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Parte generala-stadiul actual al cunoasterii

Medicina modernd a permis diagnosticarea cu mare acuratete a unor afectiuni
oncologice si autoimune severe, situatie ce a creat premisele necesare identificarii unor noi
molecule pentru tratamentul acestora.

Tn prezent, tratamentul afectiunilor neoplazice, autoimune sau reumatismale asociaza
terapii imunosupresoare si/sau biologice potente. Utilizarea acestora este in continua
expansiune, in special in suferintele reumatismale si hematologice maligne.

Riscul major al acestor terapii imunosupresoare (TIS) sau terapii biologice (TBi) este
acela de a reactiva infectii latente, aparent controlate, fiind astfel absolut necesara
monitorizarea atenta atat a eficientei, cat si a sigurantei acestor noi terapii.

In pofida noilor descoperiri in ceea ce priveste profilaxia, diagnosticul si tratamentul
infectiilor cu virusuri hepatitice B (VHB) si C (VHC), acestea continua sa fie considerate de
Organizatia Mondiala a Sanététii (OMS) o problema majora de sdnatate publica. Hepatitele
cronice cu VHB si VHC pot evolua in timp cétre ciroza hepatica, carcinom hepatocelular si
deces. Din punct de vedere al mortalitatii asociate, infectia cu VHB si VHC se afla in "top
10 boli infectioase".

La nivel mondial, Romania continua sa se afle in zona de endemicitate intermediara
pentru infectia cu VHB si VHC, in timp ce in Europa, tara noastra se numara printre tarile
cu prevalenti inalta pentru infectia cu VHB sau VHC. In Romania predomina genotipurile
de VHB si VHC care au un raspuns suboptimal la terapiile antivirale clasice.

Avand in vedere cele de mai sus, este importantd constientizarea lumii medicale
referitor la riscul de reactivare a infectiilor cu VHB si VHC in timpul terapiilor biologice
moderne, precum si necesitatea realizdrii unui screening virusologic riguros al pacientilor
tratati cu imunosupresoare, in scopul prevenirii complicatiilor infectioase ulterioare.

Reactivarea infectiei cu VHB sau VHC sub TIS /TB1i poate conduce la forme severe
de hepatita acuta cu evolutie fulminanta catre insuficienta hepatica acuta si deces. Afectarea
hepaticd impune intreruperea TIS, fapt care va atrage agravarea bolii de fond, cu risc crescut
de deces prin progresia acesteia.

In acest context, considerim importantd si necesarid colaborarea multidisciplinara
(reumatolog, hematolog, gastroenterolog, virusolog, imunolog si infectionist), pentru a putea
evalua corect statusul serologic si virusologic al pacientilor referitor la infectiile cu virusuri
hepatitice Tnainte de initierea terapiei imunosupresoare, in vederea abordarii corecte a

acestora.



Tn lucrarea de doctorat am studiat un lot de pacienti cu afectiuni hematologice maligne
sl reumatologice care prezentau infectii cu virusuri hepatitice B, C si D aflati in evidenta mai
multor clinici de hematologie si reumatologie din Bucuresti si care urmau tratament
imunosupresor/biologic.

Am realizat o analiza prospectiva si retrospectiva a evolutiei acestor pacienti pe durata
tratamentului, am Incercat sa determin factori de risc ai reactivarii infectiilor virale hepatitice
in vederea optimizarii managementului acestora.

Lucrarea este compusa din Introducere, Parte generald, Cercetarea personala,
Concluzii si Contributii personale.

Partea generala cuprinde:

o Scurt istoric al terapiilor biologice, definitii, terminologii si clasificarea actuala a
terapiilor biologice precum si a mecanismelor de actiune. Sunt prezentate indicatiile clinice
ale acestor terapii, sunt redate informatii despre mecanismele patogenice implicate in
dezvoltarea reactiilor adverse la terapia biologica, precum si clasificarea infectiilor asociate
utilizarii terapiei biologice, inclusiv infectiile cu virusuri hepatitice B si C.

o Sunt prezentate succint date despre actiunea terapiilor biologice asupra sistemului
imunitar, gradul de imunosupresie pe care il produc, precum si despre rolul citokinelor in
medierea proceselor biologice ale inflamatiei si imunitatii, avand un rol in homeostazia
mecanismelor de aparare.

o Sunt prezentate date epidemiologice, patogenice, clinice si virusologice ale

infectiilor cu VHB, VHC si VHD precum si actualizari privind definitiile, clasificarile si

mecanismele patogenice ale reactivarii acestora sub terapia biologica. Sunt descrise
terapiile biologice implicate in reactivarea virala, precum si tabloul clinico-evolutiv asociat
reactivarii infectiilor cu VHB, VHD si VHC.

o Sunt prezentate date actuale privind screening-ul, profilaxia si managemenul
pacientilor cu infectii cu virusuri hepatitice B si C aflatii sub terapie biologicd care au
reactivat.

In partea de Cercetare personald sunt prezentate rezultatele obtinute in urma
analizarii lotului de pacienti inrolati, iar capitolul de Concluzii si contributii personale
cuprinde un algoritm de screening, monitorizare si management al infectiilor cu virusuri
hepatitice la pacientii cu afectiuni hematologice maligne si reumatologice care necesita

terapie imunosupresoare/biologica.



CONTRIBUTII PERSONALE

Metodologia generala a cercetarii

Tn cadrul cercetirii doctorale au fost evaluate 2 loturi de pacienti:

- Un lot de pacienti cu afectiuni hematologice maligne aflati sub tratament
chimioterapic si/sau biologic, care erau monitorizati in trei clinici universitare de
hematologie din Bucuresti;

- Un lot de pacienti cu afectiuni reumatologice aflati sub terapii biologice, care
erau monitorizati in doud clinici universitare de reumatologie din Bucuresti.

Lucrarea este compusa din doua studii individuale ale caror rezultate au stat la baza
formularii concluziilor finale:

- Studiul 1 a constat din evaluarea epidemiologica, clinica, serologica, virusologica,
monitorizarea multidisciplinard si identificarea factorilor de risc privind reactivarea
infectiilor cu virusuri hepatitice la un lot de pacienti cu afectiuni hematologice maligne
(sindroame limfoproliferative cronice), care asociau cel putin un marker serologic pozitiv
pentru VHB, VHC, VHD si care au primit chimioterapie si/sau terapie biologica. Este vorba
despre un studiu desfasurat in INBIMB, care a evaluat si monitorizat un lot de pacienti
diagnosticati cu SLC in clinicile de hematologie ale Spitalului Universitar de Urgenta
Bucuresti (SUUB), Spitalul Clinic Colentina (SCC) si Spitalul Clinic Coltea.

- Studiul 2 a constat in monitorizarea sero-virusologica in dinamica a pacientilor cu
afectiuni reumatologice aflati sub terapii biologice si care asociau cel putin un marker pozitiv
pentru infectia cu virusul hepatitic B. Este vorba despre un studiu prospectiv desfasurat in
INBIMB, care a evaluat si monitorizat un lot de pacienti aflati in evidenta clinicilor de
reumatologie din Spitalul Clinic Colentina (SCC) si Spitalul Clinic Dr. loan Cantacuzino
(SCIC).

Am investigat asocierea dintre reactivarile infectiilor cu virusuri hepatitice B, C sau D
aparute pe parcursul chimioterapiei si a terapiei biologice si potentiali predictori precum:
varsta, sex, tipul de afectiune, durata bolii, severitatea suferintei de fond, nivelul incarcaturii
virale, nivelul ALAT si ASAT la momentul includerii in studiu, nivelul limfocitelor, gradul
de afectare hepaticd determinata prin fibromax, corelatia cu decesele la acesti pacienti.

Datele au fost colectate intr-o baza de date Office Excel, iar prelucrarea statisticd  s-
a realizat utilizand soft-ul SPSS Statistic for Windows (versiunea 22.0, IBM Corp, Armonk,

New York, SUA). Valoarea p < 0.05 a fost considerata semnificativ statistic.



Studiul 1 — Evaluarea complexa si identificarea factorilor de risc privind
reactivarea infectiilor cu virusuri hepatitice B, C si D la un lot de pacienti
cu afectiuni hematologice maligne care au primit chimioterapie si/sau

terapie biologica

Obiectivele acestui studiu au fost:

- Urmarirea evolutiei infectiei cu virusuri hepatitice la pacientii cu SLC care primesc
terapie imunosupresoare (in special Rituximab);

- Evaluarea mecanismelor patogenice implicate Tn reactivarea virusurilor hepatitice la
pacientii cu SLC,;

- Determinarea caracteristicilor clinice si biochimice ale pacientilor cu afectiuni
hematologice maligne, care au prezentat cel putin un marker serologic pozitiv pentru
infectia cu virusurile hepatitice B, C sau D;

- Determinarea caracteristicilor serologice si virusologice ale infectiilor cu virusuri
hepatitice la aceasta categorie de pacienti;

- Monitorizarea in dinamica a titrului de anticorpi anti-HBS pe parcursul terapiei biologice
si dupa terminarea acesteia (FW = follow up);

- Determinarea caracteristicilor evolutive si identificarea factorilor de risc pentru
reactivare virala la acesti pacienti;

- Determinarea riscului de deces la acesti pacienti.

Material si metoda

Am realizat un studiu retrospectiv si prospectiv care a cuprins 100 pacienti
diagnosticati cu afectiuni hematologice maligne in perioada decembrie 2007 — ianuarie 2018
si care au avut cel putin 6 luni de monitorizare ulterioara (FW). Lotul a fost alcatuit din:

e Grup de 57 pacienti Tnrolati cu ocazia desfasurarii unui grant de cercetare Nr. 1454 /
2007, castigat de INBIMB in competitia PNCDI II din 2007. Titlul grantului a fost
,, Corelarea metodelor de diagnostic privind evaluarea implicarii virusurilor hepatitice in
limfoproliferarile cronice - prevalenta infectiei si identificarea unor mecanisme moleculare
implicate in oncogeneza” (acronim LIMFO-VIR). Mentionez ca am facut parte din echipa
de cercetare a acestui proiect si am participat in mod activ la derularea acestei cercetari

multidisciplinare.



e La acest numar am adaugat ulterior alti 43 de pacientii monitorizati pana in ianuarie
2018.

Rezultate

Caracteristicile lotului de pacienti cu SLC si infectiei cu virusuri hepatitice

Lotul studiat a cuprins 100 pacienti cu sindroame limfoproliferative cronice (SLC) si
cel putin un marker serologic prezent pentru infectiile cu VHB, VHC sau VHD. Pacientii au
fost diagnosticati hematologic 1n cadrul sectiilor de hematologie ale spitalelor SUUB, SCC
si Spitalul Clinic Coltea si monitorizati virusologic in INBIMB.
Din cei 100 de pacienti, 44 (44%) de cazuri au fost de sex feminin si 56 (56%) de cazuri de
sex masculin. Raport M/F a fost de 1.27. Varsta medie a pacientilor a fost de 60.32 + 12.09
ani. Am observat ca varsta medie a pacientilor cu SLC si infectie cu VHC a fost semnificativ
mai mare decat cea a pacientilor cu SLC si infectie concomitentd cu VHB (65 ani versus
58.02 ani, p=0.0081).

Tn grupul pacientilor cu infectie VHB a predominat sexul masculin (73%), iar in grupul

celor monoinfectati VHC au predominat femeile (73%).

Caracteristicile serologice si virusologice ale pacientilor cu SLC si infectie virala
Din punct de vedere al infectiei cu virusurile hepatitice, cele 100 cazuri au fost

impartite astfel (Figura 1):

mVHB
VHB+D
VHB+C
VHC

= OBl

Legenda: VHB — virusul hepatitei B, VHC — virusul hepatitei C, OBI — infectie ocultdi VHB

Figura 1. Distributia in functie de tipul de virus hepatitic implicat

Evaluand complex markerii serologici virali, am identificat prezenta Ac anti-HBs in
17 cazuri. In 8 cazuri anticorpii sunt obtinuti secundar trecerii prin infectia cu VHB. Alti 9
pacienti diagnosticati cu infectie VHC au prezentat concomitent si Ac anti-HBS: in 7 cazuri

Ac anti-HBs au fost obtinuti post vaccinare, iar in alte 2 cazuri anticorpii anti-HBs au fost
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obtinuti prin trecerea prin infectia VHB. Media titrului de anticorpi anti-HBS a fost de 98.46
Ul/ml (minim 10.8 Ul/ml, maxim 391 Ul/ml).

Totodata, in grupul pacientilor cu VHB, am identificat 17 cazuri cu AgHBe pozitiv,
din care 9 cazuri au evoluat cu reactivarea VHB (50%). in sublotul pacientilor cu AgHBe
negativ, au reactivat doar 14/45 cazuri (31%), p=0.048. Riscul de reactivare este de aproape
2 ori mai mare pentru cei cu AgHBe pozitiv (p=0.20, OR=1.66, 95%CI: 0.764 -3.610).

Pacientilor li s-a determinat nivelul incarcaturii virale, astfel ca valori ale ADN-VHB

> 10° copii/ml si ale ARN-VHC > 600.000 Ul/ml au fost considerate Tnalte.

Distributia pacientilor in functie de tipul histologic al SLC
Tn lotul de studiu au predominat pacientii cu LMNH (67%), urmati de cei cu LLC
(26%), LH (4%) si BW (3%) (Figura 2).

80
60
40
2 a2 B 4
0
LMNH LH LLC BW

Legenda: LMNH = limfom malign non-Hodgkin, LH = limfom Hodgkin, LLC = leucemie limfatica
cronica, BW = boala Waldenstrom

Figura 2. Distributia pacientilor in functie de boala hematologica

Coreland tipul de SLC cu infectia cu virusuri hepatitice am observat ca in randul celor
cu LMNH si LLC a predominat infectia cu VHB comparativ cu infectia cu VHC (p=0.004).
Am constatat ca riscul relativ privind corelatia infectei VHB cu LLC a fost semnificativ
statistic RR=3.766 (1.235-11.483), p=0.0015, 95%ClI.

Momentul diagnosticarii infectiei virale in raport cu momentul diagnosticarii SLC a
fost anterior in 21 (9%) cazuri, concomitent in 45 (54%) cazuri si ulterior confirmarii
diagnosticului hematologic in 33 (37%) cazuri. Tn acest context am putut concluziona ci
exista un numar semnificativ de pacienti care nu isi cunosteau statusul lor serologic privind
infectiile cu virusuri hepatitice. NU existd incd un plan de screening coerent, eficient, care sa
fie implementat la nivel national pentru identificarea statusului serologic viral la pacientii cu

afectiuni hematologice maligne care sunt eligibili pentru tratament biologic/imunosupresor.
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Din totalul pacientilor, 52 cazuri au avut un tip histologic agresiv de SLC, 37 pacienti
au avut un tip indolent de SLC, iar la 11 pacienti tipul histologic nu a putut fi specificat.
Tipul histologic agresiv a fost frecvent intalnit la pacientii cu VHB (64.28%) si infectie mixta
B+D comparativ cu tipul histologic indolent, care a fost mai frecvent diagnosticat la pacientii
cu VHC (63,3%). Faptul ca tipul agresiv de SLC a fost intalnit mai frecvent la pacientii cu
VHB (p=0.009) ar putea sugera ca VHB ar avea un rol de marker de agresivitate a bolii la
acesti pacienti. Infectia cu VHB a fost mai agresiva decat infectia cu VHC, existand un
RR=1.876 (1.092, 3.224) 95% CI, p=0.0226, z statistic=2.280.

Caracteristicile clinice si paraclinice ale pacientilor cu infectii cu virusuri
hepatitice si SLC

Am urmarit corelatiile dintre hepatomegalie sau splenomegalie si infectia cu virusurile
hepatitice. Hepatomegalia a fost identificata cu predominanta la pacientii cu infectie VHC
(73.3%), comparativ cu cei cu markeri serologici pozitivi pentru VHB (46%).
Hepatomegalia a avut un RR de 1.594 (1.101-2.307), p=0.013, 95% CI de a se asocia cu
infectia VHC. Splenomegalia a fost identificata in 32 cazuri (32%). Astfel, in 14/32 cazuri
(43.8%), splenomegalia a fost identificata la pacientii cu markeri pozitivi pentru VHB,
comparativ cu 18/31 cazuri (56.2%) la pacientii cu VHC (p=0.001). Prezenta splenomegaliei
s-a corelat statistic cu prezenta infectiei cu virusuri hepatitice la pacientii cu SLC, existand
un RR de corelatie cu VHC de 2.61 (1.44 - 4.74), 95% CI, cu p=0.0015, semnificativ
statistic.

Valoarea medie a limfocitelor (valoare absolutd) a fost de 3311.16 = 4086.56/mmc.
Am urmarit sd determin daca limfopenia s-a corelat cu prezenta virusurilor hepatitice. Am
constatat ca pacientii cu SLC si infectie VHB au asociat mai frecvent limfopenie (31.7%),
in timp ce pacientii cu SLC si infectie VHC au asociat mai frecvent limfocitoza (50%)
(p=0.016, OR=1,58). Exista astfel un RR=2.38, 95% CI (1.16-4.88), z statistic=2.38,
p=0.017 (semnificativ statistic) in privinta corelatiei dintre limfocitoza si infectia cu VHC
la pacientii cu SLC. In privinta corelatiei dintre reactivarea virala si categoriile de limfocite,
reactivarea a fost identificata in 18 din cazurile care au avut numarul absolut de limfocite
modificat. Din acestea, in 14 cazuri s-a constatat limfopenie, dar fara semnificatie statistica
(p=0.055, OR=1.722) .

Valoarea medie a ALAT (TGP) la includerea in studiu a fost de 195.48 Ul/ml (de 2.7
ori valoarea superioard a normalului). In grupul pacientilor la care s-a diagnosticat

reactivarea virala, media valorii ALAT a fost de 458.69Ul/ml (de 6.36 ori valoarea
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superioara a normalului) comparativ cu media ALAT = 65.83UI/ml in lotul pacientilor fara
reactivare virala (p<0.001). Valoarea medie a ASAT (TGO) a fost de 165.20Ul/ml (de 3.17
ori valoarea superioara a normalului). Tn grupul pacientilor cu reactivare virali, media
valorilor ASAT a fost de 362.75Ul/ml (de 6.9 ori valoarea superioara a normalului),
comparativ cu 56.20 Ul/ml in grupul pacientilor fara reactivare virald, diferentd care are
semnificatie statistica (p=0.001). Aceasta crestere, care corespunde unei hepatite active
secundare reactivarii virale, este frecvent descrisa in literatura de specialitate. Se pare ca
valoarea ASAT este un predictor mai bun decat ALAT pentru activitatea necroinflamatorie
si ar putea deveni un test de screening de laborator mai bun in evaluarea severitatii leziunii
hepatice.

Tn ceea ce priveste bilantul imunologic, am cautat prezenta crioglobulinemiei in lotul
de studiu, care a fost identificata in 34% din cazuri (18/53 pacienti investigati). Am fost
surprinsa sa constat prezenta crioglobulinemiei doar la 10/30 (33%) din pacientii cu SLC si
infectie cu VHC. De asemenea crioglobulinele au fost decelate si la 8/70 (11.4%) din cazurile
cu infectie VHB, procent mai mare decat cel citat in literatura de specialitate. Am constatat

asocierea crioglobulinemiei cu hepatomegalia (p=0.017).

Corelatii cu gradul necroinflamatiei si fibrozei hepatice evaluate prin Fibromax

Pacientii au fost evaluati si din punct de vedere al fibrozei, necroinflamatiei si steatozei
hepatice cu ajutorul Fibromax. Acesta a fost efectuat la 57/100 din pacientii cu SLC si
infectie cu virusuri hepatitice. Am constatat ca un numar important de pacienti aveau fibroza
semnificativa ce corespunde gradului F3-4 (43.9%), iar aproximativ 40% din pacienti au
avut activitate necroinflamatorie importanta (A2-3). Tn grupul pacientilor cu infectie VHC
am identificat mai multe cazuri cu fibroza avansata (52%) fata de 44% pentru VHB.
Activitatea necroinflamatorie importantda (A2-3), a fost identificata intr-un numar
aproximativ egal in cele doua loturi de pacienti cu infectie cu virusuri hepatitice (VHB si

VHC).

Determinarea riscului de deces la pacientii cu reactivare a infectiei cu virusuri
hepatitice si SLC

In lotul de studiu, pe parcursul monitorizarii, s-au inregistrat 25 decese (25%). Acestea
au fost distribuite astfel: 18 in grupul pacientilor cu LMNH, 5 in grupul pacientilor cu LLC
si cate un pacient in grupul cu LH respectiv BW. Cele mai frecvente decese au fost

inregistrate la pacientii de sex feminin, la cei cu varsta peste 50 ani (22/25 cazuri), la cei cu
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forme agresive de boalad (21/25 cazuri), cu infectie cu VHB (19 cazuri la VHB vs. 3 cazuri
la VHC). De asemenea au fost decese in 10 (30.3%) din cazurile la care s-a inregistrat
reactivare virald, indiferent de tipul de virus hepatitic care a reactivat. Riscul de deces este
de 1.5 ori mai mare la pacientii cu SLC si infectii cu virusuri hepatitice care au reactivat
(p=0.267, OR= 1.507). Numarul deceselor inregistrate in grupul pacientilor cu infectic VHB
a fost semnificativ statistic mai mare (p=0.024) fata de cel inregistrat in grupul pacientilor
cu infectie VHC, riscul de deces fiind de aproximativ 4 ori mai mare (OR=3.97) in acest
grup de pacienti. Mentionez faptul ca un numar de 23 (92%) din decese s-au datorat agravarii
suferintei hematologice din care in 18 cazuri am decelat viremii VHB sau VHC inalte. Doar
in 2 (8%) cazuri, decesul a fost cauzat de infectia cu virus hepatitic C, respectiv VHB

reactivate. Riscul de deces este semnificativ mai mare la pacientii cu viremii mari, p=0.049,

OR=1.450 (1.044-2.041).

Reactivarea virala la pacientii cu SLC

Din totalul pacientilor, in 33/100 (33%) cazuri s-a decelat reactivarea virusologica,
obiectivata prin cresterea valorilor Incarcaturii virale VHB sau VHC. Reactivarea virala a
fost identificata in 23/62 (37.1%) din pacientii cu infectie cu VHB, in alte 2 cazuri cu virus
D replicativ si la 8/30 (26.7%) din pacientii cu infectie cu VHC (p=0.226, OR=1.16 pentru
VHB, respectiv 0.716 pentru VHC). Riscul relativ de reactivare a cazurilor cu VHB (pacienti
cu AgHBs pozitiv sau negativ, dar cu anti-HBc pozitiv) nu a fost semnificativ statistic
comparativ cu riscul relativ de reactivare a infectiei VHC, RR=1.3911 (0.707-2.735),
p=0.338, 95% ClI. In privinta riscului de reactivare corelat cu varsta pacientului, am constatat
ca pacientii mai In varstd au avut un risc mai mare de reactivare virald (64.15 versus 58.43
ani), astfel la acestia, frecventa reactivarilor a fost semnificativ mai mare (p=0.033, calculat

prin testul neparametric Wilcoxon) (Figura 3).
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Figura 3. Distributia cazurilor in functie de varsta si riscul de reactivare virala la
pacientii cu SLC
Doar 20/48 (41.66%) pacienti cu forme agresive au asociat reactivarea virala,
comparativ cu 8/40 (20%) din cazurile cu forme indolente. Aceastd corelatic este
semnificativa statistic (p=0.025), formele agresive de SLC avand un risc de aproximativ 3
ori mai mare de a determina reactivare virala, fata de formele indolente (OR=2.857). In
privinta corelatiei temporale intre momentul diagnosticarii afectiunii hematologice si celei
hepatice, durata medie 1n luni a fost de 10.86 luni (SD=19.875 luni) cu 0 minima de 1 luna
si 0 maxima de 120 luni. Din totalul pacientilor la care s-a decelat reactivarea virala, doar 10
cazuri au decedat. Am observat cd aproximativ un sfert din pacientii cu VHC au dezvoltat
reactivarea virala (Figura 4), in timp ce doar o treime din grupul celor cu monoinfectic VHB

au prezentat reactivare virala.
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Figura 4. Distributia reactivarilor virale in functie de tipul de virus hepatitic care a reactivat

Pe parcursul monitorizarii pacientilor, la 45 % din pacientii cu VHB (28/62 cazuri) si
50 % (15/30 cazuri) din pacientii cu VHC s-au decelat viremii Tnalte. Reactivarea virala a
fost diagnosticati in 26 din cazurile cu viremii mari (ADN-VHB > 10° copii/ml, ARN-VHC
=600.000 Ul/ml) p=0.001, OR=1.820 (1.313-2.523).

Particularitatile pacientilor cu reactivare virala VHB si VHC

Grupul pacientilor cu cel putin un marker serologic pozitiv pentru VHB (62 cazuri) la
care am diagnosticat reactivarea virala, a fost impartit astfel:

e Reactivarea virald cu VHB a aparut la 6 din cele 10 cazuri cu infectie oculta VHB
(OBI), am remarcat ca 4 din acesti pacienti aveau chiar AcHBs 1in titru aparent
protector (conform CDC > 10mUL/ml).

e Reactivarea virald cu VHB s-a produs la 17/52 (32.6%) din pacientii cu AgHBs
pozitiv.
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Am remarcat faptul ca din totalul celor 62 de pacienti cu cel putin un marker serologic
pozitiv pentru VHB care au primit terapie imunosupresoare/biologica, numai 6 (10%) au
primit tratament profilactic cu Lamivudina 100 mg/zi, cu o durata medie de administrare de
18 luni. Din cele 6 cazuri, au dezvoltat VHB-r doar 5 pacienti, datorita faptului ca
Lamivudina are profil de rezistenta joasa, astfel ca nu asigura o protectie eficienta asupra
riscului reactivarii virale. Din totalul celor 30 cazuri cunoscute cu infectie VHC care au
primit terapie biologica, numai la 3 pacienti s-a administrat terapie antivirald profilactica cu
Interfereon alfa 2 b. Am reprezentat schematic in Figura 5 tipurile de infectie virala decelate

n lotul de studiu:

/ 52 cazuri AgHBs + 30 cazuri VHC

\ 10 cazuri OBI

62 cazuri VHB

8 cazuri VHC-r

v 17 cazuri AgHBs +
VHB-r —

23 cazuri
\ 6 cazuri OBI
\ 4

1 deces prin insuficienta hepatica

9 decese
T

8 decese prin decompensare hematologica

1 deces prin insuficienta hepatica

Legenda: VHB = virusul hepatitei B, OBI = infectie oculta cu virusul hepatitei B, AgHBs = antigen de suprafata
VHB, VHC = virusul hepatitei C, VHB-r = reactivarea infectiei cu VHB, VHC-r = reactivarea
infectei cu VHC, If Hepatica = insuficienta hepatica

Figura 5. Distributia schematicd a pacientilor din lotul de studiu in functie de tipul de

virusuri hepatitice asociate

Au fost diagnosticate mai multe cazuri de reactivare virald in grupul pacientilor cu
VHB (VHB-r) comparativ cu cei din grupul VHC (p=0.226, OR=1.622).

Pacientii cu SLC si infectie VHB care au reactivat au avut media de varsta peste 60
ani, comparativ cu cei cu infectie VHB fara reactivare virala, a caror medie de varsta a fost
de 54.56 ani (p=0.008). Pacientii cu SLC si infectie VHB reactivata au o medie a numarului
absolut de limfocite mai mici comparativ cu cei fara reactivare VHB (p=0.040). In ceea ce

priveste pacientii cu SLC si infectie VHC, media numarului de limfocite in grupul
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pacientilor cu reactivare virala a fost mai mica comparativ cu cea a pacientilor fara reactivare
virald VHC, dar fara semnificatie statistica (p=0.205).

Momentul reactivarii virale VHB a fost variabil, el fiind identificat in majoritatea
cazurilor in timpul terapiei imunosupresoare, iar in doua cazuri la 3 luni dupa oprirea
Rituximab-ului, respectiv 6 luni dupa oprirea Ibrutinib-ului. Am identificat doua situatii in
care reactivarea virala VHB a fost depistatd la 2 luni dupa initierea curei de tratament cu
Rituximab, probabil datorita afectiunii hematologice intens imunosupresanta, care a impus
initierea de urgenta a terapiei onco-hematologice. Cu toate acestea am remarcat ca
screening-ul virusologic complet nu a fost ficut de la momentul ludrii in evidentd a
pacientilor, fiind initiat dupa decelarea modificarilor paraclinice de afectare hepatica. In
privinta infectiei cu VHC, nu s-a Inregistrat o reactivare semnificativa statistic in grupul
pacientilor care au primit Rituximab asociat altor imunosupresoare comparativ cu cei fara
Rituximab Tn schema de tratament sau care nu au primit nici un tratament onco- hematologic
(p=0.304).

In grupul pacientilor cu infectie VHB care au reactivat, 17 cazuri au primit Rituximab
in asociere cu CHOP sau alte imunosupresoare si 6 pacienti au primit alte terapii specifice
SLC. Numarul total de pacienti cu infectie VHB care au primit Rituximab a fost de 32. Dintre
acestia in 15 cazuri nu s-a Inregistrat reactivare virala. Aceasta diferentd este semnificativa
statistic (p=0.039) ceea ce ne sugereaza ca tratamentul cu Rituximab poate sa fie un factor
de risc pentru reactivarea virala.

In privinta celor 10 pacienti cu infectie cu VHB si AgHBs negativ (OBI), in 5/10 cazuri
au fost identificati concomitent si Ac antiHBs. Un caz a fost diagnosticat inainte de initierea
terapiei imunosupresoare (TIS), iar celelalte 9 cazuri au fost diagnosticate
concomitent/ulterior diagnosticarii afectiunii hematologice si initierii TIS.

Profilaxia reactivarii VHB a fost initiatd in 3/10 cazuri OBI, pacientii primind
Lamivudina 100mg/zi. Din cei 10 pacienti cu OBI, in 6 cazuri (60%) s-a produs reactivarea
virusologicd VHB: 2 cazuri de OBI-r chiar in grupul pacientilor care au primit profilaxia
reactivarii virale si 4 cazuri de reactivare in grupul fara profilaxie antivirald. Reactivarile din
grupul pacientilor care au primit profilaxie s-au datorat:

e 2 cazuri s-au dovedit a fi de fapt o reactivare a VHD
e 1 caz s-a datorat opririi din proprie initiativa a tratamentului antiviral cu LMV de cétre
pacient dupa 2 ani de la initierea acestuia.

Identificand reactivarea virala doar in 6 din 10 cazuri OBI, riscul relativ a fost la limita

semnificatiei statistice: RR=1.835 (0.968-3.476), p=0.0625, 95%CI. La pacientii cu OBI,
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cazurile de boald hematologica agresiva au fost mai frecvente decat in cazul infectiei cronice
VHB.
Desi riscul relativ de deces (RR=1.857) nu a fost semnificativ statistic (p=0.112),
5 pacienti cu OBI din 10 (50%) au decedat, comparativ cu pacientii cu infectie VHB la care
proportia deceselor este mai mica decat in cazul infectiei OBI (14/52 pacienti= 26.9%).
Reactivarile virale s-au produs:
¢ la toti pacientii care au primit corticoterapie si agenti alchilanti pentru SLC,
e 1a21/31(67.74 %) de pacienti care primeau antraciclinele Tn schema terapeutica,
e 1a22/40 (55 %) pacienti care primeau Rituximab singur sau in asocieri.
Am redat in Figura 6 distributia pacientilor in functie de tipul de infectie cu virusuri

hepatitice asociate SLC si tipul de terapie onco-hematologica utilizata la pacientii inclusi in

30
25
5
20 11
15 18
10
9
0 I |
VHC

VBH-+OBI

studiu.

mR-CHOP mAltele mFirad

Legenda: VHB — virusul hepatitei B, VHC — virusul hepatitei C, R-CHOP — rituximab,

ciclofosfamida, hidroxidaunorubicind, vincristina, prednison

Figura 6. Distributia pacientilor in functie de tipul de tratament imunosupresor folosit

Tn tratarea SLC

Am urmdrit corelarea reactivarii virale atait VHB cat si VHC cu administrarea de
Rituximab (Figura 7). Din grupul de 33 pacienti care au prezentat reactivare am observat ca
aceasta a fost semnificativ statistic mai mare (p=0.005), in grupul celor care au primit
Rituximab, existand un RR = 2.255 (1.228-4.139), 95%CI, p=0.008.

Am observat cd numai 5/23 pacienti (21.7%) cu VHB-r au primit profilaxia reactivarii
virale. Dintre acestia, 2 pacienti au fost confirmati cu AgHBs pozitiv, 1 pacient cu OBI si 2
pacienti cu infectie ocultda VHD. Durata medie de tratament antiviral a fost de 13 luni, cu o

minima de 8§ luni si 0 maxima de 24 luni.
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Legendad: VHB-r — reactivarea VHB, RTX — Rituximab
Figura 7. Riscul de reactivare virala VHB in functie de prezenta/absenta Rituximab in

schema terapeutica

Rituximabul a crescut riscul de reactivare VHB de 3 ori comparativ cu riscul de
reactivare diagnosticat la pacientii fara Rituximab 1n schema de tratament hematologic.

Toti cei 23 pacienti diagnosticati cu VHB-r au primit terapia antivirala in scop curativ
cu Entecavir 0,5mg/zi, cu evolutie favorabila din punct de vedere biochimic, hepatic si
virusologic.

La pacientii cu infectie VHC care au primit Rituximab am constatat reactivarea virala
in 4/7 (57.1%) cazuri (p=0.578).

Analiza imunofenotipica asupra unui lot de pacienti cu SLC si infectie cu

virusuri hepatitice B si C aflati in TIS

Obiectivele studiului

Obiectivele acestui studiu au cuprins pe langa obiectivele generale prezentate anterior
si:

- Corelarea markerilor imunofenotipici cu infectia cu virusuri hepatitice B si C.

- Analiza statistica a modificarilor clinice si paraclinice (hematologice).

Rezultate

Tn perioada 2007 — 2010 au fost diagnosticati in cadrul SUUB, in Clinica de
Hematologie, un total de 502 pacienti cu SLC, din care am selectat 57 cazuri care asociau
infectie cu virusuri hepatitice. In acest context, se evidentiazi o prevalenti a infectiei cu

virusuri hepatitice la acesti pacienti de 11.3%. Prezenta virusului B a fost depistata la 5.37%
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din pacienti, prezenta VHC la 6.57% dintre pacienti, cu mentiunea ca s-au depistat si co-
infectii la 1.19% dintre subiectii investigati. Am observat ca din momentul diagnosticarii
infectiei cu virus hepatitic, debutul SLC a fost mai rapid in cazul pacientilor infectati cu
VHB (in medie 4.3 ani), fata de pacientii cu VHC (in medie 6.6 ani) dar fara semnificatie
statistica (p=0.07).

Din totalul pacientilor cu SLC prezentati succesiv la SUUB si care au asociat infectie
cu virusuri hepatitice, 28 (49.12%) cazuri au fost diagnosticati cu LLC (v-LLC), fiind
comparat cu un grup de pacienti cu LLC fara infectie virald hepatitica (LLC). Cuantificarea
expresiilor markerilor specifici a fost determinata ca si intensitate medie a fluorescentel
(MFI) si s-au comparat valorile medii ale acestora in cele doua loturi de LLC (Figura 8).
Pacientii au fost monitorizati serologic in INBIMB pe toatd durata desfasurarii grantului de

cercetare, cat si ulterior pana in 2018.
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Legenda: LLC = leucemie limfatica cronica, v-LLC = leucemie limfatica cronica corelatd cu virusuri hepatitice

Figura 8. Markerii imunofenotipici studiati

La acesti pacienti a fost decelatd o expresie crescutd a CD19, CD20 si CD79b, ceea ce
sugereaza un fenotip atipic al v-LLC. De asemenea, am identificat nivele ridicate ale
expresiei Bcl-2 si cyclin D1. Aceasta expresie crescuta a markerilor de prognostic a LLC,
demonstreaza rezistenta la tratamentul oncohematologic al pacientilor cu SLC care asociaza
infectii cu virusuri hepatice. Markerul surogat ZAP 70 pentru riscul de progresie a LLC nu
a fost modificat, astfel incat infectia cu virusuri hepatitice B sau C nu reprezintd un risc
crescut de progresie a SLC. Pot concluziona ca este nevoie de alegerea unor

imunosupresoare mai agresive, care si invingd rezistenta potentiald a SLC asociate cu
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infectii virale hepatitice. Aceasta situatie impune o monitorizare extrem de atentd a
pacientilor cu infectii cu VHB, VHC sau VHD precum si initierea la timp a unui tratament

antiviral eficient.

Studiul 2 — Monitorizarea in dinamica a unui lot de pacienti cu
afectiuni reumatologice care asociau cel putin un marker serologic al

infectiei cu VHB si care au necesitat terapie biologica

Obiectivele acestui studiu au fost:
1. Determinarea particularitatilor clinice si epidemiologice ale pacientilor cu afectiuni
reumatice care necesita terapie specificd, inclusiv biologica.
2. Determinarea caracteristicilor serologice si virusologice ale infectiei cu VHB la

pacientii cu afectiuni reumatologice.

3. Determinarea riscului de reactivare a infectiilor cu VHB sub tratament reumatologic
4. Dinamica serologica a titrului de anticorpi antiHBs sub tratament reumatologic.
5. Rolul terapiei antivirale in controlul reactivarii infectiei virale VHB.

Rezultate

Studiul a inclus 39 de pacienti cu afectiuni reumatologice in tratament cu agenti
biologici si/sau Metotrexat. Lotul a fost format din 21 femei (53.8%) si 18 barbati (46.1%),
avand media de varstd de 54.12 ani (minim 27, maxim 80). In privinta corelatiei intre varsta
si sexul pacientilor, am constatat cd in intervalele de varsta 50-59 ani, respectiv 60-69 ani
s-au Inregistrat cei mai multi pacienti, predominand sexul feminin.

Lotul de studiu a cuprins 23 (59%) pacienti cu poliartrita reumatoida, 5 (12.8%) cazuri
cu artritd psoriazica, 2 cazuri (5.1%) cu lupus eritematos sistemic, 8 (20.5%) cazuri cu
spondilitd anchilozanta. si 1 caz (2.5%) cu sindrom Sjongren. Varsta pacientilor s-a corelat
cu diagnosticul afectiunii reumatologice (p=0.04), cei mai multi pacienti au fost
diagnosticati cu PR si au apartinut grupei de virsta 50-60 ani .

Din lotul studiat, 18 (46.15%) pacienti au primit tratament cu Infliximab, 5 (12.82%)
au primit Etanercept, 11 (28.20%) au primit Rituximab si cate 1 caz (2.56%) au primit
Adalimumab, respectiv Certolizumab. Din totalul de pacienti, 27 (69.23%) au fost tratati in
APP cu Metotrexat, iar 2 (5.12%) pacienti primiserd tratament cu Salazopirina in perioada

anterioard initierii sau concomitent cu tratamentul biologic.
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In ceea ce priveste numirul de produse primite de pacienti, 18 cazuri au primit un
singur produs terapeutic, 17 cazuri au primit 2 produse in asociere, iar in alte 4 cazuri au fost
administrate scheme de tratament care au cuprins mai mult de 3 produse.

Toti pacientii au prezentat infectie cu VHB, avand cel putin un marker serologic
pozitiv doar pentru infectia cu virusul hepatitei B. Nici unul din pacientii lotului studiat nu
a avut markeri serologici pozitivi pentru infectia cu VHD sau VHC. Unii pacienti au fost
screenati pentru VHB dupa stabilirea diagnosticului de boald reumatismald, sau chiar dupa
initierea tratamentului biologic/imunosupresor, in momentul deceldrii unui sindrom
hepatocitolitic. Pacientilor li se efectuase doar determinarea de AgHBs, fara extinderea
bilantului serologic care ar fi putut identifica statusul real al infectiei VHB.

Screening-ul serologic VHB efectuat la momenul ludrii in evidenta in INBIMB
(Tabelul 3.1) a identificat: AgHBs pozitiv in 33 (84.61%) cazuri, iar in 6 (15.38%) cazuri
AgHBs negativ, Ac anti-HBc pozitiv, ce corespunde definitiei de infectie oculta VHB (OBI).
Din acesti 6 pacienti: un caz prezenta Ac antiHBs pozitiv in valoare de 50 mUI/ml, iar ceilalti
5 pacienti aveau Ac anti-HBs negativi. In privinta anticorpilor anti-HBc totali, in 3 cazuri
acestia au fost decelati pozitivi, existand astfel dovada trecerii prin infectia VHB.

Din totalul pacientilor inclusi in studiu, in 4 cazuri Ac anti-HBc totali au fost negativi,
lar in alte 2 cazuri nu au fost determinati la momentul diagnosticului afectiunii
reumatologice.

Tabelul V. Caracteristicile serologice ale infectiei cu VHB in lotul de studiu

Pozitiv n/N (%) Negativ n/N (%)
AgHBs 33/39 (84.6%) 6/33(15.3%)
AcHBc 33/39 (84.6%) 4/39 (10.3%); 2 cazuri ND
AcHBs 4/39 (10.3%) 35/39 (89.7%)
AgHBe 3/39 (7.7%) 36/39 (93.3%)

Legenda: ND = not done

Au fost inregistrate si situatii particulare de evolutie serologica, astfel incat in 3 situatii
au fost decelate concomitent AgHBs si Ac antiHBs in titru aparent protector >10 mUl/ml
(7390 mUI/ml, 195.67 mUI/ml respectiv 374.96 mUI/ml). Valoarea medie a viremiei VHB
la momentul diagnosticului reumatologic n lotul nostru a fost de 52.399 Ul/ml, aceasta fiind
extrasd din buletinele de analiza.

Din totalul pacientilor inclusi in studiu, 10 (25.6%) au indeplinit criteriile definitiei de

reactivare VHB comparativ cu 29 cazuri in care nu s-a decelat reactivarea VHB (p=0.000,
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Chi (1)=0.000). Perioada de timp dintre momentul diagnosticului suferintei reumatismale si
cea hepatica a avut o mediana de 12 luni (minim 1 lund, maxim 144 luni, IQR 35). Timpul
scurs Intre momentul diagnosticului afectiunii reumatismale si initierea tratamentului
specific antireumatic a avut o mediana de 1 luna (IQR 11 luni), iar intervalul mediu de timp
cuprins intre momentul initierii tratamentului specific si reactivarea virala VHB a fost de
25.7 luni (p=0.024, t=1.648,C195% -5.658-47.547).

Tratamentele imunosupresoare administrate Th monoterapie sau in asociere s-au
asociat cu reactivarea virala intr-o proportie semnificativa statistic (p=0.037). Asocierile
medicamentelor imunosupresoare/biologice la DMARDs (disease-modifying antirheumatic
drugs) conventionale (Metotrexat) s-au insotit de reactivarea VHB in 9 cazuri, valoare de
asemenea semnificativ statistic, (p=0.003, t=1.017, Cl 95%:-0.301-0.907).

Reactivarea VHB s-a asociat Tn majoritatea cazurilor (60%) cu administrarea unui
singur produs biologic. Cele mai multe cazuri de reactivare VHB au fost inregistrate la
pacientii cu poliartrita reumatoida, in special la cei cu varsta cuprinsa intre 60-69 ani.

Riscul de reactivare VHB 1n lotul de studiu s-a corelat cu varsta (p=0.01), dar nu s-a
corelat cu sexul pacientilor (p=0.53, OR=0.813). In privinta corelatiei dintre reactivarea
VHB si sex, varsta sau numdrul de produse utilizate pentru tratamentul afectiunii
reumatologice, am constatat un R? =0.30, care este semnificativ statistic utilizand testul
Anova (p=0.01). Din totalul celor 39 de pacienti inclusi in studiu s-au Tnregistrat doar 2
(5.1%) decese datorate altor patologii (sepsis sever intr-un caz, respectiv infarct miocardic
in alt caz). Sub terapia antivirala cu Entecavir 0.5 mg/zi, evolutia pacientilor a fost
favorabild, cu normalizarea rapida a valorilor transaminazelor si cu negativarea viremiei
VHB. Tn 8 cazuri s-a decelat negativarea AgHBs, iar in 5 cazuri s-a constatat aparitia AcHBs
in titru protector cu o medie de 590 m Ul/ml. Toti pacientii au evoluat favorabil sub tratament
antiviral, ntr-un caz inregistrandu-se seroconversia HBs cu aparitia de AcHBs in titru
protector (250 mUl/ml).

Din cauza faptului ca numarul pacientilor este mic si acestia au primit tratamente
diferite am realizat un studiu descriptiv al pacientilor cu profil serologic VHB cu AgHBs
negativ. Aceasta situatie face foarte grea obtinerea unor rezultate relevante, deschizatoare de
perspective medicale. Din acest motiv doresc sa aprofundez cercetarea pe acest tip de profil
serologic VHB la pacientii cu afectiuni reumatologice care primesc diferite tipuri de

tratament imunosupresor/biologic.
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Discutii

Am dorit ca rezultatul acestei teze sa contribuie la optimizarea diagnosticarii si
managementului infectiilor cu virusuri hepatitice B, C si D la pacientii cu limfoproliferari
cronice si afectiuni reumatismale aflati sub terapie biologica/imunosupresoare.

Tuturor acestor pacienti trebuie sa li se efectueze la momentul diagnosticului suferintei
de fond, un screening virusologic complet pentru VHB, VHC si VHD.

In lotul de pacienti cu SLC si infectie cu virusul hepatitic B, cea mai frecventa forma
de infectie a fost cea cu AgHBs pozitiv (83.87%), urmata de pacientii cu infectii oculte VHB
(16.12%). Diagnosticarea tardiva a acestor infectii, dupa ce pacientii au primit terapie
biologicd, precum si procentul mare de pacienti cu infectie oculta care au reactivat, se
datoreaza faptului ca screening-ul infectiilor cu virusuri hepatitice inca nu este o rutina in
practica medicald din tara noastra. In situatiile in care acesta a fost efectuat, deseori el nu a
fost complet si s-a limitat numai la cercetarea AgHBs. Un screening complet pentru VHB
trebuie s contina determinarea AgHBs, Ac anti-HBs si Ac anti-HBc totali. Tn acest context,
un screening incomplet, limitat numai la AgHBs nu arata situatia reald din Roméania 1n ceea
ce priveste prevalenta ridicata pentru infectia cu VHB (27.9% din populatie are Ac anti-HBS
pozitivi, iar 4.2% este purtatoare de AgHBs conform INSP 2013 [1].

In studiile internationale [2,3] s-a observat ci screening-ul virusologic pentru infectia
VHB a fost efectuat in procente cuprinse intre 36.6 si 43% la pacientii cu afectiuni
hematologice maligne aflati in tratament imuno-chimioterapic, iar reactivarea virala a fost
depistata in 50% din cazurile fara profilaxie antivirala.

In situatia in care pacientii sunt identificati cu AgHBs + /AcHBc + sau AgHBs
negativ/AcHBc + cu / farda AcHBs+ trebuie sa li se recomande determinarea viremiei VHB
si nu in ultimul rAnd markerii serologici pentru VHD (antiVHD IgG si Ag VHD). In lotul
cercetdrii doctorale am identificat cel putin un caz cu profil serologic si virusologic
compatibil cu infectie oculta VHD, infectie care a reactivat sub terapia biologica cu
Rituximab. Reactivarea VHD este o entitate putin cunoscuta si putin descrisa n literatura de
specialitate.

Profilaxia reactivarii virale a fost recomandata in doar 6 din cazurile aflate in studiu:
3 cazuri cu OBI (unul chiar cu AcHBs pozitiv) si 3 cazuri cu AgHBs pozitiv.

Ghidurile internationale [4,5] recomanda profilaxia reactivarii virale VHB tuturor
pacientilor cu AgHBs pozitiv care vor primi tratament imunosupresor/biologic indiferent de

valoarea viremiei VHB [6]. Pacientii cu AgHBs negativ si anti-HBc pozitiv necesita
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profilaxie anti-VHB daca sunt viremici, sau in cazul celor aviremici, la momentul
administrarii tratamentului imunosupresor daca au risc crescut de reactivare VHB >10% (in
special in cazul utilizarii Rituximab). Profilaxia trebuie continuata inca 18 luni de la oprirea
tratamentului specific, iar apoi pacientul trebuie monitorizat virusologic inca 12 luni. Pentru
pacientii cu risc de reactivare 1-10%, cat si pentru cei cu risc sub 1%, se recomanda
monitorizarea AgHBs si/sau ADN-VHB la fiecare 1-3 luni in timpul si dupa finalizarea
tratamentului imunosupresor. In functie de evolutie se aplicd metoda terapiei antivirale pre-

Tn grupul total al pacientilor cu infectie VHB din lotul de studiu al cercetirii doctorale
am constatat o rata a reactivarii VHB de 37.1% (23/62 cazuri).

Reactivarea virald la pacientii cu AgHBs pozitiv a survenit in 32.6% ( 17 /52) cazuri,
iar reactivarea in grupul OBI a fost identificatd in 60% din cazuri (6/10 pacienti).

Datele din studiul de fata corespund cu cele din literatura de specialitate in ceea ce
priveste reactivarea virala la pacientii cu AgHBs pozitiv.

In cazul grupului de pacienti diagnosticati cu infectie ocultd reactivati, rezultatele
obtinute in studiul de fatd (66.66%) sunt mult mai mari fata de cele raportate in literatura de
specialitate, in conditiile unui lot mic. Dupa unele studii, aceste procente sunt cuprinse intre
2.7 -14.2% [7], ajungand pana la 45% in cazurile cu OBI tratate cu Rituximab [8]. Valoarea
procentuald trebuie privita cu prudentd, tinand cont de dimensiunea mica a grupului de
pacienti [9,10]. Cu toate acestea, consider ca introducerea in protocolul de screening a
determinarii titrului de Ac anti-HBs este importantd. Monitorizarea acestui titru ar fi utila
pentru determinarea initierii profilaxiei antivirale la pacientii cu OBI seronegativi sau
seropozitiv. Perrillo et al. considera ca prezenta Ac anti-HBs pozitivi confera o reducere a
riscului de reactivare virald mult prea mica, situatie care reiese si din cercetarea mea
doctorala [11].

Studiile au ardtat ca riscul de reactivare OBI este corelat cu sexul masculin, varsta
inaintata si nu in ultimul rand cu absenta, sau scaderea in timp a titrului de Ac anti-HBS sub
terapia imunosupresoare [12] situatie descrisa si in lotul meu de studiu. Mai mult de jumatate
din cazuri au fost de sex masculin avand media de varsta de 62.5 ani.

Testarea anti-VHD nu este utilizata de rutind in practica medicald curenta la pacientii
cu VHB, desi prevalenta mare a infectiei VHD in Romaénia este binecunoscuta. Pentru VHD
se recomandd identificarea anticorpilor anti-VHD 1gG. Un test pozitiv obliga si la
determinarea viremiei VHD. In literatura existi putine relatiri ale reactivarii VHD la

pacientii cu LMNH aflati sub tratament biologic [13].
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Tn studiul de fata, riscul de reactivare viral l-au avut in special pacientii care au primit
tratament cu Rituximab, atat in lotul cu AgHBs pozitiv, cat si in grupul OBI [14].

Tratamentul reactivarilor VHB a fost initiat cu Entecavir in dozd de 0.5 mg/zi.
Ghidurile internationale recomanda la acest moment tratament antiviral cu molecule noi de
analogi nucleos(t)idici (NUC), de generatia a treia, care sa aiba actiune antivirald puternica
si bariera genetica inaltd. Astfel, schemele de tratament de prima intentie recomandate de
majoritatea ghidurilor internationale cuprind Entecavirul sau Tenofovirul.

Toti pacientii au avut evolutie favorabild din punct de vedere virusologic si biochimic.

Reactivarea virala, in special a VHB, nu este o entitate rara, care poate fi ignorata.
Repercusiunile ei pot fi importante, antrenand o evolutie severd a afectiunii hepatice,
mergand panad la deces prin insuficientd hepaticd corelatd cu reactivarea VHB, dupa unii
autori riscul fiind de 16% [15]. Nu este de neglijat nici riscul de agravare a bolii
hematologice soldat cu deces, datorat intreruperii premature sau intarzierii initierii terapiei
imunosupresoare salvatoare [10,12].

in lotul meu de pacienti diagnosticati cu reactivare VHB au predominat cei de sex
masculin cu varsta medie de 64.15 ani (p=0.03). Factorii de risc pentru reactivarea virala au
fost de asemenea: AgHBe pozitiv (50% din cazuri), p=0.156, OR=1.909, pacientii cu
LMNH urmat de cei cu LLC (p=0.225, OR=0.623), dar fara semnificatie statisticad. Formele
agresive de SLC au avut un risc de 3 ori mai mare de a dezvolta reactivare virala (indiferent
de infectia virala care reactiveaza) comparativ cu formele indolente (p=0.025). Utilizarea in
schemele terapeutice a Rituximabului a determinat un risc de 2.2 ori mai mare de reactivare
a VHB (p=0.039).

in lotul de studiu am identificat un numar mai mic, de doar 30 (30%) de pacienti cu
monoinfectie VHC, comparativ cu cei cu infectie VHB. Intr-un studiu publicat in 2016, o
echipd medicala din Cluj a evidentiat o prevalenta a infectiei cu VHC de 11.7% la pacientii
cu LMNH, care este inferioara prevalentei identificate in cercetarea doctorald de fatd
(37.3%) [16].

Numarul mai mare de infectii cu VHC corelat cu SLC la sexul feminin se datoreaza
caracteristicilor epidemiologice ale Romaniei, unde principala cale de transmitere a VHC a
fost legata de transfuziile sanguine, comparativ cu cea din Europa de Vest si America, unde
calea de transmitere era cea prin administrare de droguri pe cale intravenoasa. Implicit, n

tara noastra sexul cel mai expus la infectarea iatrogena a fost cel feminin [1].
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Forma histologica de SLC cea mai frecvent corelatd cu VHC a fost cea indolenta,
situatie similara cu cea relatatd de Arcaini et al. [18], desi sunt alte studii in care forma
agresiva este mai frecvent corelatd cu infectia VHC [19].

Reactivarea infectiet VHC in lotul studiat a fost identificata la 8 (26.66%) pacienti din
cei 30 diagnosticati cu VHC. Acest procent este similar cu cel relatat de unii autori.

Splenomegalia a fost mai frecvent depistata la pacientii cu infectie VHC comparativ
cu cei infectati cu VHB. Numarul cazurilor depistate cu hepatomegalie a fost mai mic in
lotul infectat cu VHC comparativ cu VHB.

Tn lotul meu, reactivarea VHC a fost mai frecventi la pacientii cu media de vérsta de
67 ani si de sex feminin. In alte studii reactivarea a fost mai frecventi la barbatii cu vérste
mai tinere, cu 0 medie a varstei de 55 ani. Cele mai frecvente cazuri au fost inregistrate la
pacientii cu LMNH, in special in formele agresive. Aceste caracteristici se regasesc si in
literatura de specialitate. Reactivarea virala a fost identificata dupa o medie de 7 cicluri de
tratament imunosupresor. Sapte din cei 8 pacienti cu infectie VHC reactivat au primit
Rituximab in schema de tratament utilizata. Rituximab-ul determind, se pare, 48% din
cazurile de afectare hepatica [20].

Media viremiei VHC la momentul diagnosticului reactivarii virale a fost 1.139.862
Ul/ml (1.13 logio Ul/ml), ceea ce reprezinta o valoare relativ mica a incarcaturii virale.
Aceste valori mici sunt in concordantd cu cele observate si descrise si in alte studii, In care
se specifica in plus faptul ca valoarea medie micdi a ARN VHC la debutul TIS este
considerata chiar un predictor de reactivare virala (media IQR 5.9 logio Ul/ml versus 6.6
logio Ul/ml pentru pacientii care nu au dezvoltat reactivare VHC).

In studiul de fatdi durata cuprinsa intre momentul diagnosticului afectiunii
hematologice pana la diagnosticarea infectiei virale a fost In medie de 3 ani (minim 1 an,
maxim 10 ani). In opinia mea, unele din aceste intervale au fost deosebit de lungi, aceasta
situatie putand afecta profund calitatea vietii, motiv pentru care insist asupra screening-ului
riguros si la timp al acestor pacienti.

In cadrul grupului de 30 pacienti cu infectie VHC am identificat si 9 cazuri care au
asociat infectie oculta VHB, cu markeri serologici pozitivi pentru Ac anti-HBc, dar cu
AgHBs negativ. Dintre acestia, 7 pacienti asociau inclusiv Ac anti-HBs pozitiv in titru
aparent protector. Din acest subgrup, doar 2 pacienti au evoluat cu reactivare virala VHC,
dar fara reactivare VHB.

Un caz particular a fost al unei paciente de 62 ani, cu LMNH forma indolenta, aflata

in tratament specific de 36 luni. Dupa al 18-lea ciclu de TIS, care continea Rituximab,
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pacienta a dezvoltat fenomene de insuficientd hepaticad severd. S-a remarcat faptul ca
pacienta prezenta Ac anti-VHC negativi, dar cu viremie VHC 1inalta (9 logio Ul/ml). Situatia
este descrisa in literaturd 1n cazul pacientilor cu status imun foarte deficitar, situatie
accentuata si de terapia imunosupresoare intensa. Rituximabul in asociere cu corticoterapia
favorizeaza replicarea virala VHC, aspect descris in literatura de specialitate [17,20,21].

Toti pacientii la care s-a decelat reactivare virala au necesitat reducerea/intreruperea
schemei de TIS, iar in cazul celor cu flare hepatic TIS a fost oprita pana la normalizarea
valorilor biochimice hepatice. Asa cum am prezentat in descrierea lotului, reactivarea VHC
s-a dovedit fatala intr-un singur caz, restul cazurilor evoluand favorabil.

Péna la acest moment, in Romania nu exista un protocol privind profilaxia reactivarii
VHC. Schemele terapeutice in vigoare pand de curand cuprindeau molecule antivirale cu
numeroase efecte adverse, in special hematologice, fapt ce facea dificil tratamentul antiviral
al acestor pacienti. Pacientii puteau beneficia doar de doze mici de Interferon alfa 2a
(Roferon), administrat la recomandarea hematologilor si doar pentru afectiuni care includeau
in protocol si acest produs.

Este esentiald conlucrarea intre specialitatile hematologice, oncologice, reumatologice
cu cele de boli infectioase si gastroenterologice pentru un bun management al pacientului
care necesita tratament imunosupresor si/sau biologic pentru suferinta de fond.

Sugerez continuarea supravegherii reactivarii infectiei virale pana la 2 ani de la
finalizarea tratamentului imunosupresor si intrarea in remisiune hematologica. In lumina
celor prezentate, sugerez elaborarea unui plan la nivel national care sd permita un mai bun
management al acestor pacienti, plan care sa poata fi pus in aplicare incd de la diagnosticarea
afectiunii pacientului oncohematologic. Screening-ul complet pentru pacientii care vor primi
tratament imunosupresor trebuie sa cuprinda pe langa determinarea markerilor serologici
VHB si determinarea Ac anti-VHC si ulterior determinarea ARN VHC 1in cazurile cu
anticorpi pozitivi. Viremia VHC ar trebui determinata chiar in conditiile in care Ac anti-
VHC sunt negativi, dar pacientii au imunodepresie importantd prin boala sau tratament
specific imunosupresor.

Tn cadrul studiului doctoral asupra pacientilor cu afectiuni reumatologice, am evaluat
un lot de 39 pacienti. Au predominat cazurile cu PR iar mediana vérstei a fost de 57 ani
(IQR:27-80), cu un raport femei/barbati de 1.16, mai mic decét datele din literatura de
specialitate care specifica raport de 3:1. In ceea ce priveste distributia pacientilor in functie

de varsta, am observat cd mediana varstei pacientilor cu SA este mai mica (45 ani)
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comparativ cu mediana varstei celor cu PR (58 ani). Surprinzator, in lotul meu de studiu,
1/3 din cazurile cu poliatritd reumatoida (34%) au fost de sex masculin (8/23 cazuri).

Aproximativ 18 pacienti (46% din cazuri) au beneficiat de tratament cu Infliximab, iar
11 pacienti (28%) au primit tratament cu Rituximab, molecula cu risc crescut de a determina
reactivarea infectiei cu virusuri hepatitice. Utilizand modelul linear de regresie statistica, am
gisit o valoare a coeficientului de determinare R? de 0.307 (test Anova), existand astfel o
corelatie statistica intre afectiunea reumatismala si varsta (p=0.005), reactivarea infectiei
VHB (p=0.05) precum si numarul de produse utilizate in tratamentul afectiunilor
diagnosticate (p=0.04).

Screening-ul serologic necesar diagnosticarii infectiei cu virusuri hepatitice
premergdtor instituirii tratamnentului biologic nu a fost efectuat cu rigurozitate. Unii pacienti
au fost screenati pentru VHB dupa stabilirea diagnosticului de boald reumatismald, sau chiar
dupa initierea tratamentului biologic/imunosupresor, in momentul decelarii unui sindrom
hepatocitolitic. Pacientilor li se efectuase doar determinarea de AgHBs, fara extinderea
bilantului serologic care ar fi putut identifica statusul real al infectiei VHB.

in lotul studiat am identificat prezenta Ac anti-HBs in 4/39 (10%) din cazuri, toti
pacientii avand titru protector (peste 10 mUI/ml), cu o mediand de 285.3 mUI/ml (IQR
159.24 — 2128.72). Intr-un singur caz a fost identificatd o particularitate serologici cu
prezenta concomitentd a AgHBs pozitiv, Ac anti-HBs si viremie VHB pozitiva. Dintre acesti
pacienti retinem cazul unei paciente de sex feminin cu LES, care a prezentat reactivarea
infectiet VHB dar fara afectare a functiei hepatice, fiind sub tratament cu Rituximab si
Metrotexat de 1 lunad.

Tn ansamblul lotului nostru, reactivarea virald a fost identificatd in 10/39 cazuri
(25.6%). Dintre acestia, repartitia cazurilor VHB reactivate a fost urmatoarea: 7/33 (21,21%)
cazuri cu AgHBs pozitiv si 3/6 cazuri cu OBI. Asocierea medicatiei imunosupresoare la
DMARD:s a determinat cel mai frecvent reactivarea VHB (p=0.003).

Rituximabul a determinat cele mai multe cazuri de reactivare VHB (7/11, 63.63%,
pacienti) urmat de Infliximab (3/18, 16.66%, cazuri). Am constatat cd administrarea unui
singur imunosupresor a putut determina reactivarea VHB. Pacientii cu VHB-r au avut varste
mai Tnaintate comparativ cu cei la care nu s-a produs reactivarea, diferenta fiind
semnificativa statistic (p=0.013). Cele mai multe cazuri de reactivare VHB au fost dovedite
la pacientii cu poliartrita reumatoida (4/23, 17.39%, cazuri) si la grupa de varsta 60-69 ani.

Tn grupul de studiu, reactivarea VHB s-a corelat statistic cu varsta pacientilor (la

pacientii varstnici) si cu numdrul crescut de produse terapeutice utilizate (cel putin doua
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produse terapeutice ). Asa cum era de asteptat, valoarea medie a ALAT si ASAT la pacientii
cu VHB-r a fost semnificativ mai mare decat in lotul celor fard reactivare virala (p=0.07,
respectiv p=0.018).

Toti pacientii au evoluat favorabil sub terapie antivirala cu Entecavir 0,5 mg/zi. Nici
un pacient nu a decedat din cauza reactivarii virale. In lotul de pacienti cu afectiuni
reumatologice care au prezentat reactivarea infectiei VHB s-au Tnregistrat doar 2 decese care

s-au datorat altor factori, nu afectarii hepatice.

Concluzii rezultate din analiza lotului de pacienti cu SLC si infectie cu virusuri
hepatitice B, C sau D aflati sub terapie imunosupresoare/biologica

e Inlotul de pacienti cu SLC au predominat barbatii, cu varsta peste 60 ani.

e Cea mai frecventd infectie virala cronica a fost infectia cu VHB, urmata de infectia
VHC si OBI. Media varstei la pacientii cu VHB a fost mai mica decat cea a pacientilor cu
VHC.

e Majoritatea cazurilor de afectare hepaticd au fost diagnosticate concomitent, sau
ulterior momentului diagnosticului afectiunii hematologice (54% din cazuri). Aceasta
situatie evidentiazad ca screening-ul infectiilor cu virusuri hepatitice este inca ineficient si
incomplet.

o Infectia cronica cu VHB are risc de 2 ori mai mare de a se asocia cu forme agresive
de SLC comparativ cu infectia cronica cu VHC.

¢ Din punct de vedere hematologic:

- limfocitoza a fost corelata mai frecvent cu infectia VHC.
- limfopenia si neutropenia au fost corelate mai frecvent cu infectia VHB.

¢ Crioglobulinemia a fost asociata cu infectia VHC, fiind corelata si cu hepatomegalia.

e In cazul reactivirilor virale B si C valorile medii ale ALAT si ASAT au fost de circa
6 ori mai mari decat valorile normale. Din cercetarea mea am constatat ca valoarea ASAT a
fost un predictor mai bun decat ALAT, in ceea ce priveste activitatea necroinflamatorie
hepatica.

e Reactivarea virusologica a fost diagnosticata in 33% din cazuri.
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Referitor la reactivarea infectiei cronice cu VHB:

e Riscul relativ de reactivare pentru pacientii care asociau infectie cu VHB nu a fost
semnificativ mai mare comparativ cu VHC.

e Jumatate din cazurile cu AgHBe pozitiv au reactivat sub terapie
imunosupresoare/biologica, comparativ cu 14/45 (31%) pacienti cu AgHBe negativ care au
reactivat.

e Pacientii varstnici si de sex masculin au avut un risc de reactivare mai mare.

e Cele mai frecvente cazuri de reactivare virald au fost diagnosticate in grupul
pacientilor cu LMNH, urmat de cei cu LLC. Formele agresive de SLC au avut un risc de 3
ori mai mare de a dezvolta reactivare virala (indiferent de infectia virala care a reactivat),
comparativ cu formele indolente.

¢ Riscul de reactivare s-a corelat pozitiv cu numarul absolut mai mic de limfocite.

e Am constatat ca Rituximabul a crescut riscul de reactivare VHB de 3 ori, comparativ
cu cei care nu primesc Rituximab.

e Au fost cazuri In care diagnosticul reactivarii s-a facut foarte tarziu (dupd 120 luni
de la initierea tratamentului imunosupresor).

e Profilaxia reactivarii VHB s-a facut intr-un numar mic de cazuri (10%); singura
molecula utilizata a fost Lamivudina, care nu si-a dovedit eficacitatea.

e Pacientii cu infectie VHB reactivata au primit tratament curativ cu Entecavir, sub

care evolutia a fost favorabila.

Referitor la reactivarea infectiei cu VHC:
- Dintre pacientii cu infectie cronicd VHC care au reactivat au predominat pacientii de
sex feminin, LMNH si formele indolente din punct de vedere histologic al SLC.
- Rituximabul s-a asociat cu reactivarea infectiei VHC in jumatate din aceste cazuri,

dar nu a influentat semnificativ reactivarea infectiei virale.

Referitor la pacientii cu OBI (AgHBs negativ, anti-HBc pozitiv):

e Peste jumatate din cazuri au prezentat forme agresive de SLC.

e Un numar de trei pacienti din totalul de 10 primiserd profilaxia reactivarii virale.
Aceasta a fost lipsita de eficienta, toti cei 3 pacienti au dezvoltat reactivare virala.

e Din cei 7 pacienti care au primit Rituximab, 6 au reactivat. Terapia cu Rituximab

S- a asociat cu reactivarea OBI.
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Referitor la infectia cronica VHD:
e Din cele 4 cazuri diagnosticate cu coinfectie virala, au fost identificate 2 cazuri cu
profil serologic particular, considerati initial OBI, astfel incat infectia cu VHD nu a fost
diagnosticata la timp.

e Ambele cazuri au prezentat reactivarea infectiei virale VHD.

Referitor la relatia dintre fenotipurile LLC si infectia cu virusuri hepatitice:

- Pacientii care au prezentat infectii latente cu virusuri hepatitice au avut niveluri
ridicate ale expresiei CD19, CD20 si CD 79b, bcl-2, precum si cyclin D1, ceea ce sugereaza
un fenotip de LLC atipic si mai agresiv.

- Infectia cu virusuri hepatitice B sau C nu a determinat progresia bolii hematologice,
dar a crescut rezistenta bolii la tratamentul specific pentru aceste afectiuni si implicit
utilizarea unor regimuri mai agresive, asociate cu o mortalitate crescutd prin decompensarea

hematologica.

Referitor la decesele pacientilor cu SLC care asociau infectie cu virusuri
hepatitice B, C sau D:
o Cele mai frecvente decese s-au nregistrat in randul femeilor, cu varsta peste 50 ani,
cu LMNH si forme agresive de boalda hematologica
o Pacientii cu infectie cu VHB au avut un risc de deces de 4 ori mai mare decat cei cu
VHC. Reactivarea virald a crescut riscul de deces de 1.5 ori, indiferent de virusul hepatitic

care a reactivat.

Concluzii rezultate din analiza lotului de pacienti cu afectiuni reumatologice si

infectie cu virus hepatitic B aflati sub terapie imunosupresoare/biologica:

o Studiul a inclus 39 de pacienti cu afectiuni reumatologice in tratament cu agenti
biologici, avand varsta medie de 54.12 ani, majoritatea fiind femei.

o Utilizand modelul linear de regresie statistica, am constat ca PR s-a asociat cel mai
mult cu reactivarea infectiei cu VHB.

o Desi majoritatea pacientilor au prezentat AgHBs pozitiv la momentul includerii n
studiu, dintre acestia am remarcat in 3 cazuri, situatia paradoxala in care au fost decelate

concomitent AgHBs si Ac antiHBs in titru aparent protector.
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Circa un sfert din pacienti au dezvoltat reactivare a infectiei VHB, aceasta aparand
mai frecvent la pacientii care au primit tratament biologic in asociere cu DMARDs
conventional (Metotrexat). Riscul de reactivare VHB s-a corelat statistic cu varsta si numarul
de produse utilizate in tratarea pacientilor.

Privind unitar rezultatele cercetarii, am constatat ca pacientii cu afectiuni hematologice
maligne si reumatologice care necesita terapie imunosupresoare (mai ales biologica) prezinta
un risc important de reactivare a infectiilor cu virusurile hepatitice. In ciuda acestui fapt,
datele relevate de pacientii pe care i-am studiat mi-au demonstrat ca acestia au fost
investigati incomplet, sau chiar deloc pentru infectiile cu virusuri hepatitice. In putinele
cazuri investigate iIn momentul initierii terapiei biologice, panelul de analize s-a rezumat la
determinarea doar a AgHBs si a Ac anti-VHC. Aceste determindri nu permit diagnosticarea
unor cazuri particulare:

e Infectia ocultd cu VHB (OBI),

¢ Infectiile oculte cu VHD,

e Infectiile cu VHC la pacientii cu imunosupresie severa care pot prezenta citoliza
hepatica persistentd, dar nu dezvoltd Ac anti-VHC, avand viremie VHC prezenta.

La majoritatea pacientilor screening-ul pentru infectii cu virusuri hepatitice s-a facut
in momentul in care pacientii au prezentat citoliza si semne clinice de afectare hepatica.
Acest context a impus oprirea intempestiva a terapiei biologice, cu efecte negative asupra
evolutiei afectiunii de fond.

Tn final, doresc si subliniez necesitatea efectudrii unui bilant serologic complet
inainte de initierea terapiei imunosupresoare, precum si repetarea lui periodicad, la fiecare 3-
6 luni pe durata tratamentului biologic. Pornind de la rezultatele obtinute si coroborind cu
informatiile din literatura de specialitate, propun un algoritm de screening si tratament
antiviral pentru a preveni reactivarea infectiilor hepatitice sub terapiile

biologice/imunosupresoare.
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Pacient care necesita TIS

Anti VHC pozitiv

Determinare ARN VHC
l

Nedetectabil Detectabil
v

Nu necesits Necesita tratament IS urgent

tratament IS /l

de urgenta
Monitorizare ALAT la 1-2 saptamani, ARN VHC la fiecare 4
saptamani pe durata IS si cel putin 6 luni de la oprirea IS
Daca ARN-VHC creste cu cel putin 1 log Ul/ml vs
baseline, regimul IS se opreste
|
v v

DAA pangenotipic

Legenda: TIS = terapie imunosupresoare, VHC = virusul hepatitei C, Ag = antigen ,
IS = imunosupresor, ALAT = alaninaminotransferaza, DAA = terapie antivirala cu actiune directa
Figura 9. Propunere de algoritm pentru screening-ulul infectiei VHC la pacientii care

necesita TIS
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Legenda: IS = imunosupresor, HC = hepatita cronica, IC = infectie cronica, AN gen III = analogi
nucleosidici/nucleotidici de generatia a Illa , TAV = terapie antivirala
Figura 10. Propunere de algoritm pentru screening-ul infectiei VHB la pacientii care

necesita TIS
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