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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei si importanta problemei abordate

Sanatatea Reproducerii continua sa ramana o prioritate vitald pentru evolutia umana, ce sta la
baza sanatatii generale a populatiei, prosperarii si dezvoltarii omenirii. Organizatia Mondiala a
Sanatatii (OMS) a declarat infertilitatea o problema globala de sanatate, datorita prevalentei inalte la
nivel mondial si, in special, datorita anvergurii consecintelor negative asupra calitatii vietii [1].

Cercetarile epidemiologice, la nivel mondial, estimeaza ca aproximativ 15% dintre cuplurile de
varsta reproductiva se confrunta cu probleme legate de sterilitate si infertilitate, factorul masculin
fiind implicat Tn aproximativ 50% din cazuri [2].

Fondul infertilitatii masculine fiind extrem de eterogen, cel mai frecvent fiind cauzatd de
tulburdrile de spermatogeneza, clinic manifestatd prin azoospermie si oligospermie severa.
Azoospermia este identificata la 1% in populatia masculind, in timp ce frecventa azoospermiei In
populatia barbatilor infertili variaza de la 10 pana la 15% [3]. Factorii genetici explica aproximativ
30% dintre cazurile de infertilitate masculina asociate cu azoospermie [4]. Frecventa inalta fiind
justificatd prin implicarea numeroaselor gene in controlul sexualizdrii si reproducerii. Dintre
multiplele cauze genetice implicate in insuficienta spermatogenica, unele din cele mai relevante
clinic sunt: anomaliile cromozomiale; microdeletiile cromozomului Y si mutatiile genei CFTR (gena
Receptorului Canalului de Clor). Importanta diagnosticarii genetice la barbatii cu azoospermie a
crescut semnificativ datorita progreselor in tehnicile de reproducere asistatd cum ar fi, injectia
intracitoplasmaticd de spermd (ICSI) si extragerii microchirurgicale de spermad (microTESE), ce
ajuta cuplurile infertile sa aiba propriii copii biologici [5].

Lipsa unor norme nationale, pentru abordarea multilaterala a infertilitatii masculine a justificat
motivul de a initia un studiu multidisciplinar cu profesionisti din domeniul geneticii si medicinii
reproductive pentru optimizarea metodelor de reproducere asistata la cuplurile cu azoospermie,
pentru indicatiile testarii genetice, pentru a gestiona in mod corespunzator un cuplu infertil cu
azoospermie. Aceste constatari argumenteaza actualitatea si necesitatea cercetarii temeli, ,,Variatii
genetice in infertilitatea masculind cu azoospermie”, pentru medicina contemporand, cat si pentru
cuplurile ce se confruntd cu infertilitatea, care doresc sa conceapa copii sanatosi.

Scopul cercetarii: Studierea aspectelor clinice, paraclinice si a variatiilor genetice la barbatii cu
azoospermie Tn vederea optimizarii metodelor de reproducere asistata in cuplurile infertile.

Pentru realizarea scopului propus au fost stabilite urmétoarele obiective:

1. Analiza tendintei de modificare a indicatorilor calitativi si cantitativi a materialului seminal;

2. Evaluarea clinica si paraclinica a barbatilor cu azoospermie, care se adreseaza in consultul
medico-genetic;

3. Testarea citogenetica, molecular-genetica si biochimica a barbatilor cu azoospermie si
interpretarea rezultatelor obtinute Tn contextul consultului medico-genetic;

4. Corelarea variatiilor citogenetice si molecular-genetice cu manifestarile fenotipice la barbatii
CuU azoospermie;

5. Optimizarea algoritmului de diagnostic genetic al azoospermiei si metodelor de reproducere
asistatd Tn infertilitatea masculina cu azoospermie cauzata de variatii cromozomiale,
microdeletii Y si mutatii CFTR.

Metodologia generala a cercetarii

Pentru realizarea obiectivelor au fost efectuate doud studii stiintifice. Studiul descriptiv a fost
realizat Tn baza analizei rezultatelor spermogramei n=5767 dintr-un centru de reproducere umana
asistatd pe parcursul anilor 2012-2020. Acest studiu a permis evaluarea tendintei prin regresia liniara
a calitatii si cantitatii indicatorilor materialului seminal. Studiul transversal a cuprins evaluarea a n=96
pacienti cu azoospermie, unde au fost utilizate metode clinice si paraclinice: consultul medico-
genetic; analiza materialului seminal; evaluari hormonale; metode genetice; metode invazive cum ar
fi biopsie testiculara, ICSI, FIV. Studiul citogenetic al anomaliilor cromozomiale de numar, de
structura echilibrate, polimorfismelor cromozomiale, de asemenea, molecular genetic pentru
depistarea diferitor mutatii care cauzeaza infertilitate la barbati cu azoospermie inclusiv si corelatia
acestora cu formele de infertilitate asociate ale acestora.
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Noutatea stiintificd importanta solutionata

A fost demonstrata contributia geneticd semnificativa la pacientii cu spermograma sever
afectatd - azoospermie. Cercetarea a permis identificarea anomaliilor si polimorfismelor
cromozomiale, evidentierea unor mutatii genice si clasificarea formelor citogenetice si molecular-
genetice 1n corelatie cu manifestarile fenotipice la pacientii cu infertilitate cauzata de azoospermie.
Valoarea aplicativa a cercetarii

In scopul realizarii unui diagnostic etiopatogenetic complex al infertilitatii, barbatii cu
azoospermie au fost investigati de o echipa multidisciplinara formata din specialisti in reproducere:
ginecologi; urologi; medici geneticieni si citogeneticieni.

Barbatii inclusi in investigatie au beneficiat de testare a cariotipului pentru evidentierea profilului
anomaliilor cromozomiale / polimorfismele cromozomiale, cat si investigarea molecular- genetica
pentru identificarea microdeletiilor cromozomului Y, mutatiilor in gena CFTR, implicate in etiologia
infertilitatii masculine, stabilirea corelatiilor acestora cu manifestarile fenotipice si a ponderii lor la
populatia RM.

Au fost initiate strategii adecvate in consultul barbatilor infertili cu azoospermie, care au inclus
toate aspectele privind tipul individual de anomalie, relevanta sa clinica, posibila mostenire, riscul
genetic pentru descendenti, oportunitatile de tratament si, la o eventuald sarcina, de diagnostic
prenatal.

In contextul intensificarii utilizarii tehnicilor de reproducere asistatd in tara noastra, evaluarea
genetica a partenerului masculin infertil este importantd atat pentru selectarea corectd a pacientilor
pentru acest tratament pentru obtinerea rezultatelor maxime, cat si pentru evaluarea riscului genetic.
Optimizarea algoritmului de diagnostic genetic in evaluarea barbatilor infertili cu azoospermie
cauzate de anomaliile cromozomiale si mutatii genice va fi un suport metodologic in vederea
optimizarii consilierii genetice si va facilita luarea deciziilor informate atunci cand cuplul opteaza
pentru o reproducere asistatd medical.

Valoarea teoretica a cercetarii

Rezultatele obtinute in urma realizarii studiului vor contribui la imbunatatirea cunostintelor
teoretice ale tematicii variatiilor genetice in azoospermie in stiinta medicald din Republica Moldova.
Materialul complex ce are la baza subiectul barbatilor cu infertilitate cauzata de azoospermie, avand
in vedere interconexiunea dintre contributia atat anomaliilor si polimorfismelor cromozomiale, cét si
mutatiilor genice, cu eficientizarea tehnicilor de reproducere asistata a cuplurilor infertile datorate
azoospermiei, poate fi utilizat ca suport de curs pentru catedra de biologie molecularad si genetica
umand a USMF ,,Nicolae Testemitanu”, cat si pentru medicii din domeniul medicinei reproductive.
Aprobarea rezultatelor stiintifice

Aprobarea rezultatelor obtinute a fost realizatd in corespundere cu etapele fundamentale ale
studiului. A fost obtinut avizul pozitiv al Comitetului de Eticd a Cercetarii al USMF ,Nicolae
Testemitanu” pentru realizarea studiului (proces verbal nr. 48, la nr. 60, din data de 12.04.2018).
Rezultatele studiului au fost discutate si aprobate in cadrul sedintei comune a Catedrei de biologie
moleculara si geneticdA umand ale USMF ,Nicolae Testemitanu” (procesul verbal nr. 11 din
19.12.2022) si la Seminarul Stiintific de Profil, 312. Fiziologie, 315. Biochimie si biologie
moleculard, specialitdtile, 312.01. Fiziologie normala si patologica, 315.01. Biochimie medicala,
315.02. Biologie moleculara si genetica medicala (din 24.02.2023). Aprobarea rezultatelor a fost si
in cadrul conferintelor si congreselor stiintifice nationale si internationale dupd cum urmeaza:
Conferinta Nationala de Pediatrie, 2018, — Actualitdti in Pediatrie. Bucuresti, Romania, 2018; Scoala
Medicala Pediatrica cu participare internationald editia VI Iasi, 2018; Conferintd internationala,
European Human Genetics, Milano lItalia, 2018; Al V-lea Congres de Geneticd Medicala cu
participare internationald din Romania, 2018; Conferinta stiintifici anualda a colaboratorilor si
studentilor USMF ,,Nicolae Testemitanu”, Chisinau, 2018; Al XX-lea Congres SNPCAR Societatea
de Neurologie si Psihiatrie a Copilului si Adolescentului din Romaéania, 2019; Conferinta
Internationald de Pediatrie Bienala Sibiu-Chisinau, Romania, 2019; Zilele USMF ,Nicolae
Testemitanu”, Chisinau, 2019; The 8th International Medical Congress for Students and Young
Doctor, Chisinau, 2020; Conferinta internationald de inventica ,,Pro Invent”, Cluj-Napoca, Roménia,
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2020; A — IV Conferintd Nationald a Asociatiei de Medicind de Laborator din Romania, 2020;
Congresul Consacrat Aniversarii a 75-a de la Fondarea USMF ,,Nicolae Testemitanu’’, Chisinau,
2020; Congresul al XXI -lea al SNPCAR, Romaénia, 2021; A 13-a Conferinta Nationald a Asociatiei
Medicilor de Laborator din Romania, Brasov, 2022; Conferinta Internationala de Pediatrie
»Actualitati in practica pediatricd: provocari si succese”, 2022. Premii de categorie internationala,
acordat de Societatea Romana de Geneticd Medicala, 2019; Laureat al concursului ,,performante n
cercetare’’, USMF , \Nicolae Testemitanu”, 2020; 2 Medalii de Aur, 2 Medalii de Argint, 1 Medalie
de Bronz: Saloanele Internationale de Inventica, 2021; Bursa de Excelenta a Guvernului 2022.
Publicatii la tema tezei

Au fost publicate 45 lucrari stiintifice la subiectul tezei, inclusiv: 16 articole, dintre care 5 in
reviste din baze de date internationale, (1 articol in revista citata SCOPUS); 11 articole in reviste din
Registrul National al revistelor de profil, (categoria B+, B, C); 21 teze in lucrarile conferintelor si
congreselor stiintifice internationale si 8 nationale. Au fost obtinute: 1 Brevet de inventie; 12
certificate de inovator; 6 acte de implementare. Implementarea rezultatelor a fost inregistrata in
procesul stiintifico-practic in urmatoarele subdiviziuni: in procesul stiintifico-didactic al Catedrei de
biologie moleculara si geneticd umana a USMF ,,Nicolae Testemitanu”; in Laboratorul de Genetica
Moleculard Centrului Medical Repromed; in Laboratorul de Genetici Moleculara Umanda IMSP
Institutul Mamei si Copilului.

CONTINUTUL TEZEI

1. PARTICULARITATILE INFERTILITATII MASCULINE CU
AZOOSPERMIE

Tn acest compartiment sunt analizate aspectele generale ale infertilitatii masculine cu
azoospermie. Se pune accentul pe evidentierea evolutiei conceptuale a tematicii date. De asemenea,
sunt relevate reperele cursului teoretic si ale celui practic ale azoospermiei. Sunt fundamentate
principalele cauze genetice ale azoospermiei: variatiile cromozomiale, microdeletiile cromozomului
Y si mutatiile genei CFTR ale azoospermiei, h contextul celor mai noi elaborari stiintifice in
domeniu.

2. MATERIALE SI METODE DE INVESTIGATII

Pentru valorificarea fiecarui obiectiv al cercetarii au fost realizate 2 tipuri de studiu: studiul
descriptiv integral si studiul transversal.

1. Studiul descriptiv a cuprins cercetarea rezultatelor spermogramei n=5767, efectuate pe
parcursul anilor 2012-2020. Rezultatele spermogramei au fost extrase din registrul de evidenta a
analizelor de spermd, din cadrul Institutiei Centrului Medical Repromed pentru anii 2012-2020.
Regresia liniara a fost utilizata pentru a examina tendintele in timp la parametrii spermei: concentratia
spermatozoizilor; motilitatea; morfologie si vitalitate. A fost efectuat un test de analizd a variantei
(ANOVA) pentru a vedea daca existd diferente generale in media parametrilor spermatozoizilor,
pentru fiecare an din perioada 2012-2020 si pentru mediane (ANOVA conform Kruskal Wallis).
Studiul efectuat a permis evaluarea tendintei de modificare a calitatii materialului seminal.

2. Studiul transversal a fost realizat in perioada anilor 2018 — 2020, pe un esantion de 96 de
barbati infertili cu azoospermie, cu varstd mai mare de 18 ani, din cadrul IMSP Institutul Mamei si
Copilului, Centrul de Sandtate a Reproducerii si Genetica Medicala si Centrul de Sanatate
,Repromed”.

Calcularea lotului reprezentativ s-a efectuat prin aplicarea formulei lui Cochan:

n=d[r(1-1)]*(za/w)"2

d - design-efect =1

7 = 0,06 (conform datelor laboratorului Centrului de Sinitate a Reproducerii si Genetica
Medicala ponderea azoospermiei la barbatii cu infertilitate in perioada anului 2013-2017 este in medie
6,0%)



za =1.96 pentru intervalul de Tncredere de 95,0%

W — lucrarea a fost efectuatd in baza evaluarii frecventelor si aranjarea lor dupa valorile
relative, avem nevoie de intervalul de incredere de 95,0%, w=0,05

Introducand datele in formula, am obtinut: n = 1*[0,06*0,94]*(1,96/0,05)"2 = 87 si rata de
10,0% de non-raspuns - 96 barbati infertili cu azoospermie cu respectarea criteriilor de includere si
de excludere. Dupa evaluarea examenelor genetice, a fost divizat lotul general in douad subloturi:
Sublot 1 au inclus barbatii infertili cu azoospermie cu variatii genetice si Sublot 2 - barbatii cu
azoospermie fard variatii genetice prin testele citogenetice si molecular genetice.

Cercetarea stiintifica a fost realizatd consecutiv in cinci etape:

Etapa | - Evaluarea clinica si paraclinica a barbatilor cu infertilitate, ce se adreseaza pentru
consultul medico-genetic de la IMSP Institutul Mamei si Copilului, Centrul de Sanitate a
Reproducerii si Geneticd Medicala si Centrul de Sanatate ,,Repromed”.

1. Anamneza masculind (date generale, anamneza familiald, a fertilitatii, pubertald,
urogenitald, sexuala, maladii iatrogene, etc.).

2. Evaluarea materialului seminal (confirmarea azoospermiei dupa minim 2 spermograme,
centrifugate, conform cerintelor OMS 2010).

3. Examenul profilului hormonal: (FSH - Hormonul Foliculostimulant, valori de referinta
(2,0-10,0), unitati de masura (mIU/ml); LH - Hormonul Luteinizant, valori de referinta (3,0-12,0),
unitdti de masurd (mIU/ml); Prolactina, valori de referinta (1,8-17,0), unititi de masura (ng/ml);
Testosteron, valori de referinta (2,0-6,9), unititi de masura (ng/ml); Testosteron liber, valori de
referinta (4,5-42,0), unitati de masura (pg/ml).

4. Metode instrumentale: (ecografie testiculara, transrectala, abdominald).

Etapa |l - Selectarea barbatilor infertili cu azoospermie, dupa obtinerea rezultatelor evaluarii
clinice si paraclinice, care au inclus 96 pacienti.

Criteriile de includere in cercetare a pacientilor: semnarea acordului de acceptare pentru
participare la cercetare; barbati cu infertilitate cauzata de azoospermie; varsta adultd (mai mare sau
egala cu 18 ani).

Criterii de excludere din cercetare a pacientilor: lipsa acordului de participare la cercetare;
barbati cu infertilitate fara azoospermie; minorii cu varsta mai mica de 18 ani.

Etapa Il - Evaluarea examenului citogenetic §i molecular-genetic al barbatilor cu
azoospermie.

Examenul citogenetic a avut ca scop analiza variatiilor cromozomilor: evaluarea sexului
genetic; anomaliilor cromozomiale de numar; identificarea unor aneuploidii a cromozomilor sexuali,
cum ar fi Sindromul Klinefelter; anomalii ale cromozomilor autosomi, translocatiilor robertsoniene
si translocatiilor reciproce; anomaliilor cromozomiale structurale neechilibrate (deletiilor ale
cromozomului Y in regiunea de eucromatind) si echilibrate (deletiilor ale cromozomului Y in
regiunea de heterocromatind); polimorfismelor cromozomiale.

Examenul molecular-genetic pentru identificarea microdeletiilor cromozomului Y a fost
realizat prin aplicarea metodei multiplex PCR (Reactia de polimerizare in lant). Prin acest test,
utilizdnd primeri specifici, pot fi detectate deletiile celor 3 regiuni a AZF (AZFa, AZFb, AZFc).
Astfel, au fost analizate microdeletiile in 12 loci, dintre care SRY s-a utilizat ca control intern si a
permis diagnosticarea barbatilor XX. Secventele tintd utilizate initial sunt urmatoarele sY 84 si sY86
(AZFa), sY127 si sY134 (AZFDb), sY254 si sY255 (AZFc) si SRY si ZFX/ZFY (pentru control).
Conform secventelor tintd, au fost testate urmatoarele gene: sY84 - gena DYS 388 si sY86 - gena
DYS148; sY127- gena DYS218 si sY13- gena DYS224; sY254 - gena DAZ si sY255 - gena DAZ.
Secventele tinta urmatoare sunt noi introduse sDBY'1 si sY620 (AZFa), sY153 si sY158 (AZFc),
sY117 si sY143 (AZFb). Genele testate, datorita amorselor tintd noi introduse, sunt urmatoarele:
sDBY1-gena DBY si sY620-USP9Y; sY153-gena DY S237 si sY158-gena DYS 241; sY117-gena
DYS209 si sY143-gena RBML1. Identificarea mutatiilor genei CFTR a fost realizat prin aplicarea
metodei PCR — au fost analizate mutatiile - delF508 si G542X. In caz de confirmare a mutatiei, a fost
realizata testarea celuilalt partener pentru evaluarea riscului de recurenti la copil. In baza analizei
rezultatelor investigatiilor citogenetice si molecular-genetice, lotul de cercetare general de (n=96)
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barbati cu azoospermie a fost divizat in doua subloturi, dupa cum urmeaza: sublotul 1 a inclus barbati
infertili cu azoospermie cu variatii genetice cromozomiale, microdeletii Y si mutatii CFTR depistate
(n=35); sublotul 2 a inclus barbati infertili cu azoospermie fara variatii genetice cromozomiale,
microdeletii Y si mutatii CFTR depistate (n=65).

Etapa 1V - Prelucrarea statistica a datelor obtinute a fost realizata prin efectuarea unor
analize de comparatie intre sublotul 1 — barbati infertili cu azoospermie confirmata genetic si sublotul
2—, barbati infertili cu azoospermie neconfirmata etiologie genetica.

Etapa V - Formularea concluziilor si recomandarilor. In baza rezultatelor obtinute, au fost
elaborate concluzii, recomandari practice, strategii adecvate in consultul barbatilor infertili cu
azoospermie, care au inclus toate aspectele, privind tipul individual de anomalie, relevanta sa clinica,
posibila mostenire, riscul genetic pentru descendenti si diagnostic prenatal. Recomandarile propuse
pot fi folosite in scopul optimizarii algoritmului de diagnostic genetic al azoospermiei si metodelor
de reproducere asistata in infertilitatea masculind cu azoospermie cauzata de variatii cromozomiale,
microdeletii Y si mutatii CFTR.

Volumul;
Concentratia spermatozoizilor;
Numarul total de
spermatozoizi;
Mobilitatea progresiva,

1. Studiu
descriptiv
anii: 2012-2020

Evaluarea tendintei calitatii si
cantitatii materialului seminal la
barbati din cuplurile infertile.

Nr. total/concentratia de Ponderea
spermatozoizi mobili; Normozoospermia
Nr. total/concentratia de n=5767 spermograme Azoospermia
spermatozoizi functionali; Evaluarea paramtertrilor materialuui seminal ‘|_| Oligozoospemia (etc.)
Forme normale; Vitalitate. <j WHO 2010 >

2. Studiu
transversal
anii: 2018-2020

Barbati cu infertilitate din cadrul consultului
medico-genetic de la Institutul Mamei si Copilului/
Centrul de Sanatate ,,Repromed”
lotul neneral de cercetare

Criterii excludere N~ N 7 Criterii includere
Lipsa acordului de acceptare Evaluare clinica si paraclinici Semnarea acordului (_je_
pentru participare la Spermo a;’ S acceptare pentru participare
cercetare. la cercetare.

Biérbati fara azoospermie. 2 Barbati cu azoospermie.
Minorii cu varsta (mai mica Selectarea barbatilor n=96 cu azoospermie Virsta adultd (mai mare sau
de 18 ani). — — ecald cu 18 ani).

= Examenul Citogenetic — Bandare G (cariotip)

Microdeletii a cromozomului Y- AZFa, AZFb, AZFc
CFTR Tmpreuna cu partenera n cazul cand este heteroziaot

=

[ Autodivizarea loturilor de ceretare Tn urma evaluarii rezultatelor genetice ]

~p= =

Sublot 1 ( n=35) barbati cu azoospermie
cu variatii genetice

Sublot 2 (n=65) barbati cu azoospermie
fara variatii genetice

= S

Comparatii intre lotul de cercetare Sublot1 si Sublot2
Analiza si compararea datelor proorii cu datele din literatura

==

Concluzii si recomandiri nractice

Figura 1. Designul general al studiului
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Caracteristica lotului de cercetare (n=5767 spermograme). Au fost analizate rezultatele
parametrilor spermogramei (n=5767), efectuate Tn cadrul unui centru de reproducere pe parcursul
anilor 2012-2020. Numarul spermogramelor analizate repartizate pe ani sunt urmatoarele: 200 in anul
2012, 7003 in 2014, 852 in 2014, 794 1n 2015, 703 in 2016, 685 in 2017, 685 in 2018, 630 in 2018,
640 1n 2019 si 560 1n anul 2020, fapt ce arata ca numarul rezultatelor analizate este relativ constant.

Caracteristica lotului de cercetare (n=96, barbati cu azoospermie). Toti pacientii au fost
diagnosticati cu azoospermie dupad, cel putin, 2 analize de material seminal. Varsta medie a barbatilor
azoospermici ce se confrunta cu infertilitatea in cuplu pe intregul esantion (n=96) a fost de 33,8 +5,3
ani, (1T 95%: 32,7 — 34,9; mediana: 33,0). Media istoriei infertilitatii la intregul esantion a fost de
6,5 +4,6 ani, (I195%: 5,6 —7,5). Media de varsti la care s-a diagnosticat infertilitatea pe tot esantionul
este de 27,3 +£3,8 ani, (IT 95%: 26,5 — 28,0). Acest fapt, se poate explica datoritd ca la aceastd varsta
cuplurile mai frecvent planificd sd conceapa copii.

Metode de cercetare utilizate

Metodele generale de cercetare: metoda de comparatie; metoda analiticd; metoda de
observatie; metoda biostatistica. Metodele paraclinice, clinico - genetice: consultul medico-genetic;
evaluarea materialului seminal; evaluari hormonale; metode citogenetice, molecular genetice; biopsie
testiculara/ICSI/FIV. Metode de acumulare a datelor - directe: interviul (anamneza); consultul
medico-genetic; indeplinirea formularului (de cétre investigator) - indirecte: date bibliografice
(statistici oficiale, rapoarte, studii, sinteze); extragerea datelor din documentatia medicala: Registrul
(pe suport de hartie) de evidenta a analizelor de sperma, Institutia Centrul Medical Repromed pentru
anii 2012 — 2020, (colectarea parametrilor spermogramei); Formularul Nr. 209/e (rezultatele
citogenetice, molecular genetice); Formularul Nr. 235/e (rezultatele markerelor endocrini); Formular
Nr. 218/e (analiza la infectii urogenitale (din frotiu)); Formularul Nr. 210/e (examenul sumar al
urinei) - Aprobate de Ministerul Sanatatii al RM nr. 828 din 31.10.2011, Rapoarte medicale/urologie
AOP-F08 (examene primare ale medicilor urologi).
Metode de evaluare statistica

Rezultatele parametrilor materialului seminal ale n=5767 de pacienti, din anii 2012-2020. au
fost introduse in baza de date Microsoft Access 2016. Rezultatele clinice si paraclinice ale n=96
pacientilor cu azoospermie au fost acumulate in programul Excel 2016. Analiza statistica a datelor
pentru ambele baze de date s-a efectuat cu ajutorul programei SPSS 22.0 (SPSS Inc). Au fost utilizate
urmatoarele metode: media aritmetica; devierea standard (DS), intervalul intercuartila; coeficientul de
corelatie (Pearson); testul Student; testul x2 (chi patrat; procedura ANOVA; procedura ANOVA dupa
Kruskal-Wallis; regresia liniara simpla si multipla; analiza de corelatie.

3. ANALIZA TENDINTELOR DE MODIFICARE A PARAMETRILOR
MATERIALULUI SEMINAL, ANII 2012-2020

3.1. Estimarea calitatii si cantititii materialului seminal in intregul esantion

La nivel global, nivelul fertilitatii masculine este in scadere continua, iar Republica Moldova se
inscrie 1n tendintele europene generale. Studierea indicatorilor materialului seminal permit descrierea
amploarei fenomenului fertilitatii si sanatatii reproductive masculine. Conform OMS, diagnosticul de
infertilitate cu implicarea factorului masculin este stabilit atunci cand rezultatele analizei repetate ale
spermogramei sunt sub valorile normale stabilite de OMS [6]. Calitatea si cantitatea materialului
seminal este utilizata ca factor indirect de apreciere a potentialului de fertilitate masculina. Rezultatele
evaludrii parametrilor materialului seminal la populatia masculind (n=5767) demonstreaza clar ca
cantitatea si calitatea materialului seminal scade in perioada de studiu 2012 -2020 [7].

Varsta medie a barbatilor la momentul realizarii spermogramei pe intregul esantionul (n=5767) a
fost de 37,4 +6,3 ani, (IT 95%: 37,3— 37,6; mediana: 37). Rata medie de descrestere anuala a mediei
varstei fiind de 2,1%. Este dificil sa afirmam ca adresabilitatea pacientilor mai tineri din an in an se
datoreaza cresterii ratei de infertilitate la populatia mai tanara sau a constientizarii populatiei asupra
problemei infertilitdtii, dar tendinta de micgorare a varstei este evidenta 1n perioada de studiu.
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Figura 2. Linia regresiei pentru: a) volum ejaculat; b) concentratia spermatozoizilor; c) nr. total
spermatozoizi; d) mobilitatea progresiva; e) concentratia sperm. functionali; d) forme normale,
perioada anilor 2012-2020
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Rezultatele evaluarii parametrilor materialului seminal (n=5767) demonstreaza clar ca
cantitatea si calitatea materialului seminal scade in perioada de studiu 2012 -2020. Tendintele de
scadere au fost semnificative pentru toti parametrii spermei: volumul de material seminal (de la 3,0
+ 1,2 ml pana la 2,7 + 1,0 ml, 1,1% pe an); concentratia spermatozoizilor (48,6 + 38,1 milioane/ml
pana la 34,7 + 29,1 milioane/ml, 3,2% pe an); numarul total de spermatozoizi (142,5 + 125,9 milioane
pana la 93,4 £ 88,1 milioane, 3,8% pe an); mobilitatea progresiva (35,3 + 20,2 % pana la 29,4 +16,7
%, 1,9% pe an); concentratia de spermatozoizi mobili (25,2 + 27,5 milioane/ml pana la 16,6 + 23,1
milioane/ml, 3,6% pe an); numarul total de spermatozoizi mobili (70,3 £77,1 milioane pana la 40,3
52,4 milioane, 4,7% pe an); concentratia spermatozoizilor functionali (15,5 £ 18,4 milioane/ml pana
la 9,1 + 14,4 milioane/ml, 3,9% pe an); numarul total de spermatozoizi functionali (42,2 + 52,1
milioane pana la 22,5 + 35,3 milioane, 5,2% pe an); forme normale (24,6 + 14% pana la 20,7 + 12%,
1,8% pe an) si vitalitate (58 = 36% pana la 30 + 34%, 3,8% pe an) .

3.3. Estimarea calitatii si cantitatii materialului seminal in esantionul cu normozoospermie

Diagnosticul de normozoospermie se referda la parametrii materialului seminal care
indeplinesc criteriile definite de OMS in spermogrami. In studiul actual, barbatii cu
normozoospermie au fost selectati conform valorile de referinta ale spermogramei OMS din 2010,
fard a include prezenta leucocitelor. Din intregul esantion (n=5767) al spermogramelor analizate,
rezultatele cu parametrii spermogramei in limitele normale fiind (n=1685).

Rezultatele evaluarii parametrilor materialului seminal la populatia masculind cu
normozoospermie (n=1685) aratad ca cantitatea si calitatea materialului seminal scade in perioada de
studiu. Tendintele de scadere au fost semnificative pentru toti parametrii spermogramei cu exceptia
unui singur pentru viabilitate: volumul de material seminal (0,05ml / 1,04% pe an); concentratia
spermatozoizilor (1,14 min/ml / 1,4% pe an); numarul total de spermatozoizi (6,6 mln / 2,4% pe an);
mobilitatea progresiva (0,4% / 0,7% pe an); concentratia de spermatozoizi mobili (0,7 mln/m/ 1,7 %
pe an); numarul total de spermatozoizi mobili (4,6 min / 3,2% pe an); concentratia spermatozoizilor
functionali (0,6 mln/ml / 2,8% pe an); numarul total de spermatozoizi functionali (3,4 mln /4,0% pe
an); indexul mobilitatii (3,1 / 1,4% pe an) si forme normale (0,3% / 0,8% pe an) (Tabelul 1).

Tabelul 1. Regresia liniara simpli a parametrilor spermogramei la barbatii cu normozoospermie anii

2012-2020

Parametrii spermogramei Constanta B R2 F P

Volum (ml) 3,8 -0,05 0,011 18,2 0,000
pH 7,7 0,01 0,001 2,4 0,122
Concentratia spermatozoizilor (mln/ml) 93,3 -1,14 0,013 225 0,000
Nr. total de spermatozoizi (min/ml) 330,9 -6,61 0,022 38,6 0,000
Mobilitatea progresiva (%) 57,1 -0,41 0,015 25,4 0,000
Concentratia sperm. mobili (mln/ml) 50,7 -0,67 0,006 10,3 0,001
Nr. total de sperm. mobili (min/ejaculat) 190,6 -4,55 0,023 40,3 0,000
Concentratia sperm. functionali (min/ml) 345 -0,65 0,009 14,8 0,000
Nr. total de sperm. functionali (mln/ejaculat) 124,7 -3,41 0,024 40,8 0,000
Indexul mobilitatii 254,8 -3,13 0,013 22,8 0,000
Forme normale (%) 39,3 -0,31 0,014 23,7 0,000
Viabilitate (%) 89,5 0,52 0,012 20,4 0,000

3.4. Evaluarea rezultatelor spermogramelor, conform OMS 2010

Tn anii 2012-2020, din numarul total de (n=5767) de spermograme analizate, 29,2% (n=1685)
au prezentat valori normale ale materialului seminal - normozoospermie si 70,8% (n=4082) tulburari
de spermatogeneza. Pe intreaga perioada de studiu, au fost semnalate diferente statistice semnificative
X2=352,7; gl=40; p=0,000. Cea mai frecventd anomalie a spermatogenezei a fost inregistrata
astenozoospermia in 35% (n=2016), urmata de oligozoospermia in 27,8% (n=1606), azoospermia
3,9% (n=224), oligoastenozoospermia 2,5% (n=143) si oligoastenoteratozoospermia 1,6% (n=93),
(Tabelul 2)
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Tabelul 2. Repartizarea barbatilor conform rezultatelor spermogramei pe perioade agregate

Anii
2. .
Diagnostic spermograme 2012-2015 | 2016-2020 Total X5 glp
n | % n % n | %
Normozoospermia 986 387 699 217 1685 29,2 Xzzpag;l%lgl;
Oligozoospermia 587 230 1019 31,7 1606 27,8 Xz:&fblag'fl?
Oligoastenoteratozoospermia x2:3,3’; gl=1;
39 15 54 17 93 16  ploom
Astenozoospermia 756 297 1260 392 2016 350 X 0o gl
i) ) 1) p: ,
Oligoastenospermia X?=0,1; gl=1;
60 24 83 26 143 25 X 2o
Azoospermia X?=3,2; gl=1;
P 121 47 103 32 224 39 020,075
2— . —_-
Total 2549 100 3218 100 5767 100 * acgod™

Tn anul 2012, normozoospermia a fost inregistrata in 46,5% (n=93) si in anul 2020, ajunge la
14,5% (n=81). Se observa un declin a valorilor normale ale spermatogenezei, cu o rata anuald medie
de descrestere de 7,6%, in anii 2012-2015 fiind de 38,7% (n=986) si in anii 2016-2020 de 21,7%
(n=699). Astenozoospermia a fost depistata in anul 2012 in 21,5% si anul 2020 in 47,2%, (crestere
cu 13,2% pe an). Oligozoospermia observam crestere de-a lungul anilor de studiu, de la 21% pana la
30,9%, (creste cu 5,2%), inclusiv si oligoastenozoospermia de la 2,4% pana la 2,6%, si
oligoastenoteratozoospermia de la 1,5 pana la 1,6% (Figura 3).
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Figura 3. Clasificarea materialului seminal pe criterii diagnostice Tn perioada anilor 2012- 2020

Reprezentarea indicatorilor calitativi si cantitativi a materialului seminal prin regresie la un
numar semnificativ de (n=5767) barbati au descris situatia la momentul actual si demonstreaza
deteriorarea a sanatatii reproductive masculine in Republica Moldova. Datele prezentate sunt
indicatori substantiali, ce pot servi ca dovezi argumentate pentru autoritatile de sanatate sa ia decizii
in cunostinta de cauza, de a Se concentra pe programul de management si prevenire a infertilitatii
masculine.
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4. ASPECTE FENOTIPICE SI GENETICE ALE BARBATILOR CU
AZOOSPERMIE

4.1. Particularitatile fenotipice ale biarbatilor azoospermici cu variatii ale cariotipului, deletii
AZF, mutatii CFTR depistate si fara variatii genetice depistate

In urma investigatiilor molecular genetice (testarea microdeletiilor cromozomului Y si
testarea genei CFTR) si citogenetice (cariotipare prin bandare G), barbatii cu azoospermie investigati
(n=96) au fost repartizati in doua subloturi: sublotul 1 — (n=35) pacienti confirmati prin testele
genetice propuse si sublotul 2 — (n=61) pacienti care nu au fost confirmati prin testele genetice
disponibile. Dintre pacientii confirmati genetic 25% au cariotip anormal, 10,4% prezinta microdeletii
Y si 3,1% au mutatii in gena CFTR (Figura 4).

31%
cu mutatie in
gena CFTR
Cariotip normal :8.3% .
o F cu fiele‘gu in
75,0% F910% regiunea AZF

Cariotip anormal
25,0%

Figura 4. Structura incidentei cauzelor genetice confirmate prin teste molecular-genetice si citogenetice
la barbatii cu azoospermie (n=96)

Pacientii din ambele subloturi au fost analizati pe grupe de varstd. Varsta medie a barbatilor
azoospermici ce se confrunta cu infertilitatea in cuplu in sublotul 1 de studiu (n=35) a fost de 34,1
+4.3 ani, (1T 95%: 32,6 — 35,6; mediana: 34,0) si in sublotul 2 de 33,6 +5,8 ani, (IT 95%: 32,1 — 35,1;
mediana: 33,0). Media istoriei infertilitatii la esantionul de studiu 1 a fost de 6,5 +3,6 ani, (IT 95%:
5,2 —7,7; mediana 7,0) si esantionul 2 de studiu de 6,4 5,1 ani, (IT 95%: 5,1 — 7,7; mediana 4,0). n
sublotul de studiu 1, media de varsta la care s-a diagnosticat infertilitatea este de 27,3 +3,6 ani, (IT
95%: 26,4 — 28.,9; mediana 28,0) si in sublotul 2 de referinta 27,3 +3,3 ani, (IT 95%: 26,3 — 28,0;
mediana 27,0), (Tabelul 3).

Tabelul 3. Varsta si istoria infertilitatii 1a barbatii cu azoospermie in lotul de cercetare

Sublot 1 Sublot 2 Total

n=35 n=61 n=96
Varsta Media + DS 34,1+4,3 33,6 5,8 33,8 45,3
(ani) ] 95% 32,6 - 35,6 32,1-35,1 32,7-34,9
Mediana 34,0 33,0 33,0
Percentila 25 — 75 31,0-36,0 29,0-37,0 30,0-36,0
Minim — Maxim 28,0-47,0 19,0-52,0 19,0-52,0
Istoria infertilitatii  Media £ DS 6,5+3,6 6,4 £5,1 6,4 4,6
(ani) T 95% 5277 51-7,7 55— 7.4
F=0,002; Mediana 7,0 4,0 5,0
P=0,968 Percentila 25 - 75 30-8,0 2,0-10,0 3,0-90
Minim — Maxim 1,0-14,0 1,0- 20,0 1,0- 20,0
Virsta la diagnoza  Media + DS 27,7+3,6 27,2+3,3 27,4134
(ani) IT95% 26,4 —-28,9 26,3-28,0 26,7-28,1
Mediana 28,0 27,0 27,0
F=0,415; Percentila 25— 75 25,0 - 30,0 25,0 - 30,0 25,0 - 30,0
p=0521 Minim — Maxim 21,0-350 18,0 34,0 18,0350

Am analizat particularitatile materialului seminal al pacientilor in ambele subloturi. Conform
cerintelor OMS, efectuarea calitativa a spermogramei, necesitd ca pacientul sa respecte o perioadd de
abstinenta cu o duratd de 3-7 zile inaintea prelevarii. Astfel, durata de abstinenta in sublotul 1 de
studiu a constituit 4,5 +1,3 zile, (IT 95%: 4,1 — 5,0; mediana 5,0), iar in sublotul 2 de referinta — 4,9
+1,4 zile, (IT 95%: 4,6 — 5,3; mediana 5,0), fara diferenta statistic semnificativa intre loturi (F=1,96;
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p=0,164). Spermograma a fost prelevata partial doar intr-un caz din sublotul 1 de studiu si 2 cazuri
in sublotul 2, la ceilalti participanti a fost prelevata complet (Tabelul 4).

Tabelul 4. Parametrii spermogramei la birbatii cu azoospermie repartizate pe loturi de cercetare

Parametrii spermogramei Sublot 1 Sublot 2 Total

n=35 n=61 n=96
Abstinenta Media = DS 45+13 49+14 48+14
(zile) 11 95% 41 - 5,0 46 -5,3 45 —-5,0
Mediana 5,0 5,0 5,0
F=1,96; Percentila 25 — 75 30 -50 40 -6,0 40 -6,0
p=0,164 Minim — Maxim 20-170 30 - 7,0 20 -70
Volumul Media + DS 2,3+0,8 29+13 27412
(ml) 11 95% 20— 2,6 25 — 3,2 24 — 2,9
Mediana 2,4 2,9 2,6
F=5,13; Percentila 25 — 75 15 -28 20 —35 20 -33
p =0,026 Minim — Maxim 03 - 38 0,3 — 8,0 0,3 — 8,0
Timp de Media + DS 37,448,0 38,3+ 10,4 38,0 £9,5
lichefiere (min) 1T 95% 34,7-40,2 35,6 — 40,9 36,0—39,9
F=0,75; Mediana 40,0 40,0 40,0
p=0,676 Percentila 25 — 75 30,0 - 45,0 35,0 45,0 32,5-450
Minim — Maxim 20,0 - 60,0 10,0 - 60,0 10,0 - 60,0
pH Media = DS 75404 7,705 7,6 0,5
11 95% 73-176 76-78 75-177
F=6,29; Mediana 75 78 7,7
p=0,014 Percentila 25— 75 71-78 7,6—8,0 74-79
Minim — Maxim 6,782 55— 9,0 55-9,0
Leucocite Media £ DS 0,7 £0,9 0,8+0,9 0,8+0,9
(mIn/ml) 11 95% 04-10 06-11 06-10
Mediana 0,6 0,7 0,6
F=0,26; Percentila 25 — 75 01-10 01-10 01-10
p =0.,606 Minim — Maxim 0-5,0 0-49 0-5,0

Timpul de lichefiere a materialului seminal nu a diferentiat esential intre subloturi, fiind n

sublotul 1 de studiu — 37,4 8,0 min, (IT 95%: 34,7 — 40,2; mediana 40) si in sublotul 2 de referinta —
38,3 £10,4 min, (IT 95%: 35,6 — 40,9; mediana 40), respectiv nu se observa diferente statistic
semnificative intre subloturi (F=0,75; p=0,676) (Tabelul 4).

Volumul spermogramei la pacientii din sublotul de studiu 1 s-a dovedit a fi statistic
semnificativ mai mic, decét la cei din sublotul 2 de referinta (F=5,13; p=0,026). Astfel, in sublotul 1
de studiu volumul a fost de 2,3 +0,8 ml, (IT 95%: 2,0 — 2,6; mediana 2,4), pe cand in sublotul 2 de
studiu — 2,9 1,3 ml, (IT 95%: 2,5 — 3,2; mediana 2,9) (Tabelul 4, Figura 5).

i i iana generald: 2
8 Mediana generala: 2,6 4 Mediana generald: 2,4

41

Volum (ml)

T T T T T
Sublot 1 Sublot 2 Mutatie CFTR ~ Deletiii AZF  Cariotip anormal

0
a) b)
Figura 5. Analiza box plot a datelor volumului (ml) repartizat pe sublotul 1 de studiu (a, b) si sublotul 2
de studiu (a)

Valoarea pH a spermei in ambele subloturi este bazici (alcalini), avand valoarea 7,5 0,4, (IT
95%: 7,3 — 7,6; mediana 7,5) in sublotul 1 de studiu si 7,7 +0,5, (Il 95%: 7,6 — 7,8; mediana 7,8) in
sublotul 2 de studiu, prezentand diferenta statistic semnificativa intre subloturi (F=6,29; p=0,014)
(Tabelul 4, Figura 6).
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Figura 6. Analiza box plot a valorilor pH repartizat pe sublotul 1 (a, b) si sublotul 2 de studiu (a)

Pentru a identifica factori posibili ce ar fi putut afecta statutul fertilitatii, au fost analizate
datele din anamneza pacientilor. S-a constatat ca, aproximativ, 2/3 dintre participantii la cercetare nu
au suportat in copilarie boli, care presupun afectarea fertilitatii: in sublotul 1 de studiu — 22 (62,9%)
pacienti si In sublotul 2 de studiu — 39 (63,9%) pacienti, fara diferenta statistic semnificativa intre
loturi (32=0,11; gl=1; p=0,916). Oreion in sublotul 1 de studiu au prezentat in 61,5% (n=8) si sublotul
2 de 50,0 (n=11). Orhita virald au prezentat in 22,7% (n=5) in sublotul 1 si 15,4% (n=2) sublotul 2.

Unii barbati investigati au mentionat prezenta traumatismelor genitale in anamneza, care, la
fel, ar putea influenta fertilitatea: in sublotul 1 de studiu 11,4% (n=4) si in sublotul 2 de referinta
31,7% (n=19), fara diferenta statistic semnificativa intre loturi (y2=4,96; gl=1; p=0,026) (Tabelul 5).
Interventii chirurgicale in regiunea pelviana mentioneaza in 14,3% (n=5) din participanti din sublotul
1 de studiu si 21,3% (n=13) din sublotul 2 ce nu determina diferenta statistic semnificativa intre ele
(x2=0,721; gl=1; p=0,396). Infectiile genitale precum epididimita sau uretrita au fost prezente la
17,1% (n=6) din participanti din sublotul 1 de studiu si 24,6% (n=15) din sublotul 2 de studiu fara
diferenta statistic semnificativa intre acestea (32=0,722; gl=1; p=0,396). Expuneri la gonadotoxice,
cum ar fi radioterapia, chimioterapia, febra recenta sau medicamente curente, au avut 25,7% (n=9)
din pacienti din sublotul 1 de studiu si 32,8% (n=20) din sublotul 2 de referinta, diferenta statistic
semnificativa intre subloturi nu se atesta (y2=0,528; gl=1; p=0,468). Sufera de tabagism, aproximativ,
aceeasi proportie de participanti din ambele subloturi: Tn sublotul 1 de studiu — 42,9% (n=15) de
pacienti si Tn sublotul 2 de studiu — 37,7% (n=23) fara diferenta statistic semnificativd intre ele
(x2=0,247; gl=1; p=0,619). Luand in considerare influenta unui posibil istoric familial de anomalii
congenitale, retard mental, tulburari de reproducere sau fibroza chistica asupra fertilitatii, participantii
au fost interogati si la acest capitol. Au fost primite urmatoarele raspunsuri afirmative: in sublotul 1
de studiu in 25,7% (n=9) cazuri si in sublotul 2 de studiu — 14,8% (n=9) cazuri (Tabelul 5).

Tabelul 5. Asocierea unor factori de risc ce pot afecta fertilitatea n loturile cercetate

Factori de risc din istoricul Sublot 1 Sublot 2 Total

personal n=35 % n =61 % n=96 %
. . nu 31 88,6 41 68,3 72 75,8
Traumatisme genitale da 4 114 19 317 23 24.2
Interventii chirurgicale in  nu 30 85,7 48 78,7 78 81,3
regiunea pelvina da 5 14,3 13 21,3 18 18,8
Infectii genitale nu 29 82,9 46 75,4 75 78,1
; da 6 17,1 15 24,6 21 21,9
Expuneri la nu 26 74,3 41 67,2 67 69,8
gonadotoxice da 9 25,7 20 32,8 29 30,2
Este consumator de tigari nu - 57,1 a8 62,3 a8 60,4
; da 15 42,9 23 37,7 38 39,6
Istoric familial anomalii  nu 26 74,3 52 85,2 78 81,3
congenitale da 9 25,7 9 14,8 18 18,8
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Analiza manifestarilor clinice din sfera urogenitala a pacientilor a permis identificarea unor
semne clinice sugestive pentru anumite entitati nozologice. Desi in ambele subloturi cate jumatate de
participanti au avut dimensiunea si consistenta testiculelor normala, totusi, prezenta modificarilor a
determinat diferentd statistic semnificativa intre subloturi (}2=12,1; gl=3; p=0,007). Testicule
micsorate in volum s-au inregistrat in 8,6% (n=3) din pacienti din sublotul 1 de studiu $i 29,5% (n=18)
din sublotul 2 de studiu (Tabelul 6).

40 37.1
314
30
20 13.1
10 82
0
Hipogonadism Ginecomastie

E Sublot1 © Sublot 2

Figura 7. Ponderea hipogonadismului si ginecomastiei la ambele subloturi de cercetare

Prezenta hipogonadismului fiind mai frecvent in 37,1% (n=13) la sublotul 1 de studiu
comparativ cu sublotul 2 de referinta 13,1% (n=8). Dintre pacientii cu patologii genetice cel mai
frecvent hipogonadismul s-a inregistrat la pacientii cu cariotip anormal in 50,0% (n=11), urmata la
pacientii cu deletii in regiunea AZF 20,0% (n=2) (Tabelul 6, Figura 7).

Prezenta ginecomastiei este statistic semnificativ mai frecventda in sublotul 1 de studiu de
31,4% (n=11) si in sublotul 2 de 8,2% (n=5), (x2=8,642; gl=1; p=0,003) (Figura 7). Tn sublotul 1 de
studiu ginecomastia este mai frecventa la pacientii cu cariotip anormal in 45,5% (n=10), urmata de
10,0% (n=1) la pacientii cu microdeletii ale cromozomului Y, la pacientii cu mutatii in gena CFTR
nu s-a inregistrat (y2=5,5; gl=2; p=0,063) (Tabelul 6).

Tabelul 6. Repartizarea manifestarilor clinice in lotul de cercetare

e Sublot 1 Sublot 2 Total
Manifestarile clinice
n=35 % n =61 % n=96 %

Dimensiunea si consistenta normala 19 54,3 32 52,5 51 53,1
testiculelor micsorate in volum 3 8,6 18 29,5 21 21,9

hipogonadism 13 37,1 8 13,1 21 21,9
22=12,1; gI=3; p=0,007 lipsa unui /chist 3 4,9 3 31

testicul
Habitusul corporal normostenica 15 42,9 37 60,7 52 54,2

hiperstenica 15 42,9 18 29,5 33 34,4
x2=2,838; gl=2; p=0,242 astenica 5 14,3 6 9,8 11 11,5
Ginecomastie lipsa 24 68,6 56 91,8 80 83,3
22=8,642; gl=1; p=0,003 prezenta 11 31,4 5 8,2 16 16,7
Canalul deferent se palpeaza 32 91,4 59 96,7 91 94,8
x2=1,26; gl=1; p=0,261 nu se palpeazd 3 8,6 2 3,3 5 52
Varicocel lipsa 33 94,3 54 88,5 87 90,6
x2=0,86; gl=1; p=0,351 prezenta 2 57 7 11,5 9 9,4
Examenul clinic al prostatei fara modificari 24 68,6 42 68,9 66 68,8
x2=0,001,; gl=1, p=0,977 prezinta modificari 11 314 19 31,1 30 31,3

Desi in sublotul 2 in 60,7% comparativ cu sublotul 1 de 42,9% predomind constitutia
normostenica, habitusul corporal nu difera statistic semnificativ intre subloturi (¥2=2,838; gl=2;
p=0,242). Constitutia hiperstenica este mai frecventa in sublotul 1 de studiu 42,9% (n=15); in cazul
pacientilor cu mutatii in gena CFTR 66,7% (n=2), cu cariotip anormal 54,7% (n=12) si deletii in
regiunea AZF 10% (n=1). Prezenta congenitald bilaterala a canalului deferent se palpeaza la
majoritatea pacientilor din ambele subloturi de cercetare: in sublotul 1 de studiu la 91,4% (n=32)
pacienti si in sublotul 2 la 96,7% (n=59) pacienti, (x2=1,262; gl=1; p=0,261). in schimb, daci
analizam la pacientii cu patologii genetice canalul defernt se palpeaza la toti pacientii cu cariotip
anormal si deletii in regiunea AZF si nu se palpeazd la toti pacientii cu mutatii in gena CFTR,
(x2=35,0; gl=2; p=0,000). Din numarul total dintre participantii fiecarui sublot de studiu, examenul
clinic al prostatei nu prezinta modificari: in sublotul 1 de studiu — 68,6% (n=24) cazuri si in sublotul
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2 de studiu— 68,9% (n=42) cazuri, fara atestarea unei diferente statistic semnificative intre subloturi
(x2=0,001; gl=1; p=0,977).

Valorile markerelor endocrini (FSH, LH, prolactina si testosteron) ai fertilitatii au fost
determinate si analizate la pacientii cu azoospermie. Valoarea medie a nivelului hormonului FSH in
sublotul 1 de studiu a constituit 9,9 +9,1 mlU/ml, (IT 95%: 6,8-13,0; mediana 7,3) cu valoarea minima
de 1,1 mIU/ml si valoarea maxima de 38,4 mIU/ml, iar in sublotul 2 nivelul valorii medii a fost 8,1
+7,8 miU/ml, (IT 95%: 6,1-10,0; mediana 4,7) cu valoare minima de 0,9 mIU/ml si valoarea maxima
de 40,7 mIU/ml. Diferentd statistic semnificativa intre subloturi nu se atestd (F=1,16; p=0,283).
Nivelul hormonului LH a inregistrat valoare medie de 10,1+8,1 mlU/ml, (IT 95%: 7,3-12,8; mediana
7,5) in sublotul 1 de studiu cu valoarea minima de 1,1 mIU/ml si valoarea maxima de 28,6 mIU/ml,
iar in sublotul 2 de — 7,6+5,6 mluU/ml, (IT 95%: 6,1-9,2; mediana 6) cu valoare minima de 1,0 mIU/ml
si valoarea maxima de 27,7 mIU/ml, (F=2,74; p=0,101), (Tabelul 7).

Tabelul 7. Caracteristicele markerelor endocrini in loturile de cercetare

Markerii endocrini Sublot 1 Sublot 2 Total

n=35 n=61 n=96
FSH Media + DS 9,9+9,1 80+7,8 8,7+8,3
2,0-10,0 mlU/ml IT 95% 6,8—13,0 6,0— 10,0 7,0-10,4
Mediana 7.3 47 5,2
F=1,16; Percentila 25 - 75 25-151 3,0-10,5 30-116
p=0,283 Minim — Maxim 1,1-384 0,9 — 40,7 0,9 — 40,7
LH Media £ DS 10,1+8,1 7,6+5,6 8,6 6,7
3,0— 12,0 mIU/ml 11 95% 73-12,8 6,1-92 7,2-10,0
Mediana 75 6,0 6,4
F=2,74, Percentila 25 — 75 35 -138 40 -9,8 40 -11,2
p=0,101 Minim — Maxim 1,1 — 286 1,0 — 27,7 1,0 — 28,6
Prolactina Media + DS 14,6 6,3 19,5+12,4 17,5+10,6
1,8— 17,0 ng/ml I195% 12,4-16,8 16,0 - 23,0 15,3-19,8
Mediana 12,9 16,0 15,9
F=4,423; Percentila 25— 75 11,0- 19,5 11,4-20,5 11,3-19,7
p =0,038 Minim — Maxim 43-31,0 5,6 — 65,0 43-65,0
Testosteron Media + DS 35+1,2 29+13 31+13
2,0-6,9 ng/ml 1T 95% 31-40 25-32 29-34
Mediana 3,2 3,0 3,0
F=6,386; Percentila 25 - 75 27-46 20-35 2,4-37
p=0,013 Minim — Maxim 12-56 0,7-6,2 0,7-6,2
Testosteron liber Media £ DS 11,7 49,2 13,3+8,4 12,7 48,6
IT95% 51-18,3 89-17,8 92-16,1
E_:Obzé » Mediana 84 13,8 135
’ Percentila 25— 75 2,8-185 70- 16,4 41-175
Minim — Maxim 2,8-288 1,7-355 17-355

Nivelul prolactinei a avut In sublotul 1 de studiu valoarea medie de 14,6 +6,3 ng/ml, (IT 95%:
13,1-17,4; mediana 12,9) cu cel mai mic nivel de 4,3 ng/ml si cel mai mare de 31,0 ng/ml, iar in
sublotul 2 de referintai— 19,5 12,4 ng/ml, (IT 95%: 16,0-23,0; mediana 16,0) cu cel mai mic nivel de
5,6 ng/ml si cel mai mare de 65,0 ng/ml. Diferenta dintre loturi este statistic semnificativa (F=4,423;
p=0,038). De asemenea, se observa o diferenta statistic semnificativa intre loturi al valorilor medii
ale nivelului de testosteron (F=6,386; p=0,013). Astfel, Tn sublotul 1 de studiu valoarea medie a
nivelului de testosteron este egala cu 3,5+1,2 ng/ml, (Ii 95%: 3,1-3,9; mediana 3,2), osciland intre 1,2
ng/ml si 5,6 ng/ml, iar in sublotul 2 de studiu — 2,9 +1,3 ng/ml; (IT 95%: 2,4-3,3), osciland intre 0,7
ng/ml si 6,2 ng/ml (Tabelul 7).

Dintre pacientii cu patologii genetice, cea mai mare medie 12,2 10,5 mlU/ml, (IT 95%: 7,6
—16,9; mediana 10,0) a nivelului FSH a fost la pacientii cu cariotip anormal, urmata la pacientii cu
deletii in regiunea AZF 6,4 £3,5 mIU/ml, (IT 95%: 3,9 —8,9; mediana 6,3) si media 4,7 4,6 mlU/ml,
(IT 95%: 0 — 16,1; mediana 2,0), cea mai joasa s-a inregistrat la pacientii cu mutatii in gena CFTR.
Media cea mai inalta LH, la fel, 12,8 £8,9 mIU/ml, (IT 95%: 8,9 — 16,8; mediana 10,8) este inscrisa
la pacientii cu cariotip anormal, urmata de cei cu deletii AZF 6,2 +3,2 mIU/ml, (If 95%: 3,9 — 8,5;
mediana 7,1) si cu mutatii CFTR 2,6 +1,4 mlU/ml, (IT 95%: 0 — 6,1; mediana 3,0) (Figura 8).
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Figura 8. Valorile medii si medianele pentru markerii endocrini la pacientii azoospermici cu cariotip

4.2. Variatii cromozomiale la barbatii cu azoospermie diagnosticati prin examenul citogenetic

La toti barbatii din studiu (n=96) s-a analizat cariotipul prin examenul celulelor sdngelui
periferic, utilizAndu-se tehnica de bandare G a cromozomilor. Conform examenului citogenetic, din
numarul total de (n=96) barbati infertili cu azoospermie 75% (n=72) au prezentat cariotip normal
46,XY si 25% (IT 95%: 24,1 — 25,9), (n=24) au prezentat variatii de numir sau structurd a
cromozomilor. De mentionat faptul, cd rezultatele obtinute sunt comparabile cu alte studii de
specialitate din Bulgaria 20,7% (19,3 — 22,1), Romania 30,0% (IT 95%: 29,1 — 30,9), Turcia 19,2%
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(18,2 — 20,2), Ucraina 35,0% (1T 95%: 32,7 — 37,3) etc. (Figura 9).
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Figura 9. Forest plot pentru prevalenta anomaliilor cromozomiale la pacientii azoospermici cercetati
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Clasificarea anomaliilor cromozomiale si repartizarea acestora pe grupe de varstd nu a
determinat diferente statistice semnificative y2=11,7; gl=8; p=0,161. Pacientii cu anomalii
cromozomiale numerice au fost diagnosticati in 66,7% la varsta >40 ani si 57,9% (n=11) la véarsta de
30 -39 ani. Anomalii structurale s-au identificat Tn 100,0% (n=2) la varsta de 19 -29 ani, in 33,3%
(n=1) la varsta >40 ani si 21,1% (n=4) la 30 - 39 ani (Tabelul 8).

Tabelul 8. Frecventa variatiilor cromozomiale la barbatii cu azoospermie pe grupe de varsta

Varsta ani
Rezultate citogenetice 19-29 30 -39 >40 Total
n=22 % n=64 % n=10 % n=96 %
Sindromul Klinefelter/XXY 10 15,6 1 10,0 11 11,5
Sindromul Jacobs/XYY 1 1,6 1 1,04
45,X/46,XY 1 10,0 1 1,04
Translocatii robertsoniene 1 17 1 1,04
Translocatii reciproce 1 45 1 1,6 2 2,1
Inversii 1 45 1 1,6 2 2,1
46,XX+SRY 1 10,0 1 1,04
46,Xdel(Y)(gq11.21) 1 1,6 1 1,04
Polimorfisme crs. 3 4,7 3 3,13
Situs Fragil 1 1,6 1 1,04
46,XY 20 90,9 45 70,3 7 70,0 72 75,0

Tabelul 9. Clasificarea variatilor citogenetice la birbatii cu azoospermie corelate cu varsta

Rezultatele testelor 19-29 3039 Varsta ani =20 Total
cltogenetice n=22 %  n=64 %  n=10 %  n=9 %
Gonozomale, inclusiv: 13 68,4 3 100 16 66,7
Tipul crs. SK/ XXY 10 76,9 1 33,3 11 68,7
implicat 47.XYY 1 77 1 4,2
46,XX +SRY 1 33,3 1 4,2
45,X/46,XY 1 33,3 1 4,2
46,Xdel(Y)(q11.21) 1 77 1 4,2
46,XYgh+ 1 7,7 1 4,2
Autozomale, inclusiv: 2 100 6 31,6 8 33,3
45,XY,rob(13/14) 1 16,7 1 4,2
46,XY, 1(1;19)(23.2q:q12.4) 1 16,7 1 4,2
46,XY,15ps+ 1 16,7 1 4,2
46,XY,22sts 1 16,7 1 4,2
46,XY der(5),t(9;5) 1 50,0 1 4,2
46,XY fra(17)(pl2) 1 16,7 1 4,2
46,XY,inv(9)(p11q12) 1 50,0 1 4,2
46,XY,inv(9)(p13.21) 1 167 1 42

Este cunoscut faptul, ca anomaliile cromozomilor sexuali sunt cele mai frecvente cauze de
infertilitate asociate de cromozomi [8]. Tn cercetarea noastra, dintre numarul total (n=96 ) de pacienti
cu azoospermie, prevalenta anomaliilor cromozomilor sexuali s-a identificat in 16,7% (n=16) cazuri
si 8,3% (n=8) cazuri au prezentat anomalii autozomale (Figura 10).

17%
75%
8%
Cariotip normal ® Cariotip cu anomalii
Anomalii ale crs. sexuali Anomalii ale crs. autozomi

Figura 10. Ponderea anomaliilor cromozomiale la barbatii cu azoospermie (n=96)
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Tabelul 10. Caracteristica anomaliilor gonozomale n raport cu cele autozomale la pacientii cu
azoospermie

Parametrii An. crs. gonozomale An. crs. autozomale Total p

Nr. pacientilor n=16 n=8 n=24
Varsta 36,2 +4,9 32,0+2,9 34,8 4,8 p=0,037
(ani) 35,5 (32,5-39,0) 32,0 (29,5-34,5) 34,5 (31,0-36,0)
Volum 2,2+0,7 24+08 2,2+0,7 p=0,447
(ml) 2,2 (1,5-2,5) 2,4 (2,0-2,9) 2,2 (1,8-2,6)
FSH 15,4 £10,3 49+48 11,9+10,1 p=0,012
(mIU/ml) 15,5 (7,5-20,6) 2,9 (1,8-6,7) 9,2 (2,9-19,1)
LH 15,3 48,9 6,7+4,0 12,4 8,6 p=0,018
(mIU/ml) 13,0 (8,1-23,3) 5,8 (3,9-9,2) 9,9 (5,9-19,5)
Prolactina 12,9 £6,5 15,9 £5,6 13,9 46,2 p=0,294
(ng/ml) 11,3 (7,0-19,1) 18,0 (11,3-19,6) 11,8 (7,9-19,5)
Testosteron 3,4+0,9 3,9+1,2 3,6+1,0 p=0,281
(ng/ml) 3,4 (2,9-3,8) 3,7 (2,8-4,9) 3,4 (2,9-4,1)
Testosteron liber 7,1+6,8 15,9+10,5 9,6 +8,3 p=0,231
(ng/ml) 2,8 (2,8-8,4) 15,9 (8,4-23,3) 8,4 (2,8-18,5)

Nota: Media +DS; Mediana (11Q)

Varsta medie a pacientilor cu anomalii cromozomiale gonozomale (n=16) a fost de 36,2 +4,9
ani, (1Q: 32,5 — 39,0; mediana: 35,5) si la pacientii cu anomalii cromozomiale autozomale (n=8) de
32,0 £2,9 ani, (1Q: 29,5 — 34,5; mediana: 32,0, (F=4,917; p=0,037). Pentru volumul materialului
seminal nu s-au constatat diferente statistice semnificative (F=0,601; p=0,447). Tn schimb, pentru
hormonul FSH se observa diferente statistice semnificative (F=7,406; p=0,012) intre grupele descrise.
Media FSH fiind de 15,4 £10,3, (1Q: 7,5 — 20,6; mediana: 15,5) la subiectii ce au prezentat anomalii
cromozomilor sexuali si de 4,9 +4,8, (IQ: 1,8 — 6,7; mediana: 2,9) la anomaliile autozomale. La fel,
pentru hormonul LH se constatd diferente statistice (F=6,576; p=0,018), la pacientii cu anomalii
cromozomiale gonozomale cu media de 15,3 £8,9, (1Q: 8,1 — 23,3; mediana: 13,0) si autozomale de
6,7 £4,0, (1Q: 3,9 — 9,2; mediana: 5,8). Media pentru hormonul prolactina la subiectii cu anomalii
gonozomale este de 12,9 6,5, (1Q: 7,0 — 19,1; mediana: 11,3) si la cei cu autozomale de 15,9 +5,6,
(1Q: 11,3 — 19,6; mediana: 18,0), (F=1,158; p=0,294). Testosteronul s-a inregistrat cu media de 3,4
0,9, (1Q: 2,9 — 3,8; mediana: 3,4) la subiectii cu anomalii cromozomiale gonozomale si media de
3,9+1,2, (1Q: 2,8 — 4,9; mediana: 3,7) autozomale, (F=1,224; p=0,281) (Tabelul 10).

4.2.1 Sindromul Klinefelter (SK) 47, XXY

Din lotul total (n=96) al barbatilor azoospermici investigati citogenetic, 11 au prezentat
disomia X, ce reprezintd 11,5% (Tabelul 9). Rezultatele cercetarii sunt comparabile cu datele
bibliografice, care raporteazd aceeasi frecventd inalta a Sindromului Klinefelter printre barbatii
azoospermici de 10-15%.Varsta medie a pacientilor cu SK a fost de 35,5 £4.,9 ani (IT 95%: 32,3—
38,8; mediana: 35,0) cu valoarea minima 30 ani si maxima 47 ani. Media infertilitatii acestora a fost
de 6,3 3,1 ani (IT95%: 4,2— 8,3; mediana: 6,0) cu valoarea minimi 3 ani si maxima 14 ani. Fenotipul
pacientilor cu SK este extrem de heterogen, fiind influentat de tipul cariotipului, cat si de véarsta
pacientului. In perioada copilariei, SK frecvent rimane nediagnosticat din cauza tabloului clinic
nesugestiv. Tn cercetarea actuald, boli in copilirie au prezentat n 63,6% (n=7), dintre care
criptorhidie, orhita virala si oreion, cu toate acestea, nu a fost diagnosticat nici un pacient n aceasta
perioada. Manifestarile clinice se contureazd in perioada adulta cand apare ginecomastia,
hipogonadismul si respectiv infertilitatea. Toti pacientii, in cercetarea actuald, au fost diagnosticati in
perioada adulta datorita infertilitatii [9]. In cercetarea actuali, ginecomastia este prezenti in 90,9%
(n=10), hipogonadismul in 81,8% (n=9), constitutia hiperstenica in 72,7% (n=8) (Figura 11).

Hipogonadism
Ginecomastie
Hiperstenic
Boli in copilarie

0 20 40 60 80 100
Figura 11. Prevalenta manifestirilor clinice la pacientii cu Sindromul Klinefelter
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Conform rezultatelor citogenetice, cea mai frecventa varianta cromozomiala diagnosticata la
cei 11 pacienti infertili cu SK a fost forma omogena a trisomiei 47,XXY (10 cazuri — 90,9%), urmata
de forma mozaica aceleasi forme clasice 47,XXY/46,XY (1 caz —9,1%) (Figura 12, Figura 13).

= $7 .a
9.1% IO TIRY
oA Wi
47 XXY TER Y 16 I e 3 te
f;%\ ) Ak g8 au AR
46, XY/47,XXY e &k » 3 2 % %
90.9% i B2 40 £2 % B
e
a) b) |=r sf r % s I

Figura 12. a) Structura variantelor citogenetice diagnosticate la pacientii cu Sindromul Klinefelter; b)
Cariotip 47,XXY la pacientul nr. 1, varsta 31 ani
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Figura 13. Cariotip 46,XY/47, XXY la pacientul nr. 25, varsta 31 ani
Variantele citogenetice diagnosticate in cercetarea actuala vin in confirmarea datelor din
literatura, care relateaza aceeasi incidenta inaltd de 80-90% pentru forma clasica 47,XXY a SK si in,
aproximativ, 20% se descriu formele mozaice. Aneuploidia 47,XXY este cea mai frecventd anomalie
cromozomiald, avand o incidenta care variaza de la 1/500 pana la 1/1.000, variantele citogenetice ce
includ polisomiile X se intélnesc rar: 48, XXXY (1/50.000); 49,XXXXY (1/85.000) [10].
4.2.2 Sindromul Yacobs 47, XYY
Din lotul total (n=96) al barbatilor azoospermici investigati citogenetic un caz a fost
diagnosticat cu disomia Y cu o frecventa de 1,04% (Tabelul 8). Conform examenului citogenetic,
prezenta cromozomului Y suplimentar s-a identificat in toate celulele analizate, cu formula
cariotipului 47,XYY (Figura 14). Sindromul 47,XYY este relativ frecvent, observat la 1 din 1000 de
nou ndscuti de sex masculin, fiind a doua cea mai frecventd anomalie a cromozomilor sexuali dupa
sindromul Klinefelter. Cu toate acestea, pana la 85% dintre barbatii XYY nu sunt diagnosticati.
Diagnosticul acestor pacienti este, de obicei, tardiv, varsta medie de depistare a maladiei fiind 17,1
ani, conform unui studiu danez de cohortd. Aceasta se
datoreazad fenotipului aparent normal in majoritatea cazurilor :
[11]. Conform datelor bibliografice, majoritatea celor cu = # =
cariotipul 47,XYY prezinta spermatogeneza normala, in timp
ce, minoritatea pot avea diferite grade de afectare a
spermatogenezei de la normala pana la azoospermie [12].
Cromozomul Y suplimentar este eliminat in primele etape ale ~ 3% #: {5 e Be 8
spermatogenezei, prin urmare, la acesti pacienti ar putea fi =~ ° ° e Ty
argumentata necesitatea diagnosticului genetic preimplantator  :+ ¢ sz 23 d  §é
(PGD) inainte de tratamentul pentru reproducerea asistata [13]. . "” :
Figura 14. Cariotip 47,XYY, varsta 35 ani
4.2.3 Sindromul de la Chapelle cu inversie de sex, barbat 46,XX
La un barbat azoospermic din numarul total (n=96) a fost identificat cariotipul 46,XX
(1,04%) (Tabelul 8). Frecventa barbatilor XX in populatia generala fiind foarte rara (1 din 20.000),
se identificd in cazul barbatilor azoospermici in 0,9% si normozoospermici de la 1-3% [14].
Sindromul de la Chapelle este un sindrom de inversare a sexului caracterizat printr-un cariotip
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feminin in discordanta cu un fenotip masculin. Mai frecvent, acest sindrom in literatura de
specialitate, se descrie sub forma de cazuri sporadice [15]. Mecanismul de producere a bolii in
majoritatea cazurilor 80% este cauzat printr-un crosing-over inegal intre cromozomii X si Y Tn timpul
recombindrii materialului genetic din profazal a meiozei, avand ca rezultat translocarea genei SRY
de pe cromozomul Y pe cromozomul X sau pe cromozomii autozomali [16]. Datorita acestui fapt, se
intdlnesc doua categorii, SRY pozitivi in 80% din pacienti si restul 20% in SRY negativi [14]. Cazul
prezentat tot se refera la categoria SRY pozitivi, fiind depistatd prezenta genei SRY prin examenul
molecular genetic multiplex PCR, prin testul FISH a fost posibild identificarea genei SRY pe
cromozomul X. Datorita fenotipului, relativ, normal si a organelor de sexualizare, diagnosticarea
timpurie a acestui sindrom este dificild. Majoritatea pacientilor fiind diagnosticati dupa pubertate,
cand sunt evidente hipogonadismul, azoospermia si incapacitatea de a concepe copii. Cazul descris a
fost diagnosticat la varsta tardivd de 40 de ani datoritd aceleasi cauze mentionate anterior:
azoospermie si infertilitate. Azoospermia se datoreazd lipsei genelor din regiunea AZF a
cromozomului Y-Yq11.23 [14].
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Figura 15. Cariotip 46,XX in toate celulele analizate la barbat Figura 16. Rezultatul electroforezei pentru detectarea
de 40 ani markerilor Y la birbatul cu 46, XX
(Metafaze numarate: 33; Metafaze cariotipate: 10; Nivelul de 1 - Control femenin; 2, 3 —Barbat normal;
rezolutie al benzilor: 575 — 570) 4 — Barbat cu deletii ale regiunei AZF (a, b, c)

In timpul consilierii genetice, in ceea ce priveste posibilitatea de a concepe un copil, s-a
recomandat posibilitatea de a infia s-au utiliza sperma de la donator. in cazul pacientilor cu DSD
testiculara, nu se recomanda extragerea spermei testiculare, spermatogeneza reziduala nu poate fi
prezentd in testicule. Evaluarea histologica a tesutului testicular al barbatilor XX denota prezenta
Sindromului celulelor Sertoli si hiperplazia celulelor Leydig. Tn tratamentul pacientilor 46,XX cu
insuficienta testiculara, trebuie avutd in vedere abordarea multidisciplinara, suportul psihologic este
o0 parte importanta a abordarii holistice [14].

4.2.4 Disgenezia gonadica mixta la barbat 45,X/46,XY

La un pacient cu azoospermie a fost identificat mozaicul 45,X/46,XY (Tabelul 8, Figura 17),
ce se intalneste rar cu o frecventa de 1/15.000 nou-nascuti. Semnificatia mozaicului 45,X/46,XY in
sursele bibliografice este controversata si prezintd o mare provocare clinicd, deoarece prezinta
manifestari clinice de severitate variabila de la probleme de fertilitate, organe genitale ambigue pana
la barbati fenotipic normali [14].
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Figura 17. Cariotip mozaic 45,X[3]/46,XY[12] al pacientului cu varsta 46 ani
Mozaicismul 45,X/46,XY, denumit si disgenezd gonadicd mixta, este o aneuploidie rard a
cromozomilor sexuali cu o prevalenta de, aproximativ, 1 din 15.000 de nou-nascuti [8]. Fenotipul
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pacientilor cu asemenea afectiune este extrem de variabil de la ambiguitate sexuald, genitale
preponderent feminine, pana la fenotip normal. Variatiile fenotipice la persoanele cu cariotipul
45,X/46,XY pot corela cu gradul de mozaicism din sange si testicule, raportul dintre numarul de
celule 45,X vs 46,XY. Tn unele cazuri, barbatii cu mozaicul X /XY pot beneficia de TRA (Tehnici de
Reproducere Asistatd), cu riscul de transmitere a unor defecte genetice descendentilor, situatie ce
necesitd consiliere genetica si diagnostic prenatal [17].
4.2.5 Variatii structurale microscopice ale cromozomului Y

Prin tehnici citogenetice, au fost identificate doua cazuri cu variatii structurale ale
cromozomului Y: 46,X,del(Y)(q11.21) (Y<21) si 46,XYqgh+(Y>18) (Figura 18). Variantele
polimorfe ale cromozomului Y (Ygh+) sunt mentionate in cateva studii privind infertilitatea
masculind, Tn principal, la barbatii cu azoospermie si oligozoospermie severa [18] Ygh+ reprezinta o
variatie a regiunii de heterocromatind constitutivd din cromozomul Y, ce nu poate explica direct
tulburarile spermatogenezei. Contrar, in cazurile Y(<21), similara cu cromozomul Y normal Tn
morfologie si benzi, precum si in dimensiune, pot lipsi genele asociate cu spermatogeneza [19]. Tn
cazul pacientului cu cariotipul 46,X,del(Y)(g11.21) - Y(<21), au fost deletate genele din regiunea
AZFb+c (confirmate prin multiplexPCR).
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Figura 18. a) Carlotlp 46,XYgh+(Y>18) varsta 30 ani b) 46 XdeI(Y)(qll 21) (Y<21) varsta 36 ani

4.2.6 Variatii structurale ale cromozomilor autozomi

Testarea citogenetica a pacientilor cu azoospermie a scos in evidenta variatii in structura unor
cromozomi autozomi: 46,XY, 1(1;19)(23.2q:912.4); 46,XY,der(5),t(9;5); 45,XY,rob(13/14);
46,XY,inv(9)(p11g12); 46,XY,inv(9)(p13.21); 46,XY,15ps+; 46,XY 22sts; 46,XY fra(17)(p12). In
studiile de specialitate, sunt descrise variatii ale cromozomilor autozomi la pacientii cu infertilitate,
care frecvent nu se exprima prin modificari fenotipice. Tn studiul actual, din numarul total (n=96) al
barbatilor cu azoospermie se regasesc in 8,3% (n=8) cazuri (Tabelul 9).Cele mai frecvente anomalii
cromozomiale autozomale depistate au fost rearanjamentele cromozomiale echilibrate n 5 cazuri.
Translocatiile sunt cele mai frecvente anomalii cromozomiale echilibrate. In cercetarea actual, din
96 barbati cu azoospermie translocatii simple echilibrate au fost depistate in 2,1% (n=2) cazuri-
t(1;19) si t(9;5). Intr-un caz, a fost identificat o translocatie robertsoniani, cu 45 de cromozomi,
implicand bratele lungi ale unui cromozom din perechea 13 si unuia din perechea 14, in toate celulele
analizate rob(13/14). Inversiile cromozomiale sunt cele mai frecvente rearanjamente cromozomiale
echilibrate dupi translocatii. In studiul actual, s-au identificat Tn 2,1% (n=2) cazuri din numarul total
al barbatilor cu azoospemie. La ambii pacienti a fost identificatd inversie pericentricd ce implica
ambele brate ale unui cromozom din perechea 9, in toate celulele analizate (Figura 19).
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Figura 19. Cariotip: a) 46,XY,t(1;19)(q23.2;q13.4) varsta 35 ani; b) 46,XY,der(5),t(9;5) varsta 29 ani;
€)45,XY,rob(13;14)(q10;q10) varsta 31 ani; d) 46,XY,inv(9)(p11g12) varsta 35 ani; e) 46,XY,inv(9)(p13g21) varsta 31 ani
Polimorfismele cromozomiale raman, Tn continuare, una dintre cele mai interesante subiecte
in genetica [5]. Tn studiul actual, au fost identificate in 2,1% (n=2) cazuri din 96 barbati cu
azoospermie. Un caz avand o regiune satelitara maritd la nivelul bratului scurt al unuia dintre
cromozomii din perechea 15 (15ps+) si altul din perechea cromozomului 21 (21ps+), (Figura 20).
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Figura 20. Cariotip: a) 46,XY,15ps+ varsta 33 ani; b) 46,XY,22ps+ varsta 32 ani; c) 46,XYfra(17)(p12) varsta 36 ani
Tntr-un caz, la un barbat azoospermic cu varsta de 36 ani, a fost depistat un cariotip masculin
cu 46 cromozomi, prezentand un situs fragil la nivelul bratului scurt al unuia dintre cromozomii din
perechea 17 (regiunea 17p12), in toate celulele analizate (Figura 20).

4.3. Variatii in genele AZF si gena CFTR la pacientii cu azoospermie testati molecular-genetic

Toti pacientii (n=96) cu azoospermie au fost testati molecular-genetic pentru analiza variatiilor

in genele din regiunea AZF a cromozomului Y (multiplex PCR) si pentru mutatiile delF508 si G542X
ale genei CFTR (PCR).

4.3.1 Microdeletii ale cromozomului Y la barbatii cu azoospermie

Tn cercetarea actuala, au fost diagnosticate Tn 25% (24/96) variatii cromozomiale, dintre care

asociate Sindromului Klinefelter 11,5% (11/96). La analiza molecular-genetica in 10,4% (10/96) au

fost depistate deletiile regiunii AZF ale cromozomului Y, fiind similara cu cea raportata la pacientii

din USA (10,4%), Japonia (11,1%) si China (11,7%) (Figura 21). Microdeletiile Y in regiunea AZF

reprezintd a doua cauzd geneticd de infertilitate masculind, dupd anomaliile cromozomiale si in

special SK, date confirmate in acest studiu [20].
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Figura 21. a) Prevalenta microdeletiilor Y in raport cu alte cauze genetice la barbatii cu azoospermie,

b) Forest plot pentru prevalenta microdeletiilor Y Tn acest studiu comparativ cu alte studii similare
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Microdeletiile Y sunt mai frecvente la barbatii infertili decat in populatia generala, se gasesc
la 3-5% dintre pacientii cu oligozoospermie si 6—16% dintre pacientii cu azoospermie. Incidenta
inalta a microdeletiilor Y in randul barbatilor cu spermograma sever afectatd este, datorata,
nemijlocit, deletiilor Tn regiunea AZF ce afecteaza genele, care controleaza spermatogeneza [21].

Nr. pacientilor STS (locus) Cromozomul Y

6 16 54 70 78 33 58 42 63 12 AZFb
+ + + + + o+ 4+ o+ o+ o+ sY14 (ZFY)
+ + + + + + + + + + sY14 (SRY) Yp 200%
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Figura 22. a) Diagrama schematici ce ilustreaza diferite tipuri de deletie a markerilor STS la pacientii cu AZF
deletii. +: produs PCR prezent; —: produs PCR lipsa, b) Diagrama Venn reprezinti prevalenta diferitor tipuri de
deletii AZF

Din numarul total (n=10) al pacientilor cu microdeletii Y, cele mai frecvente sunt
microdeletiile locusului AZFc, markerii lipsa au fost sY153, sY 158, sY254 si sY255. Deletii izolate
ale acestui locus au fost diagnosticate in 50% (n=>5) din (n=10) pacientii azoospermici. In 20% (n=2)
au fost depistati cu deletia regiunii AZFb, markerii lipsa fiind sY117, sY127, sY134, sY143. Deletii
care afecteazi atat loci AZFb, cat si AZFc au fost identificate in 20% (n=2). Tntr-un singur caz, 10 %
(n=1) au fost detectate microdeletii in fiecare regiune a AZFa-sY84, sY86, sY620, DBY1; AZFb-s
Y117,sY127,sY134, sY143; AZFc-sY 153, sY158 sY254, sY255; si prezenta genei SRY (regiunea
care determina sexul pe Y). Deletii complete izolate ale regiunii AZFa nu au fost detectate la niciunul
dintre pacienti (Figura 22). Barbatii cu deletii AZFc prezintd cel mai variabil fenotip, variind de la
azoospermie completd pand la oligozoospermie usoara. Totusi, la majoritatea purtatorilor cu AZFc
deletii, spermatogeneza este finalizata, dar pe o scara redusa, de obicei, mai putin de 2 milioane/ml
rezultdnd oligozoospermie severa. Conform rapoartelor, din multiple studii la pacientii cu deletii
AZFc, spermatozoizii maturi sunt obtinuti in, aproximativ, 50% prin tehnica TESE, in ciuda ratelor
reduse de fertilizare si a scorurilor embrionare mai slabe dupa ICSI [22]. Tn studiul actual, biopsia
testiculara a fost efectuata la 3 pacienti cu deletie AZFc pentru recuperarea spermeli, cu toate acestea,
nu am gasit la nici un pacient, spermatozoizi maturi suficienti pentru ICSI. Deletia AZFb poate fi
asociatd cu oprirea dezvoltdrii celulelor germinale in stadiul de pahiten rezultdnd azoospermie sau
SCOS [20].

4.3.2 Mutatii in gena CFTR la barbatii cu azoospermie

Tnurma evaluirii molecular genetice a mutatiilor delF508 si G542X ale genei CFTR la pacientii
(n=96) cu azoospermie, in 3,1% (n=3) cazuri au fost depistati ca purtatori ai mutatii in gena CFTR-
N/AF508 (Figura 23). Fibroza chistica (FC) este cea mai frecventa afectiune autozomal recesiva, care
afecteaza, aproximativ, 70.000 de oameni din intreaga lume caracteristica populatiei caucaziene.
Manifestarile clinice ale bolii sunt cauzate de defecte ale proteinei Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator, determinate de mutatii in gena CFTR. Mutatia AF508 este cea mai frecventa,
aproximativ, 50-80% [23].

250pb

247pb

Figura 23. Electroforeograma pentru mutatia del F508 in gena CFTR
1, 3: barbat heterozigot (N/delF508); 2: barbat homozigot (N/N)
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Mutatiile din gena CFTR perturba functia canalelor de clor, impiedicandu-le sa regleze fluxul
de ioni si apa prin membranele celulare. Ca rezultat, celulele din tractul genital masculin produc
mucus de o consistentd vascoasa. La toti pacientii heterozigoti cu alele N/AF508 s-a efectuat biopsie
testiculara, unde s-au identificat spermatozoizi pentru ICSI si ulterior au optat pentru FIV. Pentru
cuplurile in care partenerul masculin are mutatii in gena CFTR, testarea partenerului feminin si
consilierea genetica sunt foarte importante Tnainte de TRA, pentru a estima riscurile si posibilele
corelatii genotip-fenotip. Astfel, pentru calcularea riscului de recurenta la descendenti au fost, de
asemenea, investigate sotiile lor, care au fost homozigote NN. Totii (n=3) pacientii purtatori de
mutatii AF508 au prezentat absenta bilaterala a vaselor deferente (CBAVD). CBAVD este o boala
congenitala de dezvoltare (1:1000 barbati) caracterizata prin lipsa ambelor canale deferente.
Prevalenta CBAVD la barbatii azoospermici este estimata la 4-17% si creste pana la 25% in cazul
azoospermiei obstructive. Absenta vaselor deferente este asimptomatica din punct de vedere clinic si
atunci cind CBAVD este singura manifestare la un pacient, atunci, in majoritatea cauzelor, gazduieste
cel putin o mutatie a genei CFTR. Aceasta afectiune este cunoscutd ca forma genitala a fibrozei si
poate fi denumita FC-CBAVD [24].

4.5. Consultul genetic in cuplurile infertile datorate azoospermiei in contextul procedurii
de reproducere asistata
Azoospermia este cea mai severd cauza de infertilitate masculind in cuplu, barbatii azoospermici
suferda de absenta spermatozoizilor in ejaculat. Confirmarea unui diagnostic clinic prin testare
genetica poate conduce la un management medical personalizat. Simptomele clinice similare pot fi
rezultatul diferitelor variatii genetice. Mai exact, in situatii clinice mai rare, evaludrile genetice pot
contribui la identificarea specifica a bolii sau la confirmarea unui diagnostic suspect [25].

Tabelul 11. Optiuni de tratament reproductiv al pacientilor cu microdeletii ale cromozomlui Y in cadrul
Tehnicilor de Reproducere Asistati [22] [25]

Fenotip Cauza Genetica Frecventa Test TRA Mostenire
Masculin normal 1/2.500 Diagnostic
FSHe— T Microdeletii 10-15% n. Moleculrar Tn conformitate
LH cromozomusl v azoospermie; genetic PCR tipului de deletie
Normozoospermie- 3-7%1n STS regiunea Y; ZFY;
Azoospermie oligozoospermie SRY
Azoospermie/ Y-AZF c deletie AZFc del- 60% STSY- regiunea AZFc micro- De novo/
Oligozoospermie sY254- genaDAZ TESE + Y linkata
severd sY255- DAZ ICSI Consiliere
sY153- DYS237 genetica/
sY158- DYS241 AZFc del-
Azoospermie/ Y-AZF b deletie AZFb del 1-5% STSY- regiunea AZFb transmitere la
Blocarea spermatogenezei sY117-DYS209 baieti;
sY127-DYS218 PGD
sY134-DYS224
sY143-RBMY
Azoospermie Y-AZFb+c deletie AZFbc del- 22% STSY- regiunea AZFc Donator De novo
/Sindromul SCO/Blocarea combinat cu AZFb sperma Nu se transmite
spermatogenezei FIV la urmasi
Azoospermie/ Y-AZFa deletie AZFa del- 3% STSY- regiunea AZFa
Sindromul SCO sY84- DYS388
sY86- DYS148
DBY1- DBY
sY620- USPOY
Azoospermie/ Y-AZFabc 1 STSY- regiunea AZFc Donator
Sindromul SCO Deletie combinat cu AZFb si sperma
AZFc FIV

TRA- SCO - Sindromul Celulelor Sertoli; PCR — Reactia de polimerizare in lant; STS- PGD- Diagnostic Genetic Preimplantational;
FSH - Hormonul Foliculostimulant; LH - Hormonul Luteinizant; T - mirit; < norma; FIV- Fertilizare in vitro; TESE

Consilierea genetica, in cadrul tehnicilor de reproducere, ar trebui sa se bazeze pe urmatoarele
directii:
Un cuplu in care barbatul are infertilitate datorata microdeletiilor cromozomului Y se poate oferi
optiunea de fertilizare in vitro, folosind ICSI (injectie intracitoplasmatica de sperma). In aceasti
procedura, spermatozoizii prelevati din ejaculat (la barbatii cu oligozoospermie) sau extrasi din
biopsii testiculare (la barbatii cu azoospermie) sunt injectati prin ICSI intr-un ovul recoltat prin
FIV (fertilizare in vitro) [25]. Tn practica clinica, indicatia pentru TESE sau micro-TESE
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chirurgicala pentru pacientii azoospermici trebuie luatd in considerare pe baza rezultatelor
testelor molecular genetice a tipului de deletie AZFa, AZFb, AZF b,c si AZFc (Tabelul 11).

ii.  Daca barbatul este purtator al unei anomalii autozomale echilibrate, cuplul trebuie informat ca

TSA - Tulburari ale spectrului de Autism; PGD- Diagnostic Genetic Preimplantational; FSH - Hormonul Foliculostimulant; LH - Hormonul Luteinizant;

rata de succes este variabila si c¢a exista un risc crescut de avort spontan. Cuplul ar trebui sa fie
sfatuit ca fatul lor poate fi: afectat de o anomalie cromozomiald, care poate provoca multiple
anomalii congenitale, retard mintal sau; fatul poate fi normal sau; fatul poate avea aceeasi
anomalie cromozomiald ca si tatdl, ceea ce duce la o fertilitate redusa sau infertilitate. Daca
barbatul este purtator al unei anomalii structurale, care implica doar cromozomii sexuali, exista
un risc crescut de transmitere a infertilitatii si, eventual, a altor tulburari sau malformatii (Tabelul
12, Tabelul 13).

Tabelul 12. Optiuni de tratament reproductiv al pacientilor cu anomalii cromozomiale echilibrate in cadrul
Tehnicelor de Reproducere Asistata [5][19]

Fenotip Cauza genetica /frecventa Test TRA
Normospermia pana la Anomalii crs. de structura echilibrate Examenul citogenetic/cariotipare FIV oligozoospermie
azoospermia; 5% din barbatii infertili FISH microTESE/TESE
FSH «; Translocatii reciproce: 46,XY,t(1;19) azoospermie
Testosteron <; 0,9/1000 n.n. 46,XY,1(9;5) PGD
Majoritatea fenotip 0,5- 0,9% azoospermie, etc.

normal. 0,6% oligozoospermie,

Translocatii robertsoniene:
0,5% azoospermie,

1,6% oligozoospermie.
Inversii:

45,XY,rob(13;14)
45,XY,rob(14;21)

etc.
46,XY,inv(9)(p11q12)
46,XY,inv(9)(p13.21)
etc.

PGD - Diagnostic Genetic Preimplantational; FSH - Hormonul Foliculostimulant; LH - Hormonul Luteinizant; T - marit; <= norma; FIV- Fertilizare in
vitro; microTESE - Microscopic testicular retrieval of sperm

Barbatii azoospemici cu mutatii in gena CFTR pot concepe copii prin TRA. Un barbat afectat
(aa) va transmite cate o aleld cu mutatie a genei CFTR care cauzeaza boala fiecaruia dintre
urmasii sdi. Testarea geneticd moleculara CFTR ar trebui sd fie oferitd partenerului sdu de
reproducere pentru a determina statutul ei de purtator CFTR. Daca partenerul de reproducere este
purtator de mutatia in gena CFTR, descendentii lor vor prezenta riscul pentru FC sau CBAVD in
25% [26].

Tabelul 13. Optiuni de tratament reproductiv al pacientilor cu anomalii cromozomiale Tn cadrul Tehnicilor de

Reproducere Asistata [5] [17
Fenotip Cauza genetica Test TRA Mostenire
/frecventa
Azoospermia, XXY/Sindromul Examenul citogenetic/cariotip -la pacientii cu
oligozoospermia; Klinefelter Forma clasica 47,XXY (80- oligozoospermie/FIV + ICSI De novo
FSHI,LHT 1/700 nou-nascuti de 90%) -la pacientii cu azoospermie pani la
Testosteron I; sex masculin; Forma mozaica vérsta de 35 ani/micro TESE+ ICSI
statura fnaltd, 10-15% Tn azoospermie, = 46,XY/47,XXY -la pacientii diagnosticati
testicule mici, 2-5% oligozoospermie. (6-7%) prepubertar in perioada pubertara
infertilitate, Polisomii X consilierea genetica privind
ginecomastie; tulburari 48, XXXY crioconservarea spermatozoizilor
neurocognitive, sindrom 49, XXXXY etc. micro TESE
metabolic, etc. (3-8%)
Azoospermia, XX la barbati/ Examenul citogenetic/cariotip Utilizarea spermei de la donator AD
Oligozoospermia, Sindromul de la 46,XX*SRY (80%); (ulterior FIV).
FSH <&~ 1,LHT, Chapelle FISH — prezenta genei SRY;
Testosteron « I; Cazuri rare PCR- lipsa regiunei AZFa,
staturd joasa, 1:20.000 nou nascuti AZFb, AZFc, prezenta genei
organe genitale SRY
masculine, 46,XX'SRY (20%);
criptoorhidism, FISH — lipsa genei SRY;;
hipospadias, PCR- lipsa regiunei AZFa, Nu este
ginecomastie, AZFb, AZFc, clar
infertilitate.
Normospermia pana la XYY/Sindromul Jacobs | Examenul citogenetic/cariotip FIV sau ICSI in cazul pacientilor cu | Nu este
Azoospermia, 1/1.000 nou/nascuti Forma omogena 47,XYY oligozoospermie clar
FSH <1, 0,4% oligozoospermie Forma mozaica
Testosteron < I; 46,XY/47,XXY micro TESE+ ICSI in cazul
Majoritatea fenotip pacientilor cu azoospermie
normal,
Minoritatea
Staturd inaltd, TSA.

T - mérit; <> norma; | micsorat; FIV- Fertilizare in vitro; microTESE - Microscopic testicular retrieval of sperm
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Azoospermia
(2 rezultate la interval de 2-3 saptamani)

~—

Volum ejaculat (< 1,5 ml) Volum ejaculat (= 1,5 ml) Volum ejaculat (= 1,5ml/
pH acid (< 7,2) pH bazic (> 7.2) < 1,5 ml) pH bazic (>7,2)

A 4 4 4

FSH «— FSH & 1 FSH & 1
LH < LHe— T LHe— 1T
T T Tes |
. 3 2
Vas deferent nu se palpeaza [ Vas deferent se palpeaza ]
CBAVD
J
=" 2 ¥
Testarea moleculr genetica Testarea moleculr genetica Tes?ar-ea citogenetica /
mutatii gena CFTR Microdeletii Y Cariotip
L FISH
L 2 L 2 ¥ ¥ 4
Prezenta mutatiei AZFc AZFa XXY XX (male)
CFTR/testarea partenerei AZFb AZFDb,c XXYIXY
(evaluarea riscului) AZFa,b,c XYY XXY
Translocatii XXYIXY
Inversii (>35 ani)
Consultul genetic Consultul genetic
Recuperarea spermei - .
testiculare TESE/ Utlizarea spermei de Ia
microTESE/ ICSI/ FIV P!

Figura 24. Algoritm de diagnostic genetic pentru mutatii in gena CFTR, Microdeletii Y si anomalii cromozomiale
la barbatii cu azoospermie

FSH - Hormonul Foliculostimulant; LH - Hormonul Luteinizant; 1 mérit; <= norma; | micsorat; TESE - Testicular Sperm

Extraction; microTESE - Microscopic testicular retrieval of sperm; FIV — Fertilizarea in vitro; CBAVD - Congenital

Bilateral Absence of the Vas Deferens; CFTR - Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator

CONCLUZII GENERALE

1. Studiul parametrilor materialului seminal prin evaluarea a 5676 spermograme, pe perioada
anilor 2012-2020, a demonstrat un declin semnificativ statistic (p < 0,05) pentru toti indicatorii
calitativi si cantitativi a Spermogramei; o descrestere a normozoospermiei cu 7,6% pe an; o crestere
a oligozoospermiei cu 5,2%, astenozoospermiei cu 13,7% si oligoastenozoospermiei cu 1,0% pe
an; o adresabilitate sporita a pacientilor tineri (in 2012 — media varstei a fost 41,4 + 5,5 ani, iar in
anul 2020 a fost 33,5 £5,5 ani); ceea ce ar reprezenta indirect o regresie a sanatatii reproductive
masculine.

2. Varsta medie a barbatilor cu azoospermie pe intregul esantion (n=96) a fost de 33,8 5,3 ani,
(1195%: 32,7 — 34,9; mediana: 33,0), media istoriei infertilitatii de 6,5 +4,6 ani, (Il 95%: 5,6 — 7,5).

3. Investigatiile citogenetice realizate la pacientii cu azoospermie (n=96) au identificat variatii
ale cariotipului in 25,0% cazuri, dintre care cu anomalii ale cromozomilor sexuali 16,7%: 47,XXY
—sindromul Klinefelter (11,5%); variatii structurale microscopice ale cromozomului Y (2,1%); cate
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un caz 47,XYY — Sindromul Yacobs; 46,XX — inversia de sex la barbat, 45,X/46,XY - disgenezia
gonadica mixta: si cu anomalii ale cromozomilor autozomi in 8,3%: translocatii — (3,1%); inversii
—(2,1%), polimorfisme cromozomiale — (2,1%) si un caz cu 46,XY,fra(17)(p12).

4. Evaluarea regiunii AZF a cromozomului Y prin tehnica multiplex PCR la pacientii cu
azoospermie (n=96) a identificat deletii in regiunea AZF 1n 10,4% de cazuri: deletia regiunii AZFc
(5,2%); AZFb (2,08%), AZFbc (2,08%), AZFabc (1,0%).

5. Evaluarea mutatiilor genei CFTR (delF508 si G542X) prin testul PCR la pacientii cu
azoospermie (n=96) a identificat mutatie heterozigota N/AF508 in 3,1% cazuri, iar testarea
partenerelor la aceleasi mutatit CFTR a identificat statut de homozigot sanatos.

6. Corelarea particularitatilor fenotipice ale pacientilor cu azoospermie (n=96) cu rezultatele
testelor genetice evidentiaza: la pacientii cu mutatii in gena CFTR s-au inregistrat valori <1,5 ml ale
volumului si valori < 7,2 ale pH-ul materialului seminal, comparativ cu pacientii cu cariotip anormal
sau deletii AZF; la subiectii cu cariotip anormal s-au depistat valori Tnalte ale FSH, LH versus
pacientii cu deletii AZF sau mutatii in gena CFTR; la barbatii cu aneuploidii ale cromozomului X
s-au nregistrat hipogonadismul si ginecomastia; pacientii cu mutatii in gena CFTR au prezentat
CBAVD.

7. Consultul si sfatul genetic a cuplului infertil oferd posibilitatea confirmarii diagnosticului
clinic, elucidarea cauzei infertilitatii, evaluarea riscului de transmitere a anomaliilor genetice la
descendenti, alegerea unei strategii diagnostic-terapeutice reproductive personalizate.

RECOMANDARI PRACTICE

1. Evaluarea simultand a partenerului feminin si masculin in cuplurile ce se confruntd cu
infertilitatea.
2. Abordarea complexa clinicd, paraclinica si geneticd a cuplurilor infertile datorate azoospermiei
in cadrul unor echipe multidisciplinare ce includ specialisti din domeniul andrologiei, urologiei,
medicinei reproductive, psihologiei si geneticii.
3. Abordarea personalizatd a pacientului cu azoospermie in scopul elucidarii cauzei infertilitatii,
evaludrii riscului genetic in cazul asocierii variatiilor genetice si selectarii corecte a optiunilor n
tratamentul de reproducere asistata.
4. Pacientii cu azoospermie ce prezinta:
* volumul ejaculatului < 1,5 ml, pH-ul <7,2 si valori normale de FSH, necesita a fi testati pentru
mutatiile genei CFTR;
* volumul ejaculatului > 1,5 ml si pH-ul > 7,2 si valori normale de FSH necesita a fi investigati
pentru deletiile in regiunea AZF;
* volumul ejaculatului > sau < 1,5 ml si pH-ul > 7,2 si valori normale sau ridicate de FSH
trebuie sa fie investigati citogenetic.
5. Indicatiile pentru TESE sau micro-TESE chirurgicala pentru pacientii azoospermici necesita luate
in considerare in baza rezultatelor testelor citogenetice si molecular-genetice:
* pacientilor cu anomalii cromozomiale de numar sau de structurd si pacientilor cu microdeletii
ale cromozomului Y - deletie AZFDb si AZFc, se recomanda microTESE;
» pacientilor cu mutatii in gena CFTR se recomanda recuperarea spermatozoizilor prin TESE;
* pacientilor tineri cu sindromul Klinefelter se recomandd microTESE si crioconservarea
spermatozoizilor.
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LISTA ABREVIERILOR
OMS Organizatia Mondiala a Sanatatii
RM Republica Moldova
CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
FIV Fertilizarea in Vitro
CBAVD Absenta congenitala bilaterald a canalului deferent
CUAVD Absenta congenitala unilaterald a canalului deferent
ISCN International System for Human Cytogenetic Nomenclature
FSH Hormonul de Stimulare Foliculara
LH Hormonul Luteinizant
HH Hipogonadismul Hipogonadotrop
microTESE Extragerea microchirurgicala de sperma
TESE Recuperarea spermei testiculare
PAR Regiunele pseudoautozomale
SRY Sex determining region chromosome Y
STS Sequence-tagged-sites
ADN Acid Dezoxiribonucleic
ARN Acid Ribonucleic
GTG G banding by Giemsa with the use of trypsin
inv Invertion / Inversie pe cromozom
ins Insertion / Inserte pe cromozom
t Translocare reciprocd
rob Translocare robertsoniand
del Deletion / Deletie pe cromozom
dup Duplication / Duplicatie pe cromozom
DAZ Gena - Deleted in Azoospermia
USP9Y Gena - Ubiquitin Specific Protease on'Y chromosome 9
DBY Gena - Dead Body Y
XIST Gena - X Inactive Specific Transcript
BPY2 Gena - Basic protein on Y chromosome 2
CDY Gena - Chromodomain protein, Y chromosome
GOLGA2LY Gena - Golgi Autoantigen, Golgin Subfamily a2 Like Y
CSPGALY Gena - Chondroitin sulfate proteoglycan 4 Like Y
TTY Gena - Testis-specific transcript
uty Gena - Ubiquitous TPR motif on the Y
SCOSs Sertoli cells only Syndrome
PGD Preimplantation Genetic Diagnosis
FISH Hibridizare Fluorescenta in Situ
SK Sindromul Klinefelter
AZF Azoospermia Factor
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