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Rezumat

Pentru studierea factorilor de risc in dezvoltarea bolilor nespecifice ale aparatului respirator
(BNAR) la adulti a fost intocmitd la inceputul studiului o anchetd, care a prevazut acumularea
informatiei despre simptomele BNAR, fumat, prezenta anamnezei alergice, factorii socioeconomici.
In studiu au fost inclusi locuitori din mediile urban (or. Chisinau) si rural (s. Rudi). In total au fost
completate 3809 anchete.

Factorii favorizanti de dezvoltare a BNAR evidentiati sunt fumatul, patologia asociata rinofaring
iand, infectiile acute recidivante ale cdilor respiratori.

Summary

For the study of the risk factors in the development of nonspecifically diseases of the respiratory
tract (NDRT) in adults there was worked out an inquiry at the beginning of the study, which foresaw
the accumulation of information about NDRT symptoms: smoking, presence of allergy history and
socio — economic factors. The study included inhabitants of the urban area (Chisinau city) and rural
area (Rudi village). The total number of the completed inquiries was 3809.

Thehighlighted risk factors, favorable for the NDRT development, are: smoking, rhynopharyngeal
pathology, the severe recidivates infections of the respiratory tract.

EXTRACTIA ADN GENOMIC UMAN DIN SANGE DECONGELAT

Victor Popescu’, dr. in biologie, cercet. stiint., Angela Gavriliuc!, dr. in biologie, cercet.
stiint., Igor Cemortan’®, dr. in biologie, conf., Diana Manea', dr. in medicina, cercet. stiint.,
Andrei Ichim! dr. in medicina, cercet. stiint., Valeriu Istrati?, dr. h., in medicina prof.
univ., Laboratorul de Geneticad!, USMF “Nicolae Testemitanu’?,

USMF “Nicolae Testemitanu’

Se stie ca ADN-ul genomic uman poate fi extras din sange prin diferite metode. Printre procedeele
cele mai simple, care permit obtinerea ADN-ului genomic, de o puritate nalta este si metoda propusa
de J.Grimberg si colab., 1989. Acesta, fiind nontoxic, este un procedeu avantajos si pentru operator,
deoarece exclude utilizarea fenolului si a cloroformului pentru purificarea ADN. Metoda respectiva
permite extragerea ADN-ului genomic din cantitati relativ mici de sange. In plus, metoda lui J.Grimberg
se caracterizeaza prin eficientd inalta, rapiditate si fezabilitate la costuri joase, fiind recomandata in
literatura de specialitate pentru procesarea sangelui uman recoltat proaspat (L.Kirby, 1990).

In prezenta lucrare, pentru a preciza conditiile de efectuare a operatiunii in vederea extragerii de
ADN genomic uman din 1 ml sange decongelat, a fost aplicata metoda elaborata de J.Grimberg.

Materiale si metode. Extractia ADN genomic uman a fost realizatd din sange dupa 3 luni de
pastrare la temperatura de —20 °C. Pentru aceasta am aplicat metoda lui J.Grimberg, precizata si
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adaptata la conditiile laboratorului nostru. Puritatea ADN-ului obtinut dupa extractie s-a evaluat prin
spectrofotometrie UV conventionala (L.Kirby, 1990).

Rezultate si discutii. Pentru stabilirea eficientei metodei, am efectuat extractii repetate de ADN
din sange venos, recoltat de la diferite persoane, utilizand in calitate de anticoagulant solutie 0,5 M
EDTA [0,05 ml EDTA (0,5 M) / ml sange]. De fiecare data flaconul-recipient a fost inversat penru a se
amesteca sangele cu agentul anticoagulant. Pentru pastrare de lungd durata (peste 48 de ore) sangele
a fost pus in congelator.

In prealabil, am preparat solutiile tampon, care asigura liza celulelor sangvine si a nucleilor,
CLB si PLB. Solutia tampon CLB contine: 0,32 M zaharoza, 10 mM Tris-HCI pH 7.6, 5 mM MgCl,,
1% Triton X-100. Compozitia solutiei PLB este urmatoarea: 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM NacCl,
10 mM EDTA. La solutia PLB am adaugat proteinaza K pana la concentratia finala de 1 mg/ml.

In continuare, descriem procedeul aplicat de noi pentru extragerea ADN genomic uman din 1 ml
de sange. Flaconul cu sange a fost scos din congelator, sangele fiind mentinut la temperatura camerei
pana cand s-a decongelat complet (cel putin 30 min).

Intr-o eprubeta s-a addugat 4 ml solutie CLB, mentinuti la 4 °C. Cu ajutorul unei pipete s-
a prelevat 1 ml de sange decongelat (in prealabil, am inversat flaconul), pe care l-am addugat in
eprubeta cu CLB rece (4 °C). Eprubeta a fost supusa centrifugarii la 900xg, 5 min. La aceasta
etapa a avut loc liza eritrocitelor si sedimentarea leucocitelor (Promega Protocols). in continuare
am prelevat cu ajutorul unei pipete supernatantul (4 ml), care se arunca, a urmat apoi procedeul de
spalare a concentratului leucocitar prin addugarea acestuia peste 3 ml solutie CLB rece, dupa care
am centrifugat la 900xg, 5 min. Supernatantul (3 ml) obtinut dupa centrifugare a fost indepartat, apoi
peste concentratul leucocitar (1 ml) capatat s-a adaugat 250 ul PLB cu proteinaza K. Pentru a se
produce omogenizarea continutului eprubetei, aceasta a fost inclinata de cateva ori, apoi eprubeta a
fost introdusa in termostat la 65 °C pentru 2 ore. Periodic, se inclina eprubeta si se rotea in jurul axei
ei pentru a asigura contactul proteinazei K cu toate celulele nucleate si cu nucleoproteidele.

Dupa incubare, s-a efectuat concentrarea ADN-ului, prin adaugarea amestecului tratat cu PLB +
Proteinaza K, peste doua volume etanol rece (-20 °C) cu concentratia de 95%. Tubul Eppendorf a fost
inclinat si rotit lent. La aceastd etapa au aparut vizibile filamente albicioase de ADN. Apoi amestecul
a fost centrifugat la 13000xg, 15 min. Am decantat etanolul si am lasat tubul deschis, cu gura in jos,
pe hartie de filtru timp de 5 min. Dupa aceasta in tubul Eppendorf 500 pl s-a adaugat etanol 70% la
temperatura camerei, tubul fiind inclinat de cateva ori pana cand ADN-ul a fost resuspendat. Tubul a
fost rotit lent pentru a asigura spalarea ADN-ului, apoi s-a realizat centrifugarea la 13000%g, 5 min.
Alcoolul a fost decantat, iar tubul s-a lasat cu gura in jos pe hartie de filtru 20 min, pana cand s-a
evaporat etanolul si apa.

ADN-ul a fost resuspendat prin adaugarea in tub a 300 pl de solutie LTE cu compozitia: 10 mM
Tris HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0. Pentru a asigura rehidratarea si solubilizarea ADN, s-a incubat
proba la 37 °C, 30 min.

Ulterior, solutia ADN 1n LTE a fost supusa spectrofotometriei UV in vederea stabilirii puritétii
ADN-ului obtinut in urma extractiei. In acest scop am folosit o cuva din cuart umpluta cu solutie
LTE, care a servit drept etalon, iar In cuvele aldturate s-a adaugat ADN-ul diluat cu LTE pana la 3 ml.
In continuare prezentim indicatiile citite la spectrofotometru la doua lungimi de unda (A, =260 nm si
A,=280 nm) pentru fiecare din cele 10 probe de ADN.
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Tabelul 1

Densitatea optica si puritatea ADN genomic extras prin metoda
Grimberg J. (1989) din singe uman decongelat

Z;) ]t\l,l ?nugl;,gu solufie Lungimea de unda (nm) Densitatea optica | Raportul DO,/ DO,

A 260 DO, 0,436

1. A, 280 DO, 0,241 1,809
A 260 DO, 0,446

2. A, 280 DO, 0,247 1,805
A 260 DO, 0,458

3. A, 280 DO, 0,253 1,810
A 260 DO, 0,465

4. A, 280 DO, 0,259 1,795
A 260 DO, 0,477

5 A, 280 DO, 0,265 1,800
A 260 DO, 0,481

6. A, 280 DO, 0,267 1,801
A 260 DO, 0,493

7. A, 280 DO, 0,273 1,806
A 260 DO, 0,502

g A, 280 DO, 0,278 1,806
A 260 DO, 0,514

9. A, 280 DO, 0,285 1,803
A 260 DO, 0,524

10. A, 280 DO, 0,289 1,813

Datele obtinute aratd ca raportul DO, / DO, este cuprins intre 1,795 - 1,813, ceea ce
demonstreaza o prevalenta sporita a ADN 1n solutia finala rezultata dupa extractie. In cazul probelor
ADN procesate, valorile raportului DO, / DO, sunt foarte apropiate de indicele de absorbtie 1,8,
stabilit prin cercetarile altor autori (L.Kirby, 1990) pentru a atesta puritatea ADN. Conform datelor
din literatura de specialitate (J.Grimberg et al., 1989), daca ADN-ul se caracterizeaza prin acesti
parametri, el poate fi utilizat pentru analize cu ajutorul enzimelor de restrictie si PCR. In aceste
experimente, cantitatea de ADN extras din 1 ml de sange, constituie, in medie, 24 pg, adica 66,7%,
fatd de cea teoretic asteptati - 36 pg. In comparatie cu eficienta de 90% obtinuta de J.Grimberg,
care se referd la extractia ADN din sange proaspat recoltat, cota obtinuta de noi a probelor de sdnge
decongelat a fost mai mica, ceea ce, probabil, se datoreaza pierderilor de ADN prin lizarea celulelor

sangvine nucleate, in urma proceselor congelarii si decongelarii.

Concluzii

1. in urma experimentelor efectuate in laborator s-a stabilit cd metoda lui J.Grimberg, folosita,
de regula, pentru extractia ADN genomic uman din sange proaspat recoltat, este aplicabila cu succes
si in cazul extragerii ADN din sange decongelat, dupa ce a fost pastrat 3 luni la -20 °C.

2. In urma aplicarii protocolului de extractie dupa J.Grimberg, puritatea ADN nu poate fi evaluati
prin metoda spectrofotometriei UV conventionale din cauza prezentei in suspensie a produselor
rezultate in urma activitatii proteinazei K.

3. Dupa precipitarea si spalarea ADN in etanol, devine posibild folosirea metodei spectrofoto-
metriei UV pentru determinarea puritatii acestuia.

4. In urma extractiei prin metoda J.Grimberg a ADN genomic uman din singe decongelat, rezulti
ADN de puritate conform standardelor acceptate in general.

260



5. Cantitatea de ADN obtinut prin extractie din sdnge decongelat prin metoda J.Grimberg este cu
circa 23,3% mai mica decat cea capatata in cazul procesarii sangelui proaspat recoltat.
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Rezumat

Existd multiple metode de extractie a ADN genomic uman din sange, dar nu toate sunt direct
aplicabile. Aceasta se referd si la cazul 1n care sangele destinat analizelor molecular-genetice este
recoltat cu mult inainte de a fi procesat si se pastreaza in stare congelatd. Pentru extragerea ADN din
sange decongelat si obtinerea acestuia in stare relativ purd trebuie aleasd metoda de lucru adecvata
si precizate unele conditii de efectuare. In prezenta lucrare am demonstrat ci si sangele decongelat
poate fi procesat cu succes prin metoda Grimberg (1989) in vederea extragerit ADN genomic uman.
Dupa ce ADN-ul a fost precipitat, spalat si resuspendat, s-a stabilit prin spectrofotometrie ca puritatea
AND-ului obtinut este relativ Tnaltd si permisiva pentru a realiza analize prin restrictie enzimatica si
reactii de polimerizare in lant (PCR).

Summary

There are different methods used for genomic DNA purification from human blood but not all
of them are directly appliccable. This is the case of DNA purification from frozen blood too. That’s
why we need to adapt and optimize one of the existing methods. In the paper it is demonstrated, that
the frozen blood can be successfully processed by J Grimberg method (1989)

After the extraction procedure the DNA was precipitated, washed and re-suspended. Further UV
spectrophotometric analysis showed, that DNA purity is relatively high and good for using in analysis
through enzymatic restrictions and polymerization chain reactions (PCR).

Abrevieri
ADN — acid dezoxiribonucleic.
CLB — solutie tampon ce provoaca liza eritrocitelor.
PLB — solutie tampon ce provoaca liza celulelor sangvine nucleate.
EDTA — acid etilen-diamin-tetraacetic.
LTE (engl. low Tris-EDTA) — solutie tampon utilizatd pentru rehidratare.
ADN, DO, — densitatea optica a solutiei masurata la trecerea prin ea a razelor ultraviolete cu
lungimea de unda la 260 nm.

UV —raze ultraviolete.

PARTICULARITATI EPIDEMIOLOGICE SI ETIOLOGICE iN
OSTEITA POSTTRAUMATICA

Viorel Prisacari, dr. h. in medicind, prof. univ., Snejana Stoleicov, doctorand, USMF
,Nicolae Testemitanu”

Osteita posttraumatica este o problema actuala atat din punct de vedere medical, cat si social.
Numai din motive de neinregistrare oficiala osteita, ca patologie, nu este evaluata la justa ei valoare.
Durata si gravitatea evolutiei bolii (3—5 ani si mai mult), frecventa inaltd a recidivelor, frecventa
invaliditatii, dificultatile in diagnostic si tratament, cheltuielile considerabile pentru tratament
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