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I. Partea generala

1. Introducere

Pentru prezenta lucrare de cercetare doctorald, am dorit sd abordez un subiect de
actualitate, cu implicatii mari socio-economice, si anume ficatul gras non-alcoolic (FGNA) la
pacientii cu diabet zaharat tip I (DZTII). Tn ultimul deceniu, sedentarismul si dieta bogata in
grasimi saturate si carbohidrati cu indice glicemic ridicat, au dus la schimbari dramatice in ceea
ce priveste statusul metabolic general al populatiei. Afectiunile metabolice, precum obezitatea,
DZTII s1 FGNA au avut o rata globald de crestere alarmanta atat in tarile dezvoltate cat si in
tarile aflate 1n curs de dezvoltare. La acest moment, FGNA are o prevalenta globald de 25.2%,
cu cele mai mari rate in America de Sud (31%) si Orientul Mijlociu (32.5%), urmat de Asia
(27%), Statele Unite ale Americii (24%) si Europa (23%) [1]. Mai mult decat atat, prevalenta
ridicata a FGNA este concomitentd cu cresterea progresiva a epidemiei de obezitate si DZTII,
afectiuni care coexista la majoritatea pacientilor cu disfunctii metabolice. FGNA si DZTII sunt
doua patologii inrudite, aflate la intersectia unor factori de risc identici, dar si a epidemiologiei
si fiziopatologiei similare.

Asocierea FGNA cu morbiditatea si mortalitatea de cauza metabolicd, cardiovasculara,
renald, precum si cu cea hepatica, ridica provocari serioase pentru clinicienii de pretutindeni in
ceea ce priveste preventia, diagnosticul si tratamentul acestei afectiuni. Astfel, devine extrem
de importanta stabilirea unei conduite de diagnostic in ceea ce priveste detectia timpurie a
fibrozei avansate, principalul factor de predictie din spectrul FGNA nu doar in prognosticul bolii
hepatice, ci si in aparitia manifestarilor sistemice, precum evenimentele cardiovasculare,
accidentul vascular cerebral, complicatiile metabolice etc [2].

Importanta stadializarii fibrozei hepatice la pacientii cu DZTII a luat amploare, cand, 1a
sfarsitul anului 2019 au fost descrise primele cazuri secundare unei infectii respiratorii cauzate
de coronavirusul 2 asociat sindromului acut respirator sever (SARS-COV2) in regiunea Wuhan,
China; aceasta infectie virala, in scurt timp, a luat proportii pandemice [3, 4]. Din momentul
respectiv intreaga comunitate stiintifica medicala si-a indreptat eforturile spre identificarea
factorilor de risc asociati cu progresia spre forma severa si deces a infectiei SARS-COV2. Studii

populationale mari din intreaga lume au descris dereglarile metabolice, in particular obezitatea
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si DZTII, ca principali factori de risc pentru forma severd a COVID-19 [4-6]. Tn plus, s-a
obiectivat ca prezenta FG-SM este asociatd cu formele severe de COVID-19, pacientii avand un
clereance viral Incetinit si o probabilitate mai mare de a dezvolta citoliza hepatica pe parcursul
internarii [7].

Argumentele prezentate mai sus au stat la baza celor doua studii care compun actuala teza

de doctorat si ale caror detalii le voi prezenta in capitolele ce urmeaza.



2. Ficatul gras non-alcoolic si diabetul zaharat tip 11

2.1 Definitie si epidemiologie

Termenul de ficat gras non-alcoolic a fost pentru prima data introdus de Ludwig et al in
1980 [8], la momentul actual reprezentdnd cea mai comuna cauza de boala hepatica cronica la
nivel mondial, cu o prevalenta globald de 25.2% [9]. Definitia clasica a acestuia presupune
prezenta steatozei hepatice in peste 5% din hepatocite, in absenta altor cauze de afectare
hepatica, respectiv consumul de etanol, hepatitele virale sau medicamentoase, bolile hepatice
ereditare etc [10].

Cu toate aceastea, termenul de FGNA nu captureaza importanta etiologiei metabolice si a
insulino-rezistentei, determinanti principali in dezvoltarea steatozei hepatice, iar definitia
acestuia nu include factorii de risc relevanti care contribuie in fiziopatologia sa. Prin urmare, un
consens de experti internationali a propus o noua terminologie pentru acesta, aceea de ficat gras
asociat-sindromului metabolic (FG-SM), nomenclatura care cuprinde intreg spectrul patologic
al acestuia si unul dintre urmatoarele 3 criterii: supraponderabilitate/obezitate, prezenta DZTII
sau dovezi ale disfunctiei metabolice

Prevalenta in continua crestere a FGNA este concomitentd cu cresterea progresivd a
epidemiei de obezitate si DZTII, afectiuni care coexistd la majoritatea pacientilor cu disfunctii
metabolice. FGNA si DZTII sunt doua patologii inrudite, aflate la intersectia unor factori de risc

identici, dar si a epidemiologiei si fiziopatologiei similare.

2.2 Fiziopatologie

2.2.1 Ficatul gras non-alcoolic - consecinta a diabetului zaharat tip 11

Diabetul zaharat tip II reprezintd unul dintre ce mai puternici factori predictivi ai
progresiei FGNA citre formele avansate de boald hepatica, precum SHNA sau ciroza [11]. Tn
absenta DZTII, aproximativ 15% dintre indivizii cu FGNA, vor dezvolta SHNA, cu risc mare
de progresie spre forme avansate. Prezenta DZTII creste acest risc de cel putin 3 ori, Koehler et
al descrind o ratd a fibrozei avansate de 18% intr-o populatie de diabetici unde a folosit

elastrografia tranzitorie ca metoda de referinta [12].



2.2.3 Diabetul zaharat tip Il - consecinta a ficatului gras non-alcoolic

Prevalenta diabetului zaharat tip II la indivizii cu SS si SHNA este estimatd a fi la
aproximativ 23% si 44%, rate cu mult mai mari ca prevalenta DZTII in populatia generala, de
8.5% [13].

Complexitatea interactiunilor dintre FGNA, cantitatea de grasime viscerald si rezistenta
la insulind, face dificild aprecierea cu exactitate a mecanismelor care cresc riscul aparitiei DZTII
la pacientii cu FGNA. Cel mai probabil, factorul declansator al cascadei fizipatologice consta
in cresterea cantitatii tesutului adipos perivisceral, care initiazd factori multiplii, precum
eliberarea acizilor grasi liberi si a adipokinelor proinflamatorii, care duc la dezvoltarea

rezistentei la insulind, pilonul principal implicat patologia acestei asocieri [14].

2.3 Diagnostic si monitorizare

2.3.1 Metode de evaluare invazive
Biopsia hepaticd este considerata gold-standardul de diagnostic si de evaluare histologica
a FGNA. Cu toate acesta, din cauza invazivitatii sale, biopsia hepatica nu este potrivita pentru

a fi utilizata in scopuri de screening si nu poate fi implementata timpuriu in evolutia bolii [15].

2.3.2 Metode de evaluare non-invazive

Modalitatile non-invazive de evaluare a fibrozei hepatice sunt impartite in functie de
abordarea acestora: metode ce se bazeaza pe o abordare biologica, respectiv cuantificarea
biomarkerilor serici, si metode ce se bazeaza pe o abordare fizica, respectiv pe masurarea

rigiditatii hepatice [16].

Metode ce se bazeaza pe cuantificarea biomarkerilor serici

Scorul NFS (NAFLD Fibrosis Score) a demonstrat o buna utilitate diagnostica ca marker
prognostic al fibrozei hepatice, cu precadere al fibrozei avansate, care a fost exclusa cu o valoare
predictiv negativa de 93% la un cut-off scazut si o valoare predictiv pozitiva inaltd, de 90%.
Scorul FIB-4 (Fibrosis-4), format doar din markeri biologici determinati de rutina, precum AST,

ALT si trombocite, a fost pentru prima data creat pentru evaluarea fibrozei hepatice la pacientii



cu hepatitd cronicd cu virus C (VHC). In mod aseminitor, scorul APRI ((AST)-to-platelet ratio
index)) a fost dezvoltat initial pentru predictia fibrozei semnificative (F2) in randul pacientilor
cu hepatita cronica VHC [17].

Metode ce bazeaza pe cuantificarea riditatii hepatice

Aceste metode se Tmpart in doua tipuri principale, respectiv elastografia strain (ES) sau
elastografia in timp real si elastografia shear wave (ESW). ES reprezintd o metoda calitativa de
evaluare a rigiditatii tesutului hepatic obtinutd prin compresia manuald a acestuia, iar ESW
reprezintd o tehnica care evalueaza cantitativ rigiditatea tesutului hepatic, Printre tehnicile care
folosesc ESW, se numara elastografia tranzitorie (ET), singura metoda non-imagistica care se
bazeaza pe existenta unui impuls mecanic extern.

Spre deosebire de ET, elastografia cu unde acoustice (ARFI) de tip point Shear Wave
(PSWE) si elastografia shear wave 2D (ESW- 2D) sunt incorporate in sistemele ultrasonografice
[18].

2.4 Tratament

Indiferent de prezenta sau absenta DZTII, la momentul actual, nu exista un tratament
farmacologic standardizat pentru FGNA, aprobat de comisiile internationale. Tratmentul igieno-
dietetic, cu accent pe modificarea stilului de viata, reprezinta punctul-cheie in managementul
acestei afectiuni. Activitatea fizica are rezultate foarte bune inclusiv in regresia fibrozei hepatice
si @ SHNA, fiind recomandate o medie de 150-200 min/saptamana de activitate aeroba de
intesitate medie, organizate in 3-5 sedinte [19].

Cu toate acestea, existd cativa agenti farmaceutici utilizati in tratamentul DZTII care pot
exercita efecte benefice in FGNA, prin tintirea anumitor mecanisme fiziopatologice comune,

precum rezistenta la insulind.

3. Ficatul gras non-alcoolic si infectia SARS-COV?2

Boala cauzata de coronavirus (COVID-19) a fost initial raportata in regiunea Wuhan,
China, n decembrie 2019, si reprezinta o afectiune cauzatd de un agent viral nou identificat,

coronavirusul 2 asociat sindromului acut respirator sever (SARS-COV2). Avand in vedere



contagiozitatea crescuta si riscul de transmitere rapida la nivel global, Organizatia Mondiald a
Sanatatii a declarat la 11 martie 2020 ca infectia SARS-COV?2 a luat proportii pandemice [3].

Astfel, comunitatea stiintifica a pornit intr-un demers la nivel global de a identifica o serie
de factori de risc pentru dezvoltarea unei forme severe a infectiei SARS-COV2, printre cei mai
importanti fiind sexul masculin, prezenta comorbiditatilor metabolice, precum DZTII si
obezitatea, sau bolile hepatice cronice.

Afectarea hepatica este frecventa in randul pacientilor cu COVID-19, ea fiind descrisa in
16-53% din cazuri, cu o prevalenta care creste in prezenta sindromului metabolic, la aproximativ
85% [20].

Tn ceea ce priveste factorii de risc ai injuriei hepatice, putine studii au evaluat acest lucru
pand acum. Un studiu retrospectiv care a evaluat afectarea hepatica a pacientilor cu COVID-19,
a descris cea mai mare incidentd a acesteia in randul indivizilor cu FGNA si IMC crescut,
constatand, de asemenea, s1 0 asociere puternicd intre FGNA si formele severe ale infectiei
SARS-COV?2 [21]. Astfel, FGNA, consecinta hepatica a sindromului metabolic, a fost inclus
printre factorii de risc pentru un prognostic nefavorabil [22].

Prognosticul asocierii FGNA cu DZTII este dat de severitatea fibrozei hepatice care
impacteaza nu doar evolutia infectiei SARS-COV?2, ci si rata de raspuns la vaccin [23].

Astfel, evaluarea fibrozei hepatice in contextul pandemiei COVID-19 se bazeaza exclusiv
pe tehnici imagistice sau markeri non-invazivi, iar evaluarea acesteia inca din stadiile timpurii
ale infectiei poate aduce informatii noi despre patogeneza acestei boli si poate fi utild pentru
stratificarea riscului pacientilor [24]. Scorul FIB-4, un sistem de scorificare simplu format din
AST, ALT, varsta si numarul trombocitelor, reprezintd cea mai studiatd metodd non-invaziva
de evaluare a fibrozei hepatice in contextul infectiei SARS-COV2 [22, 25]. Cu toate acestea, nu
au existat studii pana la momentul actual care sa studieze dianamica temporala a scorului, fiind
dificil de inteles daca cresterea valorilor FIB-4 sunt cauzate de fibroza hepatica subiacenta sau

de efectul citopatic direct la virusului.



I1. Partea speciala

1. Introducere

Boala ficatului gras non-alcoolic (FGNA) cuprinde un spectru larg de entitati clinico-
histologice care se manifesta prin afectarea progresiva a ficatului.

La momentul actual, FGNA are o prevalenta globala de 25.2%, cu cele mai mari rate in
America de Sud (31%) si Orientul Mijlociu (32.5%), urmate de Asia (27%), Statele Unite ale
Americii (24%) si Europa (23%) [1]. In ultimele doua decenii, prevalenta ridicati a FGNA a
fost concomitenta cu cresterea progresiva a epidemiei de obezitate si DZTII, afectiuni care
coexistd la majoritatea pacientilor cu disfunctii metabolice.

Luand in considerare dovezile tot mai puternice care evidentiaza DZTII ca fiind cea mai
frecventa cauza de boald hepaticd cronica [26, 27], evaluarea prognosticd si managementul
clinic ala cestor pacienti trebuie sa evidentieze cu precizie statusul fibrozei, in particular fibroza
severa (F3). Acest subset de pacienti poarta cel mai mare risc de progresie spre boald hepatica
avansata decompensata, hepatocarcinom asociat FGNA sau chiar deces daca transplantul
hepatic nu este posibil.

FGNA si-a dovedit suplimentar impactul asupra sanatétii globale si prin efectul negativ
asupra evolutiei COVID-19. Studii populationale mari din intreaga lume au descris dereglarile
metabolice, in particular obezitatea si DZTII, ca principali factori de risc pentru forma severa a
COVID-19 [4]. Acest ansamblu de disfunctii metabolice, in special DZTII, reprezinta un factor
de risc pentru FG-SM, mai ales cd in mod frecvent, aceste comorbiditati coexista, prezenta
FGNA crescand incidenta DZTII, iar DZTII accelerand progresia FGNA spre forme avansate
de boala hepatica [28].

Dovezile actuale evidentiaza ca prezenta FG-SM este asociatd cu formele severe de
COVID-19, acesti pacientii avand un clereance viral incetinit si o probabilitate mai mare de a

dezvolta citoliza hepatica pe parcursul internarii [7].



2. lpoteza de lucru si obiective generale

Argumentele prezentate mai sus au stat la baza celor 2 studii care compun actuala teza de
doctorat si ale caror detalii le voi prezenta in capitolele ce urmeaza.

Avand in vedere rata globala de prevalenta a FGNA si a DZTII, aproximativ un sfert din
populatia globald poarti un risc considerabil de a dezvolta o forma severd a COVID-19. Tn tot
acest context a luat nastere studiul “Impactul valorilor crescute ale scorului FIB-4 asupra
prognosticului COVID-19 la pacientii cu diabet zaharat tip I11”.

Scopul studiului a fost de a descrie afectarea hepatica a unei populatii de pacienti cu
DZTII in contextul infectei SARS-COV2 si de a evalua asocierea valorilor crescute ale scorului
FIB-4, ca marker al fibrozei hepatice, cu prognosticul acestor pacienti.

Obiectivele studiului au fost reprezentate de:

e Descrierea parametrilor clinici si paraclinici ai unui lot de pacienti care
prezintd DZTII in contextul infectiei SARS-COV?2,;

o Descrierea afectarii hepatice a pacientilor cu DZTII in contextul infectiei
SARS-COV2;

e C(uantificarea steatozei si fibrozei hepatice in cadrul lotului de pacienti
diabetici s1 COVID-19;

e Identificarea factorilor de risc asociati cu un prognostic nefavorabil al
COVID-19.

Al doilea studiu din cadrul tezei de doctorat poarta denumirea de “Crearea unui model
clinic predictiv pentru diagnosticul fibrozei hepatice severe la pacientii cu diabet zaharat
tip 11” si a luat nastere in contextul eforturilor de a gasi o modalitate non-invaziva de evaluare
a fibrozei hepatice la pacientii cu DZTII care sa reduca nevoia utilizarii biopsiei hepatice; n
particular, m-am concentrat pe identificarea fibrozei severe (F>3).

Scopul studiului a constat n analiza performantei mai multor metode non invazive de
evaluare a fibrozei hepatice intr-o populatie de pacienti diagnosticati cu DZTII si, ulterior, pe
baza rezultatelor, n stabilirea unui model clinic predictiv pentru scorificarea fibrozei hepatice
severe.

Obiectivele studiului au fost reprezentate de:

e Descrierea parametrilor clinici si paraclinici ai lotului studiat;
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e Evaluarea fibrozei hepatice folosind mai multe metode non-invazive si
descrierea lotului din punct de vedere al prezentei fibrozei severe;

o Evaluarea performantei mai multor parametrii in diagnosticul fibrozei
severe (F>3);

e Creearea unui model clinic predictiv pentru diagnosticul fibrozei severe
(F>3).

3. Metodologia generala a cercetarii

Ambele studii efectuate au un design de tip analitic, prospectiv, in care au fost inclusi
pacienti evaluati in cadrul Departamenului de Gastroenterologie al Spitalului Universitar de
Urgenta Bucuresti. Studiile au fost aprobate de Comitetul Local de Etica al Spitalului

Universitar de Urgenta Bucuresti (no. 9195/17 February 2021).

4. Impactul valorilor crescute ale scorului FIB-4 asupra prognosticului

COVID-19 la pacientii cu diabet zaharat tip 11

4.1 Introducere

Boala cauzata de coronavirus 19 (COVID-19) reprezinta o afectiune infectioasa secundara
unui agent viral nou identificat al familiei Coroviridae, coronavirusul 2 asociat sindromului acut
respirator sever (SARS-COV?2), care determind afectare predominant pulmonara si care poate
progresa spre sindromul de detresa respiratorie acuta (ARDS) si exitus.

Majoritatea pacientilor cu sindrom metabolic si COVID-19 dezvoltd in evolutia bolii
afectare hepaticd, mai frecvent in cazul formelor severe ale infectiei SARS-COV2 [20]. Tn plus,
un studiu retrospectiv care a evaluat profilele pacientilor cu afectare hepatica, a descris cea mai
mare incidentd a acesteia in randul indivizilor cu FGNA si IMC crescut, constatdnd, de
asemenea, si o asociere puternica intre FGNA si formele severe ale infectieci SARS-COV2 [21].
Astfel, FGNA a fost inclus printre factorii de risc pentru un prognostic nefavorabil COVID-19
[22].
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Prognosticul asocierii FGNA cu DZTII este dat de severitatea fibrozei hepatice care
impacteaza evolutia infectiei SARS-COV2.

La momentul actual, informatille despre impactul fibrozei hepatice in cazul pacientilor
care prezintd DZTII asupra prognosticului COVID-19 sunt inca insuficiente. Asadar, scopul
studiului de fatd este de a descrie afectarea hepaticd a unei populatii de pacienti diabetici in
contextul infectei SARS-COV2 si de a evalua asocierea valorilor crescute ale scorului FIB-4,

ca marker al fibrozei hepatice, cu prognosticul acestor pacienti.

4.2 Materiale si metode

4.2.1 Design-ul studiului

Am efectuat un studiu prospectiv, de tip analitic, conform principiilor etice specifice
cercetarilor medicale pe subiecti umani recomandate in Declaratia de la Helsinki, Tn care au fost
inclusi 138 de pacienti evaluati in cadrul Departamenului de Gastroenterologie al Spitalului

Universitar de Urgentd Bucuresti.

4.2.2 Criterii de includere
Criteriile de includere au fost reprezentate de:
e Varsta >18 ani;
e Diabet zaharat tip Il cunoscut sau dignosticat de peste 6 luni, conform
criteriilor Asociatiei Americane de Diabet [29];
e Diagnostic pozitiv de infectie SARS-COV?2 prin detectia acesteia prin
tamponament nazofaringian folosind reactia in lant a polimerazei inverse-
transcriptaza (RT-PCR).

4.2.3 Criterii de excludere

Criteriile de excludere au fost reprezentate de:
e Prezenta altor etiologii de afectiuni hepatice;
e Prezenta miopatiilor;

e Prezenta trombocitopatiilor;
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e Prezenta consumului de etanol, definit ca o cantitate >20g/zi pentru sexul
masculin si >309/zi pentru sexul feminin si evaluat conform chestionarului

AUDIT-C recomandat de Organizatia Mondiala a Sanatatii [30]

4.2.4 Protocolul de evaluare al pacientilor

In perioada desfasurdrii studiului, toti pacientii evaluati in cadrul Departamentului de
Gastroenterologie al Spitalului Universitar Bucuresi au fost inclusi conform criteriilor de mai
sus. Subiectii inclusi au urmat un protocol specific, care a inclus anamneza, examenul clinic

obiectiv si examenele paraclinice.

4.2.4.1 Anamneza si examen clinic

La momentul prezentarii, s-au colectat date anamnestice si demografice, ce au inclus,
varsta, sex, prezenta comorbiditatilor, momentul debutului infectiei SARS-COV2 si durata
acesteia, istoricul simptomelor pre-admisie si durata lor, istoricul medicatiei folosite, precum si
evaluarea greutatii si indltimii pentru fiecare subiect. De asemenea, a fost evaluat consumul de
etanol pentru fiecare pacient in parte conform chestionarului AUDIT-C.

Examenul clinic obiectiv a fost efecuat pe aparate si sisteme.

4.2.4.2 Examenele paraclinice

Au fost recoltate probe biologice pentru toti pacientii, care au constat in: hemograma,
coagulograma, teste functionale hepatice, teste ale functiei renale, profilul lipidic, sideremie,
teste inflamatorii nespecifice, glucoza serica, hemoglobina glicozilata si profilul echilibrului
acido-bazic (EAB).

Pentru diagnosticul infectiei SARS-COV?2, s-a efectuat tamponament nazo-faringian, iar
detectia virald a fost realizata folosind reactia RT-PCR. Evaluarea afectarii pulmonare a fost

facuta prin efectuarea radiografiei standard si prin efectuarea tomografiei computerizate toracice

(CT).

4.2.4.3 Evaluarea steatozei si fibrozei hepatice
Diagnosticul pozitiv al FGNA a fost facut prin excluderea anamnestica si cu ajutorul

probelor paraclinice a altor afectiuni care pot determina afectare hepatica si prin verificarea
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istoricului pacientilor pentru dovezi in acest sens, respectiv a dovezilor imagistice si/sau
modificari ale testelor functionale hepatice in ultimele 12 luni. De asemenea, pacientii care nu
au avut istoric de steatoza hepatica au fost evaluati prin examinarea CT toracic fard substanta
de contrast, al carui protocol a inclus achizitia de sectiuni hepatice de la nivelul venei porte
drepte si a polului superior splenic.

Toti pacientii care au prezentat FGNA au fost evaluati pentru prezenta fibrozei hepatice
cu scorul FIB-4 [31]. Astfel, in functie de valoarea scorului, pacientii au fost impartiti in 3
grupuri folosind valorile cut-off standardizate: pacienti cu risc scazut de fibroza hepatica (FIB-
4<1.30), pacienti cu risc intermediar de fibroza hepatica (FIB-4: 1.30-3.25) si pacientii cu risc
ridicat de fibroza hepatica (FIB-4 > 3.25).

4.2.4.2 Analiza statistica
Toate datele au fost colectate si prelucrate in Microsoft Excel, versiunea 2019. Analiza

statistica a fost efectuata folosind Epi Info, versiunea 7.4.2.2020.

4.3 Rezultate

4.3.1 Date generale ale populatiei de studiu

Tn cadrul studiului de fata care a inclus 138 de pacienti diabetici diagnosticati cu COVID-
19, varsta medie a fost de 66.32 + 13.72, lotul cuprinzand un procent mai mare de barbati, de
57.9% (n - 79), In timp ce femeile au constituit 42.1% (n — 59), varsta medie fiind 66.32 + 13.72.
IMC mediu a fost 29.91 + 5.28.

FGNA a fost diagnosticat in 91.3% (n - 126) din cazuri, in timp ce 8.7% (n - 12) dintre
pacienti nu au avut dovezi de afectare hepatica. Conform valorilor indexului FIB-4, pacientii au
fost clasificati in trei grupe: 62.7% (n = 79) din pacienti au avut risc scazut de fibroza hepatica
(FIB-4 < 1.30), 15.8% (n = 20) din pacienti au avut risc intermediar de fibroza hepatica (FIB-4:
1.30-3.25) si 21.5% (27) din pacienti au avut risc ridicat de fibroza hepatica. (FIB-4 > 3.25)
(figura 4.5).

Profilul testelor functionale hepatice a evidentiat ca 73.9% (n — 102) dintre pacienti au

avut cel putin un parametru modificat, cel mai frecvent fiind LDH (81.5%). Patternul afectarii
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a fost cel mai fecvent hepatocellular (64.6%), in timp ce enzimele de colestaza au crescut in

stadiile avansate ale bolii

4.3.2 Comparatia pacientilor in functie de statusul fibrozei hepatice

Grupul pacientilor cu risc ridicat de fibroza hepatica (FIB-4 > 3.25) au avut o valoare a
IMC mai mare (31.3 £5.6 vs. 27.9 £ 5.2 vs. 27.2+ 4.5, p<0.001) si valori mai mari ale feritinei
(690.57+197.85 vs. 625.87 + 201.24 vs. 623.45+198.56, p - 0.013), ale glucozei serice
(198.25+87.68 vs. 164.54 + 64.23 vs. 156.78+ 65.24, p<0.001), hemoglobinei glicozilate ((7.8
(6.7-9.1) vs 7.2 (6.6-8.4) 0.037 vs. 7.1 (6.4 - 8.3), p — 0/037).

Teste functionale hepatice au fost semnificativ statistic crescute in grupul pacientilor cu
risc crescut de fibroza hepatica. Astfel, s-au constat valori mari ale AST ((57 (37 - 88) vs. 49
(36 -75) vs. 44 (29-85), p<0.001)), ALT ((47 (29 - 76) vs. 37 (21-62) vs. 35 (26-58), p<0.001)),
GGT ((94 (45 - 123) vs. 72 (45 - 99) vs 69 (41- 102), p<0.001)), FAL ((79 (49 - 98) vs. 62 (42
- 91) vs. 53 (31 - 81), p<0.001)) si LDH ((391 (315-434) vs. 345 (215 - 357) vs. 317 (198 -
349), p - 0.002)).

In ceea priveste parametrii principali prin care a fost evaluat prognosticul COVID-19,
grupul pacientilor cu risc ridicat de fibroza hepatica (FIB-4 > 3.25) au avut o perioada de
spitalizare mai mare (17 zile vs. 13 zile vs. 11 zile, p < 0.014), o ratd mai mare de admisie in
STI(23% vs. 17.4% vs. 8.7%, p = 0.021) si un numar mai mare de decese raportate (10.3% Vvs.
6.3% vs. 3.1%, p < 0.001). De asemenea, a fost Inregistrat un numar mai mare de forme severe

n randul acestor pacienti (38.8% vs. 21.4%% vs. 9.5%, p - 0.019).

4.3.3 Factori de risc asociati cu prognosticul nefavorabil al infectiei SARS-COV2

Regresia logisticd multivariata a identificat factorii de risc asociati cu dezvoltarea unei
forme severe de COVID-19 . Factorii predictori independenti au fost obezitatea (OR - 3.24; 95%
Cl, 1.46-5.32, p = 0.003), valorile mari ale feritinei (OR - 1.9; 95% CI 1.78-8.29, p = 0.031) si
valorile crescute ale scorului FIB-4 (OR-4.89; 95% Cl, 1.34-12.3, p = 0.02).

4.4 Discutii
O descoperire importanta evidentiatd in studiul de fata a fost asocierea unor valori mari

ale scorului FIB-4 cu evolutia nefavorabila a COVID-19 (durata de spitalizare, necesarul de
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ventilatie invaziva, rata de aparitie a formelor severe, precum si numarul total decese au fost
semnificativ statistic mai mari). Rezultatele sunt similare cu ale lui Campos-Murguia et al care
a efectuat un studiu retrospectiv pe o cohorta de pacienti spitalizati pentru infectia SARS-COV?2,
cu scopul de a evalua efectul steatozei si fibrozei hepatice din spectrul clinic al FGNA asupra
prognosticului infectiei [32].

In acest context, putem considera valabila ipoteza ca fibroza hepatica severa accentueazi
raspunul imun disfunctional ce caracterizeaza infectia SARS-COV2.

Analizdnd efectul independent al fiecarui parametru asupra prognosticului infectiei
SARS-COV2, regresia logistica multivariata a evidentiat ca prezenta obezitatii (OR - 3.24, 95%
Cl, 1.46 - 5.32, p - 0.003), dispneea (OR - 2.19, 95% CI, 1.56-6.29, p - 0.042), valorile crescute
ale feritinei (OR - 1.9, 95% CI, 1.78 — 8.29, p - 0.031) si ale scorului FIB-4 (OR - 4.89, 1.34 —
12.3, p = 0.002), cresc sansele de a dezvolta o forma severa de COVID-109.

Studiul de fatd are anumite limite. Cohorta de pacienti a inclus o populatie caucaziana de
diabetici la care s-a descris o rata mare a prevalentei obezitatii si a fibrozei hepatice. O alta
limita priveste ultilizarea scorului FIB-4. Cu toate acestea, avand in vedere riscurile
epidemiologice ale infectiei SARS-COV la care se supun cadrele medicale, folosirea scorului
FIB-4 a fost cea mai sigura variantd pentru € minimiza expunerea, iar folosirea altei metode de
diagnostic ce nu presupune markeri biologici este dificili deocamdati. In ciuda acestor limite,
panad la ora actuala, studiul nostru este unul dintre putinele raportari stiintifice care evalueaza
impactul valorilor mari ale scorului FIB-4 intr-o populatie de diabetici asupra prognosticului
infectiei SARS-COV2.

4.5 Concluzii
In grupul pacientilor cu valori mari ale indexului FIB-4, specific fibrozei avansate (F>3),
durata de spitalizare, necesarul de ventilatie invaziva, rata de aparitie a formelor severe, precum

si numarul total decese au fost semnificativ statistic mai mari.
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5. Crearea unui model clinic predictiv pentru diagnosticul fibrozei

hepatice severe la pacientii cu diabet zaharat tip 11

5.1 Introducere

Ficatul gras non-alcoolic (FGNA) cuprinde un spectru larg de entitati histologice: steatoza
hepatica simpla (SS), steatohepatita non-alcoolica (SHNA), fibroza si ciroza hepatica. Fiind
caracterizat de o Incarcare grasoasd de >5% si de excluderea altor cauze de afectiuni hepatice,
FGNA coexistd cu afectiuni metabolice, precum obezitatea sau diabetul zaharat tip II (DZTII).

Stadiul fibrozei hepatice reprezinta cel mai important predictor al bolii hepatice avansate
si al ratei de mortalitate asociate complicatiilor hepatice, aspect observat inca din stadiile
timpurii ale acesteia.

Cu toate ca diagnosticul si stadializarea corecta a fibrozei hepatice impun biopsia hepatica,
aceasta a devenit din ce in ce mai putin utilizatd si acceptatd de catre pacienti din cauza
potentialelor complicatii.

In ultimul deceniu au fost create mai multe metode non-invazive pentru determinarea
fibrozei hepatice. Astfel, au aparut scoruri care au fost validate pe cohorte mari de pacienti, cele
mai folosite in practica clinica fiind AST-to-platelet ratio index (APRI), Fibrosis 4 (FIB-4) sau
NAFLD fibrosis score (NFS).

De asemenea, Tn ultimii ani au fost dezvoltate metodele elastografice de evaluare a fibrozei
hepatice, asociate sau nu ultrasonografiei, principalul avantaj fiind cel al rapididatii, al costului
redus si al caracterului non-invaziv.

Studiul prezent si-a propus sa evalueze performanta diagnostica a mai multor metode non-
invazive de evaluare a fibrozei hepatice intr-o populatie de diabetici, folosind ca metoda de
referinta concordanta diagnosticd dintre scorul NFS si valoarea rigiditatii hepatice masurata
printr-o metoda ARFIL. In particular, ne-am concentrat pe diagnosticul fibrozei severe, aceasta

reprezentand principalul determinant pentru progresia bolii hepatice.
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5.2 Materiale si metode

5.2.1 Design-ul studiului

Am efectuat un studiu prospectiv, de tip analitic, conform principiilor etice specifice
cercetarilor medicale pe subiecti umani recomandate in Declaratia de la Helsinki, Tn care au fost
inclusi 175 de pacienti evaluati in cadrul Departamenului de Gastroenterologie al Spitalului
Universitar de Urgentd Bucuresti. Dintre acestia, 24 de pacienti au fost exclusi din cauza
masurdatorilor eronate a pSWE, iar 17 pacienti au fost exclusi din cauza neconcordantei dintre
valorile pPSWE si ale scorului NFS. Studiul a fost aprobat de Comitetul local de Etica al
Spitalului Universitar de Urgentd Bucuresti (no. 9195/17 February 2021), iar toti pacientii

inclusi au semnat consimtdmantul informat.

5.2.2 Criterii de includere

Criteriile de includere au fost reprezentate de:
e Varsta >18 ani;
e Diabet zaharat tip Il cunoscut sau dignosticat de peste 6 luni, conform

criteriilor Asociatiei Americane de Diabet [29];

5.2.3 Criterii de excludere
Criteriile de excludere au fost reprezentate de:
¢ Prezenta altor etiologii de afectiuni hepatice si anume:
¢ Prezenta miopatiilor;
e Prezenta trombocitopatiilor;
e Prezenta consumului de etanol, definit ca o cantitate >20g/zi pentru sexul
masculin si >30g/zi pentru sexul feminin si evaluat conform chestionarului
AUDIT-C recomandat de Organizatia Mondiala a Sanatatii [30]
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5.2.4 Protocolul de evaluare al pacientilor

5.2.4.1 Anamneza si examen clinic

La momentul prezentarii, s-au colectat date anamnestice si demografice, ce au inclus
varsta, sexul, prezenta comorbiditatilor, istoricul medicatiei folosite, precum si evaluarea
greutdtii i Tndltimii pentru fiecare subiect.

Examenul clinic obiectiv a fost efecuat pe aparate si sisteme.

5.2.4.2 Examene paraclinice

Au fost recoltate probe biologice a jeun pentru toti pacientii, care au constat in:
hemograma, coagulograma, teste functionale hepatice, teste ale functiei renale, profilul lipidic,
sideremie, teste inflamatorii nespecifice, glucoza serica, hemoglobina glicozilata si nivelul
insulinei serice. Evaluarea insulino-rezistentei a fost efectuata conform indicelui HOMA-IR
[33].

5.2.4.3 Evaluarea steatozei si fibrozei hepatice

Evaluarea imagisticd a steatozei hepatice si fibrozei hepatice s-a realizat cu ecograful
Siemens Acuson S2000, versiunea VB20, Model no. 10041461 (Siemens Healthineers, 91052
Erlangen, Germany), cu transductorul 4C1 (4 MHz).

Modul B a fost utilizat pentru aprecierea steatozei hepatice.

Determinarea fibrozei hepatice s-a realizat cu ajutorul software-ului “Virtual Touch
Tissue Quantification mode” (Siemens Medical Solutions, Mountain View, CA, USA)
incorporat in aparatul de ultrasonografie, in concordanta cu cele mai recente recomandari pentru
elastografia hepatica ale Societatii Europene de Radiologie si Imagistica [34].

Pentru determinarea fibrozei hepatice au fost folosite si scoruri non-invazive bazate pe
markeri biochimici. In acord cu recomandarile actuale [35], au fost folosite scorurile NFS, FIB-
4 si APRI pentru fiecare pacient.

Pentru definitia fibrozei hepatice severe, am folosit 0 metoda combinata ce a constat in
rata de concordanta dintre scorul NFS (>0.65) si valoarea pPSWE (>1.7 m/s), sau procentul de
pacienti ce au rezultate conform protocolului la ambele teste (NFS>0.65 + pSWE >1.7 m/s).

Astfel, s-au format doud grupuri de pacienti: grupul pacientilor cu fibroza F1/F2 definit de un
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scor NFS <0.65 si 0 valoare a pSWE <1.7 m/s si grupul pacientilor cu fibroza F3/F4, definit de

un scor NFS >0.65 si 0 valoarea a pPSWE >1.7 m/s.

5.2.4.4 Analiza statistica
Datele au fost stocate si prelucrate in Microsoft Excel, versiunea 2019. Analiza statistica

a fost efectuata in Epi Info versiunea 7.2.4.2020 si IBM-SPSS software versiunea 20.0.0.

5.3 Rezultate

5.3.1 Date generale ale populatiei de studiu

Rata de concorodanta dintre scorul NFS si valoarea pSWE a fost de 88.7%, un lot total
de 134 de pacienti fiind inrolat pentru evaluarea finald. Varsta medie a fost de 49.39 + 8.19,
lotul cuprinzand un procent mai mare de barbati, de 56.25% (n - 75), n timp ce femeile au
constituit 43.75% (n — 59).

Prevalenta steatozei hepatice a fost de 85.8% (n - 115). Dintre acestia, 37.3% (n — 50) au
avut steatoza hepatica grad I, 44% (n — 59) au avut steatoza hepatica grad II si 17.9% (n — 25)
au avut steatoza hepatica grad III.

Prevalenta fibrozei severe (F3/F4) bazata pe valoarea scorului NFS si a pSWE in cadrul
lotului studiat a fost de 18.7% (n — 25), iar 81.3% (n — 109) dintre pacienti au fost incadrati ca
fibroza non-severa (F1/F2).

Toti pacientii inrolati au fost supusi testelor non-invazive pentru evaluarea fibrozei
hepatice. Valoarea medie a pSWE a fost de 1.3 + 0.45 (m/s), a scorului NFS - 0.29 (-1.5-2.4),
FIB-4 - 2.74 (0.66-9.41), APRI - 1.02 £ 0.43 si a scorului Composite - 1.6 (0-4).

5.3.2 Comparatia pacientilor in functie de statusul fibrozei hepatice

Pacientii din grupul F3/F4 au prezentat varste avansate (55.41 + 6.85 vs 48.66 + 8.19,
p<0.001), o circumferinta a taliei (94.66 + 12.64 vs. 91.96 + 9.51, p - 0.053), precum si un IMC
mai mare (30.22 £2.77 vs 28.11 + 2.45, p—0.02). De asemenea, acestia au prezentat o frecventa
mai mare a SM (79.7% vs. 68.30%, p<0.001).

In ceea ce priveste rezultatele probelor de laborator, pacientii cu fibrozi severa au avut

niveluri mai mari ale trigliceridelor serice (202.58 + 54.92 vs 194.49 + 60.7, p -0.032), ale AST-
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ului (91.94 + 16.3 vs 82.15 £+ 18.14, p - 0.021), ALT -ului (92.14 £+ 23.13 vs 85.09 = 31.9, p -
0.047) si GGT-ului (140.02 + 57.58 vs. 99.36 + 48.76, p<0.001).

In ceea ce priveste rezultatele testelor noninvazive de evaluare a fibrozei hepatice,
pacientii cu fibroza severa au avut valori semnificativ statistic mai mari ale ale indicelui NFS
(1.48 (0.74-2.4) vs 0.01 (—1.5-1.8), p <0.001), FIB-4 (4.68 = 1.95 vs 2.3 + 0.74, p - 0.021),
APRI (1.69 + 0.5 vs 0.87 £ 0.2, p - 0.015) si ale pPSWE (2.04 + 0.26 vs 0.87 £ 0.22, p <0.001).

5.3.3 Performanta diagnostica a testelor studiate

Varsta, IMC, GGT, scorul HOMA, FIB-4, APRI and HbAL1C au fost predictori
semnificativi statistic pentru grupul pacientilor F3/F4. (AUROC 95% ClI: 0.767 (0.627-0.907),
0.743 (0.578-0.908), 0.757 (0.617-0.897), 0.772 (0.616-0.924), 0.7 (0.548-0.852), 0.802 0.689-
0.915), 0.791 (0.663-0.918), p<0.005 in toate cazurile).

5.3.4 Factori de risc asociati cu fibroza hepatica sever:i

Folosind valorile cut-off obtinute in urma analizei ROC, GGT-ul (>113 U/L), Varsta (>55
ani), IMC (>30.1 kg/m2), HOMA-IR (>3.3), HbA1C (>6.5%) si scorul Composite au
reprezentat predictori independenti pentru diagnosticul fibrozei severe in lotul studiat (OR 95%
Cl: 8.993 (2.11-38.311), 7.453 (1.889-29.401), 5.996 (1.548-23.245), 5.879 (1.5413-22.431),
6.851 (1.954-19.547), 4.072(1.9-8.618), p<0.05 in toate situatiile).

5.3.5 Stabilirea modelului clinic pentru predictia fibrozei severe
Conform rezultatelor analizei multivariate, am creat un sistem de scorificare care

cuprinde urmatorii parametrii: valorile GGT de <113 U/L si >113 U/L au fost cuantificate ca 0
si 1, varsta <55 anisi >55 ani a fost cuantificata ca0 si 1, IMC <30.1si >30.1 a fost cuantificat
ca 0si 1, indicele HOMA-IR <3.3 si >3.3 a fost cuantificat ca 0 si 1si HbA1C <6.5% si >6.5%
a fost cuantificata 0 si 1. Astfel, scorul Composite a fost definit ca suma valorilor GGT, vérsta,
IMC, HOMA si a HbA1C

Scorul Composite a avut cea mai buna performantd diagnosticd pentru diagnosticul
fibrozei severe ((0.899(0.792-0.986), p < 0.005), urmat de scorurile NFS, APRI si FIB-4. La un
cut-off de 3p, sensibilitatea, specificitatea, valoarea predictiv pozitiva si valoarea predictiv
negativa a fost de 85.3%, 91.2%, 79% si, respectiv, 89%.
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5.4 Discutii

Tn spectrul clinic al FG-SM, fibroza avansati reprezinti cel mai important marker
prognostic, acesti pacienti avand un risc mare de progresie spre cirozd decompensatad si
insuficienta hepatica, precum si de a dezvolta hepatocarcinom-asociat-FGNA [36] [37].

Fibroza avansata (F3/F4) a avut o prevalenta de 18.7% in studiul actual, 81.3% dintre
pacienti fiind incadrati in grupul fibrozei non-severe (F1/F2). Cercetari precedente care au
utilizat biopsia hepatica ca metoda de referintd au descris rate de prevalenta ale fibrozei severe
similare cu ale noastre, fiind cuprinse intre 16.2% si 43.1% [38, 39].

Profilul biologic al cohortei studiate este concordant cu date obtinute din studii ce au
evaluat populatii mari de diabetici [40, 41].

In cohorta evaluata, regresia multivariatd a evidentiat ca valorile GGT, varstei, IMC,
HbAI1C si indicelui HOMA-IR, au fost asociate independent cu fibroza severd. Rezultatele sunt
concordante cu alte studii din literatura, asocierea fibrozei severe cu elementele sindromului
metabolic fiind bine documentata [42, 43].

Actualul studiu propune un nou model clinic predictiv pentru predictia fibrozei severe la
pacientii diabetici, scorul Composite, folosind parametrii identificati prin analiza regresiei
logistice multivariate: GGT, varsta, IMC, HbA1C si indicele HOMA-IR. Scorul Composite a
avut cea mai buna performanta diagnostica pentru diagnosticul fibrozei severe ((0.899(0.792—
0.986), p < 0.005), urmat de scorurile NFS, APRI si FIB-4. La un cut off de 3p, sensibilitatea,
specificitatea, valoarea predictiv pozitiva si valoarea predictiv negativa a fost de 85.3%, 91.2%,
79% si 89%.

Studiul prezent are mai multe puncte forte. Cohorta a fost consecutiv inrolata si descrisa
folosind paremetrii demografici, clinici, biologici si elastografici. In particular, ne-am
concentrat pe documentarea statusului diabetic al pacientilor, fiind cunoscut ca factor de risc in
progresia fibrozei hepatice. In urma evaludrii literaturii stiintifice pe mai multe motoare de
cautare, studiul de fata este printre putinele studii care evaluaza o gama variata de parametrii si
legatura dintre ei intr-o populatie la risc de dezvolta fibroza hepatica avansata, cum este cea
diabetica.

Cu toate acestea, existd cateva limite ale protocolului de studiu. Cohorta evaluatd a fost

de dimensiuni mici, ce a inclus o populatie de caucazieni, cu o prevalenta mare a obezitatii si a
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fibrozei severe. O alta limitare a studiului prezent este legata de valorile cut-off ale pSWE.
Performanta diagnosticd a acestor valori variaza in functie de brand, de sistemele de
ultrasonografie folosite sau de etiologia bolii hepatice. La momentul actual nu exista valori
standardizate ale pSWE 1in cazul pacientilor cu FGNA, iar valoarea cut-off >1.7m/s pentru
discriminarea fibrozei severe are dovezi insuficiente, fiind necesare studii viitoare de validare

pe populatii mari.

5.5 Concluzii
in cazul pacientilor cu DZTII, valorile IMC, GGT, varsta avansata, HbA1C si indicele
HOMA-IR, reprezinti predictori independenti ai fibrozei avansate. Incorporand acesti parametri
clinici si de laborator, scorul Composite a avut o performantd diagnosticd buna in identificarea

pacientilor diabetici la risc de a dezvolta fibroza severa.

6. Concluzii si contributii personale

6.1 Concluzii finale

Actuala teza de doctorat este compusa din doua studii:

e “Impactul valorilor crescute ale scorului FIB-4 asupra prognosticului
COVID-19 la pacientii cu diabet zaharat tip 11”

e “Crearea unui model clinic predictiv pentru diagnosticul fibrozei severe

hepatice la pacientii cu diabet zaharat tip I1”

Obiectivele primului studiului au fost reprezentate de:

e Descrierea parametrilor clinici si paraclinici a unui lot de pacienti care

prezintd DZTII in prezenta infectiei SARS-COV?Z;

e Descrierea afectarii hepatice a pacientilor cu DZTII in prezenta infectiei
SARS-COV?Z,

e Cuantificarea steatozei si fibrozei hepatice, precum si analiza lotului de

pacienti diabetici in functie de stadiul fibrozei;
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e Identificarea factorilor de risc asociati cu un prognostic nefavorabil al

COVID-19.
Obiectivele celui de-al doilea studiu au fost reprezentate de:

o Descrierea parametrilor clinici si paraclinici ai lotului studiat;

o Evaluarea fibrozei hepatice folosind mai multe metode non-invazive si
descrierea lotului din punct de vedere al fibrozei severe;

o Evaluarea performantei mai multor parametrii in diagnosticul fibrozei
severe (F>3);

e Creearea unui model clinic predictiv pentru diagnosticul fibrozei severe
(F>3).

Consider ca toate obiectivele prezentei teze de cercetare doctorala au fost atinse,

rezultatele obtinute fiind validate de rezultatele existente in literatura de specialitate.

6.2 Contributii personale

Obiectivul principal al prezentei teze de doctorat a fost identificarea unui “standard of
care” non-invaziv pentru determinarea fibrozei hepatice avansate in cazul pacientilor cu DZTII.
Astfel, am Tnceput cercetarea literaturii stiintifice si au aparut lucrarile “The severity of non-
alcoholic fatty liver disease in type II diabetes” [44] si “Non-alcoholic fatty liver disease in
diabetic patients as risk factor for poor prognosis of covid-19: an update of potential
mechanisms and treatment considerations” [7], unde, impreund cu colaboratorii mei, am
sumarizat principalele relatii fiziopatologice dintre aceste afectiuni, precum si notiuni actuale
despre management. In continuare, contributia mea personali s-a materializat in cazul primului
studiu al tezei -“Impactul valorilor crescute ale scorului FIB-4 asupra prognosticului
COVID-19 la pacientii cu diabet zaharat tip II” [45]- prin demonstrarea relatiei dintre fibroza
avansata si evolutia nefavorabild a bolii, dar si prin identificarea unor predictori independenti ai
prognosticului nefast al infectieit SARS-COV2, fibroza avansatd fiind unul dintre acestia.
Consider ca aceste date aduc o contributie importantad in stratificarea riscului pacientilor cu
infectie SARS-COV?2 si pot sa scada costurile asociate ingrijilor medicale, mai ales n regiunile
unde afectiunile metabolice au o prevalentd mare. Ulterior, contributia mea personald s-a
materializat si in cel de-al doilea studiu — “Crearea unui model clinic predictiv pentru

diagnosticului fibrozei severe hepatice la pacientii cu diabet zaharat tip II” - prin crearea
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unei metode non-invazive de evaluare a prezentei fibrozei hepatice severe in cazul pacientilor
diabetici, care s fie sigurd, larg disponibild, reproductibild si cu potential de scadere a utilizarii
biopsiei hepatice.

Nu 1n ultimul rand, contributia proprie a constat si in parcurgerea drumului anevoios care
a dus la indeplinerea scopului final al prezentei lucrari de cercetare doctorald, incepand cu
crearea metodologiei de studiu si a protocolului de evaluare al pacientilor. Chiar daca la scurt
timp a explodat pandemia COVID-19 si socictatea, dar mai ales sistemul medical, a fost la
rascruce, s-a demonstrat cd limitele existda doar pentru a fi depasite, in special in domeniul
sanatatii. Astfel, in contextul dificultatilor epidemiologice bine-cunoscute, am continuat
inrolarea pacientilor si examinarea lor clinica si paraclinica, urmata de colectarea informatiilor
si prelucrarea lor, si, in final, cu multd munca si documentare, intelegerea datelor si analiza

statistica.
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