPV in perioada
preconceptionala, unele dintre acestea avand in antecedentele personale patologice interventii
excizionale realizate la nivelul colului uterin pentru leziuni cervicale de tip displazic.
Caracteristicile de baza ale participantelor la studiu sunt sintetizate mai jos, in tabelul 5.1.

Studiul nostru compara aceste variabile intre cele doua loturi de gravide — lotul de
studiu si lotul martor — ambele formate din cate 49 de paciente.

In ceea ce priveste analiza lotului de studiu, observam o varsta medie de 31,73 ani
(diferenta cu semnificatie statisticd, p = 0,006), un nivelul educational superior (fara
semnificatie statistica), un statut marital de casatorie, la care observam o predominantd a
tulpinilor HR HPV, precum si o tendintd de asociere a unei leziuni cervicale, respectiv un
nivel de vaccinare mai redus.

De asemenea, au fost studiate si grupate tipurile de tulpini HPV si incidenta acestora
in lotul studiat.

Rezultatele probelor biologice

Din analiza rezultatelor obtinute privind probele de aspirat gastric — lichid amniotic,
din numarul total de probe testate, 4 probe ( 4, 10,12, 13) nu au prezentat amplificare pentru
beta-globina si astfel nu s-au calificat pentru determinari ulterioare

In urma vizualizarii ampliconilor pentru beta-globina in cazul probelor reprezentand
tampon bucal, s-a constatat ca 5 probe au fost negative in reactia de PCR (1,2,4,5,6) si nu au
mai fost folosite pentru teste ulterioare.

Referitor la probele din sange, s-a observat cd toate probele investigate au fost
pozitive pentru amplificarea genei beta-globina confirmand astfel prezenta ADN de calitate

in probele testate.
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in urma testirii PCR tip Nested a probelor investigate, metodii cu sensibilitate
crescuta, toate probele au fost negative pentru ADN-HPV.

Transmiterea perinatald a virusului papilloma uman a fost subiectul mai multor studii
pe loturi relativ restrdnse de pacienti. Rezultatele sugereaza ca nou-nascutii sunt expusi si se
pot infecta cu HPV 1n perioada perinatala. Primul caz de infectie HPV transmisa perinatal a
fost identificat in anul 1956, fiind un caz de papilomatoza laringiana juvenil.>®

In studiile care confirma prezenta HPV la nivelul cavititii bucale sau in regiunea
genitald la nou-ndscutii proveniti din mame HPV pozitive in sarcina, rata de infectie variaza
intre 4 si 79%.50-70

In ceea ce priveste concordanta dintre tipul tulpinii HPV la parinti si la nou-niscuti,
un studiu realizat pe un lot mare de subiecti (n = 574) publicat in 2004 arata o concordanta
scazuta (<1%), rata prezentei ADN-HPV la nivelul zonei genitale la nou-nascuti nefiind
influentatd de varsta de gestatie, de sexul si de greutatea la momentul nasterii a nou-
niscutului, de patologia neonatali sau de malformatiile asociate. &

Pentru a intelege mai bine modalitatea de transmitere verticala a infectiei cu HPV, un
grup de cercetatori din Montreal, Canada, a conceput studiul HERITAGE.* In studiu, au fost
initial incluse 167 de gravide testate In primul trimestru de sarcind pentru 36 de genotipuri
HPV, testare repetata ulterior in trimestrul III de sarcind pentru gravidele cu rezultat initial
pozitiv. De asemenea, s-au recoltat probe de la nivel placentar pentru testare ADN-HPV la
momentul nasterii. La nou-nascutii din mame HPV pozitive, au fost recoltate probe de la
nivelul conjunctivei, cavitatii bucale si orofaringiene si de la nivelul regiunii genitale, testele
fiind ulterior repetate la 3-6 luni pana la 2 ani. La mama si la nou-ndscut s-a recoltat sange

pentru determinarea anticorpilor anti HPV.

Variabile
Varsta (ani) Medie 31,73
Educatie: n (%) Liceu 9(18,4)
Studii superioare 40 (81,6)
Status marital: n (%) Necasatorita 5(10,2)
Casatorita 44 (89,8)
Durata relatiei (ani) Medie 4,18
Fumatoare: n (%) Nu 29 (40,8%)
Da 20 (59,2%)
Tipul de tulpind HPV: n (%) HR 24 (49)
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Tipul infectiei HPV: n (%)

Tipul leziunii: n (%)

Vaccinare anti HPV: n (%)

Avort spontan: n (%)

Avort spontan: n (%)

Avort spontan + HPV 16: n (%)

HTA in sarcina: n (%)

Durata travaliului (ore)
Asocierea PROM: n (%)

Modul nasterii: n (%)

LR
HR+LR
Unica
Multipla
Cervicala
Alta localizare
Nu

Da

Nu

Da

LR

HR

Nu

Da

Nu

Da
Medie
Nu

Da
Vaginala

Cezariana

16 (32,7)
9 (18,4)
36 (73,5)
13 (26,5)
46 (93,9)
3(6,1)
46 (93,9)
3(6,1)
27 (55,1)
22 (44,9)
2 (12,5)
20 (60,6)
9 (40,9)
13 (59,1)
45 (91,8)
4 (8,2)
9,29

37 (24,5)
12 (75,5)
11 (22,4)
38 (77,6)

Tabelul 5.1. Variabilele lotului de lucru studiate
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Rezultatele acestui studiu prospectiv au semnalat o prevalenta crescutd a HPV la
gravide, 45%, cu 14% teste placentare pozitive. Procentul de teste pozitive la nou-nascut si la
varsta de 3 luni a fost de 11%. Este primul studiu care identifica prezenta HPV la nivel
conjunctival, 5% teste avand rezultat pozitiv.

Studiul nostru este de tip prospectiv, cu lot martor, desfasurat pe o perioada de 3 ani si
cuprinde un numar de 49 de gravide cu istoric de HPV recent, anterior sarcinii, examen
Papanicolau modificat si condilomatozd genitald In context HPV, avand caracteristicile
enumerate mai sus. Aceste caracteristici ale lotului de lucru se suprapun cu cele ale studiului
HERITAGE.

Prevalenta crescutd a HPV in studiul canadian poate fi datoratd mai multor factori:
varsta tanara a femeilor testate (18-30 de ani), activitate sexuala prezenta — cel mai important
factor de risc pentru HPV, vaccinare antiHPV la un nivel redus — campania de vaccinare in
Quebec a debutat cu 2 ani inaintea acestui studiu.

Prevalenta scazuta a HPV la gravidele din cohorta noastrda poate fi explicatd prin
faptul cd recoltarea pentru determinarea HPV a fost de la nivelul cervixului, nu din secretia
vaginald unde prevalenta HPV asteptatd are o valoare superioard. De asemenea, acest studiu
s-a desfasurat exclusiv in Clinica de Obstetrica-Ginecologie si Neonatologie a SUU “Elias”.

Factorii de risc pentru transmiterea perinatald sunt identificati ca fiind: incarcatura

4 prezenta leziunilor la nivelul tractului genital matern, ™ respectiv infectia

virala,
materni cu mai multe genotipuri HPV.

Dinamica transmiterii HPV intre parinti si copii a fost studiata prospectiv in familiile
finlandeze. Concluzia cercetatorilor de la Universitatea din Turku a fost ca riscul de infectie
HPV la copii se coreleazd cu persistenta infectiei materne si nu cu prezenta virusului in
sarcind, la nivelul secretiei vaginale. %

Referindu-ne la factorii de risc pentru infectia HPV identificati in literatura de

specialitate, rezultatele studiului nostru sunt urmatoarele:

e diagnosticul de infectie HPV s-a stabilit anterior sarcinii in majoritatea cazurilor,
40 (81,6%), respectiv in timpul primului trimestru in 9 cazuri (18,4%);

e leziunile prezente la momentul nasterii au fost prezente la 8 dintre gravidele HPV
pozitive, insemnand un procent de 16,3%; la 4 gravide (50%) din cele 8 cu leziuni

prezente la momentul nasterii s-au identificat minim 2 tulpini HPV;
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e 22 din gravidele (44,8%) din lotul de studiu au fost primipare, 6 dintre acestea,
27%, pozitive pentru cel putin 2 tulpini diferite de HPV; a fost si 1 caz pozitiv
pentru 6 tipuri de HPV;

e nasterea a avut loc, in majoritatea sarcinilor HPV positive, prin operatie cezariana
(38 — 77,6%), nasterea vaginala fiind posibila la 11 dintre pacientele din lotul de
studio (22,4%).

e dintre cele care au nascut vaginal, 2 au fost primipare (13,6%), intr-un singur caz
s-au identificat 2 tipuri diferite de tulpini HPV;

e au fost 2 cazuri de condilomatoza vulvara, 1caz la primipara asociind 3 tulpini

HPV, 1 caz la secundipara, o singura tulpind HPV.

Mentionez faptul ca toate testele HPV au fost calitative, realizate anterior sarcinii sau
in primul trimestru de sarcind, corelat cu examenul Papanicolau modificat, fard determinarea
incarcaturii virale sau a clearance-ului viral in sarcina.

Toate probele recoltate de la nivelul mucoasei bucale la nou-nascuti, in momentul
nasterii, au fost negative pentru HPV, astfel renuntandu-se la recoltarile ulterioare planificate
initial in protocolul de studiu de la 1 luna, respecitv la 6 luni postpartum.

In incercarea de a elucida modalitatea de transmitere perinatala a infectiei cu HPV,
studiile/ cercetarile si-au propus identificarea ADN-HPV in lichidul amniotic, in probele de
sange din cordonul ombilical si la nivel placentar.

In studiul publicat in 2008, parte a Studiului Familial Finlandez, prezenta ADN-HPV
s-a identificat in 3,5% din cele 311probe de sange din cordon si a fost corelat cu examenul
citologic matern modificat. Singurul factor predictiv independent pentru prezenta HPV in
sangele din cordon a fost istoricul de condilomatozi vulvari.’® Prezenta virusului in singele
din cordon, cat si in placentd, creste de 4 ori riscul de portaj oral si genital la nou-nascut, dar
nu s-a corelat, in acest studiu, cu probe pozitive din sangele periferic matern.

In majoritatea cazurilor studiate, evidentierea HPV in cordon sau placentd nu este
concordantd cu prezenta HPV in cultura genitala sau la nivelul mucoasei bucale inainte de
sarcina. Aceasta situatie poate fi explicate prin faptul ca infectia HPV a placentei s-a produs
la inceputul sarcinii, iar clearance-ul viral genital se finalizeaza pana in momentul nasterii.

In literatura de specialitate, sunt publicate si studii in care rata de identificare virala
pentru HPV este scazutd, in unele fiind chiar nuld, pentru probele de sange recoltate din
cordonul ombilical si din lichidul amniotic. Rata scazuta de detectie HPV in sangele din

cordon a fost raportata de studii care au exclus din lot gravidele cu leziuni tip HPV prezente.
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In acest sens, Wonda si colab. au testat un lot mare de gravide asimptomatice din
punct de vedere clinic pentru prezenta de ADN viral in placentd, lichid amniotic si sange din
cordonul ombilical. Din cele 153 de gravide, 56 (36,6%) au avut teste cervico-vaginale
pozitive pentru HPV, recoltate anterior interventiei chirurgicale cezariene. ADN-HPV a fost
detectat iIn 8 probe de placentd, dar a fost absent in toate probele de sange din cordon
ombilical si in cele de lichid amniotic.””

In studiul meu, am optat pentru identificarea ADN-HPV in sangele din cordonul
ombilical si din aspiratul gastric al nou-nascutului (lichid amniotic) imediat postnatal.

De mentionat ar fi faptul ca 8 paciente din lotul de studiu, reprezentdnd un procent de
16,3%, prezentau leziuni genitale si frotiu Papanicolau cu celularitate modificata la intrarea in
studiu, adica imediat anterior sarcinii sau in primul trimestru de sarcina. in lotul de studiu, au
fost, de asemenea, 2 cazuri de condilomatozd vulvard, consideratd factor predictiv
independent pentru prezenta HPV in sangele din cordonul ombilical.

In toate probele de sange investigate s-a confirmat prezenta ADN de calitate, probele
testate fiind pozitive pentru amplificarea genei beta-globina.

La testarea PCR tip Nested, metoda cu sensibilitate crescuta, a probelor investigate si
confirmate cu prezentd de ADN de calitate, toate probele au fost negative pentru ADN-HPV.

Aceste rezultate ar putea fi explicate prin persistenta anomaliilor celulare identificate
la testul Papanicolau inca 1-2 luni dupa clearance-ul ADN-HPV si posibilitatea ca acestea sa
fie prezente inainte de nastere.’®

Din analiza rezultatelor obtinute privind probele obtinute din aspiratul gastric — lichid
amniotic, din numarul total de probe testate, 4 probe (4, 10 ,12, 13) nu au prezentat
amplificare pentru beta-globina si astfel nu s-au calificat pentru determinari ulterioare. Ca si
in cazul probelor de tampon bucal si de sange din cordonul ombilical, testarea PCR tip
Nested a probelor de lichid amniotic a fost negativa pentru ADN-HPV.

Aceste rezultate sunt sustinute de cateva studii din literatura care nu au decelat ADN-
HPV in probele de lichid amniotic. """"® Aceste studii si-au propus identificarea HPV in
lichidul amniotic, la gravide asimptomatice pentru infectia cu HPV® sau cu indicatie de
amniocenteza pentru diagnostic prenatal in suspiciune de anomalii genetice, cu membrane
intacte. 798

Ruffin et al. publica in 2006 rezultatele studiului realizat pe 146 de gravide cu o
medie de varsta de 35,2 ani, majoritar populatie caucaziana 78%, dar si afro-americana 5%,
asiatica 14% si hispanica 2%. Esantionul populational ales este similar cu cel al altor studii

care sugereaza cd 12-36% din femeile gravide prezinta infectie HPV, dar, desi au continut
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ADN de calitate - pozitive pentru beta-globulina, probele recoltate din lichidul amniotic au
fost in tolalitate negative pentru HPV. 7

O mentiune legata de varsta gravidei considerata un factor important in transmiterea
transplacentard. Unii autori considera ca 75% din femeile HPV pozitive au véarsta cuprinsa
intre 15-24 de ani.?! De remarcat media de varstd mai ridicatd — 31,73 de ani, cu interval 21-
42 ani — la gravidele cuprinse in lotul nostru de studiu, varsta apropiatd de cea a gravidelor

inrolate (35,2 ani) in studiile in care probele de lichid amniotic au fost negative in totalitate

pentru ADN-HPV (medie de 35,2 ani). "

CAPITOLUL 6. INFECTIA HPV S| PREMATURITATEA

Introducere

Prematuritatea este o cauzd importantd de morbiditate si mortalitate in perioada
neonatald, iar cele mai recente studii dovedesc ca infectia cu HPV are impact si asupra nou-
nascutului. Modificarile din sarcind, corelate cu infectia HPV, modificari de tip inflamator la
nivelul trofoblastului si anomalii placentare secundare identificate histopatologic, cresc riscul
de complicatii obstetricale, cum ar fi: ruptura premature sau precoce a membranelor
amniotice, prematuritatea, preeclampsia si avortul spontan.

Persistenta infectiei in sarcind poate fi explicatd prin nivelul crescut al hormonilor
steroizi care modifica statusul imun al femeii gravide avind ca scop toleranta imunologica
materni a produsului de conceptie, dar si al cresterii riscului pentru infectii. 8

Persistenta infectiei se coreleazd cu genotipul si cu incircitura virald, 8 un factor
important fiind si particularitatea HPV de a modifica imunitatea locali. 88 Factorii care
influenteaza peristenta HPV si care tin de gazda sunt binecunoscuti ca fiind varsta, fumatul,
numarul partenerilor sexuali si varsta de debut a vietii sexuale, statusul socioeconomic,
infectiile cervico-vaginale asociate, statusul hormonal, imunocompetenta gazdei si consumul
de anticonceptionale orale. 688

Rezultatele unui studiu retrospectiv care a analizat statusul HPV si probele
histopatologice placentare recoltate la gravide cu sarcind complicatd prin prematuritate, au
fost publicate in anul 2011 si au demonstrat ca infectia cu tulpini HR-HPV reprezinta un
factor de risc pentru prematuritate si anomalii placentare. &

Infectia HPV determina disfunctii placentare prin leziuni ale celulelor trofoblastice cu

apoptoza celulara si compromiterea adeziunii si a circulatiei placentare.
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Impactul pe care infectia HPV 1l poate avea In sarcind, interesul tot mai mare al
cercetatorilor pentru acest subiect, cat si rezultatele controversate publicate recent, m-au
determinat sd analizez, in cadrul studiului nostru, riscul de prematuritate asociat infectiei

HPV.
Material si metoda

Am desfasurat un studiu comparativ observational cu lot martor in cadrul Clinicii de
Obstetrica-Ginecologie si Neonatologie a SUU Elias, lotul de studiu fiind format din gravide
HPV pozitive in primul trimestru de sarcina, lotul martor din gravide negative sau
neconfirmate cu infectic HPV. Am evaluat prospectiv dacd infectia vaginalda cu HPV in
sarcind este asociata cu nasterea prematurd, independent de alti factori.

Nasterea prematurd a fost definitd ca nasterea inaintea varstei de 37 sdptaméni de

gestatie.
Rezultate si discutii

In studiul nostru, am urmarit un numir de 49 de gravide HPV pozitive, am ficut
corelatii intre infectia HPV si riscul de nastere premature si am comparat rezultatele cu lotul
control alcatuit din gravide HPV negative.

In lotul de studiu, infectia HPV a fost asociatd cu nasterea prematurd in 22,4% din
cazuri (n = 11). In lotul control, nasterea prematura a fost prezenta in 8,2% din cazuri (n = 4),
rezultatul fiind semnificativ statistic (p = 0,05).

Datele din literaturd sunt controversate. in 2008, Gomez et al. prezintd rezultatele
studiului In care identificd ADN-HPV mai frecvent in placenta gravidelor care au ndscut
prematur comparative cu placentele grupului control (p = 0,03). Infectia HPV de la nivelul
trofoblastului induce apoptoza celulara, disfunctie placentara cu consecinte asupra evolutiei
sarcinii, inclusiv nastere prematura.®® Alt studiu care evalueazi infectia HPV ca factor de risc
pentru nasterea prematurd, publicat in 2016, nu identifica diferente semnificative intre rata
nasterilor premature intre femeile HPV pozitive si cele HPV negative (16,5% comparative cu
12,2%). 58

Alt factor de risc care se asociazd cu nasterea prematurd este reprezentat de
interventiile chirurgicale excizionale efectuate la nivelul colului care au drept consecinta
scurtarea lungimii colului uterin. In acest sens, Miler et al. descrie recent (2016) o crestere a
riscului de prematuritate in displazia de col cu excizie. * Interventia de excizie cu ansa

diatermica induce o remodelare a colagenului de la nivel cervical care se asociaza cu nasterea
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prematurd. Trebuie mentionat cd studiul nu ia In considerare alti factori care care pot
influenta rezultatul, cum ar fi: infectii genital associate infectiei HPV, tipul tulpinii HPV.

In lotul nostru de studiu, din cele 11 gravide cu nasteri premature, 5 (45%) au avut
interventii la nivelul colului, 3 dintre acestea (60%) fiind cu HPV 16.

Actual, se considera ca infectia virald influenteaza rolul de modelare imuna pe care il
are trofoblastul s1 declanseaza un raspuns imun exagerat fatd de infectia prezenta bacteriilor.
91

Infectia genitald cu HPV accentueaza susceptibilitatea pentru infectiile ascendente, in
consecintd, coinfectiile cu Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis si Chlamydia
trachomatis se asociazd cu modificari ale sistemului imun si nastere prematura (6 Boli inf).
Intr-un studiu desfasurat in 2013 pe soricei, Racicot et al. demonstreaza ca infectia virala
afecteazd Ureaplasma urealyticum like) pot ascensiona de la interfata materno-fetala catre
uterul gravid. Aceasta reducere a mecanismelor de autoapdrare este determinatd de scaderea
citikinelor antiinflamatorii si inflamatorii de la nivelul colului uterin infectat viral. %

In studiul nostru, au fost 8 gravide HPV pozitive (16,3%) care au asociat alte infectii
genital si 5 gravide (10,2%) din lotul martor. Co-infectiile au fost cu Ureaplasma urealyticum
si Mycoplasma hominis, dar nu a dost nici un caz de infectie cu Chlamydia trachomatis.

In cel mai recent studiu multicentric desfasurat in Canada, pe un lor de 899 de
gravide, riscul de prematuritate este corelat cu prezenta HPV16/18, independent de alti
factori. %

Studiul prospectiv HERITAGE a fost desfasurat in 3 centre academice din Montreal,
in perioada noiembrie 2010 — octombrie 2016. Obiectivul studiului a fost asocierea dintre
infectia HPV si nasterea prematura, astfel s-a determinat ADN-HPV vaginal in trimestrul
intai si in trimestrul III de sarcina, precum si la nivel placentar, Rezultatul acestui studiu
indica o corelatie semnificativa Intre persistenta tulpinilor HPV 16/18 la nivel vaginal si
nasterea prematurd. Rezultatele au fost similar si in cazul gravidelor farad istoric de leziune
cervicala neoplazica.

In studiul nostru, am cautat si noi asocierea dintre nasterea premature si tipul tulpinii
HPV, LR-HR, ulterior corelatia: nastere premature — HPV 16. Rezultatele nu au fost statistic
semnificative (p=0,766); dintre gravidele cu LR-HPV, 25% (n=4) au asociat nastere
prematura, respectiv 21,2% (n=7) din grupul celor cu HR-HPV.

Urmarind specifiv corelatia dintre nasterea prematura si prezenta HPV 16, numai 4
cazuri (22,2%) au avut istoric de nastere premature, alte 14 cazuri (77,8%) nu s-au asociat cu

prematuritatea.
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Rezultatele studiului nostru pot fi justificate prin numarul limitat de cazuri incluse in
lotul de studiu, cat si prin faptul ca testarea HPV a gravidelor s-a realizat inaintea sarcinii sau
in primul trimestru, toate testele fiind calitative, fard determinarea incarcaturii virale sau a
clearance-ului viral pe parcursul sarcinii.

In ceea ce priveste nou-nascutul, ADN-HPV a fost identificat la nivelul mucoasei
genitale, la nivelul mucoasei bucale, cat si conjunctival, unde determina pana la 10% din
tumorile conjunctivale.®*

In literatura, sunt cateva studii care identifici ADN -HPV in proba de tampon bucal,
la nou-nascuti cu varste intre 1 si 4 zile, cu rata mare de variabilitate, intre 0,9 % si 56%.
74,95,96

Variabilitatea este determinati de modul de recoltare, de sensibilitatea metodelor de
determinare a ADN-ului viral, de numarul foarte diferit de pacienti introdusi in studiu.
Tipurile de HPV identificate au fost atat LR (6, 11), cat si HR (16, 18 - cele mai frecvente).
Aceleasi studii identifica prezenta ADN-HPV 6, 11, 16, 18 cu o larga variabilitate si la varsta
de 6 saptamani si la 6 luni: 62%/59%,% respectiv 0%/0%. *° 1% In Studiul familial finlandez
pentru HPV, la 6 luni 21% din probele orale asociaza un rezultat pozitiv prin metoda nested
PCR. 3668

La nivelul cavitatii bucale, HPV pare sa persiste mai mult decat la nivelul mucoasei
genitale, cel mai frecvent intdlnita tulpina in infectiile asimptomatice fiind 16, apoi cele de tip
LR-6si11.13

in studiul nostru, toate probele recoltate la nastere, de la nivelul mucoasei bucale, au
fost negative pentru ADN-HPV prin metoda Nested PCR, metoda cu sensibilitate crescuta.
Clinic, la nastere, niciunul dintre nou-nascuti nu a prezentat leziuni caracteristice infectiei
HPV, cutanate sau la nivelul mucoaselor.

Ulterior, acesti copii au fost evaluati din punct de vedere clinic, la 1 luna si la 6 luni si
S-a constatat absenta leziunilor cutanate sau la nivelul mucoaselor, dar prezenta afectiunilor
respiratorii, infectiilor de cai respiratorii superioare si bronsiolite, mai frecvente in randul
celor proveniti din mame HPV pozitive. Astfel, 29 de copii (59,2%) din esantionul de mame
pozitive au prezentat afectiuni respiratorii In primele 6 luni de viata, fata de 11 copii (22,4%)

din esantionul de mame HPV negative.
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CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Concluziile desprinse in urma acestui studiu sunt:

1.

Lotul de studiu, format din 49 de gravide HPV positive; respectiv lotul martor

reprezentat din 49 gravide HPV negative.

Am analizat caracteristicile epidemiologice ale lotului investigat si am identificat

urmatoarele elemente particulare:

Varsta medie este 31,73 ani.
Pacientele cu studii superioare au asociat mai frecvent infectia cu virusul papiloma
uman (50,6% versus 47,4%).
Pacientele casatorite au asociat un rezultat pozitiv intr-un procent mai mare, de

52,4%, 1n urma genotiparii HPV.

Am efectuat evaluarea distributiei factorilor de risc pentru leziunea de col uterin si

anume: durata relatiei, statutul de fumatoare al pacientei, tipul tulpinii HPV

infectante, coinfectia cu specii precum Mycoplasma hominis si Ureaplasma

urealyticum.

Valoarea medie a relatiei in randul pacientelor pozitive a fost de 4,18 ani.
Pacientele fumatoare au reprezentat un procent de 40,8% din randul pacientelor
care au asociat un rezultat pozitiv in urma testarii HPV, iar pacientele nefumatoare
au fost pozitive Intr-o proportie identica de 40,8%.

Din numarul total de gravide fuméatoare (n=20), am observat un procent de 25%
(n=5) care asociau infectie HPV LR, respectiv un procent de 75% (n=15) care
asociau infectie HPV HR.

Am observat faptul ca a fost o incidentd mai mare a pacientelor infectate cu o
singura tulpind HPV (n = 36), pe urmatorul loc situdndu-se pacientele infectate cu
2 tulpini (n = 7). De asemenea, a fost decelat un caz care asocia 6 tulpini de HPV.
in functie de genotipul HPV infectant, asocierea strict a infectiei cu tulpini non-
oncogene de HPV a fost observatd in 32,7 % din cazuri (n = 16), cu tulpini
oncogene de HPV a fost decelatd in 49 % din cazuri (n = 24), in timp ce asocierea
celor doua tipuri de virus (atat oncogen, cat si non-oncogen) a fost notata in 18,4
% din cazuri (n = 9). Incidenta cea mai mare a prezentat-o tulpina HPV 16, atat in

infectii unice, cat si In infectii asociate, urmata de HPV 6 si HPV 18.
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e In ceea ce priveste coinfectia cu specii precum Mycoplasma hominis si/ sau
Ureaplasma urealyticum, 1in lotul de lucru am identificat 8 paciente din 49 (un
procent de 16,3 %), iar 1n lotul de control am regdasit 5 paciente din 49 (un procent
de 10,2 %).

e O alta coinfectie pe care am luat-o in calcul a fost infectia cu Chlamydia
trachomatis, dar in grupurile noastre nu am identificat nicio pacientd cu
chlamydioza.

Am analizat inclusiv statusul de vaccinare anti HPV al pacientelor comparativ cu

trecerea acestora prin infectia HPV.

e Dintre pacientele vaccinate impotriva HPV au iesit ca fiind pozitive in urma
genotiparii HPV doar 1in 37,5% din cazuri (n = 3), restul de 62,5% (n = 5) fiind
negative. Dintre pacientele nevaccinate impotriva HPV au iesit ca fiind pozitive
51,1% (n = 46), in timp ce 48,9% au fost negative (n = 44).

Un alt aspect analizat a fost tipul lezional cu care au fost diagnosticate pacientele

incluse in studiul nostru. Astfel, 93,9% (n = 46) dintre paciente pozitive au fost

diagnosticate cu leziune la nivelul colului uterin, restul de 6,1 % (n = 3) prezentand
leziuni de tip condilomatoza vulvo-vaginala.

In urma evaludrii am constatat prezenta hipertensiunii arteriale induse de sarcini in

cazul a 4 paciente HPV pozitive, respectiv 4 paciente HPV negative. Am obiectivat

astfel proportii identice in ambele grupuri de paciente.

Am evaluat durata travaliului in grupul pacientelor pozitive si negative. Am observat

o duratd medie a travaliului comparabila intre cele 2 loturi studiate: de 9 ore pentru

pacientele pozitive si de 8 ore pentru pacientele negative. La analiza grupurilor de

paciente pozitive versus negative care au parcurs travaliul avand membranele rupte,
am obiectivat faptul ca durata medie a travaliului a fost aproximativ egald, si anume

7,25 ore in randul pacientelor pozitive comparativ cu 6,6 ore in randul pacientelor

negative.

Astfel, in randul gravidelor HPV pozitive (n=49), 77,6% din nasteri (n=38) au fost

finalizate prin operatie cezariand, in timp ce 22,4% (n=11) au fost finalizate pe cale

vaginala.

De asemenea, am evaluat procentul gravidelor care s-au prezentat la camera de garda

in vederea admisiei pe sectia de obstetrica-ginecologie pentru ruptura spontand a

membranelor amniotice 1n rdndul pacientelor cu infectie HPV.

33



Astfel, am constatat ca in lotul HPV pozitiv se regasesc 12 gravide (24,5%) care
au fost internate cu membrane rupte spontan precoce, respectiv 37 gravide
(75,6%) care nu au prezentat acest semn la momentul internarii.

Am examinat numarul de paciente cu infectie HPV HR comparative cu LR 1n
cadrul gravidelor internate pentru pierdere de lichid amniotic.

Astfel, dintre cele 12 gravide HPV pozitive cu membrane rupte, HPV LR a fost
regasit la 58,3% (n=7) dintre acestea, comparativ cu 41,7% (n=5) care au asociat

HPV HR.

10. Un alt aspect evaluat a fost riscul de nastere prematura.

am comparat grupurile prin prisma starii civile pentru a identifica riscul de
nastere prematurd de fond al pacientelor si am observat ca 16,7 % dintre
pacientele casatorite (n = 14) au asociat o nastere prematura comparativ cu 6,7 %
(n = 1) din lotul pacientelor necasatorite.

am comparat si lotul de paciente cu infectie HPV, respectiv fara infectie HPV
pentru a identifica riscul de nastere prematura de fond al pacientelor si am
observat faptul ca in lotul pacientelor HPV pozitive 22,4 % dintre acestea (n =
11) au asociat nastere prematurd comparativ cu lotul pacientelor HPV negative
din care doar 8,2 % (n = 4) au asociat nastere prematura. Diferenta reiesitd a fost
semnificativa din punct de vedere statistic (p = 0.050).

Am obiectivat un procent de 25,0 % (n = 4) din lotul de paciente infectate cu
tulpini HPV cu risc scdzut si 21,2 % (n = 7) din lotul de paciente infectate cu
tulpini HPV de grad inalt care au asociat nastere prematura.

Am realizat o paralela intre prezenta tulpinii HPV 16 si riscul nasterii premature
in randul acestor paciente. Astfel, in cazul pacientelor HPV pozitive cu genotipul
16, doar 4 cazuri (22,2%) au avut 1n istoric nastere prematurd, spre deosebire de
procentul de 77,8% (14 cazuri) care nu au asociat nastere prematurd in
antecedente.

Am cercetat riscul de nastere prematura si in randul pacientelor cu infectie HPV
la care s-a intervenit chirurgical prin electrorezectie cu ansa diatermica. Dintr-un
numar de 49 de paciente HPV pozitive, 11 au prezentat nasteri premature. Din
acest grup restrans doar in 5 cazuri (45%) s-a intervenit chirurgical la nivel

cervical.
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11. Am obiectivat un procent mai mare de avorturi spontane in randul pacientelor
casatorite, si anume 34,5 % (n = 29) spre deosebire de grupul de paciente necasatorite
unde doar 7,1 % (n = 1) au asociat avort spontan. Aceste diferente procentuale s-au
dovedit a avea semnificatie statisticd (p = 0.040). Am obiectivat faptul cd 60,6 %
dintre pacientele HPV pozitive care au asociat cel putin un avort spontan (n = 20) erau
diagnosticate cu tulpini cu risc inalt, spre deosebire de procentul de 12,5 % (n = 2)
care reprezintd pacientele cu avort spontan diagnosticate cu infectie cu HPV cu risc
scazut. Diferentele procentuale determinate prezintd semnificatie din punct de vedere
statistic (p = 0.001). Am identificat faptul ca in randul pacientelor cu tulpina HPV 16,
13 cazuri (72,2%) au asociat avorturi spontane, comparative cu 5 cazuri (27,8%) care
nu au avut in antecedentele personale sarcini pierdute. Diferentele procentuale au
reiesit semnificative din punct de vedere statistic (p=0.003).

12. In studiul nostru, ne-am propus identificarea ADN-ului viral pentru HPV la nou-
ndscutii din mame HPV pozitive, sustinand ideea transmiterii intrauterine si perinatale
a infectiei HPV. Astfel, in primele minute de viata, in sala de nastere, s-au recoltat la
nou-nascuti tampon bucal, aspirat gastric — lichid amniotic — si sange din cordonul
ombilical. In probele biologice recoltate, s-a urmarit izolarea ADN-ului viral folosind
kituri de extractie specifice.

13. Am testat toate probele biologice cu continut de calitate a ADN-ului viral folosind
metoda cu sensibilitate crescuta — PCR tip Nested, dar rezultatele au fost negative.

14. Am evaluat clinic nou-nascutii, in primele minute de viata, si nu am identificat leziuni
caracteristice infectiei HPV, cutanat sau la nivelul mucoaselor. La reevaluarea de la 1
luna si de la 6 luni, am constatat absenta leziunilor cutanate sau la nivelul mucoaselor,
dar prezenta afectiunilor respiratorii, infectii de cai respiratorii superioare si
bronsiolote, mai frecvente la cei proveniti din mame HPV pozitive. Astfel, 29 de
copii (59,2%) din esantionul de mame pozitive au prezentat afectiuni respiratorii in
primele 6 luni de viata, fata de 11 copii (22,4%) din esantionul de mame HPV

negative. Diferenta este semnificativa statistic, p<0,001.

Contributii personale

Am efectuat un studiu prospectiv pe un lot de 49 de gravide HPV pozitive, cu lot martor,
identic numeric, de gravide HPV negative cu scopul de a pune in evidenta transmiterea
materno-fetala a infectiei cu HPV si de a analiza asocierea riscului de nastere prematura, de

avort spontan si de HTAIS cu infectia HPV.
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In studiul de fata am demonstrat o corelatie semnificativa statistic intre riscul de nastere
prematura si prezenta HPV la gravida, indiferent de tipul tulpinii, HR sau LR.

in privinta asocierii dintre HPV si riscul de avort spontan, am obiectivat un procent mai
mare de avorturi spontane la pacientele HPV pozitive in comparatie cu grupul pacientelor
HPV negative si, de asemenea, am demonstrat un procent mai mare de avorturi spontane la
pacientele casatorite versus necasatorite, ambele diferente fiind semnificative statistic.

Am inclus in studiu analiza lotului nou-nascutilor proveniti din gravide HPV pozitive si
cele HPV negative cu scopul de a dovedi transmiterea materno-fetala a infectiei HPV. Am
monitorizat si reevaluat clinic copiii pe o perioada de 6 luni. Statistic, in grupul copiilor
proveniti din gravidele din lotul de studiu au predominat infectiile respiratorii, diferenta este
cu semnificatie statistica.
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