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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL GRIPEI

43.1. DATE GENERALE

43.1.1. O minidefinitie

Virusurile gripale au viricn sferic (ocazional filamentos la primele pasaje in
emhrionul de giind). cu diametral de 80—120 nm. Nucleocapsida helicala este inclusa
intr-o anvelopa derivata din membrana celulei gazda, in care sunt infipte radiar doua tipuri
de glicoproteine virale: hemaglutinina (H) si nenraminidaza (N). Genomul ARN m.c. liniar
«—», are asociatd o transcriptazi si este fragmeantat in 7 sau 8 segmente, fiecare reprezentand
o geni.

Sunt sensibile la eter si dezoxicolat de sodiu.

43,1.2. Repere taxonomice

Virusurile gripale sunt incluse in familia Orthomyxoviridae (gr. orthos = drept,
corect; myxo = mucus; adevarateie mixovirusuri}, care cuprinde doud genuri;

» Influenzavirus cu doud specii: virusurile gripale tip A §i tip B, care au genom cu 8
sepmente;

w Mesainfluenzavirus cu o singura specie: virusul gripal tip C, care are genomul numai
cu 7 segmente, pentru ¢i o singurd glicoproteind funcfioneazi ca ligand §i enzimi de
distrugere a receptorilor celulari (vezi mai jos).

Diferentierea tipurilor de virus gripal se face uzual prin RFC cu antigenul nucleocap-
sidic.

Conform nomenclaturii Comitetului de experti al O.M.S. (1980, virusurilc gripale
de tip A sc diferentiaza in 13 subtipuri dupd hemaglutinind (H1—H13) si in 10 subtipun
dupi neuraminidazad (N1-—N10). Asifel exista subtipurile de virus gripal A numite: HINI;
H2N2; H3N2.

43.1.3. Habitat
Virusu! gripal tip A infecteaza omul, unele mamifere (porci, cai) si pasari (rage 5.a.),

iar intre tulpinile umane si animale se produc reasortari gerice, Tipurile B si C sunt specific
umane.
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43.1.4. Factori de patogenitate

Hemaglutinina functioneazi ca ligand 1a receptori ai epiteliului respirator, carc
contin acid sialic. Neuraminidaza hidrolizeaza stratul de mucus si deschide acces virionilor
spre receptorii epiteliali. Prin capacitatea Jor de hidrolizd acidul sialic din glicocalixul
celulei gazda, neuraminidazele joach de asemenea rol in eliberarea virionilor din celula
care 1-a replicat st previn autoaglutinarea virionilor prin distrugerea resturilor de acid sialic
din anvelopa virala.

Fenome de sensibilizare de tip Arthus sunt posibile 1a nivel pulmonar dup3 infectii
consecutive, apropiate in timp, cu variante antigenice ale virusului de tip A.

43.1.5. Receptivitatea la infectia cu virusurile gripale

Receptivitatea la infectia cu virusurite gripale este generala.
43.1.6. Gripa

Gripa este o infectie a tractusului respirator, care survine, epidemic sau pandemic,
Boala apare dupa o incubafie de 1—2 zile. Obignuit virusul esie prezent in nazofaringe
1—2 zile inainte §i 1—2 zile dupa debutul bolii. Bolnavii au frisoane, febra, stare de
rau, dureri musculare, prostratie si semne de inflamatie a cailor respiratorii, uneori
discrete. Deosebim urmétoarele forme clinice ale bolii:

m gripa tipicad (cu sau fara complicatii);

» forme atipice (afebrile, acatarale, fulgeratoare).

Dupa gravitatea evolutiei distingem forme ugoare, medii §i severe.

43.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A GRIPEI

43.2.1. Diagnosticul direct

43.2.1.1. Prelevate patologice

Se examineazi exsudatul nazofaringian, prelevat in primele 3 zile de boali pe tampon
de vati si amprente de pe mucoasa nazala, iar in cazuri letale, fragmente din jesutul
pulmonar si raclatul de pe mucoasa traheobrongica,

43.2.1.2. Diagnosticul rapid

Diagnosticul rapid se bazeaza pe depistarea antigenului viral, mai eficient prin im-
unofluorescents, in amprentele de mucoasa nazala sau in celulele epiteliale din sccretia
nazofaringiani. Se utilizeaz, pentru metoda directa sau indirectd, imunoglobuline fluores-
cente comerciate. Antigenul specific apare in citoplasm# cu aspect de conglomerate care
ilumineaza clar.

Este recomandat si rinocitodiagnosticul. In acest scop se prcleva amprente de pe
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mncoasa cornetelor nazale pe lame inguste de 5 x 100 mm, groase de 1,5 mm (se pot folosi
si lame din plastic transparent), care se introduc in cavitatea nazala. Se efectueaza extem-
poraneu §i frotiuri din exsudai nazal prelevat pe tampon. Preparatele microscopice se usuca
la temperatura camerei §i se mentin in baia de colorant (200 ml apa distilata, 0,1 m! solugie
saturat’ de fucsing bazica in alcool metilic 5i 0,4 m! solujie saturata de albasiru de metilen
tot in alcool metilic) 10—15 minute. Se spal3 si se examineazi microscopic.

Incluziunile virale din citoplasmi apar colorate in rosn ca formatiuni mici, sferice.
Citoplasma si nucleul cetulelor se coloreazi in albastru-violet.

In ultimul timp este preferat testul ELISA pentru punerea ia evident% a antigenilor
specifici de tip.

43.2.1.3. Izolarea virusului

Metoda de baza pentru izolarea virusulni gripal din exsudatul (sau lichidul de spa-
laturd) nazofaringian este infectarea embrionilor de g3in3 in varsta de 10—11 zile.

Virusul gripal tip B se dezvolta preferential in cutturi de celule din rinichi de maimuja
sau embrion uman.

Pentru inhibarea florei bacteriene, se trateazi materialul de examinat cun antibiotice
(500—1000 Ul/ml penicilina si 200 #g/ml streptomicina).

Se injecteaz volume de 0,2 ml prelevat In cavitatea amniotici si alantoidianz la cel
putin 5 embrioni, care se incubeazi la 37°C timp de 3—4 zile. Dupa incubare, se ricesc
embrionii 2-—4 ore in frigider, apoi se aspira lichidu! amniotic sau alantoidian cu seringa
sau cu pipeta Pastenr.

Acumularea virusului in embrionul de glinA se testeazi prin RHA pe lama sau in
tuburi cu suspensie 1% de eritrocite de giini.

Virusul izolat se identifici prin RIHA, RIHAds (cu suspensie 0,4% eritrocite de
cobai, daca am izolat virusul in culturi de celule), RN, RFC.

43.2.2. Diagnosticul serologic

Examenul serologic este o metoda retrospectivd, care confirma diagnosticul de gripa
cand depisteazd cresterea de cel putint 4 ori a titrului anticorpilor in serul bolnavului.

Uzual se examineazi seruri perechi: primul recoltat in perioada acuts de boala (pana
la 3—3§ zile), iar al doilea dupa a 10-a zi de boala. Serurile se testeaz3 in paralel. Pentru
aceasta, primul ser il conservam la —20°C pana in momentul testarii.

Se efectueazi RFC, RIHA, ELISA sau RN. La efectuarea RIHA intotdeauna se ia
precautia de a distruge inhibitorii nespecifici ai hemaglutinarii prin tratarea serurilor cu
neuraminidazd de vibrion holeric urmata de inactivare timp de o ora la 60°C in baie de
apa.

43.2.3. Preparate biologice pentru diagnostic,
profilaxie si tratament

= Seruri antigripale specifice de tip A, B, C i subtipuri A (HINI, H2N2, H3N2)
pentru identificarea virusurilor gripale prin RFC, RIHA s.a.
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= Antigeni specifici de tip si subtip pentru serodiagnosticul gripei.

a Vaccin viu antigripal preparat din lichidul alantoidian al embrionului de gaina
infectat cu tulpini vaccinale.

» Ser polivalent antigripal obtinut prin hiperimunizarea cailor cu virusuri gripale de
diferite tipuri. Se produce liofilizat in combinagie cu antibiotice si sulfamide. Se ad-
ministreaza intranazal pentru profilaxie §i tratameniui bolii.

» Imunoglobulind uman3 hiperimuni antigripala objinuti de la donatori imunizagi
cu vaccin viu antigripal de tip A si B. Se administreaza intramuscular pentru profilaxia si
tralamentul gripei in focare.

a Interferon leucocitar uman pentru profilaxie.

= Amantadini si rimantadin2 cu actiune terapeutica la inceputul bolii.

= Unguent cu 0,1—0,5% oxolind pentru administrare intranazali; antigripina in
varianta pentru copii $i adulti.



