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INTRODUCERE

EBV este unul din cei mai vechi, mai cunoscuti si de succes virusi, evolutia sa fiind strans legata de
cea a speciei umane. Dupa aproape 50 ani de la descoperirea sa, EBV continud sa fascineze lumea
cercetatorilor, prin complexitatea mecanismelor sale patogenetice si spectrul tot mai larg de boli in care
este implicat. Datele privind implicarea sa in diverse entititi patologice variaza in functie de zona
geografica, varsta si statusul socio-economic al gazdei.

In absenta unor date epidemiologice privind infectia cu EBV la populatia din Romania, in prima
parte a sa cercetarea si-a propus definirea principalelor caracteristici clinice, biologice si evolutive ale
acestei infectii, 1a populatia pediatrica dintr-o zona geografica extinsa, nord-vestul Transilvaniei, care se
adreseaza unui centru important de pediatrie din Romania.

Principala caracteristica a virusului EBV este capacitatea lui de a stabili o infectie latenta in
organismul gazdei, care persista toatd viata. Proteinele virale exprimate in perioada de latenta sunt cele
responsabile de stimularea mecanismelor antiapoptotice, cresterea proliferarii celulare pentru a mentine
rezervorul infectios si evadarea de sub supravegherea imuna. Izolat initial in liniile celulare limfocitare B,
cercetdrile ulterioare au identificat noi tinte ale EBV: limfocitele T, NK, celulele epiteliale, celulele
musculare. Astfel, abilitatea EBV de a infecta diferite tipuri de celule, coroborata cu capacitatea lui de a
eluda sistemul imun si de a imortaliza limfocitele B, constituie explicatia, cea mai probabild, pentru
asocierea lui cu un spectru tot mai larg de boli: de la clasica mononucleoza, la boli autoimune si
malignitati.

Daca rolul sdu etiologic in mecanismul multifactorial al cancerului este bine dovedit, studiile
publicate privind rolul EBV in outcome-ul neoplaziilor sunt putine si cu rezultate controversate. in plus,
studiile efectuate la copii au rezultate extrem de diferite fata de cele publicate la populatiile adulte.



Acestea au fost premizele care au stat la baza initierii unui studiu privind rolul infectiei cu EBV in evolutia
neoplaziei la copii. Au fost selectati pacienti cu neoplazie confirmata histopatologic (limfoame Hodgkin si
non-Hodgkin, carcinoame nazofaringiene), la care a fost demonstrata serologic si prezenta EBV. In analiza
statistica s-a identificat o valoare cut-off pentru titrul IgG anti VCA (markerul imunologic al infectiei virale
cu sensi-bilitatea cea mai mare), fata de care s-au putut identifica legaturi semnificative statistic cu factorii
de prognostic clasici din neoplaziile prezentate de catre pacientii inclusi in studii.

Daca prin anticorpii serologici anti EBV este cofirmata prezenta infectiei in antecedente,
identificarea EBER 1n tesutul tumoral certifica rolul etiologic al virusului in neoplazia subjacenta.
Determinarea EBER 1in celulele tumorale ale neoplaziilor studiate, prin hibridizare in situ, a fost pentru
prima datd utilizatd in Romdnia, tehnica fiind pusa la punct de doctorul Bogdan Feticd de la Institutul
Oncologic Cluj. Demonstrarea prezentei EBER 1n celulele tumorale certifica rolul etiologic al EBV in
mecanismul complex al cancerogenezei.

Evidentierea influentei prognostice a EBV in evolutia limfoamelor la copii deschide calea spre noi
cercetari privind rolul terapiei tintite la aceastd grupa de neoplazii, terapie menita sa imbunatateasca
supravietuirea.

Prin urmare, rezultatele cercetdrii noastre vin sa sustind, prin dovezi clinice, ideea lansata de
cercetatori conform careia limfomul EBV al copilului este o entitate clinica aparte, care trebuie abordata
special din punct de vedere terapeutic. Astfel, se deschid perspectivele cercetarii in vederea identificarii
unei terapii tintite, asociate tratamentului clasic, in acest tip de neoplazii la copii.

EBV ramane un virus ”clasic”, cercetat extensiv si care ne demonstreaza inca o data ca ne poate
surprinde cu noi si noi aspecte, care ii garanteaza mentinerea in lumina reflectoarelor stiintifice.

Studiul 1. Caracteristicile clinice, biologice si evolutive ale infectiei cu virusul
Epstein-Barr la copii

Introducere

Infectia cu EBV face parte din categoria infectiilor ubiquitare - aproximativ 90% din populatie avand
anticorpi impotriva acestui virus pana la varsta de adult. Seroprevalenta infectiei cu EBV cunoaste largi variatii
geografice. In tirile cu status economic scizut se pare ci peak-ul infectiei este inregistrat in mica copilirie, in timp
ce in tarile dezvoltate infectia apare cu preponderenta la adolescent si adultii tineri.

Aparuta In copilarie, infectia cu EBV este cel mai frecvent asimptomatica. Astazi, spectrul bolilor asociate
infectiei EBV este tot mai larg, de la boli autoimune, la malignitati hematologice si non-hematologice. Abilitatea
EBV de a infecta diferite tipuri de celule, coroborata cu statusul imun diferit al indivizilor, constituie explicatia
cea mai probabila pentru numarul mare de boli asociate infectiei cu EBV.

Ipoteza de lucru. Obiective

Avand 1n vedere larga adresabilitate a pacientilor - practic din toata tara - pentru Clinica Pediatrie II,
prin acest studiu s-a dorit o radiografiere a incidentei infectiei cu EBV, a complicatiilor acesteia si a bolilor
asociate la pacientii internati.

Obiectivele studiului au fost :

e Stabilirea caracteristicilor demografice ale pacientilor cu EBV

e Evaluarea modului de prezentare clinica

e (Caracteristicile serologice ale infectiei cu EBV

e Evaluarea parametrilor hematologici si biochimici In cursul infectiei cu EBV

e Stabilirea unor corelatii intre titrurile de anticorpi anti EBV si alti parametrii clinici sau de
laborator

e Corelatii Intre prezenta infectiei EBV si bolile asociate sau coinfectiile virale

Material si metoda

A fost initiat un studiu prospectiv, consecutiv, fiind inclusi pacientii cu infectie certificatda cu EBV (la
prima internare sau la o internare anterioara in Clinica Pediatrie II). Astfel, au fost inclusi 418 pacienti EBV
pozitivi, internati intre anii 2005-2010.

Criterii de includere:

e Varstaintre 1 luna si 18 ani

e Infectia EBV certificata serologic



e Comorbiditati prezente: hepatite, autoimunitati, vasculite

Criterii de excludere:

e Date incomplete in dosarul clinic

e Absenta Ac pozitivi pentru EBV

e Pacient necompliant

Din dosarele clinice au fost recoltate numeroase date demografice, rezultatele examinarilor de
laborator, diagnosticele bolilor asociate etc.

Analiza statistica a fost efectuata cu ajutorului programului Excel Office 2010.

Concluzii

1. Incidenta maxima a infectiei EBV este la varsta micd, sub 7 ani, caracteristic tarilor cu status
socio-economic scazut.

2. Din punct de vedere serologic, forma latenta de infectie este cea mai frecventa.

3. 1/3 din pacienti prezinta hepatomegalie, dar 1/2 prezinta cresteri ale valorilor
transaminazelor. Dar cresterile transaminazelor sunt usoare, in majoritatea cazurilor.

4. Asocierea coinfectiilor virale, cu tropism hepatic, este fara semnificatie statistica raportat la
nivelul transaminazelor.

5. Asocierea bolilor autoimune este de aproape 9%, mai mare decat In populatia generala.

6. Leucocitoza, limfocitoza este semnificativ statistic mai frecventa la cei cu IgM anti EBV pozitiv.

Studiul 2. Influenta virusului Epstein-Barr in evolutia neoplaziei la copii -
studiu pilot

Introducere

De la prima descriere in 1958, in asociere cu limfomul Burkitt, spectrul neoplaziilor in care este
implicat EBV este in continua extindere. Rezultatele studiilor epidemiologice si moleculare au adus dovezi
certe privind implicarea lui in etiopatogeneza a tot mai multe neoplazii: limfomul Hodgkin, limfomul cu
celule T, carcinomul nazofaringian, bolile limfoproliferative postransplant, cancerul gastric si, bineinteles
limfomul Burkitt.

Ipoteza de lucru. Obiective

Un prim studiu a fost initiat avand ca obiectiv investigarea rolului infectiei cu EBV in evolutia
neoplaziilor la copii, avand in vedere cd existd extrem de putine studii publicate pentru populatia
pediatrici si rezultatele acestora sunt contradictorii. in conditiile de imunosupresie indusa de tumora sau
de tratamentul oncologic poate apare o reactivare a EBV, caracterizatda serologic prin titruri mari de
anticorpi anti VCA.

Exista studii care au pus in evidentd faptul ca titrurile mari de IgG anti VCA se coreleaza cu
reactivarea virusului, putand fi considerate markeri serologici ai reactivarii, direct proportionali cu
incarcatura virald. Titrurile mari de anticorpi sunt considerate, in unele studii, factori de prognostic
independenti, mai ales pentru limfomul Hodgkin sau limfomul Burkitt.

Avand in vedere aceste informatii, ne-am propus, in conditiile nostre, evaluarea rolului pe care
titrul crescut al Ac anti VCA, ca marker al reactivarii sau incarcaturii virale crescute, il are In evolutia a
doua dintre cele mai importante tipuri de neoplazii la copil.

Material si metoda

Au fost luati in studiu, de maniera retrospectiva si consecutiva, pacienti tratati In Institutul
Oncologic "1. Chiricutd” Cluj-Napoca, cu limfom Hodgkin sau nonHodgkin si infectie cu virus Epstein-Barr,
intre anii 2005 si 2010.

Criteriile de includere 1n lot au fost: confirmarea histologica de neoplazie, varsta cuprinsa intre 1
luna si 18 ani, efectuarea unui tratament oncologic - chimioterapie cu un regim standard conform
ghidurilor in vigoare, terminarea chimioterapiei, certificarea infectiei cu EBV (serologic IgG anti VCA),
follow up efectuat.

Criteriile de excludere au fost: pacientii care nu au putut efectua intreg tratamentul recomandat din
alte motive in afara progresiei tumorale, cei cu documentatie incompleta sau cei EBV negativi.

Din dosarele clinice ale pacientilor au fost culese date referitoare la demografie, valorile tabloului
hematologic, viteza de sedimentare a hematiilor, albumina, nivelul de LDH, stadiul clinic tumoral,



pozitivitatea semnelor B (scadere ponderald >10%, subfebrilitati, transpiratii), prezenta sau nu a "bulky
disease” (tumori >10 cm sau diametrul tumoral mediastinal >1/3 din diametrul toracic). S-a calculat
scorul IPI (International Prognostic Index), a fost notat tipul de tratament si raspunsul la tratament -
complet sau nu (aici fiind incluse: remisiunea partiala, boala stabilizata si boala In evolutie). Toate
rezultatele histologice au fost revazute In vederea asigurarii unei consistente a datelor cu dosarele clinice,
in plus s-a efectuat imunohistochimia necesara studiului 4 care va fi detaliat ulterior (evidentierea EBER
pe lame).

Am utilizat tehnici statistice descriptive sau inferentiale. Diferentele intre loturile cu nivele mari de
IgG anti VCA si caracteristicile bolii au fost investigate cu testul Chi-square sau Fischer. Am utilizat
programul SPSS 17.0, Medcalc 8.3.1.1. sau facilitatile programului Excel al Microsoft Office 2007.

Concluzii

1. Acest studiu pilot a permis identificarea unei valori cut-off pentru IgG anti VCA, care a condus la
identificarea unor subgrupe de pacienti cu sanse statistic semnificativ diferite de a obtine remisiune
completa la finalul chimioterapiei.

2. Prezenta infectiei cu EBV, cuantificata prin titrul IgG anti VCA, poate fi considerata ca factor de
prognostic pozitiv in evolutia limfoamelor la copii.

3. Baietii par a fi mai afectati de hemopatii, indiferent de intensitatea infectiei cu EBV.

4. Tipul histologic, stadiul clinic, nivelul LDH nu s-au corelat cu intensitatea infectiei cu EBV.

Studiul 3. Virusul Epstein-Barr - factor de prognostic independent in
neoplaziile pediatrice

Introducere

Rolul EBV ca si factor etiologic al limfoamelor a fost initial sugerat de datele epidemiologice,
prezenta anticorpilor anti EBV fiind identificata Intr-un procent crescut la copiii cu neoplazii hematologice
comparativ cu populatia general3, apoi a fost confirmat de prezenta genomului EBV 1n celulele tumorale.

Daca rolul etiologic al EBV in limfoame este bine stabilit, ramane Insa Intrebarea asupra
cuantumului influentei pe care o are EBV in evolutia acestora.

Ipoteza de lucru. Obiective

Intr-un prim studiu - studiul pilot am reusit s punem in evidenti o valoare cut-off a IgG anti VCA
de 213,44 Ul/ml, care reprezinta un factor predictiv pentru obtinerea remisiunii complete la finalul
chimioterapiei. Intensitatea infectiei cu EBV, reflectatd de titrul de anticorpi IgG antiVCA, pare sa
reprezinte un factor de prognostic favorabil - cei cu infectie EBV activa/reactivatd par a avea sanse
crescute de a obtine un raspuns complet la finalul tratamentului. In acest studiu, pe un lot marit care a inclus
pacientii din doud unitati sanitare care trateaza in mod curent pacienti cu neoplazii pediatrice, a fost extinsa
cercetarea asupra influentei pe care EBV o poate avea asupra evolutiei bolii. Sfera de interes a fost largit3,
fiind luate in cercetare atat aspectele demografice, de prezentare clinicd, tabloul hematologic sau biochimic,
cat si cele legate de toxicitatea la tratament si supravietuirea globala sau supravietuirea libera de boala.

Material si metoda

Am selectat, prospectiv si consecutiv, pacienti tratati in Institutul Oncologic "I Chiricuta” Cluj-
Napoca si sectia de Oncopediatrie a Spitalului Clinic de Urgenta pentru Copii Cluj-Napoca, Intre anii 2005
si 2010. Lotul de pacienti a constat din 89 de copii internati si tratati In aceste unitati spitalicesti, cu
neoplazii de tip limfom Hodgkin sau nonHodgkin sau alta patologie neoplazica certificata a fi Epstein-Barr
pozitivd, prin identificarea unui titru de anticorpi IgG anti VCA in serul pacientilor (carcinom
nazofaringian, sarcoame, nefroblastom, neuroblastom etc). Din dosarele clinice ale pacientilor au fost
culese date in ceea ce priveste demografia, date de hematologie si biochimie, cum ar fi VSH, LDH, albumina
sericd, stadiul clinic al tumorii, prezenta sau nu a semnelor B de boal3, tipul "bulky” de boala sau nu, a fost
calculat scorul IPI (detaliat in studiul anterior), tipul de tratament, raspunsul la tratament.

Toate histologiile cazurilor au fost revizuite pentru a oferi consistentd datelor culese din dosarele
clinice.

Criteriile de includere nu au fost diferite fata de studiul pilot si anume:

e Cazuri certificate histologic cu neoplazie

e Virstaintre 1si 18 ani



e Tratamentul complet cu scheme standard de chimioterapie, conform ghidurilor internationale
in vigoare

e EBV IgG anti VCA pozitiv

Criteriile de excludere:

e Negativitatea pentru EBV

e Dosare clinice incomplete in ceea ce priveste tratamentul, evaluarile raspunsului la tratament,
analizele in decursul chimioterapiei

e Cazuri neconfirmate histologic

e Comorbiditati care au impus modificarea schemei standard de chimioterapie

Lotul de pacienti a fost Impartit in doua categorii, in functie de valoarea cut-off identificata la
studiul pilot < si, respectiv, > 213,44 Ul/ml, analiza statistica fiind centrata pe intensitatea infectiei cu EBV
reflectata de titrul IgG, la care s-a adaugat cercetarea privind corelarea cu diferiti factori de prognostic
clasici pentru neoplaziile prezentate de acesti pacienti. Au fost in final selectati pacientii cu limfom
Hodgkin sau nonHodgkin, precum si cei cu carcinom nazofaringian, neoplazii in care rolul EBV ca si agent
etiologic este bine stabilit.

Analiza statistica a fost efectuata cu ajutorul tehnicilor descriptive si inferentiale: Chi square sau
testul Fisher exact au fost utilizate pentru a evalua corelatiile intre variabilele cantitative, urmand
aplicatiile standard pentru fiecare test. Datele continue au fost analizate cu ajutorul testului Shapiro Wilk.
Diferentele dintre grupurile de date continue au fost interpretate cu testul Student sau testul Mann &
Whitney U. Analiza R.0.C incluzdnd curbe sau aria de sub curba (AUC) cu interval de confidenta de 95%
(95% CI), sensibilitate si specificitate au fost, de asemenea, utilizate. Un prag de semnificatie statistica de
<0,05 a fost ales pentru toate testele. Software-ul utilizat a fost SPSS 13.0 (Chicago II) si MedCalc 8.3.1.1.

Concluzii

1. EBV poate fi considerat factor de prognostic independent in evolutia limfoamelor la populatia
pediatrica.

2. Sansa de raspuns complet la tratamentul oncologic este mai mare la cei cu titrul mare de Ac anti
VCA tip IgG, atat pentru limfomul Hodgkin, cat si pentru LNH.

3. Supravietuirea libera de boald este dependenta de obtinerea unui raspuns complet la
chimioterapie.

4. Limfomul Hodgkin pare a fi asociat in proportie mai mare cu infectia cu EBV intens3, spre
deosebire de LNH.

5. Intensitatea infectiei cu EBV se coreleaza cu subtipul histologic cu celularitate mixta si scleroza
nodulara.

6. Modul clinic de prezentare a pacientilor cu limfoame (stadiul TNM, boala "bulky”, nivelul LDH,
diametrul tumoral maxim, prezenta semnelor B, boala extraganglionara) nu este influentat de titrul IgG
anti VCA.

7. Infectia intensa cu EBV creste toxicitatea pe linie leucocitara si eritrocitara.

8. Coinfectiile virale nu sunt influentate de prezenta EBV.

Studiul 4. EBER - factor de prognostic in neoplaziile pediatrice

Introducere

O tumora este incadratd ca fiind virus asociata atunci cand genomul viral sau produsii lui (micro
ARN, proteine) sunt evidentiati in celulele tumorale. Prezenta genomului EBV si expresia constantd a unor
proteine virale intr-un spectru larg de malignitati reprezinta dovezi puternice care sustin implicarea EBV
in carcinogeneza.

Expresia proteinelor virale difera In functie de tipul de malignitate asociata, dar EBER (EBV encoded
small RNA) este singurul produs care este intens exprimat in toate cele 3 tipuri de stari de latenta. Din
aceasta cauzd, EBER este tinta ideald pentru metodele de diagnostic histologic. Punerea in evidenta a
EBER, cu ajutorul metodei de hibridizare in situ, reprezinta “gold standard”-ul diagnostic pentru
demonstrarea asocierii dintre EBV si o serie de malignitati: limfomul Hodgkin, limfomul Burkitt, PTLPD,
anumite tipuri de limfoame T, carcinomul nazofaringian.

Recent s-a demonstrat rolul pe care il are EBER in mentinerea fenotipului malign: determina
rezistentd la apoptoza, induce secretie de IL-10 - care actioneaza ca factor autocrin de crestere pentru



celulele tumorale din limfomul Burkitt, confera rezistenta la actiunea apoptotica a IFN vy, prin blocarea
activitatii proteinkinazei.

Ipoteza de lucru. Obiective

Studiul si-a propus stabilirea unei corelatii intre titrul crescut al IgG anti VCA ca marker serologic al
prezentei virusului EBV (infectie activa/reactivare, boala asociata procesului tumoral) si prezenta EBER in
tesutul tumoral (martor al rolului etiologic al EBV) si evaluarea EBER ca factor prognostic in evolutia
neoplaziilor la copii.

Material si metoda

Din lotul stabilit pentru studiul precedent (89 de pacienti), au fost identificate 20 de cazuri cu
blocuri la parafina - 12 baieti si 8 fete, In histoteca IOCN sau a Spitalului de Copii. Aceste probe la parafina
au fost sectionate pentru prepararea lamelor necesare coloratiilor imunohistochimice. S-a verificat cu
acest prilej concordanta diagnosticului cu cel mentionat in foaia clinica a cazului.

Pe lotul selectat de pacienti au fost studiati principalii factori de prognostic ai limfoamelor in corelatie cu
statusul EBER: raspunsul la tratament, stadiul bulky - dimensiunea tumorald, toxicitatea hematologica si
biochimica la tratamentul oncologic.

Tehnica de colorare EBER

Hibridizarea in situ pentru detectia virusului EBV

Au fost identificate si selectate (folosind sectiuni standard colorate HE) blocurile cu continut maxim de
material tumoral (cele mai multe celule carcinomatoase pentru carcinoamele nazofaringiene sau cele mai
multe celule Hodgkin pentru limfomul Hodgkin). Pentru hibridizare a fost folosita o proba complementara
oligonucleotidei EBER conjugata cu fluoresceina (NovocastraTM Fluorescein-conjugated probes for in situ
hybridization Epstein-Barr Virus Probe ISH Kit).

Concluzii

1. Prezentarea clinica a neoplaziilor (dimensiunea tumoralda maxima) este independentda de
statusul EBER.

2. Raspunsul la tratamentul chimioterapic nu este influentat de statusul EBER.

3. Supravietuirea libera de boalad nu este influentata de statusul EBER.

4. Toxicitatea tratamentului oncologic nu este influentata de pozitivitatea sau negativitatea EBER.

5. Titrul Ac anti VCA IgG nu este statistic legat de statusul EBER.



