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Rezumat

Obiectiv: Studierea prevalentei si impactului biologic al infectiei cu virusul
citomegalic uman (hCMV) in populatia generald si in contextul infectiei cronice cu
virusul hepatitei B (VHB) si virusul hepatitei C (VHC).

Material si metode: Am luat in studiu 300 de subiecti: lotul martor alcatuit din
100 de subiecti sandatogi §i doud loturi-caz: 100 pacienti cu hepatita cronica virala
B si 100 pacienti cu hepatita cronica virala C. Pentru toti subiectii s-au determinat
urmatoarele variabile: vdrsta, sexul, hemoleucograma, transaminazele, gamma-
glutamil transferaza, fosfataza alcalina serica, bilirubina totald, anticorpii anti-
hCMYV de tip IgM si IgG si citokinele serice: interleukinele 1, 4, 5, 12 i interferonul
gamma.

Rezultate: Majoritatea parametrilor biochimici si hematologici analizati au
prezentat diferente inalt semnificative statistic intre sandatosi si pacientii cu hepatite
cronice. Proportia rezultatelor pozitive pentru anticorpii anti-hCMV de tip IgG a
variat intre 94% (lotul martor) si 98% (loturile caz), iar pentru anticorpii de tip IgM,
intre 0% (sandtosi), 5% (VHC) si 7% (VHB). Nivelele serice ale IgG anti-hCMV au
fost semnificativ mai mari la cele doud loturi de pacienti fata de lotul martor, coreldn-
du-se la pacientii VHB-pozitivi §i cu valorile transaminazelor, FA i bilirubinei.
IL-5 a prezentat nivele semnificativ crescute la ambele grupuri de pacienti fata de
sanatosi, pledand pentru un raspuns imun polarizat spre T helper 2. IL-12 §i IFN-y au
prezentat modele particulare de variatie la cele doua grupuri de hepatite, explicabile
prin imunopatologia diferita a infectiei cu VHB si VHC.

Concluzii: Prevalenta infectiei citomegalice in esantioanele studiate de noi
se apropie mai mult de datele raportate in zone geografice cu un status igienic §i
socio-economic precar. Evolutia pacientilor cu hepatite cronice virale B sau C poate
fi agravata de reactivarea infectiei primare cu hCMYV.

Cuvinte cheie: virusul citomegalic uman, hepatite cronice virale B si C,
manipulare imuna.

HUMAN CYTOMEGALOVIRUS INFECTION - PREVALENCE AND
BIOLOGICAL IMPACT WITHIN THE GENERAL POPULATION AND
AMONG THE PACIENTS WITH CHRONIC B OR C VIRAL HEPATITIS

Abstract

Aim: To study the prevalence and biological impact of the human
cytomegalovirus (hCMV) infection in the general population and in the context of
chronic hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV) infection.

Material and methods: We have selected 300 subjects: a control group
composed of 100 healthy subjects and two case-groups: 100 patients with chronic
viral B hepatitis and 100 patients with chronic viral C hepatitis. For all the subjects,
we have determined the following variables: age, gender, complete blood count,
liver enzymes: alanine aminotransferase (AST), aspartate aminotransferase (ALT),
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gamma-glutamyl transferase, serum alkaline phosphatase, total bilirubin, IgM and
1gG anti-hCMV antibodies and the following serum cytokines: interleukins 1, 4, 5, 12
and interferon gamma.

Results: Most of the biochemical and hematological parameters analyzed in
our study, presented highly significant statistical differences between controls and
chronic hepatitis patients. The proportion of positive results for IgG anti-hCMV
antibodies varied between 94% (control group) and 98% (case groups), while for
IgM antibodies, it varied between 0% (healthy), 5% (HCV) and 7% (HBV). The seric
levels of IgG anti-hCMV antibodies were significantly higher in the two patient groups
compared to the control group, and they also correlated with AST, ALT, alkaline
phosphatase and bilirubin in the HBV-positive patients. IL-5 presented significantly
higher levels in both patient groups compared to the healthy subjects, pleading for
an immune response polarized toward T helper 2. IL-12 and IFN-y showed different
patterns of variation in the two hepatitis groups, which could be explained by the
different immunopathology of HBV and HCV infections.

Conclusions: The prevalence of cytomegalic infection in the samples studied
by us approaches the data reported for geographic regions with a precarious hygienic
and socio-economic state. The evolution of chronic viral B or C hepatitis patients can

be aggravated by a reactivation of the primary hCMV infection.
Keywords: human cytomegalovirus, chronic B and C viral hepatitis, immune

manipulation.

Introducere

Virusul citomegalic uman (hCMV) este un patogen
cu o largd raspandire pe glob, avand o seroprevalenta la
populatia adultd ce variaza intre 40% si 100% [1]. Infectia
citomegalica este caracterizatd de alternarea perioadelor
de latenta (persistenta genomului viral la nivelul anumitor
celule, in absenta productiei de virioni infectanti) cu cele
de reactivare. Replicarea hCMV 1n absenta unui raspuns
imun eficient este elementul central al patogenezei acestei
infectii. Infectia cu hCMV devine manifesta clinic mai
ales in cazul persoanelor cu depresie imund (pacienti
transplantati supusi tratamentelor imunosupresoare, SIDA),
sau al embrionului/fatului uman. Si alte situatii clinice
asociate cu imunodepresie — precum activarea imunitara
cronica din bolile inflamatorii sau din cadrul altor infectii
virale — pot favoriza replicarea hCMV.

Scopul lucrarii de fatd a fost studierea impactului
biologic al infectiei citomegalice in contextul unor infectii
virale hepatotrope — cu virusul hepatitei B (VHB) si
virusul hepatitei C (VHC) si 1n populatia generala. Se stie
ca raspunsul imun al organismului §i mecanismele virale
de evaziune imuna joaca un rol important in patogeneza
infectiilor produse de VHB si VHC. Constituirea unor
infectii virale hepatice persistente, cauzate de virusuri care
nu uzeaza neaparat de actiuni citopatice (VHC) [2], este
favorizata si de particularitatile imunologice ale ficatului.
Expunerea hepatocitelor la antigene si produse microbiene
derivate din bacteriile intestinale este responsabild pentru
conturarea unui mediu imunologic tolerant la acest nivel,
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mediu exploatat si de agentii patogeni [3,4].

Diferite citokine produse in cadrul raspunsurilor
imune ale organismului acompaniaza infectia si replicarea
hCMV [5,6]. Influenta citokinelor asupra progresiei
infectiei virale este inca disputatd. Limfocitele T (LT)
naive raspund la stimularea antigenicd diferentiindu-se
in subseturi caracterizate de modele distincte de secretie
citokinica si functii efectoare. Cele mai bine definite
subseturi sunt populatiile de LT CD4+: T helper 1 (Thl)
si T helper 2 (Th2). Citokinele produse de aceste limfocite
au rolul de a activa macrofagele si limfocitele B in cadrul
fazelor efectoare ale raspunsului imun [7]. Limfocitele
Thl sunt caracterizate de secretia urmatoarelor citokine:
IL-2 (interleukina 2), IFN-y (interferon gamma), TNF-a
(factorul de necroza tumorald alpha) si TNF-B (factorul
de necroza tumorala beta), iar pentru limfocitele Th2 este
specifica secretia de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13. Citokinele
produse de subsetul Thl actioneazad in general in sensul
reducerii si controlarii replicarii virale.

O alta populatie celulard cu functii importante in
imunitate este constituitd din celulele prezentatoare de
antigen profesioniste (APCs, antigen presenting cells).
APCs activate de contactul cu antigenele emit semnale
citokinice cu ,,semnaturi” specifice [8,9]. Aceste semnale
pot directiona limfocitele T CD4+ naive 1n sensul unui
raspuns imunitar de tip Th1 (IL-1, IL-12) sau Th2 (IL-4).

Material si metode

Am proiectat studiul nostru dupd un design de
tip caz-martor, selectind un numar de 300 de subiecti,
impartiti in trei loturi egale: un lot martor alcétuit din
100 de subiecti sanatosi si doua loturi de pacienti: 100 de
pacienti cu hepatitd cronica virala B si 100 de pacienti cu
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hepatita cronica virala C. Esantionarea loturilor s-a realizat
de maniera consecutiva. Subiectii sdnatosi au fost recrutati
dintre persoanele prezentate la un laborator clujean pentru
examindrile periodice obligatorii pentru incadrarea in
muncad.

La cele trei grupuri de studiu am inregistrat si
analizat cateva variabile clinice (varsta si sexul), dar mai
ales un numar de parametri hematologici, biochimici si
imunologici: hemoleucograma, transaminazele (GOT
si GPT), gamma-glutamil transferaza (GGT), fosfataza
alcalind serica (FA), bilirubina totala, anticorpii anti-
hCMYV de tip IgM (dozare calitativa) si IgG (dozati atat
calitativ, cat si cantitativ) si urmatoarele citokine serice:
interleukinele 1, 4, 5, 12 si interferonul gamma.

Dozarea nivelelor serice ale anticorpilor si
citokinelor a fost realizatd prin tehnica ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay).

Pentru analiza statisticd §i prezentarea grafica a
rezultatelor obtinute, am utilizat soff-urile Microsoft Office
Excel 2003 si SPSS for Windows, versiunea 14.

Rezultate

Structura loturilor studiate in functie de sex este
redata in tabelul 1. In ceea ce priveste varsta subiectilor,
cele trei grupuri sunt caracterizate de urmatoarele valori,
exprimate ca medie + eroarea standard a mediei (ES):
grupul martor 39,5 £ 1,04 ani, grupul cu hepatita cronica
virala B 44,32 + 1,1 ani, iar grupul cu hepatitd cronica
virala C 46,76 + 1,11 ani.

Tabelul I. Structura loturile studiate in functie de sex.

Loturile luate in Sexul feminin Sexul masculin
studiu (%) (%)
?s(l)ltl?ilelcli? rstf;)lfétosi) 37 43
Lol cobepuia 7 5
55 i

Rezultatele obtinute in urma analizei parametrilor
biochimici si hematologici sunt sintetizate in tabelul II.
Diferente semnificative statistic (evidentiate prin caractere
ingrosate) intre loturi au fost inregistrate pentru un numar
mare din parametrii testati.

Prezenta anticorpilor hCMV-specifici de tip IgM
s-a nregistrat in proportie de 0% in lotul martor, 5% in
lotul cu VHC si 7% 1in lotul cu VHB. Anticorpii de tip
IgG au depasit pragul de pozitivitate (0,5 Ul/ml) la 94%
din subiectii sanatosi, 98% din pacientii cu VHB si 98%
din pacientii cu VHC. Nivelele medii ale anticorpilor de
tip IgG au variat intre 4,05 = 0,32 (media + ES) la sanatosi
si 7,64 = 0,35 la lotul cu hepatitd cronica virala C (fig.
1). Aplicarea testului ¢ Student a evidentiat diferente inalt
semnificative intre lotul martor si fiecare din loturile de
pacienti (p < 0,001).

Valorile serice ale interleukinelor sunt indicate in
Tabelul I11. Pentru IL-1 si IL-4 nu s-au evidentiat diferente
semnificative Intre loturi. Valorile IL-5 au prezentat variatii
inalt semnificative intre lotul martor si cele doua loturi de
pacienti (p < 0,001), iar compararea IL-12 a identificat

Tabelul II. Valorile parametrilor biochimici si hematologici analizati la cele trei loturi, prezentate individual (media + ES) si

comparativ.
Parametrul p lotul martor/ | p lotul martor/ | p lotul VHB/
analizat Lotul martor Lotul cu VHB Lotulcu VHC |, i VHB* lotul VHC* lotul VHC*
GOT 2187 £0.63 63,52 £ 4.82 5981 5,05 < 0,001 < 0,001 0,59
GPT 28.08 £ 0.69 87.52 £ 6.72 76.49 £ 5.85 < 0,001 < 0,001 0.21
FA 160.2 = 6.39 186,35 = 4,54 201,72 +497 | <0,001 < 0,001 0,02
GGT 2822 +0.97 6234 £3.9 63.07 £ 4,71 < 0,001 < 0,001 0.9
?o‘tl;rlgb“‘a 0,43 £0,01 0,76 + 0,03 0,82 + 0,03 <0,001 <0,001 0.26
Leucocite 68112+ 171.63 | 6804.45 = 186,05 | 6339.1 + 268,55 | 0.97 0.14 0.15
Hemoglobina | 13,14 + 0,12 14,04 £ 0,12 1328 £ 0,14 < 0,001 0,46 < 0,001
Hematocrit 30.8 £ 032 40.88 =035 39 + 0,48 0,02 0,17 0,02
Trombocite 289270 + 294336 | 172080 = 5931,76 | 176534 + 6314 | < 0,001 < 0,001 0,62

*Valoarea lui p a fost calculata prin testul ¢ Student. Pentru p < 0,05 diferentele au fost considerate semnificative din punct de vedere

statistic.

Tabelul III. Valorile parametrilor imunologici analizati la cele trei loturi, prezentate individual (media + ES) si comparativ (prin
aplicarea testului ¢ Student).

Clto!(ma' Lotul martor | Lotul cu VHB Lotul cu p lotul martor p lotul martor p lotul VHB
analizati VHC / * * *
1L-12 1,42 + 0,02 1,3 +£0,05 1,62 + 0,03 0,047 <0,001 <0,001
IFN-y 8,05 + 0,06 73+0,11 8,03 +0,12 0,01 0,90 <0,001

IL-1 0,14 + 0,008 0,16 +0,01 0,13 + 0,009 0,24 0,63 0,06

1L-4 0,18 + 0,002 0,18 + 0,002 0,18 + 0,004 0,94 0,83 0,39

IL-5 4,5+ 0,06 53+0,14 5,32 £ 0,09 <0,001 <0,001 0,45
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diferente semnificative sau inalt semnificative intre cele trei
loturi (fig. 3). Rezultatele privind valorile IFN-y seric au
relevat diferente inalt semnificative statistic intre sanatosi
si lotul cu hepatita B, precum si intre cele doua loturi de
hepatite (p < 0,001), valorile la sanatosi si la pacientii cu
VHC fiind, in schimb, apropiate (p = 0,9) (fig. 2).
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Fig. 1. Valorile anticorpilor serici IgG anti-hCMV (media + ES)
la cele trei loturi studiate.
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Fig. 2. Valorile IFN-y (media + ES) la cele trei loturi studiate.
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Fig 3. Valorile serice ale IL-12 (media + ES) la cele trei loturi
studiate.
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Fig. 4. Valorile serice ale IL-5 (media + ES) la cele trei loturi
studiate.

Pentru a observa existenta unor corelatii intre
variabilele analizate in cadrul aceluiasi lot, am aplicat testul
non-parametric Spearman:

1. In lotul martor am obtinut urmatoarele rezultate:
corelatii pozitive ale valorile anticorpilor serici IgG anti-
hCMYV cu: FA (p < 0,01), GGT (p < 0,05) si bilirubina
totala (p < 0,05); corelarea inversa a valorilor IL-1 cu IL-5
(» <0,05).

2. La pacientii cu hepatita virala B, analiza
comparativa a parametrilor de laborator a evidentiat core-
latii pozitive intre IgG anti-hCMV si: GOT (p <0,01), GPT
(» <0,01), FA (p < 0,05), Bil (p < 0,01), intre IL-12 si
IEN-y (p <0,01), IL-12 si IL-5 (p < 0,01), IFN-y si IL-5 (p
<0,01); corelatii negative intre IgG anti-hCMYV si: Hb (p <
0,05), Ht (» < 0,01).

3. Lapacientii cu hepatita virala C, aplicarea testului
Spearman a evidentiat urmatoarele corelatii pozitive: 1gG
anti-hCMV cu IL-4 (p < 0,05), IFN-y cu IL-12 (p < 0,01),
IL-12 cu IL-5 (p < 0,05), IL-12 cu IL-4 (p < 0,05), IFN-y
culL-5 (p <0,05), IFN-y cu IL-4 (p <0,01) si IL-5 cu IL-4
(»<0,01).

Discutii

Rezultatele noastre sunt concordante cu cele din
studiile epidemiologice privind prevalenta infectiei cu
citomegalovirus. Un studiu realizat pe populatia din
Australia cu varste cuprinse intre 1-59 ani, raporteaza o
seroprevalentd a infectiei hCMV de 57% [10]. Acelasi
studiu a confirmat o asociere pozitiva intre varsta crescuta
(cunoscuta ca factor care contribuie la scaderea imunitatii)
si prezenta anticorpilor specifici.

In Romania, un screening serologic privind infectia
hCMYV [11]adecelat titruri diferite de anticorpi IgG specifici
la trei categorii de adulti luati in studiu in sud-vestul tarii:
donatori de sange, femei care s-au adresat serviciilor de
obstetrica pentru intreruperea sarcinii si gravide la termen.
In municipiul lasi, prevalenta seropozitivilor hCMV
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la donatorii de sange a fost de 72% [12]. Aceste valori
incadreaza Romaénia intre tarile vest-europene (cum este
Franta, cu o prevalentd medie de 50%) si cele din Africa si
100%) [13]. Un alt studiu de evaluare a prevalentei infectiei
hCMV [14] a cercetat prezenta anticorpilor specifici [gM
si IgG la un lot de 133 de copii din nord-estul Romaniei,
dintre care 35 HIV-seropozitivi. Din lotul testat, 3%
prezentau anticorpi de tip IgM, iar dintre acestia 75% erau
si HIV-seropozitivi. Din restul de copii fara anticorpi IgM
anti-hCMV, 22,4% erau HIV-pozitivi. In cazul anticorpilor
de tip IgG, 77,8% au fost seropozitivi, dintre acestia 9,5%
fiind infectati HIV, iar 42,9% cu hepatopatii cronice.

Cercetarea noastra se adaugd celor mentionate
anterior, precizand si pentru zona de nord-vest a tarii
seroprevalenta infectiei cu virusul citomegalic uman.
Exista 1nsa diferente destul de importante intre rezultatele
noastre si ale celorlati autori romani, prevalenta gasita de
noi la populatia adulta activa profesional fiind de 94%.
Aceste diferente ar putea rezulta din modalitatea de selectie
a subiectilor (populatie adultd). Chiar daca lotul nostru
de adulti nu este reprezentativ pentru populatia generala,
care cuprinde si copii si varstnici, putem considera ca
aceste rezultate reflectd o prevalentd ridicatd la nivelul
societatii actuale. Aprecierea cantitativa a anticorpilor IgG
a evidentiat situatii semnificativ diferite intre martori si
loturile de pacienti, cu nivele mai mari in loturile cu hepatita.
in opinia noastra, acest fapt se explica prin coexistenta la
nivel hepatic a hCMV si VHB sau VHC. Imunodepresia
indusa de infectiile cronice cu virusurile hepatitice ar putea
reactiva hCMV din starea sa latentd, fapt reflectat In titrurile
mai mari ale anticorpilor de tip IgG. Putem remarca, In acest
sens, corelarea pozitiva a nivelelor de IgG anti-hCMV cu
transaminazele hepatice, FA si bilirubina, si negativa cu
hemoglobina si hematocritul in lotul cu infectie cronica
VHB. La pacientii cu VHC se observa nivelele cele mai
mari ale IgG anti-hCMYV, explicabile prin imunodeficienta
mai accentuatd pe care o induce VHC, cunoscut ca un
De asemenea, in acest ultim lot de pacienti se remarca si
corelarea IgG anti-hCMV cu IL-4, interleukina 4 fiind
principalul inductor al fenotipului Th2 al limfocitelor T
CD4+, fenotip detrimental pentru apararea fata de virusuri.
Aceste rezultate ar putea pleda pentru o actiune virala
combinatd asupra ficatului la pacientii investigati.

in ce priveste anticorpii anti-hCMV de tip IgM
(markeri ai infectiei acute), am identificat un procent mic de
pacienti pozitivi — 7% in lotul cu VHB, 5% in lotul cu VHC
si 0% 1n lotul martor. Datele sunt relativ similare cu cele
din literatura. Intr-un studiu recent, Bayram si colaboratorii
[16] nu au gasit nici un pacient cu infectie cronica VHB
sau VHC care sa fie pozitiv pentru IgM anti-hCMV (din 44
pacienti cu VHB si 25 cu VHC), dar 84% aveau anticorpi
de tip IgG. Alt colectiv, condus de Shen si Zhang [17], a
identificat IgM anti-hCMV la 1,79% din 6411 pacienti cu

hepatite cronice. La acestia, serologia pozitiva pentru hCMV
s-a asociat cu cresterea transaminazelor, a GGT si a duratei
spitalizarii. Ambele colective de autori au concluzionat ca
hCMYV este un factor de risc pentru agravarea hepatitelor
cronice la pacientii cu coinfectie sau suprainfectie.

Valorile serice ale citokinelor studiate indicd o
perturbare importantd a raspunsului imun normal fata de
virusuri. Dacd ne referim la citokinele legate de angajarea
limfocitelor T CD4+ in directia subtipului Thl, observam
scadereanivelelorsericeale IL-12 si IFN-y lalotul cuinfectie
cronica VHB fata de martori. Acest fapt poate fi explicat de
manipularea imuna prin care virusurile cu evolutie cronica
in organism reusesc sd Impiedice un rdspuns protector
eficient de tip Thl [7]. In ce priveste lotul de pacienti cu
VHC, nivelele acestor citokine sunt discordante, IL-12
fiind crescuta fatd de normali, iar IFN-y scizut. In lantul de
evenimente care permit edificarea unui raspuns de tip Thl,
IL-12 este prima care actioneaza, fiind sintetizata de celulele
dendritice care intdlnesc virusul la locul infectiei. Sub
actiunea acesteia, limfocitele T naive vor incepe sa secrete
IFN-y. Similar se comporta si celulele NK (natural killer,
natural ucigase) dupd recunoasterea celulelor infectate
viral, contribuind suplimentar la cresterea nivelelor de
IFN-y [18]. Faptul ca cresterea IL-12 nu este acompaniata
si de cresterea IFN-y, se poate datora mecanismelor prin
care virusul citomegalic blocheaza activarea celulelor NK.
Activitatea celulelor NK este reglatd de semnalizarea prin
intermediul receptorilor activatori si inhibitori, acestia
din urma recunoscand alele specifice de MHC clasa 1.
Proteinele hCMV (gpUL16, gpUL18, gpUL40, gpUL142,
pp65, gpl4l) blocheaza expresia liganzilor activatori
pentru receptorii celulelor NK si augmenteaza exprimarea
liganzilor inhibitori, diminuand astfel citotoxicitatea NK-
mediata impotriva celulelor infectate viral [19].

In ce priveste interleukinele implicate in raspunsul
imun de tip Th2, observam o crestere semnificativa statistic
a IL-5 in ambele loturi de pacienti, fatd de sandtosi (p <
0,001), care pledeaza pentru instalarea unui raspuns imun
impropriu la pacientii cu infectii cronice. De notat insa
cd IL-4 nu are un comportament similar, fapt intalnit in
practica clinicd, cand pacientii cu infectii cronice hCMV au
un raspuns predominant de tip Th2, cu cresterea oricareia
din citokinele specifice acestui fenotip (IL-4, -5, -10 sau
-13), dar nu a tuturor [20].

Concluzii

Virusul citomegalic este larg raspandit in Romania,
prevalenta sa apropiindu-se mai mult de cea intalnita in
tarile sdrace sau in curs de dezvoltare, decat de cea din
tarile occidentale. Acest fapt se constituie intr-un semnal de
alarma legat de starea de sanatate, igiena si culturd medicala
apopulatiei din tara noastra. Dar hCMV nu are semnificatie
doar ca indicator al starii de igiend, sau socio-economice.
El devine un factor important in cazul pacientilor cu boli
cronice, care predispun la imunodeficiente, situatii in
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care hCMV se poate reactiva. Statusul acestor pacienti
poate fi suplimentar periclitat de un agent patogen cu
raspandire cvasi-ubicuitard in Romania. La categoria de
pacienti selectatd in studiul nostru, coinfectiile virale
ridica probleme serioase in ce priveste evolutia clinica si
posibilitatea vindecdrii. Literatura publicata in ultimul
timp prezintd tot mai multe argumente pentru capacitatea
virusurilor de a submina raspunsurile imune ale orga-
nismului. Este posibil ca tocmai aceste coinfectii virale sa
explice rezultatele din practica noastra clinicd, inferioare
procentelor publicate in literatura, privind pacientii care
raspund la terapia cu interferon in hepatitele cronice.
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