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LISTA DE ABREVIERI

ACE2 = enzima de conversie a angiotensinei 2

AIP = patologia inflamatorie acuta

AND = acid dezoxiribonucleic

ARN = acid ribonucleic

BPD = displazia bronhopulmonara

BTS = boli cu transmitere sexuala

CD44 = clusterului de diferentiere 44

CIP = patologia inflamatorie cronica

COVID-19 = coronavirus 2019

COX-2 = ciclooxigenaza-2

CVS = vilozitati corionice

E. Coli = Escherichia coli

FIGO = Federatia Internationala de Ginecologie si Obstetrica
FVM = malperfuzie vasculara fetala

GBS = Streptococul de grup B

H&E= Hematoxilina si eozina

H20:2 = Peroxid de hidrogen

hCG = gonadotropina corionica umana

IAl = infectia intra-amniotica

IFITM1-3 = proteina transmembranara indusa de interferon 3
IHC = imunohistochimie

IMC = indicele de masa corporala

LBW = greutate mica la nastere

M. hominis = Mycoplasma hominis

MERS = sindromul respirator din Orientul Mijlociu
MERS-CoV = sindromul respirator coronavirus din Orientul Mijlociu
MVM = malperfuzie vasculara materna

NICU = unitatea de terapie intensiva neonatala

NP = nastere prematura

OPN = Osteopontina

PCR = reactie de polimerizare in lant

PHH3 = Fosfohistona 3

PROM/PPROM = ruperea prematura a membranelor fetale
PTB = nasterea prematura

RT-PCR = reactie de polimerizare in lant prin revers transcriptaza
SARS-CoV-2 = sindromul respirator acut sever coronavirus 2
SGA = fetusi mici pentru varsta gestationala (small for gestational age (eng.))
SNC = sistemul nervos central

SYN = sincitiotrofoblast multinucleat

TMPRSS2 = serin proteaza-2 transmembranara

TNF = factorul de necroza tumorala

U. urealyticum = Ureaplasma urealyticum

VDR = receptorul de vitamina D



Capitolul 1
STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Principala cauza de mortalitate infantila in tarile dezvoltate dar si in curs de dezvoltare este
reprezentatd de nasterea prematura. Anual se nasc 15 milioane de nou-nascuti prematur iar ascensionarea
bacteriilor de la nivel vaginal in cavitatea uterind, este responsabild de marea majoritate a acestor nasteri.
Chiar si microorganismele care determina aparitia unei disbioze (de tipul Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum, Gardnerella vaginalis), cu virulenta scazuta, pot determina nastere prematura prin stimularea
producerii de citokine proinflamatorii care pot produce ruptura prematurd a membranelor si contractii
uterine. Ruptura prematura de membrane, inainte de 37 de saptaméani, apare in aproximativ 30% din
nasterile spontane premature. Cea mai frecventa cale de infectie intrauterind sunt bacteriile ascendente
din tractul genital inferior. Acest lucru se intdmpla cel mai frecvent in prezenta ruperii membranelor, dar
este posibil si cu membranele intacte. Flora microbiand reprezentativa si cel mai frecvent intalnita in
infectiile tractului genital feminin este compusa din: Streptococul de grup B, Escherichia coli (E. Coli),
Enterococcus faecalis, Enterobacter spp., Candida spp., Ureaplasma urealyticum (U. urealyticum),
Mycoplasma hominis (M. hominis), Chlamydia trachomatis si vaginoza bacterianad; microorganisme
prezente intr-o flora vaginala saraca sau absenta in lactobacilli, respectiv in infectie cu bacteria Gram-
negative (Brown et al., 2019). Infectia intrauterina poate fi polimicrobiana si, in majoritatea cazurilor, este
cauzata de o combinatie de organisme anaerobe si aerobe. Agentii patogeni care sunt cel mai frecvent
izolati Tn lichidul amniotic al pacientelor cu corioamniotita sunt cei care se gasesc in flora vaginala, inclusiv
Gardnerella vaginalis, Ureaplasma urealyticum, Bacteroides bivius, streptococi de grup A, B si D,
Peptococcus, Peptostreptococcus si Escherichia coli. Alte cai de infectie includ infectia hematogena
(transmisa prin sénge) sau transplacentara, infectia retrograda din pelvis si infectia transuterina cauzata de
procedurile medicale, cum ar fi amniocenteza si prelevarea de vilozitati corionice (CVS), dar toate acestea
sunt relativ rare (Brown et al., 2019; Romero et al., 2007; Vogel et al., 2006).

Literatura de specialitate puncteaza rolul pivotant al microflorei vaginale normale si valentele
negative ale vaginozei bacteriene in sarcina. Studiile sustin ca prezenta infectiei cu Candida si vaginoza
bacteriana in timpul sarcinii cresc riscul de avort si nastere prematura. De asemenea, a fost evidentiat de
catre literatura de specialitate si faptul ca vaginita pe durata sarcinii poate determina complicatii importante
precum avortul spontan, nasterea prematura, ruptura prematura de membrane, corioamniotita, greutate
mica la nastere si endometrita (Brown et al., 2019; Peaceman et al., 2014).

Impactul sindromului respirator acut sever coronavirus 2 (SARS-CoV-2) si al bolii asociate
coronavirus 2019 (COVID-19) asupra femeilor insarcinate si a nou-nascutilor este de interes deosebit
pentru obstetricieni, pediatri si pacienti (Engjom et al., 2024). Coronavirusurile sunt virusuri ARN
monocatenare, incapsulate. Majoritatea coronavirusurilor care circula in mod obisnuit cauzeaza infectii
respiratorii superioare usoare, cu boli severe ocazionale la indivizii imunocompromisi. Coronavirusurile noi
anterioare care au cauzat infectii umane semnificative includ sindromul respirator acut sever (SARS, cauzat
de coronavirusul SARS-CoV) intre 2002 si 2004 si sindromul respirator din Orientul Mijlociu (MERS, cauzat
de coronavirusul MERS-CoV) din 2012 pana in prezent (Goyal et al., 2022). Se estimeaza ca epidemia de
SARS (care s-a incheiat oficial in 2023, desi cazuri sporadice au fost raportate pana in 2024) a implicat
aproximativ 100 de femei gravide la nivel mondial. Mai multe serii de cazuri au demonstrat ca infectia cu
SARS in timpul sarcinii a fost asociatéa cu infectii materne severe, risc crescut de deces matern si avort
spontan.

Lucrarea de doctorat intitulata ,Impactul factorilor proinflamatori in patologia obstetricala” a avut ca
scop investigarea rolului markerilor proinflamatori placentari in evolutia sarcinii si in aparitia complicatiilor
obstetricale, in contextul infectiei cu SARS-CoV-2 si al vaccinarii anti-COVID-19. Cercetarea a urmarit sa
evidentieze modul in care inflamatia placentara influenteaza dezvoltarea fetala si adaptarea imunologica
materno-fetala.

Obiectivele principale ale studiului au fost:
- Studierea factorilor pro inflamatori si urmarile acestora la femeile insarcinate

- Evaluarea expresiei placentare a biomarkerilor celulari la femeile Tnsarcinate Tn contextul
pandemiei de COVID-19



- Examinarea variatiei receptorului de vitamina D la femeile inséarcinate in contextul pandemiei de
COVID-19

- Evaluarea expresiei placentare a biomarkerilor celulari si variatiile receptorului de vitamina D la
femeile insarcinate in contextul pandemiei de COVID-19

Infectiile vaginale reprezinta o problema comuna si frecventa in practica medicala si pot implica
diverse microorganisme (bacterii si fungi). Printre microorganismele implicate in aceste infectii se numara
Streptococul, Escherichia coli (E. coli), Enterococcus, Enterobacter, Gardnerella vaginalis, Ureaplasma si
Candida. Infectiile genitale dobandite pe parcursul sarcinii pot pune in pericol atat buna dezvoltare a
fatului cat si sanatatea mamei, cum ar fi corioamniotita, nasterea prematura si ruptura prematura a
membranelor. Acestea survin pe un teren imunologic compromis, cauzat de sarcina, imunitatea mamei
scazand pentru a putea oferi toate conditiile optime de dezvoltare ale fatului (Brown et al., 2019; Daultt-
Leyva et al., 2018; Gongalves et al., 2022).

Patologia placentara in contextul infectiei cu SARS-CoV-2 este un domeniu activ de cercetare, iar
intelegerea noastra asupra acesteia este in continua evolutie. Cu toate acestea, s-au raportat anumite
constatari in cazurile de patologie placentara asociatd cu SARS-CoV-2 (Prochaska et al., 2020). in unele
cazuri, patologia placentara a evidentiat hipoperfuzia vasculara materna, caracterizata de anomalii in
vasele de sange matern ale placentei. Acestea pot include modificari precum fluxul sanguin anormal,
tromboza si infarctul la nivel placentar. De asemenea, au fost raportate cazuri in care exista dovezi ale
prezentei virale sau materialului genetic al SARS-CoV-2 in tesutul placentar insusi, sugerand posibilitatea
unei implicari virale directe (Prochaska et al., 2020). Este important de mentionat ca aceste constatari nu
sunt universale si pot varia de la un caz la altul. La momentul actual, inca nu se cunoaste Tn mod cert
daca infectia cu SARS-CoV-2 poate fi transmisa vertical. Rapoartele de caz indica posibilitatea infectarii
placentare si neonatale, si asociaza infectia materna cu modificari placentare.

Cercetarea continua si dezvoltarea de strategii de diagnostic precoce precum si managementul
eficient al corioamniotitei sunt esentiale pentru reducerea riscului de nastere prematura si a complicatiilor
asociate. O abordare multidisciplinara, care implicd medici obstetricieni, neonatologi, infectionisti si
microbiologi este necesara pentru a imbunatati rezultatele materno-fetale In cazurile de corioamniotita si
nastere prematura.

La nivel global, pandemia de COVID-19, a avut un efect profund asupra femeilor gravide si asupra
nasterilor, 1d8sand in cele din urma multe aspecte ale acestei patologii inca nedeslusite si pentru care cativa
ani mai tarziu necesita inca un efort considerabil pentru intelegerea pe deplin a unor aspecte.

Informatii semnificative privind sanatatea a mamei, dar si a fatului pot fi oferite de catre examinarea
histopatologica a tesutului placentar. Infectile virale in perioada sarcinii au fost asociate cu constatari
placentare specifice precum: vilitd limfoplasmocitara cu marirea asociata a vilozitatilor si depunerea de
hemosiderina intravilozitara in contextul infectiei materne cu citomegalovirus, dar si intervilositati in
contextul infectiei cu virusul Zika si virusul Dengue.

Nasterea prematura (PTB) reprezintd cea mai mare provocare in obstetricd in era moderna.
Incidenta nasterii premature raméne stabild in mai multe regiuni ale lumii si fluctueaza intre 5% si 12%, dar
in unele téari tinde sa creasca, cum ar fi in tarile subdezvoltate sau in America Latind, unde saracia are un
utilizarea incorectéd a antibioticelor in acest grup de pacienti (WHO, 2012). Nasterea prematura a fost
identificatd ca fiind principala cauza de mortalitate infantila, atat in tarile dezvoltate dar si in curs de
dezvoltare. Flora microbiana este cea mai frecventa intalnita in infectiile tractului genital feminin este
reprezentata de: Streptococul de grup B, Escherichia coli (E. Coli), Enterococcus faecalis, Enterobacter
spp., Candida spp., Ureaplasma urealyticum (U. urealyticum), Mycoplasma hominis (M. hominis),
Chlamydia trachomatis si vaginoza bacteriana; microorganisme prezente intr-o flora vaginala saraca sau
absenta n lactobacilli, respectiv in infectie cu bacteria Gram-negative. Literatura de specialitate sustine ca
prevalenta microorganismelor Tn tractul genital al femeilor intr-o populatie este modificata in functie de:
varsta, rasa, statutul socio-economic, utilizarea contraceptivelor, menstruatia si sarcina. Asocierea dintre
corioamniotita si nasterea prematura este bine documentata in literatura medicala. Inflamatia persistenta
si infectia din corioamniotita pot duce la modificari structurale si functionale Th membranele corioamniotice,
inclusiv subtierea si slabirea acestora. Managementul adecvat al corioamniotitei este esential pentru
reducerea morbiditatii si mortalitati materno-fetale. Diagnosticul precoce si tratamentul prompt al
corioamniotitei pot ajuta la prevenirea complicatiilor severe contribuind astfel la reducerea riscului de
nastere prematura si a complicatiilor asociate.



Capitolul 2
MARKERII IMUNOHISTOCHIMICI

Osteopontina (OPN) este o glicoproteina extracelulara cu multiple roluri in procesele biologice,
inclusiv inflamatie, reglarea matricei extracelulare si interactiunea cu celulele imune. Aceasta proteina este
exprimata in diverse tesuturi si joaca un rol important in dezvoltarea si functionarea placentara. Expresia
OPN la nivelul placentei poate fi afectata in cazul corioamniotitei, inflamatia membranelor fetale si a
lichidului amniotic. Studiile anterioare au evidentiat ca OPN poate fi implicata in procesele inflamatorii la
nivel placentar si poate juca un rol in raspunsul imun al organismului la infectie.

Fosfohistona 3 (PHH3) este un marker specific pentru mitoza, fiind exprimat in fazele finale ale
mitozei si Tn timpul diviziunii celulare active. Prin identificarea celulelor pozitive pentru PHH3 la nivelul
placentei, se poate evalua activitatea mitotica si nivelul de proliferare celulard. PHH3 poate fi folosit pentru
a determina nivelul de dezvoltare si maturitate al placentei conform studiului lui Bermick et al. (2019)
(Bermick et al., 2019).

Evaluarea PHHS3 placentara poate oferi informatii despre activitatea mitotica a celulelor trofoblastice,
care sunt responsabile de formarea si remodelarea vaselor de sange de la nivelul placentei. Un nivel
crescut de PHH3 poate indica o proliferare celulara anormala sau o dezvoltare placentara deficitara (Hord
et al., 2020).

Utilizarea biomarkerului PHH3 la nivel tisular la pacientele cu corioamniotitd poate oferi informatii
suplimentare despre gradul de inflamatie, stres celular si activitatea celulara in placenta afectata. Cu toate
acestea, este important de mentionat ca interpretarea rezultatelor trebuie facuta in contextul clinic complet,
luénd in considerare si alte investigatii si semne clinice asociate corioamniotitei.

Receptorul de vitamina D (VDR) este implicat in reglarea functiei imune, iar expresia sa la nivelul
placentei poate fi afectata in cazul corioamniotitei. VDR este un receptor nuclear care se leaga de vitamina
D si actioneaza ca un factor de transcriptie, regland expresia genelor implicate in diverse functii biologice.

Studiile au aratat ca expresia VDR la nivelul placentei poate fi modificata in cazul corioamniotitei.
Vitamina D si receptorul sau, VDR, sunt implicate in reglarea imunitatii innascute si adaptative, inclusiv in
functia de bariera a epiteliului placentar si in reglarea inflamatiei. In cazul corioamniotitei, care este o
afectiune inflamatorie, s-a observat o scadere a expresiei VDR in placenta afectata (Cookson et al., 2018;
Guevara et al., 2020; Knabl et al., 2017).

Scaderea expresiei VDR poate avea consecinte negative asupra functiei imune si inflamatiei la nivel
placentar, in corioamniotita. De exemplu, scaderea nivelului de VDR poate duce la activarea excesiva a
sistemului imunitar si la eliberarea crescuta de citokine proinflamatorii, care pot agrava inflamatia si pot
afecta schimburile materno-fetale de la nivel placentar. Este important de mentionat ca interpretarea
rezultatelor trebuie facuta ludnd in considerare si alte aspecte clinice si investigatii asociate infectiilor
vaginale, respectiv corioamniotitei.

Rolul vitaminei D n dezvoltarea creierului fatului a fost subliniat dupa identificarea receptorilor pentru
vitamina D (VDR) in creierul fetal. Vitamina D prezintd capacitatea de traversare a barierei
hematoencefalice, prin legarea de VDR, stimuland astfel o gama larga de raspunsuri (Kesby et al., 2011).

CD44 este o moleculd de adeziune celulara si un receptor pentru hialuronan, o componenta
importanta a matricei extracelulare. CD44 joaca un rol important in procesele inflamatorii si de regenerare
tisulara. Aceasta molecula este exprimata in diverse tesuturi si joaca un rol crucial in procesele de
dezvoltare, inflamatie si regenerare.

Expresia CD44 la nivelul placentei poate fi afectata in cazul inflamatiei membranelor fetale si a
lichidului amniotic. CD44 este exprimat in diferite tipuri de celule ale placentei, inclusiv trofoblastul si
celulele stromale. Aceasta moleculd are roluri multiple, inclusiv aderentad celulara, migrare celulara,
reglarea inflamatiei si interactiunea cu matricea extracelulara. CD44 poate participa, de asemenea, la
procesele de implantare, vascularizare si dezvoltare cu functionare a placentei (Marzioni et al., 2009).

Expresia CD44 la nivelul placentei poate fi crescuta in cazul corioamniotitei, reflectand activarea
sistemului imunitar si interactiunea celulelor inflamatorii cu matricea extracelulara. Modificarile Tn expresia
CD44 pot avea consecinte asupra functiei placentare si pot contribui la severitatea inflamatiei in
corioamniotita.

COX-2 (ciclooxigenaza-2) este o enzima implicatd in productia de prostaglandine, mediatori
importanti ai inflamatiei si reglarii proceselor fiziologice in organism.



Prostaglandinele produse de COX-2 pot contribui la amplificarea inflamatiei si la declansarea
contractiilor uterine, ceea ce poate avea consecinte asupra evolutiei sarcinii si a nasterii cu aparitia
complicatiilor fetale si neonatale date de nasterea prematura asociata cu infectia. In placenta, COX-2 este
exprimat Tn diverse tipuri de celule si joaca un rol crucial in dezvoltarea si functionarea normala a acestui
organ.

. De asemenea, COX-2 poate influenta functia de bariera a placentei si poate juca un rol in
interactiunea materno-fetald. Pe de altd parte, corioamniotita poate afecta expresia COX-2 placentar si
poate amplifica inflamatia in mediul materno-fetal, avand consecinte negative asupra sarcinii (Guzeloglu-
Kayisli et al., 2015).

Analiza expresiei imunohistochimice a unor markeri specifici placentari permite o intelegere
aprofundatd a mecanismelor inflamatorii si de adaptare tisularda Tn cursul sarcinii. Markerii CD44,
osteopontina (OPN), ciclooxigenaza-2 (COX-2) si receptorul pentru vitamina D (VDR) reprezinta elemente-
cheie in reglarea interactiunilor celulare, a proceselor de diferentiere trofoblastica si a raspunsului imun
local. CD44, o glicoproteina transmembranara implicatd ih adeziunea celulara si migratia trofoblastului,
joaca un rol esential in implantare si remodelarea vasculard. OPN, o proteina matriciala multifunctionala,
mediaza interactiunile celula-matrice si participa la controlul echilibrului pro- si antiinflamator. COX-2, o
enzima indusa in conditii inflamatorii, contribuie la sinteza prostaglandinelor, esentiale pentru angiogeneza
si mentinerea homeostaziei placentare. VDR, receptor nuclear al vitaminei D, exercitd un efect
imunomodulator complex, influentand expresia genica implicata in raspunsul inflamator si toleranta imuna
materno-fetala. Evaluarea acestor biomarkeri ofera perspective importante asupra modului in care
procesele inflamatorii si statusul imunologic matern pot influenta dezvoltarea si functia placentei in conditii
fiziologice si patologice.

Capitolul 3

STUDIUL EXPRESIEI PLACENTARE A BIOMARKERILOR CELULARI LA FEMEILE INSARCINATE IN CONTEXTUL
PANDEMIEI DE COVID-19 (NEGATIVE, VACCINATE S| POZITIVE)

in vederea intelegerii mecanismului de transmisie de la mama la fat al infectiilor emergente
anterioare, s-a recurs la examenul anatomo-patologic al placentelor, ceea ce s-a dovedit a fi o tehnica
extrem de informativa (Schwartz et al., 2021).

In toate tesuturile umane, macrofagele mediaza homeostazia, dezvoltarea, repararea si imunitatea
tesuturilor. Tn timpul dezvoltarii embrionare, primele macrofage care apar sunt derivate printr-un proces
numit hematopoieza primitiva, numite celulele Hofbauer, care apar in principal in stroma placentei umane
din primul trimestru, dupa 18 zile de la conceptie, similare macrofagelor din sacul vitelin. Placenta reprezinta
o bariera cruciala care protejeaza fatul de infectiile verticale. Nu este insa pe deplin elucidat daca celulele
Hoffbauer au capacitatea de a detecta si de a raspunde la stimuli microbieni, prin intermediul receptorilor
Toll-like si de a face distinctia intre diferite modele moleculare asociate agentilor patogeni derivate dintr-o
serie de microbi, demonstrand astfel cad acestea nu sunt primitive din punct de vedere functional. Chiar
daca functia lor este slab descrisa, exista o serie de factori pe care i secreta, inclusiv osteopontina si
metaloproteinaza-9, cu un impact asupra angiogenezei si remodelarii placentare, care pot ajuta la
repararea tesutului placentar (Thomas et al., 2021).

Studiul expresiei CD44, OPN si COX-2 in tesutul placentar ar putea oferi informatii valoroase cu
privire la efectele infectiei si vaccinarii cu COVID in timpul sarcinii. Fiecare marker joaca un rol distinct in
procesele celulare si raspunsurile imune, ceea ce evidentaza importanta pentru intelegerea patologiei
placentare in diferite conditii. Scopul acestui studiu a fost de a evalua expresia CD44, OPN si COX-2 in trei
grupuri de femei gravide (sanatoase si nevaccinate, COVID-pozitive si nevaccinate si femei gravide
COVID-vaccinate si COVID-negative) pentru a evalua posibilele cai fiziopatologice pentru alterarile
arhitecturii placentare consecutive raspunsurilor inflamatorii, care pot fi influentate de infectiile virale sau
de modularea imunitara indusa de vaccin. Pornind de la cunoasterea functiei normale a markerilor anterior
discutati (CD44, OPN si COX-2), in sarcina si lehuzia fiziologica, putem anticipa si interveni in timp util in
cazul aparitiei unui dezechilibru Tn cadrul proceselor fiziologice. Astfel, va fi posibila prevenirea
complicatiilor majore, cu reducerea semnificativa a mortalitatii si morbiditatii materno-fetale.

Acest studiu este considerat a fi primul din Romania, in care se incearca studierea biomarkerilor de
la nivel tisular la paciente gravide, astfel putand fi considerat un pioner care poate pune bazele unor ghiduri



prin care clinicienii sa poata preveni si de ce nu, identifica cat mai precoce cauzele care pot perpetua buna
evolutie a unei sarcini.

Cercetarile derulate au avut drept finalitate imbogatirea cunostintelor referitoare la rolul distinct al fiecarui
marker in ceea ce priveste evolutia favorabila a proceselor celulare si raspunsurilor imune, ceea ce
evidentiaza importanta pentru intelegerea patologiei placentare. n cadrul acestui studiu a fost analizata
implicarea celor trei markeri in declansarea unor evenimente in randul gravidelor, care pot determina
avort spontan, ruptura prematurd a membranelor, nastere prematura sau corioamniotita.

Studiul a fost derulat in perioada ianuarie 2021 — ianuarie 2023. Probele de tesut au fost colectate
de la femei care au nascut la termen, cu varsta peste 18 ani, apte sa semneze consimtamantul, fara
complicatii, boli asociate sau tratament cronic. Femeile gravide participante la studiu au fost impartite in
trei grupuri: femei COVID-pozitive si nevaccinate, femei COVID-negative si vaccinate si femei COVID-
negative si nevaccinate. Grupul COVID-pozitiv si nevaccinat a inclus femei asimptomatice, cu boala
detectata oricand in timpul sarcinii, dar cu cel putin 14 zile nainte de nastere. Diagnosticul de infectie
SARS-CoV-2 a fost stabilit cu ajutorul testului de reactie de polimerizare in lant (PCR). Al doilea grup a
inclus femei vaccinate cu vaccin ant-SARS-CoV-2 ARN-mesager (Pfizer), cu prima sau a doua doza
administrata cu cel putin 14 zile inainte de momentul nasterii, care nu au fost niciodaté testate pozitiv pentru
COVID in timpul pandemiei si cu un test rapid COVID negativ, repetat la fiecare trei saptamani in timpul
sarcinii. Grupul de control a inclus femei COVID-negative si nevaccinate care au nascut la termen, fara
complicatii sau patologii asociate (toate femeile incluse in al treilea grup nu au fost niciodata testate pozitive
in timpul pandemiei pana la includerea in studiu si au avut teste rapide COVID negative la fiecare trei
saptamani in timpul sarcinii).

Prin imunohistochimie au fost colectate patru probe de tesut din fiecare placenta, cate una
reprezentativa pentru cele patru cadrane. Sectiunile au fost colorate cu hematoxilind — eozina (H&E) si
examinate anatomopatologic. Coloratia IHC a fost efectuata pe tesuturi fixate in formol, incluse in parafing,
utilizadnd anticorpi monoclonali impotriva clusterului de diferentiere 44 (CD44), a osteopontinei (OPN) si
ciclooxigenazei-2 (COX-2). Toate probele placentare au fost examinate pentru detectarea prezentei CD44,
OPN si anti-COX-2. Celulele pozitive (considerate a fi cele de culoare maro sau maro-galbuie la nivelul
nucleului), din compartimentele epiteliale si stromale au fost considerate CD44, OPN si anti-COX-2 pozitive,
indiferent de intensitatea colorarii sau de numarul de celule pozitive. La examinarea sectiunilor H&E au fost
observate modificari patologice. La pacientele COVID-pozitive si vaccinate, au fost observate semne de
inflamatie, cum ar fi vilita sau intervilozita, depunere crescuta de fibrina si, posibila prezenta de microtrombi.
Aceste modificari au indicat un raspuns imun sau o implicare vascularé asociatd cu COVID. in schimb, la
pacientele non-COVID si nevaccinate, placenta a prezentat caracteristici histologice tipice, fara modificari
inflamatorii sau vasculare specifice. In mod surprinzétor, analiza datelor a identificat o expresie CD44 mai
intensa pe suprafata stromei tesutului conjunctiv placentar in tesutul placentar sanatos, la pacientele
nevaccinate iar in tesuturile placentare de la femeile gravide COVID-pozitive, s-a observat o scadere subtila
a expresiei CD44. Astfel, din punct de vedere comparativ, expresia CD44 a fost cea mai scazuta in
tesuturile placentare vaccinate, la pacientele cu COVID. in plus, analiza a demonstrat o crestere a expresiei
OPN fin tesuturile placentare ale femeilor vaccinate cu COVID, evidenta atat in compartimentul epitelial, cat
si in cel stromal. Femeile COVID-negative si nevaccinate au prezentat o usoara crestere a expresiei OPN
in tesuturile placentare, iar expresia OPN in placenta COVID-pozitiva a fost cea mai scdzuta. in mod
surprinzator, atat in cazurile gravidelor sénatoase, cét si in cele COVID-pozitive s-au inregistrat procente
similare de OPN in compartimentele stromale si epiteliale ale trofoblastului, sugerand o stare relativ stabila,
neinflamatorie. Diferenta notabila a fost observata in grupul pacientelor vaccinate, unde numarul de cazuri
OPN-pozitive a fost dublu fatd de cel al cazurilor OPN-negative. in placentele COVID-negative si
nevaccinate, a fost detectata o expresie crescuta a anti-COX-2 n trofoblaste, celulele deciduei si celulele
imune infiltrate. Tn urma infectiei cu COVID, expresia anti-COX-2 a fost modest crescutd in comparatie cu
nivelurile sale scazute de expresie in placentele vaccinate, fara cazuri negative de anti-COX-2 la femeile
gravide sanatoase si vaccinate. Rezultatele au indicat ca femeile din grupul vaccinat au fost semnificativ
mai susceptibile de a avea o expresie OPN pozitiva in comparatie cu cele din grupul COVID-pozitiv, fara
diferente semnificative Th ceea ce priveste pozitivitatea OPN intre grupul de control si grupul COVID-negativ
si fara niciun impact semnificativ al pozitivitatii CD44 asupra probabilitatii ca OPN sa fie pozitiv. Constatarile
acestui studiu au reflectat o alterare a structurii si a functiei placentare, ca urmare a modificarii expresiei
biomarkerilor studiati. S-a detectat un nivel ridicat a expresiilor CD44 si COX-2 in sarcinile normale
neinfectate si nevaccinate, ca urmare a procesului fiziologic de formare a placentei, cu scaderea bio-
markerilor la femeile infectate cu COVID 19 si modificari mai subtile la persoanele vaccinate. Nivelul de
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OPN a ramas similar, posibil din cauza infectiei cu COVID 19 in trimestrul trei de sarcina cénd placenta
este deja formata si nu mai suferd modificari semnificative. Cu toate acestea, la gravidele care au fost
vaccinate anti COVID 19 in timpul sarcini incipiente s-au constatat modificari subtile ale proportiei de celule
OPN pozitive, numarul de celule pozitive fiind aproape dublu fata de cel al celulelor negative.

In concluzie, acest lucru subliniazi necesitatea unei monitorizari obstetricale mai atente datorité
riscului ridicat de complicatii materne si fetale in cazul aparitiei infectiei cu COVID 19. Avand in vedere
rezultatele obtinute se pare ca infectia cu SARS COV 2 nu aduce modificari semnificative materne si fetale
cu exceptia complicatiilor aparute in urma infectiei cu SARS COV 2 care pot creste mortalitatea si
morbiditatea materno-fetale.

Capitolul 4

INTERACTIUNEA RECEPTORILOR DE VITAMINA D LA FEMEILE INSARCINATE IN CONTEXTUL PANDEMIEI DE
COVID-19 (NEGATIVE, VACCINATE SI POZITIVE)

Pana in anul 2022, au fost depistate peste 197 de milioane de infectii si s-au constatat 4,2 milioane
de decese la nivel mondial de la nceputul pandemiei (Joshi et al., 2022). Infectia cu SARS-CoV-2 poate
avea un impact negativ asupra diferitelor organe si tesuturi, ducand la diverse manifestari clinice (Bertero
et al., 2021). Dincolo de simptomele respiratorii, poate afecta functia gastrointestinala, poate provoca
preeclampsie la femeile gravide (limfopenia, neutrofilia si niveluri ridicate de LDH) (Valdespino-Vazquez et
al., 2021), poate afecta functia hepatica, poate afecta functia renala si cardiaca si poate provoca probleme
neurologice, imune si ale sistemului endocrin (El-Kassas et al., 2023; Tossetta et al., 2022). Accesul
virusului in celulele umane se face prin intermediul enzimei de conversie a angiotensinei 2 (ACE-2), ai carei
receptori sunt prezenti abundent pe sincitiotrofoblastul placentar, sugerand o posibila legatura intre infectie
si afectarea functiei placentare (Di Girolamo et al., 2021; Garg et al., 2023). Impactul acestei patologii
asupra gravidelor si sugarilor prezinta un interes deosebit atat pentru cadrele medicale (medici obstetricieni
si pediatri), cat si pentru pacienti (Shanes et al., 2020). Analiza anatomo-patologica a placentelor Tn timpul
epidemiilor trecute s-a dovedit a fi o tehnica extrem de informativa in intelegerea mecanismului de
transmitere a bolii la fat (Schwartz et al., 2021). Desi fiziopatologia nu este inca complet elucidata,
placentele imature pot fi tinte mult mai vulnerabile la leziuni mediate viral decéat placentele la termen, bine
si normal dezvoltate, datorita raspunsului inflamator sistemic sever si al microtrombilor raspanditi la nivelul
suprafetei acesteia (Patberg et al., 2021).

Durata medie a infectiei cu SARS-CoV-2 este de aproximativ 20 de zile, variind intre 5 si 60 de zile,
astfel incét este posibil ca virusul sa ajunga si sa afecteze placenta inainte de nastere. Ceea ce inseamna
ca virusul poate fi eliminat si nu mai poate fi detectat intr-o proba placentara obtinuta la nastere (Debelenko
et al., 2021). Pe de altd parte, infectia in stadiul tarziu de gestatie poate indica, de asemenea, absenta
dovezii transmiterii verticale transplacentare SARS-CoV-2 sau, deopotriva, poate releva un impact
semnificativ asupra rezultatului perinatal al nou-nascutilor, atat in cazuri usoare, céat si in cazuri mai severe
de infectie (Giordano et al., 2021).

Infectia si inflamatia multiorganica fetald (inclusiv cea de la nivel pulmonar si renal) produse de
SARS-CoV-2 in timpul sarcinii timpurii ar trebui sa alerteze clinicienii in evaluarea si monitorizarea femeilor
gravide cu privire la posibilele consecinte fetale si efecte adverse perinatale (Valdespino-Vazquez et al.,
2021). Chiar si cu un rezultat normal pe termen scurt, nu putem exclude sechelele pe termen lung, cum ar
fi consecintele asupra neurodezvoltarii nou-nascutilor (Sarno et al., 2022).

Studiile indica faptul ca rata infectiei neonatale este mai mare atunci cand nasterea se finalizeaza
prin operatie cezariana (5,3%), comparativ cu nasterea vaginala (2,7%). Analiza histopatologica a placentei
recoltate Tn cadrul fiecarui caz a inclus examinarea globald macroscopica, colorarea standard cu
hematoxilind si eozind, imunohistochimia, hibridizarea fluorescenta in situ, microscopia electronica de
transmisie, precum si detectia secventelor virale prin reactia de polimerizare in lant prin revers transcriptaza
(RT-PCR) (Di Girolamo et al., 2021).

Studiul a inclus 70 de femei insarcinate sanatoase, 65 de femei COVID-19 pozitive in timpul sarcinii
(cu diagnosticul COVID-19 stabilit cu cel putin 14 zile Thainte de nastere) si 35 de femei insarcinate
vaccinate (cu prima sau a doua doza Pfizer administrata cu cel putin 14 zile Tnainte de nastere), cu probe
colectate din ianuarie 2021 pana in ianuarie 2023. Ca si criterii de includere au fost incluse femeile gravide
sanatoase, cu infectie cu SARS-CoV-2 in timpul sarcinii si femeile insarcinate vaccinate cu Pfizer. Probele
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au fost colectate de la femei sanatoase care au nascut la termen fara complicatii, boli asociate sau
tratament cronic. Au fost excluse pacientele cu afectiuni maligne, diabet, depresie, sindroame genetice,
boli infectioase sau autoimune, fumat, alte terapii care afecteazd metabolismul osos si mineral sau
suplimentarea cu vitamina D in decurs de trei luni Thainte de sarcina.

Colorarea IHC a fost efectuata pe tesuturi fixate in formol, care au fost ulterior incorporate in parafina.
Receptorul anti-vitamina D (VDR) a fost diluat 1:3000 si incubat peste noapte la 4°C. Jejunul uman a fost
utilizat ca un control pozitiv pentru VDR pentru a asigura specificitatea si sensibilitatea colorarii, pentru a
valida rezultatele si pentru a exclude rezultatele fals pozitive sau negative. Pentru controlul negativ, probele
de tesut au fost tratate intr-un mod care nu ar trebui sa duca la colorare, astfel incat probele de tesut sa nu
exprime antigenul de interes. O suta saptezeci de probe placentare au fost examinate pentru prezenta
VDR. Celulele pozitive (culoare maro sau maro-galbuie in nucleu) din compartimentele epiteliale si stromale
au fost considerate VDR pozitive, indiferent de intensitatea coloratiei sau de numarul de celule pozitive.

Analiza imunohistochimica a relevat diferente in expresia VDR intre grupuri. Astfel grupul femeilor
insarcinate pozitive COVID-19 a prezentat cea mai scazuta expresie de VDR si s-a observat o corelatie
pozitiva semnificativa intre varsta gestationala la nastere si greutatea la nastere a nou-nascutilor (38,2%).

De asemenea, femeile gravide nevaccinate au o varsta medie cu 3 ani mai mica fata de cele
vaccinate (28 comparativ cu 31). Cand am analizat grupurile pe baza provenientei lor urbane sau rurale,
am detectat ca in grupul femeilor pozitive COVID-19, 73% din cazurile incluse au rezidenta urbana si
aproape 69% din grupul vaccinat, in timp ce in grupul sanatos nevaccinat, distributia pe rezidenta este
egala.

Leziunile histologice placentare au fost clasificate, conform criteriilor din Amsterdam. (Giordano et
al., 2021).

S-a depus un efort considerabil si au fost realizate cercetari ample pentru a explica mecanismele
fiziologice si patologice ale COVID-19, in vederea limitarii raspandirii infectiei si a consecintelor acesteia.
Vitamina D joaca roluri multiple in organismul uman, inclusiv homeostazia calciului, formarea oaselor, dar
si modularea atéat a sistemului imunitar innascut, cat si a celui adaptiv (Cyprian et al., 2019).

Receptorul vitaminei D (VDR) este un receptor nuclear care se leaga de vitamina D si actioneaza ca
un factor de transcriptie, regland expresia genelor implicate in diverse functii biologice (Knabl et al., 2017).
Efectele sale asupra productiei si actiunii citokinelor au fost investigate pe larg, aratand reglarea limfocitelor
T supresive in sarcini complicate si suprimarea proliferarii limfocitelor B si a productiei de imunoglobuline
(Cyprian et al., 2019). In ciuda utilizarii pe scaré larga a vitaminelor prenatale, deficitul de vitamina D este
frecvent in randul femeilor insarcinate (Cyprian et al., 2019).

Initial, s-a crezut ca metabolismul vitaminei D apare in principal la nivelul rinichilor, dar s-a
demonstrat ca sunt implicate si alte organe, cum ar fi glandele pituitare, hipotalamusul, uterul, oviductul,
ovarele, glandele mamare si placenta. Vitamina D sustine dezvoltarea si functia placentei prin reglarea
transportului calciului, esentiala pentru intretinerea sarcinii si prevenirea unui raspuns imun matern
mpotriva embrionului (Cyprian et al., 2019). De asemenea, datorita expresiei in diferite tipuri de celule,
inclusiv trofoblast si celule imune, joaca un rol in reglarea inflamatiei si imunitatii in mediul materno-fetal,
fiind implicatd in functia bariera a epiteliului placentar. In cazul corioamniotitei, care este o afectiune
inflamatorie, s-a observat o scadere a expresiei VDR in placenta afectata (Cookson et al., 2018; Guevara
et al., 2020; Knabl et al., 2017).

Scaderea expresiei VDR poate avea consecinte negative asupra functiei imune si inflamatiei la nivel
placentar. De exemplu, scaderea nivelului de VDR poate duce la activarea excesiva a sistemului imunitar
si la eliberarea crescuta de citokine proinflamatorii, precum si la o rezistenta diminuata la infectii Th mediul
materno-fetal, care pot agrava inflamatia si pot afecta schimburile materno-fetale de la nivel placentar.

Avand in vedere efectele protectoare importante ale vitaminei D in dezvoltarea fatului, screening-ul
nivelurilor de vitamina D Tn perioada preconceptionala si in primul trimestru de sarcina trebuie recomandat
femeilor cu risc crescut de hipovitaminoza D, cum ar fi femeile cu indice de masa corporala ridicat, piele
inchisa la culoare sau boli autoimune, pentru a putea institui un tratament adecvat precoce si pentru a
preveni astfel rezultatele obstetricale adverse (Cyprian et al., 2019).

Cercetarile derulate in cadrul tezei de doctorat au avut drept finalitate imbogatirea cunostintelor
referitoare la microorganismul implicat in aparitia diverselor patologii materne si fetale precum si elaborarea
unor protocoale de diagnostic, tratament si preventie a unei astfel de infectii.

Consider ca acest studiu este primul din Romania, in care se incearca studierea biomarkerilor de la
nivel placentar la paciente gravide, astfel putand fi considerat un pioner care poate pune bazele unor ghiduri
de preventie si de ce nu, de identificare cat mai precoce a cauzei care poate contribui la buna evolutie a
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unei sarcini. In acest mod putem scadea complicatiile materno-fetale aparute in urma aparitiei infectiei cu
SARS-CoV2 asociate sarcinii cu grad crescut de mortalitate si morbiditate atat materna cat si fetala.

Studiul doctoral a analizat implicarea pe care COVID-19 o are in declansarea unor evenimente in
randul gravidelor, care pot determina avort spontan, oligohidramnios, restrictie de crestere fetala, decolare
prematura de placenta normal inserata, hemoragii postpartum, nasteri de feti morti antepartum, scoruri
Apgar mici, sindroame virale congenitale, malformatii congenitale fetale, preeclampsie — mama, nastere
prematura, necesitatea finalizarii nasterii prin operatie de cezariana.

Studiul a inclus 70 de femei insarcinate sanatoase, 65 de femei COVID-19 pozitive in timpul sarcinii
(cu diagnosticul COVID-19 stabilit cu cel putin 14 zile Tnainte de nastere) si 35 de femei insarcinate
vaccinate (cu prima sau a doua doza Pfizer administrata cu cel putin 14 zile Thainte de nastere), cu probe
colectate din ianuarie 2021 pana in ianuarie 2023.

La pacientele care se interneaza cu iminenta de nastere prematura/avort, avort spontan in trimestrul
I, nastere declansata prematur sau membrane rupte prematur, doresc recoltarea probelor pentru testarea
PCR a COVID-19 si nivelul seric al vitaminei D in vederea stabilirii implicarii acestor factori in nasterea
prematura si eventual elaborarea unor protocoale de tratament al acestor cazuri in functie de valorile
markerilor serici sau din lichidul amniotic.

Distributia pe grupe de varsta ale femeilor insarcinate incluse au aratat ca grupurile pozitive pentru
infectia cu COVID-19 au avut cele mai scazute niveluri de receptor al vitaminei D exprimate pe suprafata
celulara. Analiza imunohistochimica a relevat diferente in expresia VDR intre grupuri. Astfel grupul femeilor
insarcinate pozitive COVID-19 a prezentat cea mai scazuta expresie de VDR si s-a observat o corelatie
pozitiva semnificativa intre varsta gestationala la nastere si greutatea la nastere a nou-nascutilor.

Varsta medie gestationala la momentul nasterii in cele trei grupuri prezinta diferente semnificative:
femeile insarcinate pozitive COVID-19 si vaccinate COVID-19 au o varsta gestationala la nastere mai mica
(In medie 38 saptamani) comparativ cu grupul sanatos nevaccinat — 40 saptamani. Aceasta diferenta
semnificativa din punct de vedere statistic intre cele trei grupuri este, de asemenea, evidenta atunci cand
se analizeaza greutatea la nastere a nou-nascutului, copiii din grupul sénatos nevaccinat avand o greutate
mai mare (aproximativ 3500 g) la nastere comparativ cu cei nascuti de femei insarcinate vaccinate sau
COVID-19 pozitive (aproximativ 3200 g). Cu toate acestea, atunci cand am analizat statutul imediat dupa
nastere al nou-nascutilor, asa cum este reflectat de scorul Apgar, nu am gasit nicio diferenta semnificativa
intre cele trei grupuri.

In ceea ce priveste examinarea markerilor serici de infectie / inflamatie, nu am identificat nici o
diferenta din punct de vedere statistic in valorile proteinei C reactive Tn randul participantelor insarcinate.
Cu toate acestea, femeile gravide fara boala si vaccin administrat au avut valori semnificativ mai mari ale
leucocitelor, cu valori egale intre cele care au trecut prin infectie. De asemenea, nu a existat o diferenta
semnificativa statistic in ceea ce priveste valorile hemoglobinei si ale hematocritului ante- si postpartum n
cazul celor 3 grupuri.

Exista o diferenta semnificativa intre cele trei grupuri analizate, cu un numar semnificativ mai mare
de cazuri VDR-negative Tn probele de tesut provenite din placenta femeilor vaccinate COVID-19. Numarul
cazurilor VDR-pozitive este mai mare la femeile Tnsarcinate sanatoase nevaccinate comparativ cu cele
COVID-19 pozitive si la cele care au fost vaccinate.

Rezultatele studiului prezentat au reflectat faptul ca niveluri similare de proteina C reactiva intre cele
trei grupuri studiate si valori mai mari ale leucocitelor in grupurile COVID-19-negative si nevaccinate. Sursa
acestei inconsecvente ar putea fi numarul scazut de cazuri excluse Tn cercetare, datorita criteriilor stricte
de includere si excludere sau poate datorita unor particularitati regionale.

In comparatie cu placentele provenite de la femeile gravide nevaccinate neinfectate, nu au existat
diferente semnificative in aspectul placentar macroscopic si microscopic, inclusiv greutatea placentei,
insertia anormala a cordonului ombilical si malperfuzia vasculard materna sau fetald. Cu toate acestea,
deoarece majoritatea placentelor analizate nu au fost infectate si majoritatea nou-nascutilor au fost negativi
pentru infectia cu coronavirus, constatarile provenind in mare parte din examinarea placentelor sanatoase
de la fetusi neinfectati (Schwartz et al., 2021). Analiza histopatologicd a placentei a inclus examinarea
brutd, colorarea hematoxilind — eozind, imunohistochimia si reactia in lant de polimerizare a revers-
transcriptazei (RT-PCR).

Desi am detectat o greutate mai mica la nasterea fetilor la femeile inséarcinate pozitive COVID-19 si
vaccinate impotriva COVID-19 comparativ cu grupul de control, diferenta nu a fost semnificativa din punct
de vedere statistic. Cu toate acestea, am descoperit o expresie ridicata a receptorului vitaminei D in tesutul
placentar din cazurile sanatoase nevaccinate COVID-19, comparativ cu celelalte doua grupuri din studiul
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nostru — cele infectate si cele vaccinate. Aceste doua rezultate par sa fie conectate, servind drept punct de
plecare pentru gestionarea viitoare a acestei afectiuni in cazul femeilor insarcinate.

Capitolul 5

EXPRESIA MOLECULARA PLACENTARA IN DIFERITE INFECTII VAGINALE CU POTENTIAL PATOGEN

Una dintre cele mai frecvente patologii intalnite Tn timpul sarcinii sunt infectiile vaginale, care joaca
un rol semnificativ in aparitia rezultatelor adverse materne si fetale, crescand atat morbiditatea si
mortalitatea neonatald, cat si cea materna (Daskalakis et al., 2023). Infectile vaginale pot duce la
endometrita, nastere prematura (NP), ruptura prematura a membranelor sau ruptura precoce prematura a
membranelor (PROM/PPROM), avort spontan, restrictie de crestere intrauterina (IUGR), greutate mica la
nastere (LBW), infectie fetala si, in cazurile severe, deces fetal (Daskalakis et al., 2023; Tita & Andrews,
2010; Williams et al., 2000).

Corioamniotita poate debuta Tnhainte de travaliu, in timpul travaliului sau dupa nastere si poate fi
acuta, subacuta sau cronica. Acesta infectie este asociatda cu boala pulmonara cronica la sugar, cu
retinopatia prematuritatii, greutatea foarte scazuta la nastere si dezvoltarea afectata a creierului la sugarul
prematur sau chiar cu transmisia verticala a procesului infectios (Chansamouth et al., 2016; Dautt-Leyva
et al., 2018).

O varietate de microorganisme sunt implicate in infectiile tractului genital al femeilor in timpul sarcinii,
inclusiv Streptococul de grup B (GBS), Escherichia coli (E. Coli), Neisseria gonorrhoeae, Enterococcus
faecalis, Enterobacter spp., Trichomonas vaginalis, Candida spp. si vaginozele bacteriane (VB).
Microorganismele responsabile de boala inflamatorie pelvina, cum ar fi Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis si Chlamydia trachomatis, contribuie si ele in egald masura (Daskalakis et al., 2023).
in special Mycoplasma si Ureaplasma genereaza substante citotoxice care amplifica inflamatia prin
inducerea sintezei ciclooxigenazei-2 (COX-2) si formarea ulterioara de prostaglandine. Modificarile
hormonale din timpul sarcinii cresc susceptibilitatea la Candida spp. Cu colonizarea vaginala observata la
aproximativ 40% dintre femeile gravide, desi, in general, aceasta duce la complicatii mai putin severe n
comparatie cu alte infectii, cum ar fi avortul spontan tardiv, NP si corioamniotita (Daskalakis et al., 2023).
Aceasta cercetare a fost efectuata in vederea descoperirii cauzelor care stau la baza aparitiei raspunsului
inflamator, evaluand patru molecule strans legate cu roluri semnificative in inflamatie, structura si functia
placentara: receptorul vitaminei D (VDR), Clusterul de diferentiere 44 (CD44), osteopontina (OPN) si
ciclooxigenaza-2 (COX-2).

Aceasta cercetare a avut drept scop, investigarea modului in care diferite tipuri de infectii vaginale
din timpul sarcinii modifica expresia VDR, CD44, OPN si COX-2, contribuind la modificari structurale si
functionale placentare. Prin analiza acestor markeri speram s& obtinem o explicatie plauzibild cu privire la
motivul pentru care unele dintre microorganisme au un impact negativ mai semnificativ asupra rezultatelor
materne si fetale decét altele.

Culturile vaginale au fost recoltate (culturi vaginale simple si culturi vaginale pe medii speciale) de la
paciente inainte de initierea tratamentului cu antibiotic, in momentul internarii in spital. Probele au fost
colectate fara utilizarea antisepticelor si s-au efectuat culturi.

Un numar de patru probe de tesut din fiecare placenta, cate una reprezentativa pentru fiecare cadran
au fost prelevate. Sectiunile de hematoxilina si eozina (H&E) si analiza imunohistochimica (IHC) au fost
realizate si examinate anatomopatologic. Coloratia IHC a fost efectuata pe tesuturi fixate in formol, incluse
in parafina, utilizdnd anticorpi monoclonali impotriva VDR, CD44, OPN si COX-2.

Aceasta cercetare a avut drept scop, investigarea modului in care diferite tipuri de infectii vaginale
din timpul sarcinii modifica expresia VDR, CD44, OPN si COX-2, contribuind la modificari structurale si
functionale placentare. Prin analiza acestor markeri speram sa obtinem o explicatie plauzibild cu privire la
motivul pentru care unele dintre microorganisme au un impact negativ mai semnificativ asupra rezultatelor
materne si fetale decéat altele.

Pacientele au fost grupate in functie de varsta materna si varsta gestationaléd la momentul internarii.
Astfel au fost realizate 3 grupe experimentale:

* Grupul 1 — 28-32 de saptamani de sarcing;

* Grupul 2 — 33-36 de saptamani de sarcing;

* Grupul 3 — mai mult de 37 de saptamani de sarcing;
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Culturile vaginale au fost recoltate (culturi vaginale simple si culturi vaginale pe medii speciale) de la
paciente inainte de initierea tratamentului cu antibiotic, in momentul internarii in spital. Probele au fost
colectate fara utilizarea antisepticelor si s-au efectuat culturi. Specimenele pentru grupul de control au fost
recoltate de la femei care au nascut la termen, fara infectii vaginale, complicatii, boli asociate sau tratament
cronic. Au fost excluse din analiza femeile cu complicatii obstetricale si/sau alte complicatii medicale. Pentru
detectarea Ureaplasma si Mycoplasma, au fost utilizate kituri bioMérieux, cu culturi efectuate pe un mediu
selectiv. Pentru detectarea celorlalte bacterii implicate in infectii genitale la femeile gravide, medii de cultura
selective si diferentiale. Pentru detectarea fungica, a fost folosit kit-ul ELITech CANDIFAST®. Pe langa
culturile vaginale recoltate, s-au prelevat si probe de sénge pentru a evidentia infectia/corioamniotita
(leucocite, proteina C reactiva, VSH). Un numar de patru probe de tesut din fiecare placenta, cate una
reprezentativa pentru fiecare cadran au fost prelevate. Sectiunile de hematoxilina si eozina (H&E) si analiza
imunohistochimica (IHC) au fost realizate si examinate in laboratoryl de anatomopatologie Toate probele
placentare au fost examinate pentru prezenta VDR, CD44, OPN si COX-2.

Esantionarea pacientelor a fost realizata astfel: 70 de gravide sénéatoase la termen au fost incluse in
grupul de control si 78 de gravide din trimestrul al treilea cu infectie vaginala cu un singur agent patogen
identificat la cultura vaginala au fost incluse in grupul cu infectie vaginala. In urma analiz&rii datelor, am
detectat diferente semnificative din punct de vedere statistic In ceea ce priveste varsta gestationala la
nastere. Femeile gravide fara infectie vaginala au nascut, in medie, cu 5 saptamani mai tarziu decéat cele
din grupul cu infectie vaginala prezenta. In consecinta, greutatea medie la nastere intre cele doua grupuri
ale noastre a fost, de asemenea, diferita, cu aproximativ 1000 de grame. Dupa cum era de asteptat,
valoarea medie a CRP este, de asemenea, semnificativa statistic, de 8 ori mai mare la gravidele cu infectii
vaginale.

Rezultatele obtinute descriu o multitudine de agenti patogeni implicati in infectiile vaginale, E. coli si
GBS ocupéand primele doua pozitii, urmate indeaproape, cu procentaje similare, de Candida spp.,
Enterococcus si Ureaplasma urealyticum, incidenta cea mai scazutd apartinand infectiei vaginale cu
Klebsiella. Analizele markerilor realizati in cadrul studiului indicad o variabilitate in expresia acestora.
Femeile gravide cu infectii vaginale au prezentat niveluri mai scazute de CD44 comparativ cu controalele,
OPN a prezentat expresii diferite in functie de agentul patogen implicat, astfel a fost identificat o expresie
semnificativ mai mare in grupul cu infectie vaginala comparativ cu grupul control. COX-2 a fost exprimat in
mod egal in aproape toate cazurile, iar VDR a fost pozitiv in trei sferturi din toate cazurile de infectie vaginala
incluse .

Infectiile cauzate de E. coli, Klebsiella, GBS, Enterococcus faecalis, Candida spp. si Ureaplasma
urealyticum pot modifica semnificativ expresia VDR, CD44, OPN si COX-2 la nivel placentar. Constatarile
indica faptul ca expresia la nivel tisular VDR a fost in general variabila, dar adesea scazuta, in timp ce
CD44 a fost crescuta in majoritatea infectiilor. OPN a fost in mare parte absent iar, in schimb, expresia
COX-2 a fost crescuta in majoritatea cazurilor cu infectii vaginale.

Rezultatele noastre sugereaza ca femeile gravide prezinta un risc crescut de 1,67 ori de a dezvolta
o infectie vaginala in cazul in care sunt CD44-negative, un risc crescut de 1,102 ori in cazul in care sunt
VDR-negative, si un risc crescut de 2,933 ori de a avea o infectie vaginala daca sunt OPN-pozitive.

Pana in prezent sunt multe variabile incé necunoscute in ceea ce priveste rezultatele materne si
fetale la femeile gravide cu diferite infectii vaginale, Oh si colab. subliniind limitarile studiilor in identificarea
infectiilor prin tehnici standard de cultura vaginala la femeile cu nasteri premature si corioamniotita clinica
(Witt et al., 2020).

Studiul realizat suscita controverse in literatura de specialitate cu privire la aceste aspecte, sperand
sa ofere o posibila explicatie histologica plauzibila pentru neconcordantele existente. Datorita faptului ca
microbiomul vaginal este extrem de divers in functie de o multitudine de factori extrinseci si intrinseci, am
decis studierea moleculelor-cheie de suprafata placentara pentru a detecta impactul placentar real al
infectiei vaginale. Manifestarile clinice ale femeilor cu infectii vaginale incluse Tn studiu au variat foarte mult,
de la semne si simptome caracteristice corioamniotitei la paciente asimptomatice.

Similar observatiilor prezentate, studiile Al-Adnani et al. si N.J. Sebire et al. au evidentiat infarcte
septice, trombi intervilosi si vilite necrozante nsotite de inflamatie periviloasa la femeile cu infectii vaginale,
in contrast cu constatarile din grupul de control in examinarea H&E placentara (Al-Adnani & Sebire, 2007;
Heerema-McKenney, 2018).

In conformitate cu rezultatele din literatura de specialitate, rezultatele indica o varsta gestationala
mai mica, cu o greutate mai mica la nastere ca si consecinta, la femeile cu PROM si PPROM cu culturi
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vaginale pozitive (Holliday et al., 2023; H. Li et al., 2022). Grupul cu infectie vaginala prezinta un scor Apgar
usor mai scazut comparativ cu grupul de control. Diferenta minima poate fi din cauza criteriilor noastre de
includere, fiind selectate doar sarcinile > 28 saptamani de gestatie, cu culturi vaginale pozitive si sarcinile
la termen cu culturi vaginale negative in grupul de control. Grupul cu infectii vaginale a prezentat un numar
mai mare de leucocite comparativ cu grupul de control. Cu toate acestea, diferenta nu a fost semnificativa
din punct de vedere statistic. O posibila explicatie ar putea fi faptul ca femeile au ajuns la spital sub 12 ore
dupa PROM/PPROM, unde, dupa admitere, au fost recoltate culturi vaginale si probe de sange si a fost
initiata terapia antibiotica empirica. Dar diferenta valorilor CRP intre cele doua grupuri a fost semnificativa
din punct de vedere statistic, cu niveluri mai ridicate observate in grupul cu infectie vaginala.

Placenta este esentiala pentru dezvoltarea si bunastarea fatului. In ciuda cercetarilor extinse privind
multitudinea de roluri si functii ale acesteia, multe aspecte raman in mare parte necunoscute (Cao et al.,
2021). Cele patru molecule studiate VDR, CD44, OPN si COX-2 sunt implicate Tn multe dintre procesele
placentare (Baines et al., 2023; Cao et al., 2021; Choi et al., 2006; Gonzalez et al., 2007). Rezultatele
noastre arata ca GBS si Ureaplasma urealyticum exercita impactul cel mai semnificativ asupra celor patru
markeri studiati, cu niveluri tisulare placentare ridicate de VDR, CD44, OPN si COX-2. De asemenea,
Enterococcus, E. coli si absenta infectiei vaginale din grupul de control prezinta aproape acelasi impact
asupra nivelului markerilor mentionati anterior, OPN fiind cel mai putin afectat. Infectiile vaginale cu
Candida determina alterari minore ale expresiei tisulare a acestor markeri, mai mici decat expresia
observata la grupul de control. Cel mai putin semnificativ impact este exercitat de infectia cu Klebsiella.
Prin urmare, conform observatiilor relatate in studiu, cele mai agresive microorganisme raman GBS si
Ureaplasma.

Probele de tesut de la femeile gravide incluse in studiu, atat din grupul cu infectie vaginala, cat si din
grupul de control, au prezentat o pozitivitate intensa similara pentru COX-2. Astfel, expresia acestei
molecule este mai degraba legata de inflamatie decat de infectie. Nivelurile COX-2 ridicate din ambele
grupuri pot fi posibil explicate prin faptul ca am colectat tesut placentat pentru grupul de control de la sarcini
la termen Tn apropierea travaliului cu expresie crescuta a COX-2 si cu productia de prostaglandine care a
initiat nasterea (Urrego et al., 2019).

Vitamina D, mediatad de VDR, exercita roluri cheie in tesutul reproducator, inclusiv in vagin. Aceasta
regleaza moleculele antimicrobiene care protejeaza impotriva infectiilor bacteriene si poate influenta, de
asemenea, productia de defensina si functia neutrofilelor (Anderson et al., 2020). Cercetatorii au facut o
observatie considerabila cu privire la suplimentarea cu vitamina D, evidentiind astfel un rezultat favorabil
consecutiv si scaderea frecventei infectiei vaginale cu E. coli. De asemenea, dupa cum sugereaza studiul
Cao et al. 2021, vitamina D regleaza semnalizarea si expresia COX-2 in jos, reducand inflamatia (Cao et
al., 2021). Am identificat niveluri crescute de VDR placentar in cazurile cu infectii vaginale SGB,
Ureaplasma urealyticum si Enterococcus.

Probele de tesut din grupul de control fara infectii vaginale au prezentat expresii VDR similare cu
cele ale femeilor cu vaginita, Candida si E. coli. Aceste rezultate pot fi explicate prin patogenitatea
oportunista atat a E. coli, cat si a Candida (d’Enfert et al., 2021; O’Brien et al., 2019).

Analizand distributia OPN in probe, am detectat niveluri similare ale acestei molecule de modulare
a inflamatiei si a imunitatii atat la probele din grupul de control, cét si la probele infectate cu enterobacterii
gram-negative. Observatiile fiind similare cu cele ale lui Salvi si colab. care au subliniat niveluri crescute de
OPN fin infectiile gram-pozitive care receptorul Toll-like (TLR) 2, si niveluri mai scazute in agentii patogeni
gram-negativi care declanseaza TLR 3 si 4 (Salvi et al., 2013).

Toti primii trei markeri, cu exceptia COX-2, par sa fie corelati cu severitatea infectiei vaginale si
agentul patogen cauzal al acesteia in ultimul trimestru de sarcina. Suplimentarea cu vitamina D ar putea fi
extrem de benefica in scaderea susceptibilitati gazdei la infectiile vaginale prin scaderea expresiei
placentare VDR. De asemenea, daca rezultatele sunt confirmate de studii populationale mai ample, putem
incerca sa dezvoltdm agenti anti CD44 si OPN, locali sau sistemici, pentru a incerca sa controlam
severitatea raspunsului imun al gazdei in corioamniotita.

Limitarile studiului constau in special in numérul redus de cazuri incluse. in ciuda similitudinii cu
rezultatele din literatura de specialitate, constatarile anterior descrise si discutate trebuie luate in
considerare cu precautie, pana cand studii mai mari le confirma. O altd limitare rezultd din includerea
vaginitelor cu un singur agent patogen, multe dintre infectiile vaginale fiind secundare a doi sau mai mulii
agenti patogeni si prin faptul ca grupul de control a fost compus doar din sarcini la termen.

S-a reusit detectarea variabilitatilor privind aderenta placentara, angiogeneza, migratie, diferentiere
celulara si expresia moleculelor de modulare imuna (VDR, CD44, OPN si COX-2) in diferite infectii vaginale.
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Desi prezinta efecte considerabile Tn cazul aparitiei infectiei, agentii patogeni gram-negativi reusesc sa
eludeze sistemul imunitar al gazdei. Acest aspect a fost vizibil si in rezultatele prezentate, cu niveluri mai
scazute de pozitivitate IHC pentru moleculele mentionate mai sus in infectile vaginale cu E. coli,
Enterobacter si Klebsiella. Agentii patogeni cu cea mai mare pozitivitate IHC pentru VDR, CD44, OPN si
COX-2 au fost GBS si Ureaplasma urealyticum. De asemenea, cea mai frecventa infectie vaginala in timpul
sarcinii, este considerata cea cu Candida spp., care a dus la o expresie scazuta a IHC a acestor markeri
tisulari.

Concluzii

Expresia biomarkerilor celulari placentari (Osteopontina, Fosfohistona 3, Receptorul de vitamina D,
CD44, COX-2) este influentatd semnificativ de statusul infectarii cu SARS-CoV-2, diferentele fiind evidente
intre femeile gravide negative, vaccinate si pozitive.

Infectia cu SARS-CoV-2 in sarcind poate conduce la modificari histopatologice placentare
semnificative, care implica hipoperfuzia vasculara materna si fetald, inflamatie acuta si cronica, tromboze
interviloase si depuneri crescute de fibrina.

Nivelurile receptorului de vitamina D (VDR) in placenta au aratat o variabilitate considerabila in
functie de statusul imunologic indus de infectia sau vaccinarea impotriva COVID-19, ceea ce sustine ideea
unui rol imunomodulator important al acestui receptor Tn timpul sarcinii.

Cercetarea a demonstrat alterari semnificative in structura si functia placentara, reflectate de
expresia modificata a markerilor CD44, COX-2 si OPN. S-a constatat o expresie crescuta a CD44 si COX-
2 in placentele gravidelor neinfectate si nevaccinate, reflectdnd un proces fiziologic normal de placentare.
In schimb, in cazul pacientelor infectate cu SARS-CoV-2, aceste expresii au fost semnificativ reduse,
sugerand o disfunctie placentara inflamatorie indusa viral. Grupul vaccinat a prezentat valori intermediare,
ceea ce poate indica un efect protector partial al vaccinarii asupra trofoblastului.

Rezultatele au evidentiat variatii notabile ale expresiei VDR, CD44, OPN si COX-2 in placentele
femeilor cu infectii vaginale in trimestrul Ill de sarcina. Patogenii gram-negativi (E. coli, Enterobacter,
Klebsiella) s-au asociat cu niveluri reduse ale acestor markeri, indicand o capacitate crescuta de eludare a
imunitatii materne. n contrast, Streptococcus agalactiae (GBS) si Ureaplasma urealyticum au prezentat
cele mai ridicate niveluri ale expresiei imunohistochimice.

Studiul ofera o baza pentru actualizarea protocoalelor clinice privind monitorizarea gravidelor in
contextul infectiilor virale si bacteriene, evidentiind importanta screeningului precoce al florei vaginale si a
interventiei imunomodulatoare in sarcinile cu risc.

Mai mult decét atét, studiile efectuate in lucrare sustin ipoteza ca dereglarile florei vaginale si infectiile
genitale reprezinta factori declansatori pentru evenimente obstetricale adverse precum nasterea
prematura, ruptura prematura a membranelor si corioamniotita.

Analiza imunohistochimica a placentei in contextul pandemiei COVID-19 ofera indicii relevante
asupra mecanismelor inflamatorii implicate Tn patologia obstetricala, fiind un instrument valoros pentru
diagnostic si preventie.

Rezultatele sugereazé ca imunizarea gravidelor contribuie nu doar la prevenirea infectiei virale
severe, ci si la mentinerea unei functionalitati placentare optime

Vaccinarea gravidelor a fost asociatd cu un profil histologic placentar mai apropiat de cel al
pacientelor neinfectate, sugerand un rol protector al imunizarii in contextul infectiei SARS-CoV-2.

Prin urmare infectiile vaginale cu agentii patogeni studiati au avut un impact important asupra
mortalitatii si morbiditatii materno-fetale si neonatale, influentand calitatea vietii din punct de vedere socio-
emotional.
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