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DIAGN=OSTICUL DE LABORATOR
AL HEPATITELOR VIRALE

46.1. DATE GENERALE

46.1.1. O minidefinitie

Virusurile pe care nzual le numim «ale hepatitei» sunt un grup eterogen, care au in
comun numai capacitatea de a leza hepatocitele care le replicA. Dar leziuni hepatice pot
determina §i alte virusuri dect cele «ale hepatitei» (e. g. virusul febrei galbene etc.).

46.1.2. Repere taxonomice

Virusul hepatitei A constituie genul Hepavirus al familiei Picornaviridae. Pani recent
se numea chiar Enterovirus 72.

Virusul hepatitei B este inc'us in familia Hepadnaviridae. Virionul sferic, de 42—45
nm diametru, are ¢ anvelopa lipoproteica, in care sunt infipte glicoproteine virale, numite
antigeni HB de suprafajd (AgHBs). Nucleocapsida congine un genom ADN dublucatenar
si partial monocatenar i doud enzime: o polimeraza gi proteinchinaza. Astfel nucleocapsida
este sediul celorlalti doi antigeni importanti ai virusului: AgHBc (c de la engl. core =
sambure; nucleotid, nucleu) si AgHBe (e de la enzima). Virionii sunt sensibili la eter si
detergensi. In afara de virionul sferic, complet, numit §i particuld Dane, in sangele si
umorile pacienfilor apar in concentratii mai mari particule sferice cu diametrul de 22 nm
sau filamente cu diametrul de 22 nm constituite numai din AgHBs.

Virusul hepatitei C este provizoriu inclus in familia Flaviviridae {vezi partea a treia,
capitolul 48). Ca toatc flavivirusurile este sensibil la eter, detergenti si pH 3,0.

Virusul hepatitei D este un mic virus ARN nud si defectiv rezistent 1a eter, detergenji
sau pH acid. Infecteazad numai asociat virusului hepatitei B. Inca nu este clasificat.

Virusul hepatitei E apartine probabil familiei Caliciviridae, ale cirei virusuri nude
au virioni in form2 de cupa cu diametrul de 35—40 nm si genom ARN liniar, m.c. Lipsa
anvelopei face virusul rezistent la eter si detergenti,

46.1.3. Habitat

Gazda naturald a virusuriior hepatitelor A, B, C si E este omul., Familia Hepad-
naviridae cuprindc §i alte virusuri hepatotrope, care infecteaza ins3 numai animalele,
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46.1.4. Factori de patogenitate

Functie de ligand la receptorii celulari au capsomerele virusurilor hepatitetor A si E.
La virusurile hepatitelor B si C functia de ligand o au glicoproteinele virale din anvelopa.
Virusul defectiv al hepatitei D infecteazd numai asociat cu virusul hepatitei B, de la care
utilizeaza AgHBs ca anvelopa cu liganzi pentru fixarea pe hepatocit §i penetrare.

Glicoproteinele virale expuse pe membrana hepatocitelor infectate persistent cu
virusurile hepatitei B sau C induc reactii de sensibilizare de tip 11 (citolitic-citotoxice)
implicate in patogenia hepatitei cronice.

46.1.5. Receptivitatea ia infectii cu virusurile hepatitei

Receptivitatea la infectii cu virusurile hepatitei este generala.

46.1.6. Hepatitele virale

Virusurile hepatitelor C si E sunt recent descoperite. De aceea mai persista inci in
terminoiogia medicald denumirea de hepatitd non-A, non-B (NANB), utilizatd pentru
hepatitele care nu puteau fi diagnosticate prin metodele si reactivii pentru hepatita B sau
A si care, de fapt, sunt fie o hepatita C, fie una E.

Diferentele etiologice intre hepatitele virale se reflectd mai mult in pariicularitatile
epidemiologice §i prognostice decat In cele clinice.

Indiferent de agentul etiologic, se intalnesc forme icterice, anicterice sau subclinice.

» Perioada de incubatie este semnificativ mai lunga in hepatitele B 3i C (40—180
zile) decat in hepatita A (25—30 zile).

= Calea de transmitere este predominant fecal-oral ia hepatitele A si E, predominant
parenterala in hepatitele B si C (fransfuzii, seringi, instrumentar chirurgical si stomatologic
contaminat cu sange, transmitere sexuala a hepatitei B).

a Varsta incidentei maxime: copilul si adultul tanar pentru hepatitele A si E; adulyii
pentru hepatitele B si C (intre varsiele de 15—29 ani frecventa crescuta a hepatitei B poate
fi legata de promiscuitatea sexuald si utilizarea de droguri injectabile).

a Complicatiile sunt rare in hepatitele A i E. Evolujia hepatitei E poate fi gravi la
subnutrifi si la gravide. Infecfia cu virusul hepatitei B se cronicizeaza insa in proportic de
5—10%, iar cu cel al hepatitei C in proportie de 30—50%,, principalele urmari fiind ciroza
hepatica si carcinomul hepatocelular.

46.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A HEPATITEI A

Prelevate examinate: materii fecale, sange, urina.

Diagnosticul rapid se face prin imunomicroscopie electronica, radioimunotestare si
ELISA.

» Virionii se evidengiaza in extractul fecal prin IME, daci concentrafia este mai mare
sau egala cu 10*%. Se amestech extract 10—~20% din materii fecale cu ser imun specific in
raport de 9:1. Se incubeaza la 37°C si se centrifugheazi 30 minute la 10 000 rpm, dupa
care se decanteaza supernatantul §i se examineazi sedimentul 1a microscopul electronic.
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a Pentru radicimunotestare se adsorb inifial anticorpii pe suprafafa unui suport (in
eprubete, godeuri), apoi se aplich extractul din materiile fecale pentru cuplarea amigen-
anticorp pe suport. Antigenul cuplat se determind prin antiglobuline marcate cu =i
Preparatut anticorpilor marcagi trebuie s contind 1—2 atomi de iod radioactivi la o
molecuia de anticorp.

n O sensibilitate inaith o are si ELISA, care de asemenea evidenjiaza antigenud viral
utilizand anticorpi marcati cu peroxidaza.

Diagnosticul biochimic (metoda nespecifica) se face paralel. DozAm in serul sangvin:
aldolaza, alaninaminetransferaza (ALT), aspartataminotransferaza (AST), bilirubina.

Diagnosticul serologic se bazeaz pe evidentierea anticorpilor IgM, care apar destul
de precoce, si a celor IgG. In acest scop se folosesc ELISA, ARI sau RFC.

Preparate biologice pentru diagnostic si profilaxie specificd:

m Truse cu imunoglobuline marcate pentru depistarea antigenica rapida a virusului
hepatitet A.

a Truse cu antigen viral §i imunoconjugate pentru depisiarea anticorpilor IgM si [gG
antivirus hepatiti A.

s Imunoglobutind umana standard, care, administrata in doze de 0,1 ml/kg corp,
previne boala la contactii familiali si din colectivitati de copii.

46.3. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A HEPATITEI B

46.3.1. Diagnosticul direct

46.3.1.1. Prelevate patologice

Se preleva si se examineazi sangele bolnavului.

46.3.1.2. Diagnosticul rapid

Depistarea AgHBs se face prin RID, contraimunoclectroforezi (CIE), reactia inversa
de hemagilutinare indirectd (RIHAD, ELISA, ARI. RID si CIE sunt cele mai putin sen-
sibile,

In laboratoarele obisnuite destul de utild este RIHAIL, pentru care, in rezumat:
pregatim dilutii duble succesive ale materialului de examinat (antigenului) in solutie
stabilizatoare {volume egale din solutia 30% zaharozi si ser uman normal). Reactia se
efectueaza pe plici din plastic in 3 rAnduri de godeuri. Din fiecare dilugie a antigeaului se
pipeteazi céte o piciturl in godeul corespunzitor al fiecirui rand. Apoi:

w in godeurile din primul rdnd se adauga cate o picturd din solutia stabilizatoare;

m in godeurile din randul doi cate o picAturi de ser imun anti-Ag HBs diluai 1:10;

» in godeurile din randul trei cate o piciturd de ser imun heterolog. Se incubeazi
amestecul 20 minute la temperatura camerei. Se adaugd in toate godeurile cate o picatura
din suspensia 1% de eritrocite sensibilizate cu imunoglubuline anti-AgHBs 5i se agita
minutios.

Citim rezultatele reactiei dupad 30—40 minute. Dacd proba contine AgHBs,
hemaglutinarea se observa in randurile i si 3, dar lipseste in rAndul 2, unde antigenul a
fost neutralizat cu ser omolog.

Antigenul HBs se depisteaza in serul bolnavului dupd 1—4 saptamani de la contagiu
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(in pericada de incubatie) si cu cateva siptamani (2—8) inainte de modificarile biochimice
(cresterea activitajii aminotransferazelor).

Cantitatea de AgHBs este maxim3 in perioada de stare a bolii, iar in urmatoarele 3
luni cantitatea lui scade sau persisti. Depistarea AgHBs dup2 un an de la imbolnavire
indica o hepatitd cronici sau un portaj asimptomatic.

Depistarea in sange a AgHBe si AgHEBc in acelasi timp cu AgHBs denota o infectie
acut cu replicarea activa a virusului. In general, AgHBc rimane cantonat in hepatocite $i
apare rar in sange.

Persistenta indelungatd a AgHBe semneaza cronicizarea procesului gi un potential
infectiv crescut al sangelui si secretiilor (sperma eic.).

Stadiul de convalescenia cu vindecare microbiologick se caracterizeaza prin disparitia
din serul bolnavului a antigenilor HBc si HBe si aparitia anticorpilor fatd de tofi cei trei
antigeni virali.

Nu dispunem de posibilitafi practice pentru izolarea virusului hepatitei B, care poate
fi cultivat numai in jesuturi de cimpanzei $i in hepatocitele embrionului uman.

46.3.1.3. Teste biochimice

Testele biochimice sunt aceleasi ca §i in hepatita A. La bolnavii gravi nivelul aspar-
tataminotransferazei este mai inalt ¢a al alaninaminotransferazei. Apare bilirubina in urinj
(normal absenta),

46.3.2. Diagnosticul serologic

Determinarea anticorpilor specifici fatd de antigenii virusului hepatitei B se efec-
tueaza prin RID, CIE, ARI, ELISA sau RHAI cu eritrocite sensibilizate cu AgHBs.

Anticorpii anti-HBs pot fi depistati dups 1—3 luni de la disparitia antigenului HBs
si persista timp de 3—4 ani.

Anticorpii anti-HBc¢ se depisteaza in sange dupa 3—35 siptimani de la aparitia
antigenului HBs. Acesti anticorpi au importan{d diagnosticd deoscbita: servesc ca marker
serologic pe parcursul primelor 1—2 luni de boali.

Anticorpii anti-HBe apar dupa 1—3 siptamani de la debutul bolii si persista cateva
uni 1a titruri joase.

Diagnosticul hepatitei B se bazeaza pc dcpistarca antigenilor HBs si HBe si a an-
ticorptlor anti-HBc si anti-HBe din clasele IgM si IgG. Prezenja in ser a anticorpilor
anti-HBc din clasa IgM indici fara echivoc hepatita B acuti. Titruri inalte si stabile de
anticorpi anti-HB¢ demonstreazi prezensa unci infectii cronice.

46.3.3. Preparate biologice pentru diagnosticul si
profilaxia specifica a hepatitei B

» Truse ELISA pentru depistarea si identificarea antigenilor sau anticorpilor faja de
antigenii virusului hepatitei B,

s Yaccin cu AgHBs purificat din plasma purtaiorilor sau, mai eficient, obtinut prin
inginerie genetica (clonarea genei virale care codifich AgHBs in drojdii de bere). Asa este
vaccinul belgian Engerix. Calendarul vaccindrilor prevede in Moldova vaccinarea nou-ni
scujilor in primele 24 ore, cu revaccinari la 1 luni si 6 luni.
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46.4. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A HEPATITELOR
NON-A, NON-B

Diagnosticul este dificil. Se iau in consideratie datele clinicoepidemiologice. In cazul
hepatitei NANB parenterail, prin teste specifice ca ARI, ELISA, trebuie excluse hepatiteie
A si B. In prezent se comercializeaza deja truse ELISA pentru depistarea antigenuiui HCV
sau a anticorpilor anti-HCV.

Pentru hepatita NANB enterald nu este elaborat nici un test serologic. Putem depista
in materiile fecale aie bolnavilor virionii prin imunoscopie etectronics, folosind seruri
specifice obtfinute de la convalescenti.

Hepatita D o diagnosticam prin depistarea antigenului viral delta, AgHD, in ser prin
ARI sau ELISA ori in ficat prin metode imunohistochimice. De asemenea putem depista
prin ELISA sau AR! anticorpii specifici din clasa IgM ori IgG. Anticorpii anti-HDV ii
ciutam numai in seruri AgHBs pozitive.



