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SUMAR

Actualitatea instructiunilor metodice ,,DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATI-
TELORVIRALE B, C si D” este argumentata prin analiza ampla a datelor literaturii de specialitate
din care se constata, ca in ultimii ani, se atesta cresterea prevalentei prin hepatitele virale B, C si
D in plan global. In acest context, Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) a declarat fenomenul
in cauza de o importanta primordiald, iar cercetarile efectuate in directia data — de o semnificatie
majora. OMS recomanda, ca in tarile cu o morbiditate Tnalta a hepatitelor virale sa se efectueze o
monitorizare complexa a hepatitelor virale, in special a celor parenterale, cu declararea datelor
obtinute in aceasta instanta pentru aprecierea impactului problemei in plan mondial.

in aceste instructiuni sunt descrise metodele actuale a diagnosticului de laborator al hepati-
telor virale B, C si D, cu reflectarea si unor aspecte ce tin de epidemiologia, etiologia si patogene-
za hepatitelor virale. Ele au drept scop punerea la dispozitia specialistilor din domeniu materialul
documentar necesar adoptarii si utilizarii unei metodologii tehnice unificate si corecte de dia-
gnosticare a hepatitelor virale, ceea ce, in consecinta, va contribui la consolidarea sistemului de
diagnostic si supraveghere epidemiologica a hepatitelor virale, ficind posibila aplicarea masurilor
de prevenire si control precoce si eficiente.

DESTINATIA

Instructiunile metodice ,,DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALE B,
C si D” sunt destinate pentru specialistii institutiilor medico-sanitare publice, departamentale,
private si din cadrul Centrelor de Medicina Preventiva. Aceste instructii metodice au menirea
de a fi un suport in lucrul de rutina pentru medicii microbiologi, medicii laboranti, infectionisti,
hepatologi, epidemiologi, rezidenti si alti specialisti care se preocupa de problemele de diagnostic
de laborator al hepatitelor si in special de metodele contemporane de testare imunologica si
supraveghere epidemiologica a hepatitelor virale. Instructiunile metodice, de asemenea, vor fi
utilizate ca material didactic pentru instruirea cadrelor postuniversitare in diagnosticul de labo-
rator al hepatitelor virale la facultatea de perfectionare a medicilor, a rezidentilor si studentilor
in institutiile medicale de invatamant superior si mediu.

Instructiunile date vor putea fi ulterior modificate si adaptate la cerintele curente ale insti-
tutiilor medicale de profil, reiesind din evolutia situatiei epidemice prin hepatitele virale, cat si
aparitia de metode noi de diagnostic al hepatitelor virale cu performarea lor, pe masura acumu-
larii de noi informatii privind metodele de diagnostic, profilaxie si tratament.
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nr.
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abrevieri

Ac
ADN
ADCC
ADN-CCC
Ag
AgHBs
AgHBc
AgHBe
AgHCV
AgHDV
Ag pre-Sl, pre-

Anti-AgHBs
Anti-AgHBc
Anti-AgHBe
Anti-HCV
ARN
AST

Denumire deplina

anticorp

acidul dezoxoribonucleic

antibody dependent cell cytotoxicity = citotoxicitate dependenta de anticorpi

covalently closed circular — ADN circular inchis covalent

antigen

antigen HBs

antigen HBc

antigen HBe

antigen HCV

antigen HDV

antigen pre-S|, pre-S2

antigen HBx

antigen HB polimeraza

alaninaminotrasferaza

anticorpi AgHBs

anticorpi AgHBc

anticorpi AgHBe

anticorpi HCV

acidul ribonucleic

aspartataminotransferaza

bilirubina libera

bilirubina conjugata

efect citopatic

enzime immunoassay — teste imunoenzimatice

enzyme linked immunosorbent assay - test cu enzime legate de imunosorbenti

fosfataza alcalina

gamaglutamiltranspeptidaza

hemaglutinare

hemaglutinoinhibare

hemaglutinare pasiva

indicele bilirubinei

imunofluorescenta

interferon

internal ribosome entry site — situs intern de incepere a translatiei

imunoglobulina

imunomicroscopie electronica

lactatdehidrogenaza

natural killer

microscopie electronica

(polymeraze chain reaction) - reactie de amplificare genomici cu ajutorul polimerazei

reactie de fixare a complementului

(radioimmunoassay) - radioimunoanaliza

reactia hemaglutinare indirecta

reactia imunofluorescenta

Tumor necrosis factor-alpha

timpul protrombinic

timpul tromboplastinei partiale

unitati internationale

enzima uridilfosfat

Virusul hepatitei A

Virusul hepatitei B

Virusul hepatitei C

Western — blot
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CONSIDERATII GENERALE

Importanta serviciului de laborator si necesitatea investigatiilor de laborator.

Particularitatea principala a medicinii clinice contemporane devine vadita prin utilizarea pe
larg a tehnologiilor diagnostice de laborator inalt performante, care sunt vertiginos implemen-
tate in practica medicala.

Utilizarea pe larg a metodelor noi de diagnostic, suficient de diversificate si modernizate, a
schimbat totalmente conceptul privind etiologia si patogeneza multor maladii infectioase. Mai
mult decat atat, baza tehnologica curenta de diagnostic permite medicului contemporan de a
efectua operativ modificarile de rigoare in schemele de tratament, de a crea si elabora programe
eficiente pe termen lung, aplicind masuri curative si de reabilitare mult mai eficiente, in special
pentru pacientii cronici cu recidive, infectii autoimune si procese tumorale.

Necesitatea elaborarii, aplicarii metodelor noi de diagnostic de laborator este dictata si de faptul
ca in ultimul timp profilul bolnavilor infectiosi se schimba esential. Creste numarul formelor clinice
sterse, atipice, trenante, tot mai des se depisteaza pacienti cu infectii mixte bacteriene si virale.

Astfel, medicina contemporana pune in fata medicului de laborator mai multe probleme:

1. stabilirea diagnozei in baza rezultatelor investigatiilor de laborator;
2. controlul eficacitatii tratamentului (monitorizarea tratamentului);

3. determinarea gradului de rezistenta la medicamentele utilizate si corijarea schemelor
de tratament;

4. evaluarea eficientei tratamentului si elaborarea pronosticului.

La toate etapele lor, aceste probleme in mare masura pot fi rezolvate prin efectuarea tes-
telor de laborator contemporane, inalt performante, la care se afiliaza metodele de imuno si
genodiagnostica, reflectate in aceste instructiuni metodice.

HEPATITELE. Definitie.

Hepatitele (inflamatia ficatului) constituie una dintre problemele majore de sanatate publica,
datorita raspandirii globale, endemicitatii, morbiditatii si mortalitatii crescute, cat si ratei inalte
de invaliditate consecutiv cronicizarii infectiei.

Hepatitele virale reprezinta o grupa de infectii, raspandite larg, cu mari variatii in diferite
regiuni. Ele depind, in mare masura, de factorii socioeconomici si de starea sistemului medico-
sanitar; cat si de factorii mediului extern (apa, alimente — ex. HAV si HEV), cu un impact socio-
economic inestimabil.

Infectia virala a ficatului, caracterizata prin tabloul clinic de tip infectios (febra, anorexie, stare
generala alterata insotita de sindrom icteric) poate fi cauzata de numeroase virusuri.incepand cu
1970, cand a fost identificat virusul hepatitei B, pana in prezent au fost descoperite si caracteri-
zate circa 10 forme nozologice independente, cu tropism primar specific pentru hepatocit, insa
cu diferita apartenenta taxonomica, denumite virusuri hepatotrope.

Unele virusuri hepatotrope, precum v. hepatitei F si v. hepatitei G inca nu au fost sufici-
ent caracterizate.

Hepatita poate fi provocata si de alti agenti de origine virala, precum v. herpetic, v. citomegalic,
v. rubeolic, v. amaril, etc. - virusuri non-hepatotrope.

Cele cinci tipuri de hepatita virala acuta, desi cu simptomatologie clinica, leziuni histologice
si teste biochimice ,,hepatice” similare se deosebesc esential prin modul de transmitere, prin
gravitatea procesului patologic si, n special, prin potentialul evolutiv spre hepatita cronica, ciroza,
hepatocarcinom.
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Conform datelor OMS, hepatitele virale B sunt unele din cele mai raspandite patologii infec-
tioase din lume.Aproximativ 30% din populatia globului (circa 2 mird de oameni) prezinta semne
de infectie, induse de VHB. La nivel global, se estimeaza peste 350 milioane de purtatori cronici
ai VHB, echivalentul a mai mult de 5% din populatia globului. Dintre ei, 25% (cca | milion) dece-
deaza anual din cauza hepatitei virale B sau a complicatiilor asociate cu aceasta. Totodata, VHB
este responsabil, in 80% de cazuri, de carcinom hepatocelular, constituind, dupa tutun, al doilea
agent cancerigen. Hepatita virala B este considerata a 9-a cauza a mortalitatii in lume.

Nu mai putin distrugator este rolul VHC, virus transmis parenteral, unul din factorii de risc
principali fiind utilizarea intravenoasa a drogurilor. OMS estimeaza ca actual circa 3% din popu-
latia globului este infectata cu VHC, care, de asemenea, prezinta o problema majora a sanatatii
publice. Majoritatea persoanelor infectate cu VHC nu prezinta simptome sau acuze in fazele
timpurii ale maladiei i, astfel, nu cad sub incidenta supravegherii, insa ele prezenta un risc si o
sursa de infectare majora pentru alte persoane. Existenta diferitor subvariante aVHC, distribuite
neuniform pe tot globul, cu o sensibilitate diferita fata de tratamentele antivirale, creeaza dificul-
tati mari in vederea stabilirii unei diagnoze corecte si la timp a HVC.

Pentru Republica Moldova hepatitele virale reprezintd mai mult decdt o prioritate a domeniului sd-
natdtii publice. Acestea constituie o problemd complexd, care afecteazd toate componentele societdtii §i
la solutionarea cdreia este necesard multd competentd, inalt profesionalism suplinit cu o bazd materiald
si tehnica eficientd.

SCURT ISTORIC

Primele mentiuni despre hepatitele virale, denumite initial si ca ,,icter cataral”, ,,icter contagi-
os” au aparut cu foarte mult timp Tn urma, ele datand din anul 750 (e.n.). Pe parcursul secolelor
au fost observate ictere febrile care se declansau epidemic in timpul razboaielor si care erau
denumite ,,boala militara” sau ,,icter soldatesc”. Ulterior, afectiunea a fost observata si intre pe-
rioadele de epidemii, fiind cunoscuta sub numele de , icter infectios benign”.

In 1883, Lurman descrie pentru prima dati hepatita cu transmitere parenterali. in paralel,
studii mai ample, privind geneza hepatitelor, au fost facute si de medicul rus Botchin, care a re-
cunoscut caracterul contagios al hepatitelor. Astfel, o perioada indelungata, toate hepatitele de
origine infectioasa erau denumite ,,Boala Botchin”.

In cel de-al doilea rizboi mondial, hepatita virali a provocat o adevirati epidemie (a cuprins
foarte multe teritorii si tari) - numai in armata germana au fost depistate peste 6.000.000 de
cazuri.Acestea, de multe ori, fiind asociate cu vaccinarea antiamarila (febra galbena), ce continea
ser uman care, probabil, provenea de la un purtator aparent sanatos de virus hepatic B.

In a 2 jumitate a sec. XX se face deja diferentierea dintre hepatitele care se transmit enteral
cu hepatitele care se transmit parenteral (prin sangele infectat).

Un aport enorm in studierea genezei hepatitelor virale a adus-o B. Blumberg. in 1963 el
descopera in sangele unui aborigen din Australia un antigen nou, denumit antigen australian,
care, mai tarziu a fost identificat ca antigen viral de suprafata (AgHB:s).

Consecutiv, la bolnavii hemofilici au fost descoperiti si anticorpii fata de AgHBs. Sistemul Ag-
Ac detectat a fost asociat cu hepatita, care aparea foarte des la acesti pacienti dupa transfuzii de
sange. in 1976, Blumberg primeste Premiul Nobel pentru aceasta descoperire si pentru aportul
adus in studiul hepatitelor virale.

Cativa ani mai tarziu, Print a expus parerea precum ca, antigenul australian reprezinta mar-
cherul serologic al hepatitei virale B.

In sfarsit, in anul 1970, la microscopul electronic a fost descoperit si vizualizat direct in serul
sangvin al unui pacient virusul hepatitei virale B (VHB) cu antigenul de suprafata, ulterior fiind
numit particula Dane, dupa numele cercetatorului care |-a descoperit.

|”
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in 1973 este descoperit AgHBe.

in 1974 a fost izolat genomul VHB. lar la sfarsitul anilor '70 a fost descifrati consecutivitatea
primara a nucleotidelor in genomul VHB.

in paralel, au fost descoperite celelalte virusuri hepatice:A, C, D, E si altele, care sunt inca in
studiu.

Astfel, in anul 1989 a fost descoperit virusul hepatitei C (VHC) si in anul 1990 virusul hepa-
titei E (VHE), care au dus la ,,dezmembrarea” si la ,,sfarsitul notiunii” de hepatita non-A, non-B.

in 1991 s-a stabilit un nou cadru nozologic al maladiilor hepatice, care include cinci entitati
distincte de hepatite virale (HVA; HVB; HVD; HVC; HVE), determinate de cinci virusuri particu-
lare, cu marcheri specifici proprii:VHA,VHB,VHD,VHC si VHE.

Tabelul 1. Agentii cauzali ai hepatitelor virale

Fam.
Caliciviridae (?)

Fam.
Flaviviridae

Fam.
Hepadnaviridae

Fam.

V. defectiv

Picornaviridae

v. hepatitei E
(VHE)

v. hepatitei
delta (VHD)

v. hepatitei B
(VHB)

v. hepatitei C
(VHC)

v. hepatitei A
(VHA)

Tabelul 2. Principalele caracteristici ale infectiilor provocate de virusurile hepatice

Virusul VHA VHB VHC VHD VHE VHG
Evolutia Acuta Cronica Cronica Cronica Acuta Nedefinita
Descoperirea 1973 1965 1989 1977 1990 1996
Calea de Feles Sexual, Parenteral Parenjce‘ral,
. oral, Parenteral | Fecalo-oral posibil
infectare parenteral sexual
sexual sexual
Vaccin Da Da Nu Indm.aCt prin Nu Nu
vaccin VHB
Purtator, Purtator, Neclar.
ciroza, ciroza,
. Poate Ax
Simptome cancer cancer exacerba Pana
Pronostic pana la 6 hepatic. hepatic. hepatita la 20% Neclar
luni Simptome Simptome epa’ mortalitate
virala B. .
extra- extra- la femei
hepatice hepatice gravide
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I.ETIOLOGIA
1.1.VIRUSUL HEPATITEI B (VHB)

Primul component al VHB a fost evidentiat in anul 1963 de catre B. Blumberg in sangele unui
aborigen din Australia fiind denumit antigen australian si care mai tarziu a fost identificat ca
antigen viral de suprafata (AgHBs).Virionul complet a fost observat prima data in anul 1970, in
serul sangvin, de catre Dane si colaboratorii sai, ulterior fiind denumit particula Dane.

Caractere morfologice si structurale

VHB este un virus ADN (reiesind din apartenenta acidului nucleic viral), de forma sferica, cu
diametrul de 42 nm, compus din nucleocapsida core (AgHBc), acoperit cu un invelis extern lipopro-
teic (peplos) ce contine antigenul de suprafatd (AgHBs).

Figura |.Microscopia electronica al particulelor VHB.
Virioni infectiosi de 42 nm (I) (Particulele Dane). Formatiunile sferice (3) si filamentoase (2) neinfectioase. Desen
preluat www.molecular-virology.uni-hd.de

Clasificare

VHB apartine familiei Hepadnaviridae (Hepar — ficat, tropism pronuntat fata de hapatocite; ADN
— acidul nucleic viral; viridae — sufixul care determina denumirea familiei), genul Orthohepadnavirus.

Tabelul 3. ClasificareaVHB

Familia Hepadnaviridae

Genul Orthohepadnavirus (ortho — drept) Genul Avihepadnavirus (avium — pasire)

- v. hepatitei B (VHB) — virus care provoaca | - v. hepatitei B al ratei de Peking DHBV (duck
hepatita virala la om si animale; hepatitis B virus);

- V. hepatitei marmotei WHV (wood-chuck

e - v. cocostdrcului gri HHBV (heron hepatitis B
hepatitis virus);

virus).
- v. hepatitei veveritei GSHY (ground squirrel
hepatitis virus).

Particularitatea principala a tuturor virusurilor din familia Hepadnaviridae este prezenta vi-
rionului cu un invelis extern, ce contine ADN circular bi-catenar, partial monocatenar
si prezenta ADN-polimerazei virale care are activitate de reverstranscriptaza. Manifesta un
tropism inalt pentru celulele hepatice (hepatocite), cantitati mici de virusuri hepatice ADN, insa,
pot fi gasite si in rinichi, pancreas si celulele mononucleare.

INSTRUCTIUNI METODICE 9
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Relatii virus - celula gazda

A. Cultivare (In vitro) Pana in prezent nu s-a reusit cultivarea VHB in culturi celulare. S-au
facut unele incercari, utilizandu-se:

- culturi primare de hepatocite umane adulte si fetale, dar ele au fost utile doar pentru studierea etapelor
de inceput al replicarii virale;

- linii stabilizate de hepatom celular (HepG2, HuH?7), transfectate cu clone de ADN VHB re-combinant.
S-a observat eliberarea in mediul de cultura a proteinelor HBs, HBe, HBc, a nucleocapsidelor si
particulelor Dane. In aceste sisteme au fost investigate secventele transcrierii VHB.

Pe motiv, ca celulele infectate cu VHB nu prezinta alterari tipice sau e.c.p., iar nivelurile de
virus sunt minime, pentru moment, cultivareaVHB nu este utilizata in scopuri de diagnosticare.

B. Animale (in vivo). Virusurile hepatice au un spectru de gazde foarte limitat. Gazda natu-
rala pentru VHB este omul. Sunt susceptibile infectiei experimentale si unele specii de maimute
(cimpanzei, giboni). Hepatita care apare la cimpanzei este similara celei din cazul omului, dar are o
severitate medie, cu prezenta AgHBs in ser; AgHBs si AgHBc in ficat; secventelor de ADNVHB
in extractele hepatice.

Morfologia si proprietatile fizicochimice aVHB

VHB este un virus pleomorf. in serul unui bolnav cu hepatita virali B, cu ajutorul microsco-
pului electronic, se pot determina 3 forme morfologice distincte:

a) Virionul complet (particula Dane) — particule de forma sferica, cu dimensiuni de 42 nm,
invelita cu o membrana externa bilipidica de aproximativ 4 nm grosimea, ce contine lipide deriva-
te din celula gazda si toate genele polipeptidei S; proteinele de suprafata L (largi), M (mijlocii) si S
(mici). Uneori, in formele tubulare ale virionului, proteina de suprafata se poate amplasa la margi-
nea particulei virale.Virionii completi reprezinta circa 7% din numarul total al particulelor virale
si pot atinge o concentratie de 10'° virioni infectiosi/ml in serul bolnavilor sau purtatorilor.

Particulele Dane sunt structuri infectioase, prezenta lor in ser reprezinta un
indicator de multiplicare virala activa.

Figura 2. Formele morfostructurale aVHB
Virion complet,

forma tubulara

Particule sferice

Particule

filamentoase Virion complet

Hepatocitele infectate pe langa virionul complet, infectios mai poate produce in exces si alte
forme virale neinfectioase compuse din structuri ale invelisului viral (AgHBs).Astea sunt:

b) Particulele sferice cu dimensiuni mici,de 17-25 nm, formate din structuri ale invelisului
viral (HBs), goale in interior. In serul bolnavilor structurile date se observi cel mai frecvent. in
unele cazuri de hepatita cronica fiind singurul tip de particule detectate, ating o concentratie de
10" particule/ml ser, depasind cu mult cantitatea particulelor virale complete.

c) Particulele filamentoase de 22 nm in diametru si 50-230 nm in lungime, identice cu
formele tubulare de virion, formate in rezultatul agregarii particulelor sferice. Se intalnesc in
cantitati mult mai mici. Ele pot contine AgHBs.
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Particulele sferice si filamentoase, spre deosebire de particulele Dane sunt lipsite de acid
nucleic, de aceea sunt neinfectioase. Insa ele sunt inalt imunogene, astfel prezenta lor in organis-
mul persoanelor infectate induc formarea/sinteza anticorpilor neutralizanti anti-HBs in titre de
protectie. Anume acest antigen este utilizat in producerea vaccinurilor impotriva hepatitei virale
B, care asigura o inalta protectie.

Titrul virusului in singele pacientului poate varia de la < 104/ml si >10?/ml.
Particule infectioase

e Particula 42-47 nm. Membrana externa contine lipide si

trei forme de AgHBs;
|.Virion complet (Particula Dane)
® Nucleocapsida de 27 nm contine circa 180 de copii de

proteine core, ADN VHB si ADN-polimeraza.

Particule neinfectioase

e Filamente sau sfere de 22 nm de diferita lungime,

2. Particule sferice contin lipide si, in special, una din formele AgHBs, de
3. Particule filamentoase obicei, prezent in exces de 10 000 - | 000 000 mai
mult decat particulele Dane

VIRIONUL COMPLET

Virionul complet (particula Dane) este format din doua subunitati structurale: nucleoca-
psida (centrul viral) si invelisul viral, care se pot desface in parti componente sub actiunea
detergentilor neionici.

Figura 3. Modelul 3-D (tridimensional) al particulei virale complete VHB

VHB este de marime mare de circa 3 ori mai mare decat
molecula de hemoglobina umana. Ca si genomul uman, ge-
nomul VHB este compus din ADN circular bicatenar, partial
monocatenar, inclus intr-o membrana proteica - capsida de
simetrie icosaedrica, invelitd la randul sau de o membra-
na externa, supracapsida, formata din dublu strat lipidic cu
spicule (proeminente) glicoproteice, derivata din comparti-
mentele celulei gazda.

www.molecular-virology.uni-hd.de

I. NUCLEOCAPSIDA VIRALA (,,core”) reprezinta centrul electronodens cu contur
hexagonal, cu dimensiuni de 28 nm si include genomul viral (ADN), enzima ADN-polimeraza (cu
functie si de reverstranscriptaza) si proteina principala a centrului viral - o fosfoproteina bazica-
C de 21 kD denumita antigenul core al VHB (AgHBc).

Genomul viral

Este reprezentat de o moleculd micd de ADN circular, bicatenar, partial monocatenar
de 3,2kb. Catena de sens negativ mai lunga (L) contine 3200 nucleotide. Catena de sens pozitiv mai
scurtd (S) contine numai | 100-2600 nucleotide. Diferenta de lungime dintre ambele catene de-
termina existenta unui segment monocatenar.

Capetele 3 si 5 ale catenei L sunt constante, iar capatul 3 ale catenei S poate fi variabil. Ca-
tenele sunt complementare in pozitiile fixe 5 (regiune coeziva) aceasta asigurand circularizarea
genomului. Ambele capete coezive ale extremitatii 5’ prezinta secventele repetitive DRs (direct
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repeat), comune tuturor hepadnavirusurilor. Ei servesc ca initiatori ai replicarii, fiind ,,primeri” pen-
tru sinteza secventelor ADN respective si asigura integrarea in hepatocite. Capatul 5 a catenei
S este legat de o secventa ARN capusonatd, care are rolul de initiator al sintezei celei de a doua
catena ADN. Genomul VHB se afla de regula extracromozomial ca epizom liber, dar si integrat in
cromozomul gazdei. Secventele integrate sunt caracteristic prezente in cancerul primar si rareori
in hepatitele cronice.

Organizarea genomului

Genomul VHB are o organizare foarte compacta si contine 4 gene care se suprapun par-
tial si sunt exprimate ca 4 ORF (,,0pen reading frames™) - regiuni deschise citirii: S, C, P si X, care
codificd mai multe proteine, 4 fiind mai importante, precum proteinele nucleocapsidei virale (core), po-
limerazele virale, antigenii de suprafatd (preS|, preS2 si S) si proteina X (proteina nonstructurala).

Figura 4. Structura genomului VHB

Cele 4 ORFs (pre-C/C, pre-Sl/pre-S2/S, P si X)
indicate Tn centru:

Gena core (C) codifica capsida proteica.
Gena P codifica ADN polimerasa virala.

Gena X codifica proteina X cu functii complet neelucdate.

gomomic ANA

www.molecular-virology.uni-hd.de

Gena S codificd proteinele de suprafatd a invelisului viral - AgHBs. Este formata din trei regiuni:
S, pre-S| si pre-S2. Regiunea S codifica proteina SHBs (,,small’- micd), regiunile pre-S2 si S codifica
proteina MHBs (,,middle” - mijlocie), regiunile pre-S|, pre-S2 si S - proteina LHBs (,,large” - larga).
Regiunea S este mult mai stabila decat regiunile pre-S| si pre-S2 in care pot aparea mutatii punc-
tiforme, deletii si rearanjamente. Aceste fenomene apar mai frecvent in hepatitele cronice.

Gena C codificd proteinele structurale a nucleocapsidei virale HBc (core) si AgHBe. ORF-ul
corespunzator genei C; contine 2 codoni start, ce constituie regiunea pre-C si un codon stop
comun. Primul codon start codificd proteina precursoare HBe, care este secretata in ser ca AgHBe.
Mutatiile din regiunea pre-C duc la disparitia AgHBe din ser, desi multiplicarea virala poate exista.
Al doilea codon start codificd proteina capsidald P22C/HBc. Mutatiile Tn regiunea C si pre-C sunt
asociate cu o evolutie grava a infectiei hepatice, in special cu hepatita fulminanta.

Gena P codificd ADN-polimeraza virald, participa la copierea ARN in ADN si ADN in ARN, joaca rol
de reverstranscriptaza si de ribonucleaza, insa nu poate indeplini functii si de integraza (spre deosebire
de reverstranscriptaza HIV). Poseda o regiune terminala care este legata covalent de ADN genomic.

Gena X codifica proteina HBX, legata de capatul 5’ al catenei L, prezenta numai la hepadna-
virusurile mamiferelor, rolul careia pe deplin nu este elucidat.

Genomul viral mai contine si regiuni de reglare a expresiei sale: 4 promotori activatori, semnal
de poliadenilare, secvente DRI si DR2.

Capsida

Capsida este de simetrie icosaedrica, contine 180 sau 240 capsomere, formata dintr-un
singur tip de proteina, proteina centrului viral HBc (P22C), care se leaga de genomul viral, cu functii
de proteinkinaza si rol de autofosforilare. Structural este formata din dimeri legati prin punti
disulfidice.
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Capsida contine ADN-polimeraza virald care functioneaza ca reverstranscriptaza ce transcrie
ARN pregenomic in catena de sens negativ a ADN.Alte roluri al ADN-polimerazei: a) initierea
replicarii; b) enzima tip ARN-aza pentru degradarea hibridului ARN ADN.

2. iNVELI$ULVIRAL (supercapsida) are o grosime de 7 nm si se evidentiaza la exteriorul
virionului. Este constituit din dublul strat lipidic si glicoproteine (proteinele de suprafata), proemi-
nente pe suprafata membranei ca niste spiculi.

a) Dublul strat lipidic este derivat din compartimentele celulare interne.Asamblarea virioni-
lor are loc la nivelul reticulului endoplasmatic si nu din membrana plasmatica;

b) Proteinele de suprafata HBs:

I. Proteina mica S (small) SHBs (24kD) contine doar domeniul S (de suprafata) care
poate fi ca o structura glicozilata (GP27) sau neglicozilata (P24 kDa). Proteina contine trei seg-
mente hidrofobe, dintre care doua traverseaza stratul bilipidic si doua segmente hidrofile, unul
din care contine determinantii principali (antigenici) de grup si de subtip.

AgHBs - este un dimer alcatuit din doua molecule de SHBs legate prin punti disulfidice. Este
partea componenta a particulelor sferice goale din ser si responsabilul major al antigenicitatii.

2. Proteina mijlocie M (middle) MHBs (3 1kD) contine doar domeniile S si pre-S2,
este glicozilata si prezenta in doua forme GP33 si GP36. Domeniul pre-S2 favorizeaza atasarea
virionului de celula prin intermediul serumalbuminei si poseda un epitop cu imunogenitate
inalta.

3. Proteina mare L (large) LHBs (39kD) contine domeniile S, pre-S| si pre-S2. Se ga-
seste n forma glicozilata GP42, cat si neglicozilata P39, lungimea proteinei fiind variabila in func-
tie de subtip. Domeniul S| contribuie la atasarea virusului de hepatocit. Proteina L, se presupune,
ca participa la asamblarea virala si este responsabila de infectiozitatea virala.

Aceste trei glicoproteine ale invelisului viral au o distributie neuniforma la particulele
virale aleVHB. Particulele subvirale (filamentoase sau sferice) de 22 nm sunt compuse predo-
minant din proteinele S, cu cantitati variabile de proteina M si foarte putina proteina L (circa
300-400 proteine S si 40-80 proteine M si L). n schimb, particulele virale complete sunt pre-
dominant compuse din proteinele L. Proteina L contine un domeniu, careea ii revine functia
de receptor de recunoastere, care faciliteaza atasarea eficienta de receptorii superficiali ai
celulei gazda.

Proteinele HBs (de suprafata) sunt structurale, dar datorita reproducerii lor in exces,
(in cantitati de 10° mai mult decat virionii) sunt secretate in ser, unde circuld liber si pot fi con-
siderate ca proteine secretate.

Proteinele nestructurale

Proteina HBe nu face parte din structura virionului, fiind proteina secretata, sintetizata de
regiunea genomica pre-C si nu este necesara pentru multiplicarea VHB. Este eliberata din celula
in forma de structuri polipeptidice de 22 kDa si 16 kDa, nu are tendinta spre autoasamblare.
Mutatiile in regiunea pre-C nu inhiba replicarea virala. Rolul proteinei HBe: imunomodulator al
raspunsului fata de hepatocitele infectate. De asemenea, proteina HBe poate fi implicata in regla-
rea expresiei, asambldrii si secretiei proteinelor centrului viral.

Proteina HBx — este prezenta doar in genomul hepadnavirusurilor proprii mamiferelor.
Actioneaza ca transactivator, asigurand cresterea expresiei AgCMH | si AgCMH II. Este stimulator,
in nivel scazut, al oncogenezei VHB.

Structura antigenica

Proteinele virale alcatuiesc un complex de antigene, prezenta carora in organism evolueaza
specific, in dependenta de etapele si formele clinice al infectiei, in functie de raspunsul imun al
gazdei.
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1) AgHBs - antigenul de suprafatd corespunde celor trei proteine membranare de su-
prafata HBs, este foarte imunogen si induce producerea de anticorpi anti-HBs. AgHBs, un
antigen foarte heterogen, este format din doua tipuri de antigene:

a) Ag specifice comune de grup ,,a”, localizate pe secventa aminoacizilor 124-137 si 139-147 a AgHBs
sub forma a doua bucle, tinta Ac neutralizanti.

b) Doud perechi de antigene de subtip:

- dly specifice aminoacidului in pozitia 122;

- rlw specifice pozitiei 160 de arginina sau lizina. Subtipul w include si cateva subvariante:v_v,, w,w,w,

Perechile dly si r/lw se exclud reciproc una pe alta, iar prin combinarea lor se formeaza
9 serotipuri majore, dintre care mai frecvent intdlnite sunt patru: adw, ayw, adr si ayr.
Determinarea serotipurilor are importanta epidemiologica, ele avand o distributie geografi-
ca diferiti. in SUA, Europa de Nord, Asia si Oceania — se intdlneste frecvent determinanta d,
mai rar - determinanta y. in Japonia, determinanta d practic domini prezenta determinantei y.
In Africa, Australia (regiunile aborigene), India, regiunea Mirii Mediteraneene - determinanta
y e intilnitd mai frecvent, in timp ce ,,d” - foarte rar. in Europa, SUA, Africa, India, Australia
si Oceania - predomina determinanta w. in Japonia, China si Asia de Sud-Est - predomina
determinanta r.

Subvariantele adw, ayw si adr sunt cele mai raspandite geografic. Subvarianta ayr se intal-
neste foarte rar, fiind comuna doar pentru o mica populatie din Oceania.

Variatiile in antigenele invelisului VHB reprezinta mutatii punctiforme, aparute in gena S,
prezente, in special, la persoanele vaccinate sau tratate cu anticorpi specifici mono sau po-
liclonali. Aceasta explica esecul in vaccinare a unor persoane; aparitia hepatitelor cu AgHBs
negative si dificultatile ce survin in diagnosticarea acestor mutatii.

AgHBs apare in ser la a 4-6 saptamana dupa infectare si dispare la aproximativ 3 luni
de la debut, ce coreleaza cu insanatosirea. Se determina in toate secretiile organismului, in
tesutul hepatic, limfatic si lipidic. Prezenta AgHBs pe o durata mai mare de 6 luni confirma
persistenta infectiei.

2) AgHBc — antigen unic, se gaseste in virionul complet si in nucleocapsidele neasam-
blate din nucleul hepatocitelor infectate. Poate fi detectat la purtatorii sanatosi cu hepatite
cronice active in nucleul si citoplasma hepatocitelor. in ser nu se determini in stare liber3,
doar ca component intern al particulelor virale. Rar poate fi evidentiat sub forma de com-
plexe imune Ag-Ac. In nucleul hepatocitelor infectate AgHBc este determinat la aproximativ
10 zile de la infectare.

3) AgHBe asociat nucleocapsidei, identificat si ca antigen solubil. Este reprezentat
de doua tipuri de antigene: AgHBe | si AgHBe2 Epitopii AgHBel sunt expusi pe suprafata
capsidei, iar epitopii AgHBe2 sunt situati in centrul nucleocapsidei, astfel ca anticorpii fata
de AgHBel reactioneaza numai cu proteina asamblata, iar cei fata de AgHBe2 recunosc
proteina numai dupa distrugerea centrului viral. Mutatiile din regiune genomica pre-C/C se
intilnesc rar, aceste secvente fiind bine conservate. In special, mutatiile in regiunea data se
observa in cazurile cu infectie cronica cu VHB. AgHBe este prezent in ser in perioada de
incubatie, imediat dupa aparitia AgHBs si dispare dupa 2-4 saptimani, inainte de disparitia
AgHBs. Prezenta AgHBe indicd o replicare virald activd. Persistenta indelungata in ser determina
pronostic nefavorabil.

4) AgHBXx este mai putin studiat. Posibil este implicat in transformarea oncogena a he-
patocitelor.

5) ADN-ul viral - persistenta indelungata indica infectie cronica. ADN=-ul viral apare
in ser odata cu antigenele virale. Dispare din ser la inceputul celei de a doua saptamani a
perioadei de stare a infectiei acute.

14 INSTRUCTIUNI METODICE



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALEB, CsiD

N

Tabelul 4. Nomenclatura infectiei cu VHB

Virion complet (particula Dane) de 42 nm, consta din
anvelopa externa (peplos, supracapsida) de 7 nm grosime
si un centru viral (nucleocapsida, ,,core”) de 27 nm.
Centrul viral este compus din ADN circular bicatenar,
partial monocatenar si polimeraza ADN virala.

Virusul hepatitei B
(virion infectios complet)

Complexul determinantelor antigenice, denumit si antigen
ARSI e oMl australian (Au) sau antigen asociat hepatitei virale (HAA).
al virusului hepatitei B Se gasesc pe suprafata VHB sub forma de particule sferice
de 22 nm sau particule tubulare.

AgHBs

Antigenul core al Antigenul specific asociat centrului viral al VHB (core) de
virusului hepatitei B 27 nm.

AgHBc

Determinanta antigenica este strans asociata cu
nucleocapsida VHB. De asemenea circula ca proteina
solubila in serul bolnavului.

Antigenul e al virusului

Raale hepatitei B

Anti-HBs
Anti-HBc
Anti-HBe

Rl IR etV Anticorpii specifici care sunt produsi ca raspuns la
AgHBc,AgHBe determinantele antigenice (epitopii) respective.

VARIABILITATEA GENETICA

Genomul VHB este relativ stabil, insa secventierea ADN-ului mai multor virusuri hepatice
din diverse regiuni ale globului a confirmat existenta mai multor genotipuri, care difera dupa
structura si functie si dupa distributia geografica. Actual, se cunosc minimum 8 genotipuri, care
difera dupa proprietatile de replicare, dupa modul de expresie si recunoastere a epitopilor
imuni, si care, la randul sau, difera dupa formele de manifestare a infectiei. Genotipurile A, B,
C si D sunt preponderent raspandite in Europa Centrala si SUA, pe cand genotipurile B si C
prevaleaza in Asia, iar genotipul D se inregistreaza in regiunea Mediteraneana si India. Genotipul
A si E prevaleaza in Africa, iar F-H se detecteaza in America Centrala si de Sud. Genotipurile A
si F sunt segregate la randul sau in 2 subgenotipuri, iar B si C in 4 subgenotipuri.

In caz de confectie simultana cu diferite variante, recombinari intre genotipuri pot avea loc
in regiunile pre-core si core al VHB. Mutatii minore de tip shift antigen pot avea loc in diferite
regiuni ale genomului, ele modificand intr-un fel sau altul formele infectiei. Mutatiile in genomul
VHB pot influenta seroconversia AgHBe si, in general, evolutia infectiei. La pacientii AgHBe
pozitiv, genotipurile A si B sunt mai sensibile la interferon decat genotipul D si C.

Repartizarea genotipurilor VHB in lume
Genotip  Subtip

A Aa Africa, Asia-de-Sud

Ae Europa, USA
B Ba Asia de Est

Bj Japonia
C o

C  Asia Mijlocie si de Est
D

D  Europa de Sud si Mediteraniani, India

E Africa de Vest
F F1 America de Sud

F2(H?) America Centrali si de Sud

G

G Nu se cunoaste
(Mizokami M et al, 2004)
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Variatiile virale apar mai frecvent in infectia hepatica cronica in urma mutatiilor sau deletiilor
genetice in regiunile pre-C/C. Unele mutatii pre-C/C se asociaza cu hepatite fulminante si fluctua-
tii mari ale aminotransferazelor. in infectii cauzate de tulpini mutante ale VHB, AgHBe poate lipsi.

In cazurile de exces de anticorpi serici (nou-nascuti de la mame purtatoare de AgHBs, per-
soane vaccinate sau carora li s-au administrat y-globuline) se determina variante virale mutante
ce scapd de supravegherea imund si ele pot fi transmise accidental, prin transfuzii sau transplant
de organ catre alte persoane.

Importanta cunoasterii genotipurilor hepatice reiese din raspunsul diferit
pe care acestea o atesta fata de tratamentul antiviral. Hepatitele cauzate de

genotipurile asiatice B si C raspund mai greu la tratamentul cu IFN si derivatele
sale,n timp ce hepatitele cauzate de genotipurile europene si americane raspund
mai bine la terapia antivirala.

MULTIPLICAREA VIRALA

Datele referitor la replicarea VHB au fost obtinute prin transfectia in vivo a unor animale
sensibile inoculate intrahepatic cu ADNVHB (cimpanzei, rate) si in vitro prin infectarea unor linii
celulare continue de hepatom celular (Hep G2, Hu H7, LMH). Se disting urmatoarele etape a
replicarii virale:

Figura 4. Ciclul de replicare al VHB
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Sursa: http:/lcontent.nejm.orgl/cgilcontent/full/350/11/1118

A.Adsorbtia si patrunderea in celula. Ligandul viral care asigura atasarea la celuld este
considerata proteina HBs de invelis, rolul principal apartinind domeniului pre-S| al proteinei
LHBs si mai putin domeniul pre-S2 al proteinei MHBs. Receptorii hepatocitelor pentru VHB
inca nu sunt identificati. Se considera ca, liganzii virali se leaga de albuminele serice umane po-
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limerizate si atasate pe membrana hepatocitelor. in acest proces sunt implicate serumalbumina
umana, fibronectina sinusoidelor hepatice, endonexina 2 si apolipoproteina H. Apoi urmeaza
patrunderea virionului in celula prin endocitoza, dezasamblarea virionului si capsidei, trecerea in
nucleu prin porii membranei nucleare a complexului ADN polimeraza virala.

B. Biosinteza componentelor virale. Intracelular, ADN-ul viral este convertit in forma
bicatenara completa, inchisa covalent, circulara si suprarasucita. Transcrierea, translatia si sinteza
proteinelor se realizeaza astfel. Catena L de sens negativ este transcrisa in ARNm cu participa-
rea polimerazei celulare ARN I, cu functii de:

- ARNm care codifica proteinele suprafetei virale (S si X);

- ARNm, denumit pregenomic (pgARNm), care indeplineste doua functii: translatia proteinelor HBc,
HBe, a polimerazei virale si functia de matrita pentru ADN-ul viral. ARNm transportat in citoplasma
la nivelul ribozomilor se transleaza asigurand sinteza proteinelor virale.

Replicarea genomului decurge in interiorul capsidei preformate, concomitent cu asam-
blarea proteinelor capsidale adunate in jurul pregenomului, inclusiv cu polimeraza virala si o
proteinkinaza. Sinteza ADN L de sens negativ are loc cu participarea ADN—polimerazei virale
pe matricea ARNm pregenomic prin reverstranscriere. lar ARNm pregenomic este dezintegrat
de ribonucleaza si eliminat, apoi are loc sinteza catenei ADN S de sens pozitiv cu circularizarea
moleculei de ADN.

C.Asamblarea si eliberarea din celula. Asamblarea completa a virionului si obtinerea
invelisului viral are loc in structurile interne ale celulei gazda. Formarea supercapsidei si imbraca-
rea nucleocapsidelor virale cu proteinele HBs decurge intr-un compartiment intermediar intre
reticulul endoplasmatic si aparatul Golgi pe membrane care contin proteinele HBs agregate.
Proteinele LHBs in virionul integru predomina in raportul 4/1 fata de SHBs si MHBs. Eliberarea
din celula a virionilor are loc prin exocitoza.

O particularitate a replicarii VHB este sinteza in exces a proteinelor HBs organizate ca par-
ticule sferice de 20-22 nm sau ca forme filamentoase, goale in interior, neinfectioase.

PATOGENEZA S| IMUNITATEA

Perioada de incubatie variaza de la 45 pana la 180 zile, in mediu 60-90 zile.Variatiile de-
pind de cantitatea virusului, modul de transmitere si raspunsul gazdei.

VHB patrunde in organism prin diverse cai. Nimerind in torentul sangvin, virusul patrunde
in ficat, celula hepaticd devenind gazda de replicare primard. Replicarea virala dureaza circa 10-12
zile, dupa care virusul se raspandeste in organism, fie prin contiguitate de la celuld la celuld, fie pe
cale sangvind.Virusul este eliberat in torentul sangvin cauzand o viremie masivd. Hepatotro-
pismul specific nu exclude replicarea virala si in alte tesuturi, organe, celule (endoteliu, epiteliu
biliar, celule acinare pancreatice, mononucleare sangvine, celule stem, maduva, suprarenale, ri-
nichi, splina, ganglioni etc.). Evolutia patogenica a infectiei este determinata de statusul imun al
organismului. Intensitatea si tipul raspunsului imun determina severitatea bolii.

Dupa o perioada de incubatie ce variaza intre 6 saptamani si 6 luni, intervin mecanismele
aparaii nespecifice. IFNQ este responsabil de aparitia febrei, mialgiei, cefaleei. Celulele NK vor
induce sinteza de IFNYy si aparitia in niveluri crescute a IL2.
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Figura 5. Procesele imune in infectia cu VHB
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Raspunsul celular

Initial sunt activate limfocitele T citotoxice, activitatea carora este indreptata spre lichidarea
hepatocitelor infectate, ca rezultat se dezvolta leziuni necroinflamatoare, aparute in urmatoarele
etape: a) declansarea apoptozei, ca urmare a interactiunii specifice Ag-limfocit; b) aparitia de
focare inflamatoare, ca rezultat al secretiei de IFN de catre limfocitele citotoxice; c) prin inter-
mediul IFNY se activeaza macrofagele intrahepatice si induc un raspuns de hipersensibilitate de
tip tardiv cu actiune distructiva hepatica.

Raspunsul umoral

Imunitatea umorala este asigurata de anticorpii anti-HBs, anti-HBc si anti-HBe.
Anticorpii anti-HBs sunt Ac protectori de tip neutralizanti, sintetizati fata de AgHBs, in
special fata de domeniul major, situat pe una dintre cele doua bucle g la aminoacizii 139 si 147.
Anti-HBs cauzeaza blocarea ligandului viral de atasare la receptorii celulari si in consecinta indu-
ce neutralizarea infectivitatii particulelor virale. Anti-HBs impreuna cu Ag virale alcatuiesc com-
plexe imune care asigura eliminarea virusului,insa depunerea acestor complexe imune in tesuturi
cauzeaza procese patologice extrahepatice ca urticarie, artrita, glomerulonefrita si vasculita.
Anti-HBs apar dupa disparitia AgHBs, iar intervalul de timp dintre aceste doua evenimente fiind
denumit “fereastrd serologica”.
Anticorpii anti-HBc nu poseda efect neutralizant. Ei se formeaza ca raspuns la structurile
HBc exprimate pe suprafata hepatocitelor sau eliberate dupa liza hepatocitelor.
- anti-HBc de tip IgM indica replicarea virald activa si se determina spre sfarsitul perioadei de incubatie,
atingdnd concentratie maxima in perioada de stare, disparand in perioada de convalescenta;
- anti-HBc de tip IgG apar la sfdrsitul perioadei de stare, ating concentratie maxima in perioada de
convalescenta si persista toata viata.
Anticorpii anti-HBe apar dupa disparitia AgHBe, decelandu-se consecutiv aparitiei anti-
corpilor anti-HBc IgM.
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Citokinele

Citokinelor le revine un rol antiviral deosebit in reglarea raspunsului imun. impreuni cu
interferonii, interleukinele IL-2, IL-12 si TNF-q, prin actiune comuna, inhiba replicarea virala.
Experimental, s-a determinat la soarecii transgenici infectati cu VHB, ca tratamentul cu IL-12
inhiba replicarea hepatica aVHB, inducand niveluri crescute de IFN-y si TNF-q, cu efect extins si
extrahepatic, de ex.in rinichi. ADN viral, precum si nucleocapsidele si alte particule intermediare
de multiplicare, dispar din citoplasma hepatocitelor si celulelor renale.

Componenta autoimund — raspunsul fata de structurile proprii ale hepatocitului (complexe
lipoproteice de membrana) ar fi prezente in hepatitele virale, in special de tipul ADCC. Ele duc la
distrugere tisulara, citoliza.

PERSISTENTA INFECTIEI

Vindecarea este rezultatul eliminarii antigenelor virale din circulatia sangvina si disparitia
virusului din tesutul hepatic (a ADN-ului, formelor replicative intermediare si al antigenelor).

Prezenta in sange a AgHBs mai mult de 6 luni confirma cronicizarea infectiei.

Cauzele persistentei virale nu sunt pe deplin cunoscute, dar depind de particularitatile:

a) Gazdei, si anume:

- vdrsta: sugarii nascuti de mame infectate devin in 90% purtatori cronici de VHB, ca rezultat al
imaturitatii sistemului imun (prelucrare inadecvata a Ag, absenta raspunsurilor inflamatorii), expresiei
scazute a IFNYy si a activitatii intense a celulelor supresoare, posibil si al instalarii tolerantei imune
mediate de AgHBe. La adulti, doar in 10% de cazuri survine cronicizarea infectiei, cauzele nefiind
elucidate pe deplin;

- imunodeficienta congenitald (sindromul Dawn) sau achizitionatd (infectarea cu HIV) determina portajul
cronic de VHB.

b) Virusului (proprietatile biologice ale virusului): ADN viral se determina in hepatocite nu numai
in formd replicativd epizomala (infectie activa productiva), dar si in formd integratd in ADN cromozomial
(provirus) cu infectivitate redusa si perioade de reactivare. Persistenta ar evolua prin faza de hepatita
cronica la cancer primar de ficat.

- variabilitatea virald: mutatiile virale cauzate de deletii sau mutatii punctiforme in domeniul pre-C al
genei C cu replicare in titre joase au fost determinate in cazul hepatitei cronice. Se presupune, ca
acest fapt ar duce la aparitia unor tulpini virale noi de VHB, responsabile de formele de hepatite
cronice;

- particularitati de replicare a VHB: in nucleul hepatocitelor este mentinut permanent un stoc de ADN
CCC, fie prin transportarea inapoi in nucleu a ADN VHB nou sintetizat, fie prin reinfectie. Marimea
constanta a cantitatii de ADN-CCC este reglata prin feed-back de sinteza Ag de suprafata (AgHBs
inhiba formarea ADN-CCC).

Prezenta continua a ADN-CCC in nucleul hepatocitelor asigura persistenta in-
fectiei in doza infectanta mica si conduce la infectie subclinica.

SPECTRUL INFECTIEI CU VHB. Aspecte clinice si histopatologice.

Infectia cu VHB se poate manifesta foarte variat de la forme asimptomatice pana la forme
grave (fulminante sau oncogene), dependente de doza particulelor virale care patrund in orga-
nism, de varsta la care persoana s-a infectat cu VHB, de faza in care infectia este depistata si nu
in ultimul rand, de raspunsul imun al persoanei.
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Figura 6 . Spectrul infectiei hepatice cuVHB
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HEPATITA ACUTA

Hepatita acuta clasica autolimitanta este rezultatul reactiilor imune unice,

puternice, cu eliminarea virusului circulant si a hepatocitelor infectate, ceea ce
duce la vindecare.

Vindecarea se determina la 90% pacienti, fiind insotita de disparitia AgHBs si aparitia anti-
HBs. Formele acute de infectie cu VHB se pot rezolva spontan dupa 4-8 saptamani de boala.
Majoritatea pacientilor se reabiliteaza fara consecinte semnificative si fara reactivari ulterioare.
In majoritatea cazurilor, persoanele infectate nu necesiti tratament sau dieti speciali.

Serologic se determina AgHBs (prezent chiar in perioada de incubatie), apoi anti-HBc 1gM. Tn
evolutie favorabila simptomele treptat dispar timp de 2-3 saptamani.

Prezenta Ac protectori HBs este un indice imun favorabil, disparitia lor avand loc in aproxi-
mativ 2-3 luni. Paralel cu aceasta, transaminazele revin la valori normale. in caz de reactivare a
hepatitei cronice asimptomatice, fapt care deseori este dificil de diferentiat, se constata persis-
tenta AgHBs, prezenta AgHBe si ADN viral in ser si rar anti-HBc IgM in titruri inalte.

Evolutia fulminanta a hepatitei acute se intdlneste in aproximativ 0,2% cazuri, cu insufici-
enta hepatica acuta si sfarsit letal in 63-93% cazuri. Un indice al unei evolutii severe a bolii este
scaderea timpului de protrombina sub 50%.
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Figura 7. Evolutia hepatitei virale B in dependenta de varsta
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INFECTIA ASIMPTOMATICA

Se considera ca pe plan global exista peste 350 min. purtatori de AgHBs, la care continuu are
loc multiplicarea virala, iar reactia gazdei este nula si lipsita de simptome clinice. Purtatorii, de
obicei, sunt depistati ocazional. In caz de detectare la un pacient asimptomatic a AgHBs, obliga-
toriu se vor efectua examinari suplimentare a markerilor hepatici.

HEPATITA CRONICA

Este o manifestare a infectiei persistente asociata cu replicarea continua a VHB si raspun-
suri imune slabe, cu instalarea tolerantei imune. Se cronicizeaza numai 10% din formele acute,
caracteristic fiind absenta simptomelor clinice sau nespecificitatea lor. Existenta lor se descopera
ocazional, in cursul unor investigatii de laborator sau tardiv, dupa perioade indelungate, prin
aparitia insuficientei hepatice, a cirozei, ascitei, hemoragiilor sau a carcinomului hepatic. Riscul
de cronicizare a hepatitei creste la 90% pentru nou-nascutii proveniti de la mame infectate, 30%
pentru copiii infectati la varsta pana la 5 ani, 2-10% la adulti.

CIROZA HEPATICA

Se dezvolta la circa 2% pacienti cu hepatita cronica, mai frecvent in caz de prezenta a anti-HBe
decat in prezenta AgHBe. Este caracteristica multiplicarea virala. Histopatologic, se determina
hepatita cronica activa, iar clinic, se manifesta cu insuficienta hepatica si sfarsit letal. Aproximativ
la 6% din pacienti ciroza evolueaza spre carcinom hepatocelular.

CARCINOMUL HEPATOCELULAR

VHB se considera agent etiologic al carcinomului hepatocelular primar (CHP) in baza date-
lor epidemiologice (incidenta inalta de CHP in zonele geografice cu hepatita B endemica) si ex-
perimentale pe animale infectate cu hepadnavirusuri (aparitia de CHP pe fondul de portaj cronic
de virus in hepatite, evoluand cu distrugeri si regenerari hepatice). Mecanismele procesului de
instalare a CHP insuficient sunt cunoscute, insa e clar, ca malignizarea este favorizata de evolutia
lenta, ce decurge ani de zile.
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SEMNE HISTOPATOLOGICE

Pentru hepatita acuta forma clasica, histologic, sunt caracteristice leziuni degenerative pa-
renchimatoase (hepatocite balonizate cu contur sters si nuclee mari) si inflamatoare (edem, in-
filtratie cu neutrofile, eozinofile si activare de celule Kupfer) insotite de modificdri regenerative
(mitoze, diminuarea inflamatiei).

in functie de localizarea si raspandirea necrozelor, se deosebesc urmatoarele forme histo-
patologice:

- necrozd in focare si inflamatie intralobulara (hepatita acuta clasica);

- necrozd zonald periportald in asociatie cu leziunile de mai sus;

- necrozd confluentd in jurul venulelor hepatice;

- necrozd masivd, multilobulara.

Distrugerile hepatice la peste 65% dintre formele supraacute sunt letale.
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1.2.VIRUSUL HEPATITEI C (VHC)

in anul 1988, M. Houghton cu colaboratorii sai a efectuat clonarea reusita a VHC si descri-
erea genomului viral detectat din plasma cimpanzeilor infectati cu acest virus. Incepand cu anul
1989, in rezultatul cercetarilor efectuate de Choo Q.L.si colab., hepatita C a fost determinata ca
o unitate nozologica de sine statatoare din grupul hepatitelor virale, predominand in majoritatea
cazurilor in hepatitele ,,non A, non B”. Descoperirea agentului a fost posibila gratie aplicarii teh-
nicilor de biologie moleculara, inclusiv clonarea secventelor genomice virale si a investigatiilor
experimentale.

Clasificarea

La baza clasificarii au fost luate in consideratie caracterele similare, comune virusurilor cu
genom ARN de sens pozitiv, in special ale reprezentantilor familiilor Flaviviridae si Pestiviridae.

Comitetul International de Taxonomie a Virusurilor a propus ca VHC sa fie inclus in familia
Flaviviridae, genul Hepacivirus.

Tabelul 5. ClasificareaVHC

Familia Flaviviridae

Genul Flavivirus Genul Pestivirus Genul Hepacivirus

v. encefalitei japoneze — encefalita

v. encefalitei West-Nile - boala febrila,
encefalita

v. denga — boala febrila hemoragica, v. febrei porcinelor
eruptiva

v. diareei bovine -
v. hepatitei C — hepatita virala C

v. febrei galbene (v. amaril) — febra
galbena

Relatii virus - celula gazda

A. Cultivare (In vitro) Pana in prezent nu s-a reusit cultivarea VHC in culturi celulare. Multi-
plele incercari de cultivare in hepatocite de cimpanzeu, celule umane fetale hepatice nu au dat
rezultate preconizate. La cresterea in vitro in linii celulare Daudi (derivate din celulele B) sau
MT2 (celule leucemice T-umane) s-au obtinut niveluri joase de replicare cu aparitia de cvasispecii
genomice.

B.Animale (In vivo). La infectarea experimentald, cimpanzeul dezvolta o hepatita acuta, clinic
si histopatologic asemanatoare celei umane.

Caractere morfostructurale

Virionul VHC are forma sferica si diametrul de 40-60 nm. Nucleocapsida virala este
inconjurata de o anvelopa constituita dintr-un strat lipidic, la suprafata careia se observa niste
»spiculi” fini de 6 nm in lungime (glicoproteienele El si E2 de suprafata), codificate de ARN
VHC. In interiorul virionului este localizata nucleocapsida, cu dimensiunile de 30-35 nm.
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Figura 8. Organizarea genomuluiVHC.ARN monocatenar, liniar, de sens pozitiv.
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Genomul

Este de tip ARN monocatenar, liniar, de ,,sens pozitiv”’, constituit din 9400 de nucle-
otide. In organizarea sa se observa doui 2 zone distincte care codifici proteinele structurale
si nestructurale (functionale). Genele VHC ce codifica proteinele structurale se amplaseaza in
regiunea ’5 (5NTR) a genomului viral, cele nestructurale in regiunea '3 (3NTR).

Organizarea genomicd

ARN-ul viral contine un singur ORF ce codifica o poliproteina precursoare de 3008-3037 de
aminoacizi, care respectiv se va cliva in proteine virale individuale: structurale si nestructurale.
ARN viral este constituit din urmatoarele domenii:

- regiunea 5 necodificantd (SNTR), de cca 340 nucleotide, ea fiind cea mai stabild regiune a genomului,
utilizata ca marker in PCR. Aceasta regiune contine structuri secundare extensive, ce executa controlul
si initierea translatiei ,,cap independenta”, cu un mecanism intern de initiere. Ea incepe in regiunea IRES,
localizata in interiorul secventelor ce codifica proteina C;

- regiunea C (core): codifica proteina capsidei virale, extrem de stabila;

- regiunile EI si E2 NS|: codifica glicoproteinele invelisului viral EI (Gp35) si E2 (Gp72) cu caracter
hipervariabil;

- regiunile NS2, NS3, N§4 si NS5: exprima proteinele functionale;

- regiunea 3necodificantd (3NTR): are o lungime variabila, de o structura tripartitd constituita din: secventa
3’ (o regiune scurta, slab conservata de cca 28-42 nucleotide), regiunea poli (U)/polypyrimidine si
secventa 3' X terminald foarte bine conservatd. Una din functiile acesteia ar fi finisarea translatiei.

CAPSIDA

Este de simetrie icosaedrica, constituita din proteina C “PC” (20-21 kDa). Proteina cap-
sidala situata la regiunea N a poliproteinei precursoare se formeaza consecutiv clivarii de catre
proteazele celulare. Este localizata intracelular in reticulul endoplasmatic si in nucleol.

Proteina C are urmatoarele proprietati:

- poseda un caracter bazic puternic datorita continutului de aminoacizi ca arginina, lizina, prolina;

- poseda regiuni Tnalt hidrofobe la portiunea terminala C, implicate in translocarea glicoproteinelor in

reticulul endoplasmatic, unde se finiseaza glicozilarea; induce semnale de clivare a poliproteinei;

- se presupun functii imunomodulatoare; proteina C suprima specific apoptoza si interactioneaza cu

receptorul pentru limfotoxina.
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iNVELI§ULVIRAL

Tnveli§ul viral (anvelopa) este constituita din doua glicoproteine - EI (Gp35) si E2 (Gp72),
codificate de genomul viral.

Glicoproteina E| (33-35kDa) este obtinuta prin clivaj proteolitic posttranslational de ca-
tre peptidazele celulei gazdd “semnalaze”. Aceasta glicoproteina este intens hidrofoba, ceea ce-i
permite de a interactiona cu membrana celulei gazda, fixarea in membrana celulei gazda si trans-
miterea semnalelor catre enzimele celulare ce o separa de proteina C.

Glicoproteina E2 (68-73kDa) este asociata cu membrana celulara. La exteriorul regiunii
N-terminale sunt expuse numeroase secvente hipervariabile (HVRI, HVR2), fiind cel mai instabil
domeniu al genomului VHC. Este sediul pentru mutantii ce “scapa” de supravegherea imunologica.

Proteine nestructurale

NS2 este o metaloproteinaza (Zn2 dependenta) cu rol de scindare a NS2 de NS3.

NS3, multifunctionald, actioneaza ca serinproteazd ce cliveaza poliproteina precursoare in
secvente proteice mai mici. Concomitent, functioneaza ca helicazd/NTP-azd. Proteina NS3 par-
ticipa activ la replicarea VHC, prin desfacerea si expunerea matritei ARN pentru a fi copiata de
ARN-polimeraza.

NS4, codificata de regiunea NS4, se divizeaza in alte doua proteine: NS4a ce apartine regi-
unii N terminale si NS4b apartinand regiunii C terminale. Ambele alcatuiesc o proteina hetero-
dimerica cu specificitate genotipica.

NS5 se cliveaza in 2 proteine: NS5a localizata in extremitatea N terminala si NS5b in re-
giunea C terminala. Se presupune, ca NS5b poseda activitate de ARN-polimerazd ARN-dependentd.

Antigenele virale

Antigenele VHC au fost studiate in baza peptidelor sintetizate artificial, reconstituite si
obtinute prin inginerie genetica. In rezultatul investigatiilor au fost obtinute urmatoarele antige-
ne virale:

-Ag C100-3, sintetizat de fragmentul C100-3 al genei NS4.Asigura sinteza a 80-90% de Ac,
insa preponderent in stadiile tardive ale infectiei.

-Ag C22-3, derivat din regiunea nucleocapsidala C, permite depistarea infectiei cu VHC la
6-9 saptamani de la debut. Antigenul dat este reactiv cu serurile de la pacientii cu tulpini virale
genotipic diferite. Reprezinta structuri epitopice imunodominante.

-Ag C33-c, codificat de regiunea NS3. Este inalt imunogen, primul permite evidentierea
seroconversiei.

-Ag C-200, obtinut prin asocierea Ag C100-3,Ag C22-3 si Ag C33-c. Cresterea numarului
epitopilor reactivi mareste pana la 99,5 % sensibilitatea testelor de diagnostic.

-Ag NS5, codificat de domeniul NS5.A fost inclus in asocierile de antigene pentru eviden-
tierea infectiei, dar nu a crescut considerabil specificitatea testelor de diagnostic.

VARIABILITATEA GENETICA AVHC

VHC are o variabilitate genetica fnalta, frecventa mutatiilor fiind de 1,4-1,9x10° per
nucleotid pe an, existand diferente, atat in lungimea genomului, cat si deosebiri importante in
nucleotidele genomice. In genomul viral s-au constatat:

- regiuni constante - secventele extremitatii 5 NTR si a regiunii C;

- regiuni hipervariabile - domeniile genomice care codifica proteinele invelisului El si E2. E2 este

considerata cea mai variabila regiune a genomului.

in functie de similaritatea secventelor nucleotiodice,VHC se clasifica (dupa Simmonds et al.)
in grupe genetice mari, denumite genotipuri, in cadrul careia se incadreaza tulpini virale cu o
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omologie nucleotidici pana la 70%. in prezent se cunosc | | genotipuri, numerotate in ordinea
descoperirii cu cifre arabe (genotipul I, genotipul 2......., genotipul | 1).

Subtipurile, tulpinile VHC au o similaritate virala de 70-80%, denumite conform descope-
ririi cu litere alfabetice (q, b, c etc.). Actual, se cunosc cca 100 subtipuri.

Cvasispeciile, un complex de variante virale genetic distincte, existente la un singur pacient
infectat, cu o similaritate de cca 90%. Compozitia cvasispeciilor VHC, este rezultatul acumularii
mutatiilor pe parcursul replicarii virale in celulele gazda. Prezenta lor indica faptul, ca un subiect in-
fectat nu prezinta o populatie virala omogena, ci un spectru heterogen de variante genomice, care
confera virusului un avantaj de supravietuire prin selectia mutantilor cei mai bine adaptati conditiilor
de mediu.Variabilitatea genetica ar fi modalitatea prin care VHC reuseste sa persiste in organismul
uman, evitand actiunea sistemului imun si determinand evolutia cronica a hepatitei virale.

Variabilitatea genetica inalta aVHC face posibila infectarea succesiva a gazdei cu
mai multe tulpini virale si este intr-o directa corelatie cu severitatea maladiei, ras-
punsul la terapia cu interferoni si dificultatile in prepararea de vaccinuri eficiente.

Tabelul 6. Terminologia comuna utilizata pentru definirea heterogenitatii VHC

Terminologia Definitia % similaritatii nucleotidice

Genotip Ezrizogsln;étea genetica intre diferite 65 - 68%

Subtip Igzec::llzttciaps:l::in:rlegate in cadrul unui 74 - 80%

Casispecii RN LR
Tabelul 7. Raspandirea geografica a genotipurilor VHC

Subtipul Aria geografica

la frecvent in America de Nord si Sud, Australia

Ib frecvent in Europa si Asia;

pr] comun pentru Japonia si China

2b comun in SUA, Europa de Nord

2c comun in Europa de Sud si de Vest

3a predomina in Australia (40% cazuri) si Asia de Sud

4a predomina in Egipt

4c predomina in Africa Centrala

5a doar in Africa de Sud

6a ocazional in Hong Kong, Macao,Vietnam

7asi7b comun pentru Thailanda

8a, 8b si 9a predomina in Vietnam

[0asilla depistat in Indonezia
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MULTIPLICAREA VIRALA

Este prea putin cunoscuta in absentei unor sisteme de cultivare in vitro.

A. Absorbtia si pdtrunderea in celuld. Virusul se ataseaza de receptorul specific membranar
CD8I, fiind mediat de proteina virala E2. Dupa atasarea de receptorul CD81, au loc modificari
conformationale ale E2, ceea ce permite legarea de un coreceptor specific hepatic, favorizand
patrunderea virusului in celula prin endocitoza. Mediat de proteina El, virusul fuzioneaza cu
membrana endozomala cu eliberarea virionului in citosol.

B. Biosinteza componentelor virale. Se presupune, ca dupa patrunderea in citoplasma replicarea
virala evolueaza in urmatoarele etape:

Translatie - sintezd de proteine. Sinteza poliproteinei precursoare are loc pe matrita ARN
genomic, care functioneaza si ca ARNm, determinata de prezenta structurii IRES la regiunea 5’
a ARN viral. Ulterior, poliproteina este clivata de proteazele celulare “semnalaze” in proteine
structurale C, El si E2 si de serinproteinazele virale in proteinele functionale NS3/NS4a/NS4b
si NS5a/NS5b. Metaloproteaza NS2 asigura clivajul intre NS2 si NS3.

Replicarea genomului. Pe matrita ARN de sens pozitiv cu ajutorul ARN-polimerazei ARN
dependente are loc replicarea genomului. In rezultat, se produc molecule intermediare ARN de
sens negativ, care la randul lor vor servi pentru sinteze multiple de ARN genomic de sens pozitiv,
ce vor contribui la codificarea de proteine virale necesare pentru sinteza proteinelor structurale
si incapsidarii.

C.Asamblarea si eliberarea virusurilor din celuld. Replicarea are loc in citoplasma hepatocitelor.
Asamblarea se face la nivelul membranei reticulului endoplasmatic si aparatului Golgi. Un rol
important in asamblare il au interactiunile specifice dintre ARN, regiunea 5’ NTR si proteina C
intens bazica, capabila de multimerizare si care se asociaza specific cu genomul viral. Eliberarea
virusului din celula probabil are loc prin inmugurire si invelirea in membrana celulara in care au
fost inserate glicoproteinele El si E2.

Figura 9. Multiplicarea VHC
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PATOGENEZA $I IMUNITATEA

Interactiunea dintre virus si organismul gazda sunt prea putin cunoscute si presupuse prin
analogii cu hepatita B.

Dupa o perioadd de incubatie lungd, in medie de 6-7 sdptdmdni (uneori pana la 26 saptamani),
manifestarile clinice evolueaza lent, asimptomatic sau in 90% cazuri cu simptome atipice. For-
mele icterice sunt rare, in aproximativ 5% de cazuri. Severitatea infectiei este determinata de
intensitatea viremiei.Virusul nu determina efect citopatic, dar in rezultatul multiplicarii virale se
constata modificari in functia hepatocitelor, intensitatea carora este dependenta de reactivitatea
gazdei, fara a fi cunoscute mecanismele care influenteaza gravitatea procesului.

Replicarea VHC are loc in hepatocite, mononucleare, limfocitele T si B, fiind
integrat in genomul celulei gazda.

Raspunsul imun umoral

Este slab si inconstant, Ac se evidentiaza la a 5-6 saptamana in cazul infectarii post-
transfuzionale sau mai tarziu, dupa 6-9 luni. Nu se cunoaste pe deplin daca acesti anticorpi au
o actiune protectoare si neutralizanta. Anticorpii fata de proteina C indica eliminarea VHC din
organism, iar cei de tip IgM nu semnifica in mod cert o infectie acuta.

Riaspunsul imun nespecific In rispunsul nespecific participa neutrofilele, macrofagii, ce-
lulele dendritice, celule NK, limfocitele T si citokinele. Dupa activarea acestor celule, urmeaza
cresterea nivelului de sinteza a citokinelor imunomodulatoare, ca interferonul (IFN), care joaca
un rol important in blocarea replicarii VHC. Efectul imunomodulator al IFN se manifesta prin
cresterea expresiei moleculelor complexului major de histocompatibilitate (CMH) de clasa | si
stimularea celulelor NK si a limfocitelor T. Celulele NK determina citoliza hepatocitelor infecta-
te, activitatea si proliferarea lor fiind dependente de interferon.Aceste celule produc IFN, avand
un rol important imunoregulator. Interactiunea dintre VHC si raspunsul imun nespecific joaca un
rol important in evolutia infectiei.

SPECTRUL INFECTIEI CUVHC

Hepatita acuta se caracterizeaza printr-o perioada de incubatie de lunga durata (6-7 sap-
tamani) si variaza in dependenta de calea de transmitere, perioada de incubatie fiind mai scurta
in cazul transfuziei de sange. La 80% de pacienti infectia evolueaza subclinic si numai in aproxi-
mativ 20% cazuri se determina forma clinica clasica (icterica).

Nivelul transaminazelor este moderat crescut, cu valori variabile.Viremia se evidentiaza in
primele faze ale bolii prin PCR. Diferentierea formei acute de cea cronica este complicata din
cauza ca anticorpi VHC IgM apar in perioade tardive ale bolii, fiind depistati si in cazul hepatitei
cronice.

Formele acute severe se intdlnesc rar, iar formele fulminante nu sunt caracteristice pentru
HVC. Evolutia spre cronicizare se inregistreaza aproximativ in 70% cazuri.

Hepatita cronica decurge asimptomatic sau cu simptome nespecifice, infectia de regula,
progreseaza lent, cu instalarea cirozei pe parcursul unei perioade de 5-20 ani.

Cronicizarea poate fi confirmata prin evidentierea unui nivel crescut al transaminazelor, a
viremiei si a anticorpilor specifici. Forme grave predomina la pacientii imunodepresivi, de varsta
inaintati, cu alcoolism cronic. in formele agresive, de reguli, se pun in evidenta genotipurile Ib,
2, de obicei, ca urmare a infectiei posttransfuzionale.

Carcinomul hepatocelular frecvent asociat cu ciroza, apare tardiv (la 15-30 ani de la
infectie) la 60-90% bolnavi cu ciroza.Virusul nu poseda structuri genomice oncogene si mecanis-
mele dezvoltarii carcinomului hepatocelular nu sunt cunoscute.

28 INSTRUCTIUNI METODICE



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALEB, CsiD

N

1.3.VIRUSUL HEPATITEI D (VHD)

Antigenul viral a fost evidentiat de M. Rizotto si colab. in anul 1977 prin metoda de imuno-
fluorescenta in nucleele hepatocitelor pacientilor, in timpul izbucnirii unei eruptii neobisnuit de
serioase de hepatita serica in Europa de Sud. Initial s-a considerat ca este vorba de o varianta
antigenica a VHB si a fost denumit antigen delta. Prezenta anticorpilor specifici in serul paci-
entilor infectati si datele obtinute in urma infectiei experimentale pe cimpanzei, au confirmat
existenta unui nou agent hepatotrop. Studiile ulterioare au evidentiat la acest agent (VHD) par-
ticularitati cu totul deosebite, nespecifice virusurilor animale.

Particularitati biologice

VHD este foarte apropiat de viroizi (virusuri ale plantelor) si are urmatoarele caractere co-
mune: poseda ARN monocatenar circular (caracteristic numai pentru viroizi), tipul de replicare
este asemanator viroizilor si decurge cu participarea polimerazei Il celulare prin autoclivare si
autoreglare.

insi, spre deosebire de viroizi, genomul VHD este de dimensiuni mai mari (viroizii pose-
da 250-300 nucleotide) si necesita participarea unui virus helper (ajutator) pentru biosinteza
componentelor structurale care ii asigura infectiozitatea. In prezent, taxonomia VHD nu a fost
definitiv determinata.VHD este un satelit subviral al VHB, ultimul servind ca helper.

Caractere morfologice si structurale

VHD are forma sferica, dimensiuni de 35-38 nm. Genomul este in complex cu o singura pro-
teina virala. La suprafata este invelit cu elemente de structura care apartin virusului helper —VHB
sau WHB (v. hepatitei marmotei).

GENOMUL

In celulele infectate se determini citeva tipuri de ARN:

a) ARN-ul genomic monocatenar de 1,7 kb si circular (capacitate unica pentru virusuri ARN animale).
In celulele infectate ARN-ul se rearanjeaza in filament bicatenar, in forma de bastonas. Structura
circulara nu este activa in interiorul celulei.

b) ARN antigenomic este complementar ARN-ului genomic, fiind prezent in cantitati mai mici. ORF5 al
ARN antigenomic codifica proteina HD.

c) ARNm este identic cu ARN-ul antigenomic, insa este poliadenilat. Spre deosebire de ARN-urile genomic
si antigenomic, care se afla in nucleu, ARNm se localizeaza in citoplasma si este responsabil de
translatia proteinei HD.

Proteine virale

Proteina HD, unica proteina codificata de VHD, fosforilata si cu proprietati bazice puternice,
se depoziteaza in nucleele hepatocitelor. In ficat si in serul bolnavilor se determina sub doua
forme:

- proteina HD micd (greutatea moleculara 24000), se leaga de ARN, regleaza poliadenilarea si
potenteaza autoreplicarea.

- proteina HD mare (greutatea moleculara 27000) se formeaza in cursul replicarii, regleaza acest proces,
fiind inhibitorul ei. Simultan, determina impachetarea ARN VHD in proteinele “helperului” VHB.

iNVELI$ULVIRAL

Ribonucleoproteina VHD este acoperita cu proteinele de suprafata ale VHB — proteina S,
proteina pre-S| si proteina pre-S2,proportia proteinelor fiind asemanatoare celei din particulele
sferice de 22 nm.
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MULTIPLICAREA VIRALA

Adsorbtia la receptorii celulari are loc prin intermediul AgHBs (pre-Sl), iar receptorul
celular definitiv nu este cunoscut.

Strategia de replicare a genomului este similara viroizilor. Sinteza ARN-ului se realizeaza
cu ajutorul polimerazei ARN Il celulara. Structurile multimerice formate prin clivare si ligaturare
succesiva se transforma in structuri monomerice circulare.

ARN-ul antigenomic serveste ca matrita pentru ARN progen si codifica proteina HD
(ORF5).

ARN-ul genomic la nucleotidul 1012 poate contine uridina sau citozina. In prima varianta
in urma proceselor de transcriere-translatie se va forma o proteina avand 195 aminoacizi. Mo-
dificarea pozitiei 1012 in varianta doi va determina sinteza unei proteine cu 214 aminoacizi. in
dependenta de aceste modificari in genomul VHD se determina sinteza a doua forme de prote-
ina virala cu functii diferite:

- p 24 HD (mica-195 aminoacizi) necesara pentru replicarea VHD.

- p 27 HD (mare-214 aminoacizi) inhiba replicarea, asigura impachetarea VHD cu AgHBs.

Relatii virus - celula gazda

Culturi celulare. In culturi celulare primare de hepatocite umane, de cimpanzei sau de
marmota se determina replicarea genomului VHD intr-un numar mic de celule, limitat la un sin-
gur ciclu replicativ. Deci, replicarea VHD nu necesita prezenta de helper. Prin transfectie de ARN
VHD are loc sinteza de virioni completi, insa, doar in prezenta proteinelor de suprafata ale VHB.

Animale. La cimpanzei hepatita determinata cu VHD poate fi cauzata prin infectarea aces-
tora cu ser de la purtatori cronici umani, care contin VHB si VHD, cauzand o coinfectie; sau cim-
panzeilor purtatori de VHB a serului ce contine VHD, obtinandu-se o suprainfectie. Boala variaza,
avand o evolutie de la stare moderata la severa, cu prezenta AgHBc si AgHD in hepatocite. In
coinfectie, AgHD se detecteaza dupa ce AgHBs apare in ser.

Marmota suporta o infectie similara cimpanzeilor in prezenta WHV.

Soarecii infectati experimental nu se imbolnavesc.

PATOGENEZA - IMUNITATEA

PatrundereaVHD in organism are loc pe cale parenterala si evolutia ulterioara a bolii depin-
de de procesul de infectare, fie prin coinfectie, fie prin suprainfectie.

in coinfectie are loc infectarea concomitenta cu VHB si VHD si infectia se manifesta ca o
hepatita acuta dupa o incubatie de 6-12 saptamani. Coinfectia poate fi confirmata prin detecta-
rea AgHD la |-10 zile de la debutul clinic al bolii (16-86% din pacienti) si aparitia anti-HD IgM la
2-3 saptamani. Raspunsul imun poate avea doua variante:

a) de tip IgM tranzitoriu, fara raspuns imun de tip IgG;

b) de tip IgM de scurta durata, urmat de anti-HD IgG pentru perioade indelungate. Prezenta Ac nu

cauzeaza eliminarea antigenelor virale, acestea fiind detectate in hepatocite.

Replicarea VHD in hepatocit reprima replicarea VHB, exprimata prin niveluri scazute de
ADN VHB in ser si supresia sintezei de AgHBs. Diagnosticarea coinfectiei se face in baza de-
terminarii anti-HBc IgM si anti-HD IgM. in hepatita autolimitanti anticorpii vor actiona asupra
ambelor virusuri, determinand disparitia AgHBs si AgHD din ser si hepatocite. Anti-HBs confera
protectie, atat pentru VHB, cat si pentru VHD.

Suprainfectia are loc dupa infectarea unui purtator cronic de VHB cuVHD. La interval de
2-6 saptamani, la 50-70% dintre pacienti se declanseaza o hepatita acuta, in rezultatul multipli-
carii VHD, fapt asigurat de prezenta in hepatocite a VHB. Suprainfectia pe fondul persistentei
AgHBs si a AgHBe se caracterizeaza prin prezenta in hepatocite a AgHD, iar in ser a ARNVHD,
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a AgHD si anti-HD IgM, insa nu si a anticorpilor VHB de tip IgM (probabil datorita fenomenului
de interferenta). S-au descris suprainfectii cu caracter autolimitant, cand au disparut marche-
rii infectiei cu VHB, apoi si cu VHD, cu eliminarea ambelor virusuri. Infectia latenta cu VHD se
observa la pacientii cu ciroza, infectati cu VHD, carora li se face transplant de ficat. Noul tesut
hepatic se infecteaza la randul sau, dar infectia este neproductiva, fara eliberare de virioni. O
infectie inaparenta latenta cu VHD poate fi activata prin suprainfectia cu VHB.

Mecanismele patogenetice, indiferent de modalitatea de infectare, nu sunt pe deplin
cunoscute. Intensitatea si tipul leziunilor hepatocitelor, evolutia diferita spre hepatita fulminanta
sau cronica depind de diferiti factori, ca:

a) caile prin care se realizeaza functia de helper aVHB si interferenta replicarii lui de catre VHD;
b) activitatea raspunsului imun la procesele de hepatocitoliza si eliminarea VHD;

c) intensitatea si tipul raspunsului imun anti-VHB: un raspuns imun slab duce la hepatita cronica B,
favorizeaza persistenta VHD si progresul spre ciroza; un raspuns imun excesiv anti-VHB, asociat cu
prezenta VHD in hepatocit, duce la forme clinice fulminante.
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1.4. HEPATITELE VIRALE PARENTERALE ,,NON B”,,,NON C”

Pe plan mondial, o parte importanta din hepatitele virale cu mecanism parenteral de trans-
mitere (10% posttransfuzionale si 20% in comunitate) nu sunt cauzate de virusurile hepatotrope
VHB,VHC,VHD. Prin tehnici de amplificare genica, in sangele pacientilor cu hepatite acute sau
cronice, au fost depistate o serie de alte virusuri, transmise parenteral, precum virusul he-
patitei GB (VHGB), virusul hepatitei TT (VTT), virusul P.M. (V.P.M.), virusul SEN
(VSEN) etc.

VIRUSUL HEPATITEI GB (VHGB)

A fost denumit astfel, dupa initialele numelui unui chirurg, bolnav de hepatita, al carui ser a
fost utilizat pentru transmiterea experimentala a hepatitei la tamarin (Deinhardt, 1967).Virusul
face parte din familia Flaviviridae si include trei subtipiri:VHGB-A,VHGB-B (virusuri ale tamari-
nului) siVHGB-C - virus uman, cu un grad de omologie genica intre subtipuri de 95% si un grad
de omologie genica de 25% cu VHC. Genomul virusului VHGB contine ARN monocatenar,
liniar, de sens pozitiv, ce codifica aproximativ 2900 aminoacizi. Sinteza proteinelor structurale
este codificata la capatul 5, a celor nestructurale la capatul 3. Genomul mai contine doud pro-
teaze si ARN-polimeraza ADN dependenta.

Pana in prezent nu s-a stabilit replicarea VHGB fn ficat, respectiv si rolul etiologic al acestuia
in hepatitele virale. Asocierea cu VHC este destul de frecventa, VHGB-C fiind determinat la 30-
50% din pacienti cu hepatita cronica C, insa aceasta asociere nu pare sa influenteze severitatea
maladiei. Se presupune, ca VHGB poate fi un virus defectiv si replicarea acestuia necesita pre-
zenta VHC.

Transmiterea parenterala se efectueaza prin transfuzii repetate de siange, hemodializa sau
utilizare intravenoasa a drogurilor. Nu s-a confirmat existenta cazurilor de transmitere a bolii
pe cale sexuala. Ca marker al replicarii virale serveste ARN-ul viral, prezent in serul pacientilor
din primele zile dupa infectare, a anticorpilor IgM, detectati dupa 10-12 zile de la infectare si a
anticorpilor IgG, detectati mai tarziu (dupa o luna).

VIRUSUL HEPATITEITT (VTT)

A fost detectat in serul pacientilor cu hepatita ,,non A-G”, caracterizata prin niveluri cres-
cute de transaminaze si denumit TT dupa initialele numelui pacientului de la care a fost prima
data izolat (Nishizawa si colab. 1997), fiind cunoscut si sub denumirea de “virus transmis prin
hemotransfuzie”.

VTT, avand unele caractere comune si cu virusurile din familiile Parvoviridae, si cu cele din
Circoviridae a fost repartizat intr-o familie noua — Paracircoviridae.

Virionul are dimensiuni de 30-50 nm, capsida de simetrie icosaedrica, este neinvelit.

Genomul contine ADN liniar, monocatenar, de sens negativ, circular inchis covalent. Mari-
mea genomului variaza intre 3808-3853 nucleotide. Este constituit dintr-o regiune necodifica-
ta-NTR (cu rol in replicare) si a doua codificata, ce cuprinde 3 ORF-uri. Se considera ca ORFI
codifica proteinele structurale identice proteineiVPI a circovirusurilor, iar ORF2 codifica prote-
inele functionale. Tulpinile izolate de VTT prezinta o heterogenitate destul de inalta comparativ
cu alte virusuri ADN.

Etapele replicarii virale nu sunt cunoscute definitiv. Se presupune, ca replicarea decurge
cu participarea intermediarilor de tip ARN, insa reverstranscriptaza nu a fost determinata.VTT
nu se cultiva in culturi celulare. La cimpanzeii infectati experimental, dupa o perioada de viremie
se constata disparitia virusului.Virusul se replica in ficat si titrul ADN-ului viral din hepatocite
este de zeci de ori mai mare fata de ADN-ul seric.Viremia variaza in concentratii de 10°-10®
particule/ml. Concomitent, VTT poate fi gasit in mononuclearele periferice, in secretiile nazo-
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faringiene, saliva, laptele matern, materiile fecale. Investigarea unui numar mare de pacienti cu
afectiuni hepatice si donatori de sange, presupune caVTT este un agent infectios larg raspandit,
cu patogenitate redusa si cu infectie persistenta.

Raspunsul imun umoral cu formare de Ac este minimal si incapabil de eliminare a viru-
sului din organism. La pacientii cu infectie cronica se determina in circulatia sangvina complexe
imuneVTT IgG.

Diagnosticul de laborator nu este de uz curent, deoarece raspunsul imun este slab, si
datorita variabilitatii virale inalte, prin metoda PCR este putin posibil de a cuprinde spectrul
complet de variante virale. Infectia este larg raspandita, cu ratele de prevalenta cele mai inalte in
Africa si America de Sud, cele intermediare in Asia si cele mai mici in SUA si nordul Europei.

Transmiterea virusului se realizeaza parenteral (se detecteaza la 36% donatori de sange),
dar si pe cale enterica, virusul fiind eliminat cu materiile fecale.

VIRUSUL PM. (V.PM.)

A fost detectat in serul unui pacient (PM.) cu hepatita acuta ,,non A-E”. O secventa de ADN
aV.PM.s-a constatat identica cuVTT,insa comparandu-se genomurile celor doua virusuri, s-a de-
terminat existenta separata a acestora, iar V.P.M. fiind apropiat genomic de familia Circoviridae.

Exista informatie insuficienta despre acest virus.

VIRUSUL SEN (VSEN)

A fost descoperit in anul 1999, este un nou virus posttransfuzional, implicat in hepatopatiile
virale. Poarta denumirea dupa initialele primului pacient, in al carui ser a fost depistat. Este un
virus ADN, monocatenar, fara invelis. Este asociat cu hepatitele acute sau cronice de etiologie
neprecizata. Prezenta in ser aVSEN a fost demonstrata prin constatarea viremiei ADN SEN. La
nivel de hepatocit, virusul inca nu a fost detectat.VSEN este prezent la aproximativ 30% din paci-
entii cu HIV, la 68% cu hepatite virale cronice, la 83% de hepatite posttransfuzionale si in sangele
stocat cu 5-10 ani in urma. Tratament antiviral adecvat nu exista.
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2. EPIDEMIOLOGIA
2.1 EPIDEMIOLOGIA HEPATITELORVIRALE PE PLAN GLOBAL

Conform estimarilor Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), 2 miliarde din populatia glo-
bului au contractat infectia cu virusul hepatitei B (VHB), dintre care 350-400 milioane de
persoane sunt infectate cronic, cu riscul de a se infecta cu virusul hepatitei D (VHD). Ei prezinta
o sursa potentiala de infectie pentru restul populatiei. Circa |70 milioane persoane sunt infectati
cuVHC si mai mult de 10 milioane cu virusul hepatic D (VHD). In fiecare an apar, in diferite arii
geografice, peste 100 mii cazuri de hepatita fulminanta, 400 mii hepatite cronice (HC), 700 mii
ciroze hepatice (CH) si aproximativ 300 mii cazuri de carcinom hepatic primar (CPH). Astfel,
numai hepatita virala B (HVB) determina anual 500 mii—I,2 milioane decese, reprezentand a 9-a
cauza de deces in lume si a 2-a cauza de mortalitate prin cancer dupa tutun.

Prevalenta infectiei cu VHB in populatia generala variaza considerabil in diferite teritorii si
evidentiaza 3 zone de endemicitate. Aproape 45% din populatia lumii locuieste in regiuni cu en-
demicitate inalta prin HVB (frecventa decelarii marcherului AgHBs ajunge ori depaseste 8%,
riscul de infectare pe parcursul vietii depaseste 60% si exista un risc major de contaminare in
copilarie): Africa Subsahariana, Asia de Sud-Est, Bazinul Amazonian.

Alte 43% locuiesc in regiuni cu endemicitate medie (frecventa decelarii AgHBs variaza
in jur de 2-7%, riscul de infectare pe parcursul vietii este de 20-60% pentru toate grupele de
populatie: Orientul Mijlociu,America de Sud si Centrala, Asia Centrala, Europa de Sud-Est.

Restul populatiei (12%) locuieste in teritorii cu endemicitate redusa (frecventa decelarii
AgHBs este sub 2%, iar riscul de infectare pe parcursul vietii ajunge la 20%: America de Nord,
Europa de Nord-Vest, Australia, America de Sud, Canada.

Actualmente, Republica Moldova, poate fi calificata ca o zona cu endemicitate inalta, deoare-
ce, testarea donatorilor primari a determinat un nivel de portaj al AgHBs de peste 10%.

Figura 10. Distributia geografica a prevalentei AgHBs

. Endemicitatea AgHBs  ; 699
. 8% si mai mult - {nalta
[ 2%-8% - Medie
D <2% - Scazuta

Sursa: World Health Organization. Introduction of hepatitis B vaccine into childhood immunization ser-
vices, 2001 Geneva, WHO,WHOI/V&B/01.31

In Europa,anual, se infecteazi de la 900 mii pani la | min. de persoane, fiecare a patra persoa-
na dezvoltand o forma manifesta. Evolutia infectiei cuVHB este invers proportionala cu varsta: cu
cat persoana infectata este mai tanara, cu atat probabilitatea cronicizarii hepatitei virale este mai
inalta. La copiii infectati, pana la varsta de | an, riscul aparitiei infectiei acute simptomatice este
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de doar 1%, pe cand riscul cronicizarii infectiei reprezinta 90%. Printre copii infectati cu VHB
avand varsta cuprinsa intre | si 5 ani, de la 25 la 50% vor deveni purtatori cronici, iar printre cei
mai mari de 5 ani — 6-10%.

Din datele epidemiologice ale OMS s-a stabilit, ca la nivel mondial, infectia virala C afec-
teaza 3% din populatie. Din punct de vedere al repartitiei geografice, se individualizeaza 4 arii
de prevalenta:

a) prevalenta foarte joasa — Anglia, tarile Scandinave;

b) prevalenta joasa (0,2-1%) — tarile din vestul Europei,America de Nord, Australia;

c) prevalenta intermediara (1,1-5%) — tarile din estul Europei, bazinul Mediteranean, Asia, Egiptul;

d) prevalenta inalta (5-10%).

in tarile din Europa de Vest se apreciaza ca aproximativ 5 milioane de oameni au infectie
cronici cuVHC. In SUA s-a estimat, ca aproximativ 3,5 milioane de persoane au infectie cronica
cu virus hepatic C, anual, inregistrandu-se peste 150.000 cazuri noi.

Virusul hepatitei D are o raspandire geografica generala, cu predominanta in unele zone
geografice, unde poate fi endemic (bazinul Marii Mediteraneene, Europa de Est, teritoriile Ama-
zonului si in unele zone subtropicale ale Africii).

Rata de cronicizare a infectiilor virale hepatice provocate de VHB se estimeaza la 15-20% si
VHC la 85%.

Tabelul 8. Spectrul serologic al diferitor hepatite virale acute in diferite zone geografice

Tara Tipuri de hepatite virale %
HVA HVB HVC
Danemarca 39 55 6
Italia 52 30 18
Suedia 62 25 13
Grecia 70 14 16
Marea Britanie 59 28 13
Moldova 46 38 16
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2.2 EPIDEMIOLOGIA HEPATITELORVIRALE B,CSID
iN REPUBLICA MOLDOVA

Pentru prima data ca forma nozologica independenta, hepatita virala B (HVB) in republica
noastra a inceput a fi inregistrata in anul 1966 la nivel de 34,3 cazuri la 100.000 populat,ie.in anii
urmatori, morbiditatea treptat creste, atingand in 1974 nivelul maxim de 85 la 100 mii populatie.
Ulterior incidenta scade pana la 47,9 la 100 mii populatie in anul 1979, dupa care urmeaza o
alta faza de crestere a incidentei, pana la 76,6 la 100 mii populatiein anul 1987. Incepand cu anul
1988, urmeaza a doua faza de reducere a nivelului de morbiditate, care continua pana in prezent,
constituind in anul 2006 indicele de 7,48 la 100 mii populatie.

Figura | I. Dinamica morbiditatii prin hepatita virala B in Republica Moldova, anii 1981-2006
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Indicii morbiditatii prin hepatita virala B, depasesc cu mult indicii inregistrati in majoritatea
tarilor europene (de la 0,2 la 100 mii populatie in Luxemburg pana la 1,8 in Olanda), ceea ce
contribuie la sporirea numarului de bolnavi cu hepatita cronica, ciroza hepatica si cancer primar
hepatic. Indicele morbiditatii prin hepatite virale cronice si ciroze hepatice creste de la 772,9%o
in anul 1989 pana la 1693,7%o. in anul 2005. Conform datelor statistice, in Republica Moldova,
anual se inregistreaza circa 2700 purtatori ai AgHBs noi depistati, circa 7000 persoane cu HCr si
CH, circa 200 cazuri CPH. in urma HCr, CH, anual decedeazi peste 3000 persoane, iar in urma
CPH- circa 300 bolnavi.

Morbiditatea populatiei prin hepatite acute si cronice duce la consecinte socio-economice
extrem de grave.

Morbiditatea prin HVB acuta in Republica Moldova dupa varsta si sex

Unii din factorii biologici ce ar putea influenta morbiditatea prin diferite infectii sunt sexul si
varsta, ce servesc ca criterii in determinarea grupurilor de risc. Pentru morbiditatea prin HVB
factorul de varsta a jucat un rol semnificativ, servind si ca unul din argumente in implementarea
vaccinarii totale contra HVB in randul nou-nascutilor in Republica Moldova, incepand cu anul
1994. 1n rezultat, ponderea morbiditatii prin hepatite virale B in grupele de varsta 0-2 ani si 3-6
ani pe parcursul celor 12 ani (1995-2006) a scazut de la 238 la cazuri unice. Persoanelor de sex
masculin le revine o pondere mai mare in morbiditatea prin HVB, constituind 55,8% in raport
cu 44,2% in randul persoanelor de sex feminin.

Repartizarea teritoriala a morbiditatii prin HVB

Repartizarea teritoriala a incidentei hepatitei virale acute B in Europa poarta un caracter
neuniform, crescand de la Nord la Sud si de laVest la Est.
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Pentru Republica Moldova, morbiditatea prin HVB variaza in dependenta de zone. Cu acest
scop toate raioanele republicii (cu exceptia celor transnistrene) au fost repartizate in 3 zone
landsafto-geografice: Nord, Centru si Sud. Cea mai semnificativa scadere a incidentei prin HVB
s-a constatat Trl zona de Centru — de la 40,0°/oooo in anul 1996 pana la I9,6°/oooo in 1999, o sca-
dere de 2 ori. In zona de Nord descresterea a fost de 1,7 ori (de la I9,I°/0°°° in 1996 pana la

| I,5°/ooooTn 1999), iar cea mai lenta scadere s-a semnalat in zona de Sud, doar de |,| ori (de la
29,5°/ __in 1996 pana la 22,9°/ __ in 1999).

HEPATITAVIRALA C
Figura 12. Dinamica morbiditatii prin VHC si VHD acute in Republica Moldova, anii 1991-2006
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Hepatita virala C, a fost oficial inregistrata in RM in anul 1991. Datele prezentate in figura
|2 ne demonstreaza faptul ca morbiditatea prin aceasta infectie a crescut treptat pana in 1996
-dela 1,62°/ __la7,6°/ ,o crestere de 4,7 ori. Incepand cu anul ulterior, 1997, cifra este in
descrestere de 2,5 ori, atingand in 2006 indicele de 3,09°/___ . Cei mai avansati indici se inregis-
treaza in localitatile urbane. Analiza si evaluarea cazurile de HVC acute inregistrate in raioanele
si municipiile RM pe parcursul anilor 1996-2000, cu determinarea grupelor de varsta cel mai
frecvent atacate de infectia cu VHC demonstreaza, ca ponderea acestei infectii creste odata cu
cresterea varstei — de la 1,2% in grupa de varsta 0-2 ani pana la 62% in grupa de varsta 20-49 ani,
dupa care urmeaza o scadere pana la 9,5% la persoanele ce au depasit varsta de 60 ani. Deci, in
cazul HVC, grupa de risc majora o constituie persoanele de varsta 20-50 ani.

HEPATITAVIRALA D

Ponderea grupelor de varsta in morbiditatea prin HVD creste odata cu varsta — de la 0,5%
pentru persoanele de 0-2 ani si 3-6 ani pana la 46,6% in grupa de varsta 20-29 ani, cu o reducere
ulterioara pana la 0,5-1,0% in grupele de varsta 50 si mai multi ani. In ceea ce priveste sexul,
mai frecvent afectati de aceasta infectie, ca si in cazul virusurilor hepatice B si C, sunt barbatii,
constituind 66,3%, in raport cu 33,7% fata de populatia feminina.
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2.3.DATE EPIDEMIOLOGICE
PERIOADA DE INCUBATIE

a. Hepatita virala B

Perioada de incubatie a infectiei cu VHB variaza de la 45 pana la 180 zile.

b. Hepatita virala C

Perioada de incubatie variaza de la 14 pana la 110 zile, avand valori medii de 28-43 zile.
Divergentele care totusi se semnaleaza, sunt argumentate de existenta mai multor genotipuri
ale VHC.

c. Hepatita virala D

Perioada de incubatie in HVD variaza de la 21 pana la 90 zile, iar debutul bolii este, de
regula, insidios.

POPULATIA RECEPTIVA

a. Hepatita virala B

Sunt considerate receptive la infectia cu VHB toate persoanele care nu au suportat hepatita
B n nici una din formele sale si, deci, la care nu sunt depistati urmatorii marcheri ai hepatitei
B: AgHBs, anti-HBs si/sau anti-HBc. Indivizii cu HBs-antigenemie sunt deja infectati, iar cei anti-
HBs seropozitivi sunt imuni. Persoanele cu anticorpi anti-HBc au suportat HVB in trecut; acesti
anticorpi nu au calitati protectoare, dar cazuri de reinfectare cu VHB la posesorii acestora nu
sunt atestate.

b. Hepatita virala C

Sunt considerate receptive la infectia cu VHC toate persoanele care nu au suportat HVC in
una din formele sale si, deci, sunt anti-VHC seronegative.

c. Hepatita virala D

Populatia receptiva este reprezentata de persoanele anti-HBs si/sau anti-HBc pozitive, inclu-
siv de cele cu HBs-antigenemie. Pentru coinfectia VHB si VHD sunt considerate receptive toate
persoanele care nu au suportat hepatita D si/sau B in una din formele sale si, deci, la care nu sunt
depistati urmatorii marcheri ai hepatitei B: AgHBs, anti-HBs si/sau anti-HBc. Pentru suprainfec-
tia VHB si VHD sunt considerati receptivi toti bolnavii cu hepatita acuta sau cronica B, inclusiv
persoanele cu HBs-antigenemie.

SURSA DE INFECTIE

a. Hepatita virala B

Drept sursa de infectie cuVHB sunt bolnavii cu diferite forme de hepatita B acuta si cronica,
inclusiv purtatorii antigenului de suprafata al VHB (AgHBs), care sunt considerate persoanele cu
HBs-antigenemie persistenta pe parcursul a minimum 6 luni. Un pericol deosebit de infectare
prezinta purtatorii de AgHBs la care concomitent in sange se depisteaza antigenul “e” al VHB
(AgHBe). Persoana infectata devine contagioasa cu 2-8 saptamani pana la debutul semnelor
clinice ale hepatitei B, astfel prezentand in aceasta perioada un risc de infectare cu VHB pentru
membrii familiei, partenerii sexuali. Fiind donator, prezinta risc pentru recipientii sangelui, deri-
vatelor din sange, spermei si organelor. Bolnavii cu hepatita cronica virala B si purtatorii AgHBs
pot pastra importanta epidemiologica ca sursa de infectie pe parcursul intregii vieti.

b. Hepatita virala C

Drept sursa de infectie cu virusul hepatitei C (VHC) servesc pacientii cu diferite forme de
hepatita C acuta si cronica, inclusiv purtatorii VHC, care sunt considerate persoanele la care se
deceleaza anti-VHC in sange.

Caile artificiale de transmitere au un rol dominant in procesul epidemiologic al HVC. Cea mai
importanta sursa de infectie prezinta persoanele anti-VHC pozitive, ARN pozitive sau cu indici
ALT sporiti si/sau bolnavi cu hepatomegalie, internati in sectiile de boli chirurgicale, somatice sau
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hemodializa, unde se efectueaza un numar considerabil de manipulatii parenterale; donatorii de
sange, sperma, organe §i tesuturi; narcomanii ce isi administreaza droguri intravenos. Persoana
infectata de asemenea, prezinta risc de infectare cu VHC pentru membrii mediului habitual,
partenerii sexuali etc. Gravidele anti-VHC seropozitive prezinta risc potential de infectare cu
VHC pentru nou-nascuti. Bolnavii cu HVC cronica si purtatorii virusului isi pot pastra importanta
epidemiologica ca sursa de infectie pe parcursul intregii vieti.

c. Hepatita virala D

Sursa de infectie este reprezentata de bolnavii cu HVD acutd sau cronica si purtatorii
VHD, drept care sunt considerate persoanele cu persistenta AgHBs si anti-VHD total in sange
pe parcursul 2 minimum 6 luni.

MECANISMUL SI CAILE DE TRANSMITERE

Hepatita virala B

La bolnavii cu hepatita acuta sau cronica B si purtatorii de AgHBs virusul persista in mediile
fiziologice ale organismului. Cantitatea de material infectat, suficient pentru producerea infectiei
cu VHB, poate fi de 0,00004 ml.Volumul mediu de sange inoculat in timpul unei intepaturi cu
acul este de aproximativ 0,0001 ml si poate contine pana la 100 doze infectioase de virus al
hepatitei B.

Realizarea procesului epidemic al hepatitei B, asigurand existenta VHB ca specie, are loc prin
mecanismul parenteral de infectare pe diferite cai stabilite pe parcursul evolutiei. Nominalizarea
acestor cai i clasificarea lor in doua grupuri — naturale si artificiale - are o importanta epidemi-
ologica considerabila in ceea ce priveste aplicarea corecta a masurilor de profilaxie si combatere
a infectiei prin HVB.

Caile naturale:
A Perinatald (verticald): transmiterea de la mama infectata la fat in timpul nasterii (intranatald) si
intrauterin (cand sunt leziuni ale placentei).

4 Orizontald: transmiterea ca rezultat al contactelor habituale directe cu persoane infectate, in lipsa
intermedierii prin vectori artificiali.

4 Sexuald: transmiterea ca rezultat al contactelor sexuale cu persoane infectate.

Caile artificiale:
I. Nozocomiala — transmiterea infectiei prin intermediul interventiilor medicale:

A Pacient-medic: Infectarea personalului medical de la pacientii infectati.

A Pacient-pacient: Infectarea pacientilor receptivi de la pacientii infectati prin intermediul
echipamentului medical contaminat in timpul acordarii asistentei medicale cu aplicarea
manipulatiilor parenterale in unitatile medico-sanitare (manipulatii stomatologice, operatii
chirurgicale, hemodializd, transfuzii de sdnge sau derivate sanguine, transplant de organe, injectii,
colectarea probelor de sdnge sau alte medii fiziologice pentru investigatii de laborator, cercetdri
instrumentale endoscopice etc.)

A Medic-pacient: infectarea pacientilor prin contact direct cu personalul medical infectat.

A Pacient-societate: Infectarea ocazionala a persoanelor receptive din afara institutiei medicale prin
intermediul acelor si a altor instrumente medicale ascutite utilizate care, fiind decontate, nu au fost
nimicite definitiv.

2. Habitual-comunala — transmiterea agentului patogen in mediul habitual ca urmare a
prestarii serviciilor cosmetice populatiei prin intermediul unor vectori artificiali (obiecte de igie-
na personala: trusa pentru barbierit, periuta de dinti, prosoape, truse de manichiura si pedichiura,
epilatoare si alte dispozitive pentru manipulatii cosmetice etc.).

Utilizarea intravenoasa a drogurilor (AIVD)
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VHB nu se transmite pe cale aerogena, alimentar3, hidrica sau prin intermediul insectelor
hematofage.

in tarile unde se respecta strict regulile de dezinfectare si sterilizare a instrumentelor medi-
cale de multipla folosinta, virusul nu se transmite pe aceasta cale.Totodata, in institutiile medicale
unde regulile antiseptice se incalca, transmiterea VHB are loc prin instrumente, utilaj medical si
solutii perfuzante contaminate. Au fost depistate cazuri de infectare cu VHB prin intermediul
acelor de acupunctura, lantete pentru colectarea sangelui.In practici sunt cunoscute cazuri cind
solutiile perfuzante in ambalaj mare pentru mai multi bolnavi au fost contaminate prin interme-
diul seringilor prelucrate neadecvat, fapt ce a condus la infectarea a sute de pacienti in sectiile
unor unitati medicale.

in diferite teritorii rolul dominant il joaci diferite cii de transmitere. in zonele economic
dezvoltate o importanta primordiala o detin caile parenterale si sexuale de transmitere, iar in
tarile in curs de dezvoltare — cea orizontala si perinatala. Schimbarile in modul de viata si obi-
ceiuri, starea si educatia sanitaro-igienica, factorii economici si sociali ih mod esential determina
prevalenta anumitor cai de transmitere.

CARACTERIZAREA CAILOR NATURALE DE TRANSMITERE A VHB.
Transmiterea perinatala

Transmiterea perinatala a VHB de la mama infectata copilului este una din cele mai impor-
tante cai de transmitere a hepatitei virale B, din acele considerente, ca anume la nou-nascuti
riscul de cronicizare a infectiei acute este maximal. Din acesti purtatori se formeaza o populatie
de indivizi cu infectie persistenta, care, la randul sau, va servi drept sursa de infectie pentru alti
oameni, inclusiv si pentru copiii lor.

Prin termenul de transmitere perinatald se subintelege, atat infectarea congenitala sau antena-
tala (intrauterind), cat si infectarea intranatal3, ce se realizeaza in timpul actului nasterii. Aproxi-
mativ 98% de cazuri de infectare perinatala au loc intranatal si doar circa 2% din nou-nascuti se
infecteaza congenital. Depistarea AgHBs la gravida nu este un indiciu pentru intreruperea sarcinii
sau pentru nastere Cezariana.

Figura 13. Evolutia si sechelele infectarii perinatale cuVHB
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Transmiterea perinatala poate avea loc in doua cazuri:
4 Cand femeia se imbolnaveste de HVB acuta in timpul graviditatii, in special in ultimul trimestru;

4 Cand dansa este purtatoare cronica al VHB (purtator de AgHBs).

Varianta a doua este cea mai frecvent intdlnita si valoroasa din punct de vedere epidemiolo-
gic. Daca femeia face HVB acuta in primul trimestru al graviditatii, riscul de infectare pentru copil
este minimal, cu exceptia cazurilor cand dansa in continuare devine purtator al AgHBs. in al doi-
lea trimestru al sarcinii nivelul riscului constituie circa 6%, dar creste considerabil (pana la 67%)
daca femeia se imbolnaveste in al treilea trimestru. Termenii de imbolnavire in timpul graviditatii
si prezenta markerilor infectivitatii inalte (AgHBe) sunt factori determinati in transmiterea peri-
natala. Evolutia si sechelele infectarii perinatale sunt prezentate in schema din figura |3.

Transmiterea orizontala

Un numar considerabil de cazuri de HVB si portaj al AgHBs este strans legat de transmite-
rea agentului patogen de la copil la copil sau de la adult la adult sau adult-copil si invers — cale
care deseori este numita orizontala. Importanta relativa a diferitor factori ai caii orizontale de
transmitere aVHB inci nu este definitivati. In general, se poate spune ci are loc realizarea con-
tactelor directe ale persoanelor receptive cu microcantitati de sange sau alte fluide fiziologice
ale persoanelor infectate in mediul habitual. Se considera ca pana si cantitatile microscopice de
sange pe pielea purtatorilor de AgHBs cu impetigo, leziuni de scabie, zgarieturi pot provoca im-
bolnavirea cuVHB la persoane receptive cu leziuni ale pielii. Transmiterea orizontala are loc mai
frecvent printre copiii mici si adolescenti.

De asemenea, calea orizontala poate fi realizata si in alte varste. In special o astfel de in-
fectare are loc in mediul habitual al familiilor purtatorilor de AgHBs. Chiar si in teritoriile cu
endemicitate joasa a infectiei cuVHB a fost demonstrata elocvent raspandirea infectiei in familii,
atdt printre copii, cat si de la adulti la copii si invers. Aceasta conceptie a fost confirmata in re-
petate randuri prin eruptiile de HVB in familiile purtatorilor cronici ai AgHBs si colective inchise
de copii — orfelinate, internate, case de copii. Asadar, in republica noastra, nu poate fi neglijata
importanta caii orizontale de transmitere a VHB.

FACTORII DE RISC ASOCIATI CUTRANSMITEREA VIRUSULUI
a. Hepatitei B

Transfuzii sau transplante de la donatori AgHBs pozitivi;
Multiple manipulatii parenterale;

Nasterea de la mama infectata cu VHB;

Administrarea intravenoasa a drogurilor;

Hemodializa;

Traume profesionale cu instrumente medicale contaminate;

Contacte sexuale / habituale cu indivizi AgHBs poxzitivi;

A A A AMAANDANDA

Parteneri sexuali multipli;

A

Examinarea pacientilor cu instrumentar stomatologic contaminat.

Grupele populationale de risc pentru infectia cu VHB sunt:
personal medical si paramedical

A

A copii nascuti din mame infectate cuVHB

4 homosexuali sau heterosexuali cu parteneri multipli
A contactii familiali ai purtatorilor de AgHBs

4

imigranti din zone hiperendemice
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A hemofilici si politransfuzati

4 personalul din serviciile de psihiatrie

A detinuti si personalul de supraveghere

4 utilizatorii de droguri intravenoase, toxicomani

A4 persoanele institutionalizate.

b. Hepatitei C

A4 Transfuzii sau transplante de la donatori infectati. Hemodializa;
4 Administrarea intravenoasa a drogurilor;

4 Traume profesionale cu instrumente medicale contaminate;

4 Contacte sexuale / habituale cu indivizi anti-VHC pozitivi;

4 Parteneri sexuali multipli;

A Nasterea de la mama infectata cu VHC.

Mediile fiziologice ale organismului potential infectate cu VHB,VHC si VHD
Sangele si derivatele din sange

Lichidul cefalo-rahidian, pleural, pericardial etc.

Exudatul din plagi

Sperma, secretul vaginal, singele menstrual

Organele prevazute pentru transplantare

Saliva, secretiile nazofaringiene

A AMAMAAMNNAMNA

Laptele mamar, lacrima, sputa, sudoarea, urina, fecalele (fiind contaminate cu microcantitdti de sdnge).

TESTAREA DONATORILOR DE SANGE S1 GREFE

Testarea donatorilor de siange si grefe la AgHBs

Tot sangele si produsele sangvine recoltate necesita a fi testate obligatoriu la AgHBs prin
metoda imunoenzimatica, cu teste care asigura detectarea minimala a AgHBs la nivel de 0,025-
0,5 ng/ml. Se admite utilizarea reagentilor prestati in forma de set (varianta pe microplaci sau cu
bile) de la producatori autorizati de catre Ministerul Sanatatii. Se recomanda a include in afara
martorilor din seturi, un martor intern, slab pozitiv, obtinut prin diluarea serului si verificat pen-
tru reproductibilitate la valorile de limita minimala.

Serurile primar pozitive vor fi supuse verificarii repetate in duble probe, efectuate dupa ace-
iasi tehnica. Daca in testarea repetata rezultatul este dublu negativ, proba se considera negativa.
Rezultatele pozitive pot fi confirmate prin metoda de neutralizare specifica (testul confirmativ)
si/sau depistarea anti-HBc si anti-HBe.

Testarea donatorilor de sange si grefe la anti-VHC

Principiul si cerintele tehnice de testare la anti-VHC sunt asemanatoare cu cele pentru
depistarea AgHBs. Reactivele trebuie sa depisteze anticorpi la cel putin 2 antigeni VHC (NS3 si
NS4). Pentru confirmarea rezultatelor pozitive, se poate aplica metoda de imunoblot. Donatorii
de sange si derivatele lui vor fi supusi, peste fiecare 6 luni, controlului la prezenta virusurilor VHB
si VHC prin metoda reactiei de polimerizare in lant (RPL).
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3.DIAGNOSTICUL DE LABORATORAL HEPATITELORVIRALE

Pentru depistarea agentilor cauzali ai infectiilor virale se utilizeaza urmatoarele metode de diagnostic

TESTE SPECIFICE

TESTELE
NESPECIFICE

|. DIRECTE - depistarea directa a
agentului cauzal.

Virusologice - izolarea agentului
propriu-zis - ,,regula de aur” a
diagnosticului de laborator. Metoda este
laborioasa si de durata (5-10 zile).

Citologice - studierea agentului
cauzal in frotiuri colorate. Este slab
sensibila. Exista un anumit subiectivism
in aprecierea rezultatelor de catre
examinator.

Imunocitologice — evidentierea
antigenului in frotiuri cu ajutorul
anticorpilor specifici (reactia
imunofluorescenta directa). Este o
metoda sensibila, dar se obtin des
rezultate fals pozitive sau fals negative.

Metode molecular biologice

— determinarea unui sector specific

al ADN/ARN din genomul virusului
(reactia de polimerizare in lant-PCR).
Sunt metode inalt sensibile, se apropie

[l.LINDIRECTE

- indica indirect
prezenta Ag in
organism.

Metodele serologice
— determinarea
anticorpilor formati in
procesul raspunsului
imun al organismului
la patrunderea
agentului infectios.

RFC - reactia
de fixare a
complementului

IFA - reactia de
imunofluorescenta
indirecta

TESTE BIOCHIMICE

Activitatea bilirubinei
Activitatea GGT

Activitatea fosfatazei
alkaline

Activitatea AST si ALT
Timpul protrombinei

Amoniacul

Teste functionale

de ,,standardul de aur”.

Metode serologice - determinarea
agentului cauzal prin metoda
imunofermentativa (ELISA).

ELISA - reactia
imunofermentativa

Actualmente nu exista nici o metoda de diagnostic de laborator care ar permite stabilirea
unui rezultat cert de 100% privind prezenta agentului cauzal. De aceea, in multe cazuri, este
necesar de a se efectua 2 sau mai multe metode de diagnostic; deseori se impune efectuarea
repetata a investigatiilor de laborator.

3.1.DIAGNOSTICUL SEROLOGIC AL HEPATITELORVIRALE

Indicii ce determind prezenta virusului hepatitei in organism se numesc marcheri hepatici.

DIAGNOSTICUL DE LABORATORAL HEPATITEIVIRALEA

Pentru diagnosticul imunologic al hepatitei virale A este utilizata metoda ELISA cu depistarea
anticorpilor anti-VHA IgM in stadia precoce si anti-VHA IgG, ultimul fiind marker al imunitatii
protective eficace la o infectie ulterioara si metoda PCR cu detectia ARN-VHA. Anticorpii anti-
VHA IgM apar in perioada de incubatie cu 3-5 zile inainte de aparitia primelor simptome clinice,
circuland in sange pe parcursul perioadei manifeste si mai tarziu (circa 4 luni).

Detectia anticorpilor anti-VHA IgG caracterizeaza finisarea procesului infectios activ, sana-
rea organismului. Testarea anticorpilor anti-VHA fara diferentiere pe clase nu este informativa.
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Figura 14. Infectia cu VHA
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Acidul ribonucleic alVHA (ARN-VHA)

Detectia ARN-VHA a fost posibila datorita introducerii in practica medicala a PCR. ARN-
VHA se depisteaza in sange, chiar din faza initiala a procesului infectios si se inregistreaza la
pacientii cu un titru inalt anti-VHA IgM. Indicarea ARN viral in sange in faza precoce a procesului
infectios este metoda de electie al diagnosticului si aprecierea activitatii replicative a virusului.

DIAGNOSTICUL DE LABORATORAL HEPATITEIVIRALE B

Diagnosticul pozitiv de hepatita virala, suspectate in baza datelor clinice si epidemiologice se
precizeaza numai cu ajutorul testelor specifice de laborator.

Testele specifice pun in evidenta numerosi marcheri ai prezentei infectiei hepatice cu VHB
si anume antigenii:

4 AgHBs, 4 pre-S|,
4 AgHBc, 4 pre-S2,
4 AgHBe, 4 AgHBx

La toti acesti antigeni se secreta anticorpii respectivi:

A anti- HBs, 4 anti- pre-S|
A4 anti- HBc-IgM si 1gG; 4 anti-pre-S2
4 anti- HBe 4 anti- HBx

Acesti antigeni si anticorpii lor respectivi prezinta complexul de markeri specifici ai VHB, detec-
tia carora difera dupa importanta in diagnosticul, prognosticul hepatitei virale si aspectul epidemi-
ologic. Aprecierea rezultatelor indicatiei anti-HBx si anti-HBpol este studiata insuficient. Pentru uz
clinic (diagnosticul de hepatita virala B acuta, urmarirea evolutiei clinice, vindecarea sau tendinta la
cronicizare) sunt necesare mai multe complexe de teste (cel putin primele 3 categorii de markeri).

Pentru diagnosticul imunologic al hepatitei virale B este utilizata metoda ELISA cu de-
tectia antigenelor si anticorpilor respectivi, testul radioimun (RIA), imunodifuzia in gel,
RHAI. Metodele generatiei a lll (ELISA si RIA) sunt cele mai sensibile comparativ cu RHAI (de
10-60 ori) si imunodifuzia in gel (de 1000 ori). Actualmente, testul ELISA s-a impus ca indispen-
sabil pentru diagnosticul infectiei cu VHB.

In mod uzual, pentru diagnostic se cerceteazd prezenta AgHBs.

AgHBs in evolutia hepatitei virale B acute este detectabil in sange din perioada de incubatie,
in ultimele 2 saptamani de incubatie Tnainte de debutul bolii clinice si de aparitia semnelor bio-
chimice, apoi persista in primele 4-6 saptamani ai perioadei clinice, ulterior formeaza complexe
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cu anti-HBs si in forma libera nu se testeaza. Depistarea AgHBs mai precoce arata la infectiozi-
tate mai majorata, spre exemplu la hepatitele posttrasfuzionale, iar circulatia lui mai prelungita
arata la o concentratie initiala mai inalta si gravitatea bolii. AgHBs uneori se mentine in perioa-
da de boala pana la 2| saptamani.

Persistenta lui mai mult de 6 luni de la debutul bolii prezinta semnificatie, fie de
trecere in stare cronica, fie in acea de purtator de antigen si se asociaza de obicei
cu prezenta de particule Dane si de ADN VHB.

Daca AgHBs nu se apreciaza, aceasta nu marturiseste despre sanatie si insanatosire, la majo-
ritatea pacientilor, uneori continuu se testeaza ADN-VHB, ce caracterizeaza potentiala infectio-
zitate. Depistarea AgHBs nu in mod obligatoriu demonstreaza replicarea activa a VHB.

Obtinerea unui rezult negativ pentru AgHBs nu inseamna si infirmarea diagnosticului de
hepatita virald B.n acest caz sunt posibile urmitoarele eventualitati:

A Decelarea antigenului a fost Tncercata prea tarziu, dupa ce acesta a disparut catre sfarsitul bolii.

4 Ag este blocat in complexul antigen-anticorp (in hepatitele virale severe si in hepatita fulminanta). In
aceste cazuri, antigenul poate si reapara ulterior in singe sau este “demascat” prin corticoterapie.

4 Posibil metoda utilizata este insuficient de sensibila pentru decelarea antigenului.

A4 Existenta in unele cazuri (5%-10%) a “ferestrei serologice”, perioada in care AgHBs a disparut din
sange, iar anticorpii anti-HBs nu au aparut inca (apar mai tarziu, in convalescenta).

In aceste cazuri numai decelarea de anticorpi anti-HBc IgM, martori ai unei infectii active,
permit un diagnostic indubitabil de hepatita virala acuta B.

Fata de AgHBs apar anticorpii respectivi anti-HBs.

Anti-HBs la pacientii cu hepatita B acuta se testeaza tardiv, dupa disparitia AgHBs. In pe-
rioada de convalescenta prezenta anti-HBs semnifica vindecarea sigura a bolii si imunitatea
postinfectioasa (fiind singurii anticorpi din cursul acestei infectii cu actiune protectiva).

In majoritatea cazurilor, anticorpii anti-HBs apar dupi trecerea unui anumit interval de timp
de la disparitia (negativarea) AgHBs rezultind astfel (pentru diagnostic) o ,,fereastra serologica”.
Durata perioadei “ferestrei serologice” negative constituie circa 3-4 luni cu variatii pana la un an.

Termenul aparitiei anti-HBs e dependent de statutul imun al pacientului. Titrul anti-HBs
rareori este inalt si cu timpul scade pana la concentratii nedectabile. La reconvalescenti, in 10-
| 5%, cazuri dupa hepatita acuta B, chiar dupa multi ani de la disparitia AgHBs, nu se determina
anticorpii anti-HBs. De altfel, anti-HBs pot persista pe parcursul vietii.

In plan diagnostic, determinarea anti-HBs poate servi ca criteriu de confirmare retrospectivi
a hepatitei virale B in anamneza. Daca la controlul primar al pacientului, cu complexul simp-
tomatic al hepatitei acute, AgHBs lipseste in sange si se detecteaza anti-HBs, aceasta nu numai
ca nu confirma, dar dimpotriva exclude diagnosticul HVB acute. Concomitent s-a constatat, ca
in HVB la o parte din bolnavi cu anti-HBs se determina o antigenemie (AgHBs) continua. Anti-
HBs se detecteaza la cercetarile de screening ale populatiei aparent sanatoase, mai ales la adultji,
confirmand postinfectia HVB.

Controlul sistemului AgHBs - anti-HBs in dinamica are importanta clinica pentru aprecierea
evolutiei procesului infectios si deznodamantul lui. Detectia anticorpilor anti-HBs, indeosebi
in combinatie cu anti-HBe se considera ca criteriu veridic al dezvoltarii imunitatii protective
postinfectioase, insanatosirii dupa hepatita B acuta. Cresterea anti-HBs in sange este un test
control destul de informativ ce confirma eficacitatea vaccinarii impotriva infectiei HVB. Cu totul
altfel, este apreciata aparitia precoce al anti-HBs, detectia lor in faza acuta a HVB, imediat dupa
disparitia AgHBs. O asa dinamica a sistemului AgHBs-anti-HBs este considerata ca un prognostic
nefavorabil si prevesteste riscul aparitiei HYB cu evolutie fulminantd si coma hiperimuna.

AgHBc (AgHBcor) poate fi depistat numai in bioptatul ficatului in nucleele hepatocitelor.
In singe in formi liberd nu se testeazi, dar amplasarea lui cordiali apreciazi imunogenitatea
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lui majori. In serul sangvin al pacientilor cu HVB acuta apar precoce anticorpi anti-HBc IgM,
indicatia carora are o importanta diagnostica major3, fiind indicatorul principal de infec-
tie acuta.

Anti-HBc IgM in serul pacientilor cu hepatita virala B acuta apar foarte precoce, de-
tectia lor au o mare importanta diagnostica. Anti-HBc IgM se determina deja in perioada
de incubatie, la debutul fazei acute a hepatitei virale, odata cu cresterea maximala a ALT, in
perioada icterica, confirmand replicarea activa a virusului. Pentru controlul neinvaziv anti-HBc
poate fi apreciat si in saliva avand mare importanta in medicina pediatrica; in special in stadiile
tardive, cand rezultatele testarii AgHBs sunt negative. Detectia anti-HBc IgM este un criteriu
de diagnostic a hepatitei virale B foarte important, in special in perioada “ferestrei serologice”
de la disparitia AgHBs si pana la aparitia anti-HBs. Anti-HBc IgM poate circula in sange pe
parcursul a catorva luni, apoi dupa finisarea procesului infectios, dispare ca criteriu de elibe-
rare a organismului de VHB (vindecarea bolii). Persistenta lui in sange in titre mici semnifica o
infectie persistenta activa sau acutizarea procesului cronic.

Anti-HBc IgG. La bolnavii cu HVB in faza acuta, concomitent cu anti-HBc IgM apar si an-
ticorpii clasei IgG. Aparitia anti-HBc IgG poate fi detectata de la debutul procesului infectios,
care corespunde fazei de incubatie. Dupa disparitia anticorpilor IgM aVHB, ei pot circula timp
indelungat in sange, posibil toata viata, fiind un marcher al postinfectiei.

La reconvalescenti, dupa suportarea hepatitei virale acute, anti-HBc IgG se depisteaza
concomitent cu anti-HBc IgM. La unii bolnavi cu HVB, anti-HBc IgG pot fi absenti, ceea ce
presupune o imunitate slaba la infectie.

AgHBe in hepatita B acuta se testeaza in sange la etapele precoce a procesului infec-
tios, la primele manifestari clinice ale hepatitei virale; frecvent la evolutia ciclica cu acutizari
a HVB. In formele usoare ale hepatitei virale, circulatia lui e tranzitorie. AgHBe, de regula,
nu se testeazi in singe la o antigenemie (AgHBs) continui. in formele grave a hepatitei B
circulatia AgHBe este mai indelungata, insa depistarea AgHBe mai precoce decat AgHBs este
imposibil.

S-a constatat, ca spre deosebire de AgHBs, depistarea AgHBe caracterizeaza activitatea
replicativa inalta aVHB.Titrele inalte ale AgHBe corespund activitatii replicative inalte a ADN
viral si intotdeauna se imbina cu detectia corpusculilor complete Dane.

AgHBe este considerat ca marcher al infectiozitatii inalte a sangelui. S-a de-
monstrat, ca la patrunderea serului, care contine AgHBe in singhele persoanei aparent sa-
natoase, riscul infectarii este de cateva ori mai inalt, decat la contaminarea sangelui dupa
seroconversie (disparitia AgHBe si aparitia anti-HBe). Deci, indicatia AgHBe are insemnatate
nu numai diagnostica, dar si epidemiologica.

Anti-HBe in HVB acuta cu evolutie ciclica se testeaza in sange in stadiile precoce. De
obicei, la un control primar la majoritatea pacientilor, AgHBe in forma libera nu se apreciaza.
Peste putin timp apar anti-HBe. Ca regula, aceasta are loc la a 2-3 saptamana a perioadei ic-
terice si poate rezulta o alta “fereastra serologica” cu disparitia AgHBe si aparitia anticorpilor
anti-HBe. Dimpotriva, persistenta AgHBe constituie un indice al evolutiei bolii catre croniciza-
re a unui proces activ (valoare predictiva nefavorabild). Anti-HBe circula in sange mai frecvent
pe parcursul a 2-5 ani, mai rar cateva luni.

Aparitia seroconversiei (AgHBe - anti-HBe) indica scaderea brusca a activitatii procesului
infectios. Cu toate acestea, si dupa aparitia anti-HBe, replicarea VHB nu se stopeaza complet.
Circulatia indelungata a anti-HBe la purtatorii cronici ai AgHBs poate fi rezultatul mutatiei
VHB in zona precor cu formarea tulpinii VHBe. Este important, ca seroconversia AgHBe -
anti-HBe deseori coreleaza cu cresterea ALT, iar uneori si cu acutizarea procesului clinic.
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Figura |I5. Hepatita virala B acuta.
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Aprecierea sumara a complexului de marcheri.

Aprecierea sumara a complexului de marcheri ai HVB permite caracteristica mai ampla si
mai sigura a fazelor debutului procesului infectios, cu aprecierea profilului serologic al pacien-
tilor. La o investigare primara, diagnosticul de VHB se confirma prin detectia in sange a AgHBs,
anti-HBc IgM. In dependenta de gravitatea bolii se vor testa AgHBe si ADN VHB. Rezultatele
indicarii AgHBe - anti-HBe sunt variabile. La pacientii gravi se pastreaza AgHBe, la pacientii usori
pot aparea anti-HBe sau poate sa lipseasca.

in faza de reconvalescenta in formele usoare a HVB cu evolutie ciclica, AgHBs deja nu se
depisteazi. in formele grave se pistreazi si se depisteaza anti-HBc IgM si IgG. La un debut pro-
gredient al infectiei HVB, se observa o circulatie stabila in singe a markerilor ADN VHB, AgHBs
si AgHBe.

Tabelul 9. Diagnosticul serologic al hepatitei virale B

Marker Perioada de Infectia acuta Postinfectie Infectia Vaccinarea
incubatie cronica

AgHBs

AgHBe

ADN-VHB

anti-HBc total

anti-HBc IgM

anti-HBe

anti-HBc

+2 detectabil, +/- poate fi detectabil, -* PCR negativ, < poate fi pozitiv in 10-15% cazuri, ¢ pacientii cu HB cronica se
detecteaza AgHBe sau anti-HBe.
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Tabelul 10. Combinarea tipica a markerilor hepatitei B si importanta lor clinica

AcH Ant- Anti- AcH Anti- ADN- Conduzie (di ;
Bs HBs HBc Be HBe VHB @ 1)

+ i IgM + ) + He!aatltzi B acuta de infectiozitate
majorata.

+ i IgG + _ + He!)atltal B cronica de infectiozitate
majorata.

+ + IgG i + s ngatltavB cronica cu infectiozitate
micsorata.

+ + + +- /- + Infectie cu déua SLibtlApuerHB sau
Seroconversie. Se intalneste rar.

- - IgM +/- +/- LRl Hepatita acuta.
Purtatori de AgHBs cu replicare

- - IgG - +/- - . 8 P
joasa.

- + IgG - +/- - Hepatita B acuta. Tnsénéto.f,ire.
Hepatita B tratata. Reactia la

- + - - - - vaccinare impotriva hepatitei B.
Posibil diagnostic gresit.

ADN-ul virusului hepatitei virale B (ADN VHB)

Detectia ADN VHB a fost posibila in ultimii ani datorita descoperirii metodei PCR. Scopul
metodei consta in efectuarea replicarii virusului in vitro. Cu ajutorul PCR se permite detectarea
cantitatilor minimale de virus pana la o molecula.Volumul mediu de sange infectat, suficient pen-
tru depistarea ADN VHB a fost de 0,082 ml. ADNVHB se detecteaza la pacientii si donatorii cu
AgHBs negativi in 4,4-7,8%.

La un debut ciclic a hepatitei virale acute, ADNVHB se detecteaza in singe chiar din perioa-
da incipienta a bolii. La un debut progredient, circulatia ADN HVB se depisteaza timp indelungat.
Nivel majorat al ADN VHB la majorarea neinsemnata a ALT prezinta markerul unei imunitati
slabe. Indicarea prezentei ADNVHB a permis confirmarea replicarii virusului in monocite si de-
pistarea tulpinilor mutante, posibil nu numai in plasma sangelui, dar si in celulele mononucleare
circulante. ADN viral pate fi decelat si Tn genomul hepatocitelor, precedand dezvoltarea cance-
rului hepatic, chiar in situatia unor reactii serologice negative.

Determinarea ADN viral s-a obtinut si in diferite secretii a persoanelor infectate cu VHB
(saliva, sperma).

Pentru HVB, PCR este o metoda de referinta care completeaza diagnosticul ELISA de scree-
ning primar, fiind un criteriu de apreciere a activitatii replicative aVHB, aprecierea prognosticului,
precum indicarea si aprecierea eficacitatii tratamentului cu interferon. Este necesar de mentio-
nat, ca PCR ca si alte metode pot da rezultate fals-pozitive. Pentru a minimaliza numarul acestor
reactii, este necesar de respectat conditiile si controlul calitatii acestei reactii.

Marcherii hepatitei virale B cronice.

Depistarea markerilor specifici ai HVB are o valoare diagnostica majora in diagnosticul for-
melor cronice. Persistenta AgHBs timp de 6 luni si mai mult este un indice de aparitie a hepatitei
virale B cronice.
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Figura 16. Detectia markerilor hepatitei B evolutie cronica
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Criteriu de diferentiere a formelor HVB cronice ii apartine detectiei AgHBe. Circulatia
AgHBe n sange mai mult de 6 luni de la debutul bolii, confirma HVB cu activitate replicativa
inalta (AgHBe-pozitiv sau replicativ). Aparitia seroconversiei (lipsa AgHBe si prezenta anti-HBe)
concomitent cu detectia AgHBs duce la dezvoltarea HVB cronice cu activitate replicativa joasa.
(AgHBe negativa - hepatita cronica negativa).

In HVB cronici cu activitate replicativi joasi, in dependenta de nivelul ALT, se deosebesc
hepatita virala B de tip integrativ si hepatita virala B de tip mixt -integrativ.

Tabelul I1. Criteriile de diferentiere a HBV cornice de tip replicativ si integrativ

anti-HDV
ADN-VHB AgHBe Anti-HBe Anti-HBc AgHBs anti-HCV
anti-HAV

Tipul
hepatitei

Replicativ

Integrativ

Integrativ-
mixt

Diagnosticul hepatitei virale de tip replicativ confirma circulatia stabila a AgHBe, testarea
ADNVHB in concentratii mari (mai mult de 50pg/50ul), inregistrarea in ser a anti-HBc clasa IgG
si IgM (concentratii mai mici).

Circulatia continua a anti-HBc IgM, indeosebi in concentratii esentiale intr-o masura oareca-
re corespunde indicelui activitatii inalte al alterarilor morfopatologice a ficatului. Dintre testele
serologice caracteristice hepatitei virale B cronice cu evaluare replicativa inalta este necesara
testarea anticorpilor anti-HBe, a ADN VHB si concentratiei CIC (AgHBe - anti-HBe). Hepatita
virala cronica B de tip integrativ decurge cu HBs-antigenemie persistenta cu diferite concentra-
tii, in absenta AgHBe.

DIAGNOSTICUL DE LABORATORAL HEPATITEIVIRALE C

La hepatita virala C diagnosticul este bazat pe testarea markerilor antigenici si anticorpilor
respectivi, precum si detectia ARN VHC. in HVC marcherii se detecteazi prin metoda imuno-
enzimatica.

Antigenii VHC pot fi identificati numai in bioptatul ficatului. Cu ajutorul anticorpilor mo-
noclonali folositi impotriva AgHC s-a descoperit AgHCcor in citoplasma hepatocitelor la 60-90%
bolnavi de hepatita virala C cronica. Acest antigen este codat de zonele NS3 si NS4 a genomului
ARN-VHC. Mai tarziu, s-a demonstrat, ca antigenul poate fi detectat numai in 5% de hepatocite.
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Antigenii VHC chiar daca si patrund in sange, in majoritatea cazurilor, nu pot fi depistati de
catre ELISA, datoritd concentratiilor minore (nu depiseste 10°/ml).Tnsi datorita test-sisteme-
lor de ultima generatie, depistarea antigenului VHC este posibila si in sange. Datorita acestor
test sisteme s-a demonstrat:

A Posibilitatea detectiei AgHCcor in ser sau plasma;

Specificitatea detectiei AgHCcor;

Depistarea persoanelor cu antigen in singe la depistarea anti-VHC negativ;
Depistarea majorata (90,3%) a AgHCcor in ser la pacientii cu anti-VHC si ARN-VHC;
Corelatia directa intre concentratia de ARN-VHC si depistarea AgHCcor;

A A A ANA

Micsorarea fazei ,ferestrei serologice” - de la momentul infectarii pana la depistarea anti-VHC
pozitiv.

S-a determinat ca, AgHCcor se detecteaza in 83% la urmatoarea zi dupa depistarea ARN-
VHC si cu 26 zile pana la aparitia anti-VHC.

ANTICORPIIVHC.

Se depisteaza anti-VHC sumar (IgM+IgG), anti VHC IgG, anti VHC IgM si anti-
NS4 (anticorpi fata de proteinele nestructurale). Pentru cercetarile de screening a
anticorpilor VHC se utilizeaza metoda imunoenzimatica, dar pentru confirmare - imunoblot.
in cazurile tipice anti-VHC apar la sfarsitul procesului infectios, peste 4-9 luni dupa infectare
sau la 20-150 zi de boali. Ins3, in unele cazuri anti-VHC se depisteazi la 2-4 siptimani dupi
transfuziile de singe infectat. in unele cazuri seroconversia are loc dupi un an dupi infec-
tare. Datorita tendintei hepatitei C spre cronicizare, anticorpii se depisteaza in sange timp
indelungat. Anti-VHC, cu exceptia anticorpilor la proteina C (anti-core clasa M) nu indica la
replicarea virusului, nu caracterizeaza activitatea lui si pot arata la o postinfectie. Trebuie de
mentionat, ca la recipientii de sange, pot fi identificati anti-VHC ai donatorului care la o unica
transfuzie nu in mod obligatoriu manifesta despre o infectare posttransfuzionala. Identificarea
anticorpilor anti-VHC, de regula, rezolva diagnosticul etiologic, dar nu caracterizeaza debutul
infectiei (acut, cronic) si nu rezolva prognosticul ei. La pacientii cu HCV cronica anti-HCV
se depisteaza in singe nu numai in forma libera, ci i in componenta complexelor imune cir-
culante. Concentratia este mai mare la o evaluare concomitenta a hepatitelor provocate de
HBYV si HCV.Anticorpii se secreta la fiecare proteina virala, amplasata in regiunile structurale
si nestructurale. Investigatiile de o singura data nu intotdeauna sunt convingatoare, avand in
vedere posibilitatea ,,ferestrei serologice negative”. Monitorizarea procesului este destul de
important pentru stabilirea fazei acute si celei cronice a HVC. La pacientii in faza acuta, la con-
trolul primar, pot fi depistati anticorpi anti-HCcor IgM si IgG, ca regula, in absenta anticorpilor
la proteinele nestructurale. Investigatiile ulterioare demonstreaza disparitia anti-HCcor IgM si
cresterea frecventei depistarii anticorpilor anti-NS4 (fiind un indice favorabil al insanatosirii).
in faza de activare a HVC cronice in singe se identifica anti-HCcor IgG si IgM si anticorpi la
proteinele nestructurale. Determinarea anti-HC IgM in sdnge in perioada acuta nu depaseste
2 luni de la evolutia benigna. Aprecierea cantitativa a concentratiei anti-HC IgM, spre deose-
bire de anti-HBc IgM este dificila datorita cantitatii minore a anticorpilor si nu este utilizata
in clinica.
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Figura 17. Infectia acuta VHC cu progresarea in infectie cronica

Titru

Timpul de lae xpunere

Figura 18. Infectia acuta HCV cu insanatosire

Anti-HCV

Titru

Timpul de la expunere

Determinarea cantitativa a continutului anti-HCV este importanta in evaluarea eficacitatii
tratamentului pacientilor cu interferon. in absenta markerilor antigenici aVHC pentru stabilirea
diagnosticului infectiei este necesara determinarea ARN VHC prin reactia de polimerizare in
lant (PCR).

Acidul ribonucleic al VHC (ARN VHC) - determinarea in singe a ARN VHC este cri-
teriul cel mai important in depistarea viremiei, care demonstreaza replicarea activa continua a
VHC. Determinarea ARN VHC in sange a fost numit ,standardul de aur” al diagnosticului si
diferencierea diferitor variante ale evolutiei HVC. In faza acuti a hepatitei, ARN se determina
in sange peste |-2-saptamini dupa infectare, cu mult pana la aparitia anti-HC. Depistarea ARN
VHC in faza latenta cu anti-HC negativ, prognozeaza spre cronicizarea procesului. Determinarea
ARN-VHC in serul sangvin si in bioptatul ficatului are o mare insemnatate in confirmarea rolului
VHC in formarea carcinomului hepatocelular.
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Tabelul 12. Combinarea tipica a markerilor hepatitei virale C si importanta lor clinica

Anti HCcor
IgM

Anti HCcor
IgG

Anti - NS-IgG Interpretarea rezultatelor cu ajutorul ELISA

+ + — Se presupune hepatita C acuta.

|. Insanatosire

— + — 2. Stadiul de trecere in hepatita C cronica (faza
latenta)
+ + | Insinitosire
2. Faza latenta a hepatitei C cronice
+ + + |.Acutizarea in faza latenta a hepatitei C virale

2. Faza de reactivare

Confirmare
Serviciul diagnostic
sange poz. anti
HC

Diag- Monito- Prognostic Examinari
nosticul rizare eficacitate epidemio-
maladiii tratament. tratament logice

Anti-HC

Spectrul anti-HC

anti-HC IgM

AgHCcore

ARN-VHC

ARN-VHC
Cantitatea

Genotipul VHC

Serotipul VHC

DIAGNOSTICUL DE LABORATORAL HEPATITEIVIRALE D

EvolutiaVHD este dependenta de prezenta/absenta VHB in materialul infectat sau in organis-
mul susceptibil. In organismul uman infectia cu VHD se poate intalni in doua forme principale
- coinfectie (infectarea concomitenta cu ambele virusuri - VHB si VHD) si suprainfectie (in-
fectarea cuVHD la prezenta deja a infectiei cu VHB).

Diagnosticul hepatitei virale D se confirma prin detectarea markerilor infectiei cu VHD:

a) antigenul viral al VHD (AgHD) in ser prin metodele RIA, ELISA si Western-blot; in probele bioptice
prin IFA in nucleul sau citoplasma hepatocitelor infectate.

b) anticorpi anti-HD — de tip IgM si IgG sunt detectati prin ELISA sau RIA.
¢) ARN VHD. ARN VHD se detecteaza prin metoda PCR sau prin hibridizarea in situ. Prezenta ARN VHD
in ser este indicator de viremie. ARN-VHD se depisteaza in singe in toate variantele HVD Coinfectie

si HVD Suprainfectie. Indicarea ARN-VHD in singe si mai ales in bioptatul ficatului prezintd metoda
de electie a diagnosticului de HVD, comparativ cu testele serologice.

in hepatita acuta rezultati prin coinfectie se va urmari aparitia AgHD in prima perioada de
boala, apoi aceea a anti-VHD IgM si anti-HBc IgM (marker de infectie cu VHB). In coinfectie,
prezenta anti-VHD IgM este tranzitorie.
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Consecutiv, suprainfectiei, se va constata ca markerii infectiei cu VHD se vor suprapune markeri-
lor indicatori de infectie cronica cu VHB. Astfel, la AgHBs existent in ser se va determina prezenta
AgHD, anti-HD IgM si anti-HD IgG. Anti-HD IgM poate persista perioade indelungate. Caracte-

ristic este absenta de anti-HBc.
In hepatitele fulminante, markerii VHD nu sunt detectabili in ser, ci numai in hepatocite.

Figura 19. Detectia markerilor HBV-HDV Coinfectie

Evolutia tipica a markerilor seroligici

anti-HBs

P

nniL

anti-HDV IgM

A

Timpul de la expunere

Figura 20. Detectia markerilor HBV-HDV Suprainfectie

Evolutia tipica a marcherilor serologici

/\ anti-HDV total

nijiL

Timpul de la expunere

Acidul ribonucleic alVHD (ARN VHD).

Indicarea ARNVHD ca si in HVB poate fi identificat in sange in faza initiala cu ajutorul PCR.
ARN VHD se depisteaza in sange in toate variantele VHD - Co-si Suprainfectie. Indicarea ARN
VHD in sange si mai ales in bioptatul ficatului prezinta metoda de arbritaj a diagnosticului de

HVD si aprecierea activitatii procesului infectios.
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3.2 DIAGNOSTICUL BIOCHIMIC AL HEPATITELORVIRALE

Pentru identificarea tulburarilor functionale celulare ale ficatului se folosesc investigatii bio-
chimice, care cuprind:

A Teste enzimatice;
4 Testele metabolismului bilirubinei,

4 Testele de disproteinemie.

Acesti indici sunt nespecifici si nu caracterizeaza etiologia hepatitelor virale, insa prezinta
importanta in diagnosticul primar al hepatitelor virale si monitorizarea lor, fiind folosite pentru
punerea in evidenta a modificarilor patobiochimice ce se produc la nivelul celulelor hepatice.

TESTELE ENZIMATICE

Dozarile de enzime serice isi gasesc o larga aplicabilitate in bolile ficatului, in esenta, astfel de
determinari pot oferi informatii cu privire la urmatoarele aspecte ale patologiei hepatice:

I) Detectarea unei cresteri patologice a permeabilitatii membranei hepatocitului (AST,ALT, GLDH,
LDH, ).
4.5

2) Depistarea unei insuficiente a sintezei de proteine in hepatocite (pseudocolinesteraza serica si
enzime cu rol in coagularea sangelui).

3) Indicii cu privire la existenta unui proces de colestaza (FA si GGT).

4) Indicii cu privire la o eventuald inducere de enzime (ca exemplu tipic GGT)

AMINOTRANSFERAZELE

ALT serica - B. 10-40Ul/l); . 7 — 35 UI/I;

AST serica - B. |5-40UV/I); F 13 — 35 Ul/[;

Alaninaminotransferaza (ALT) si aspartataminotransferaza (AST) sunt pe larg ras-
pandite in celulele intregului organism.

AST se gaseste in special in ficat, miocard si muschii striati. Cantitati mai reduse de enzima
se gasesc si in rinichi, pancreas, plamini si eritrocite.

ALT se gaseste in cantitati mari in citoplasma celulelor hepatice si in cantitati mai reduse in
musculatura striata, miocard, rinichi si pancreas. Activitatea AST si ALT in ficat este de aproxi-
mativ 7000 si 3000 ori respectiv mai mare decat activitatea in serul sanguin. ALT se intalneste
exclusiv in forma citoplasmatica; AST in hepatocite se gaseste atat in citozol (60% activitate), cat
si in mitocondrii (40% activitate). In norma se determina doar forma citozolici a AST, nu si cea
de provenienta mitocondriala. AST este mai rapid metabolizata avind un timp de injumatatire
(T/2) de numai |7£5 ore, pe cind ALT are T/2 de 47% 10 ore.

Activitatea AST si ALT poate fi influentata de un sir de alti factori, diferiti de bolile hepatice,
care vor fi luati in consideratie la interpretarea rezultatelor de laborator. La persoanele adulte,
activitatea AST si ALT este mai inalta la barbati decat la femei. Pana la varsta de aproximativ |5
ani,activitatea AST este mai inalta decat cea a ALT, cu schimbarea situatiei catre varsta de |5 ani
la barbati si 20 ani la femei cand nivelul AST tinde a fi mai diminuat decat cel al ALT, iar dupa 60
ani ele devin aproape egale. Activitatea ALT la femeile de varsta fertila poarta un caracter ciclic,
fiind corelata de ritmurile lunare ale hormonilor sexuali. La femeile sanatoase incretia maximala
a estradiolului se constata in ,,varful ovulator” (a 12-a zi de la inceputul ciclului menstrual). Di-
namica activitatii ALT este asemanitoare cu cea a estradiolului. in ,,varful ovulator” al ciclului
menstrual activitatea ALT depaseste valorile normale aproape de 1,5 ori. O anumita corelatie
dintre nivelul activitatii ALT si incretia estrogenilor a fost depistata si la pacientele cu hepatita

54 INSTRUCTIUNI METODICE



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALEB, CsiD /]

virala, fapt ce trebuie luat in consideratie la externarea din stationar si dispensarizarea lor ulte-
rioara. Pentru excluderea eventualelor erori la interpretarea valorilor sporite ale ALT in aceste
cazuri se recomanda de a nu efectua dozarea ALT in perioada ,,varfului ovulator”.

Tabelul 14. Factorii ce afecteaza activitatea AST si ALT in lipsa afectiunilor hepatice

FACTORII

in timpul
zilei

AST

ALT

in 45% cazuri variazi pe
parcursul zilei, fiind mai
inalta inainte de masa si
mai scazuta seara

COMENTARII

Nu sunt diferente
semnificative pe parcursul
zilei intre orele 9
dimineata si 9 seara, atat
in afectiunile hepatice, cat
si la cei sanatosi

Din zi in zi

Variatiile de la o zi
la alta constituie
5-10%

Variatiile de la o zi la alta
constituie 10-30%.

Variatii similare se
constata, atit in
afectiunile hepatice, cat si
la cei sanatosi, varstnici si
tineri

Valori mai mari la

Valori mai mari la barbati,
decat la femei. La femeile
de varsta fertila creste

Aceeasi corelatie dintre
nivelul activitatii ALT
si incretia estrogenilor

Sexul barbati decit la o . N
femei ’ de |,5 ori in perioada a fost depistata si la
,varfului ovulator” al pacientele cu hepatita
ciclului menstrual. virala
Indicele ) ) ‘ e
v Valori cu 40-50% | Valori cu 40-50% mai ke dlrecita.mtre
de masa . . . . masa corporala si
mai sporite la cei | mare la cei cu IMC . ’ -
corporal IMC maiorat rat transaminazele AST si
(IMC) cu majora majora ALT

Efortul fizic

Creste de 3 ori
la persoanele
ocupate cu lucrul

Cu 20% mai scazut

la persoanele supuse
efortului fizic obisnuit
decat la cei care nu se
ocupa cu lucrul fizic sau

Efectul efortului fizic este
mai evident la barbat;i;
diferente foarte micila

fizic intens o femei (<10%)
supuse efortului fizic
intens

- stabila la

temperatura - stabila la temperatura Stabil in cazul separarii
Modul de camerei — 24 ore; | camerei - 24 ore; serului de celulele

x 0 . . sanguine

pastrare - la +4°C- 21 - la +4 °C timp de 21 zile &

zile,descregte cu descreste cu 10-15%

<10%

Valorile depind de gradul
Hemoliza, . . hemolizei, ele fiind de
i Induc cresteri Induc cresteri . . - . .
anemia . . ; 2 obicei, de cateva ori mai
e v semnificative semnificative ,\
hemolitica reduse decit cresterea
LDH
Afectiuni Creste Proportionala cu gradul
’ P e e Creste moderat P y g

musculare semnificativ 2 cresterii CK
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Bolile hepatice sunt cea mai importanta cauza a activitatii sporite a ALT si o cauza frecventa
a majorarii AST, de aceea acesti indici pot fi folositi ca marcheri ai sindromului citolitic, deoarece
aceste enzime sunt eliberate in urma leziunilor hepatocelulare. ALT si AST pot fi apreciate ca
un ,,adevdrat seismograf” al leziunilor hepatice (Bruhl). De mentionat ca, ALT este mai specifica
pentru afectiunile hepatice decat AST, de aceea ea este deseori numita transaminaza hepaticd.

Modificarile enzimatice din bolile ficatului depind de acuitatea procesului, de meca-
nismul de producere a leziunii (inflamatie sau necroza), de gradul in care, parenchimul hepatic
a fost inlocuit cu tesutul conjunctiv, de functia proteosintetica a ficatului si de terapia aplicata.

{n majoritatea bolilor de ficat, activitatea ALT este mai inaltd decit cea a AST, exceptie este
hepatita alcoolicd, in care se determina activitatea mai inalta a AST.

Hepatitele acute virale se caracterizeaza prin cresterea progresiva a transaminazelor serice si
in special a ALT, fenomen care se constata si in caz de hepatita anicterogena. Se poate afirma ca
nu exista hepatita acuta, fara modificari ale transaminazelor. Cresterea acestor enzime incepe
in perioada de prodrom, inainte de cresterea bilirubinei, iar in cursul primelor doua saptamani
ale perioadei icterice atinge valori maxime: ALT creste de 25-50 de ori decat valorile normale,
iar AST de 15-30 ori decat valorile normale. Cresterea ALT nu implica numaidecat o necroza a
celulelor, ci doar o crestere a permeabilitatii membranei hepatocitului.Valori excesiv de mari si
in special o crestere la fel de exprimata a AST si a ALT denota existenta unei hepatite severe cu
zone extinse de necroza. In astfel de cazuri creste si GLDH (enzima mitocondriala).

in hepatitele virale acute valorile enzimelor cresc la peste 400 Ul ajungand la cifre de 1000-
2000 UL in hepatita virald A transaminazele ajung cifre inalte chiar de la inceputul bolii si scad
rapid. In hepatita virali B cresterea transaminazelor este moderata, cifrele cresc lent pe parcur-
sul unei luni sau a catorva luni de zile. Importanta testelor enzimatice, in special dozarea ALT
si AST consta in aceea ca acestea prezinta criterii precoce de confirmare a diagnosticului de
hepatita acuta, in special in focarul epidemiologic. Determinarile seriate reflecta evolutia clinica
a afectiunii hepatice.

O importanta prognostica mai mare decat gradul de crestere al transaminazelor se atribuie
duratei acestei cresteri.

Lipsa tendintei de normalizare a ALT-ului dupa 8-10 saptamani de boala este un
indiciu de trecere spre ,,hepatita persistenta”.

Nu se poate vorbi despre o vindecare a hepatitei acute, decat atunci cand transaminazele
s-au normalizat si raman normale, chiar si dupa eforturi moderate.

Cresterea rapida si marcata a AST si ALT (> 600 Ul/I si adesea > 2 000 UI/1), urmata de o
scadere abrupta in decurs de 12-72 ore, este considerata caracteristica pentru obstructia acuta
a ductelor biliare. Cresterea brusca a AST poate aparea si in hepatita acuta virala fulminanta (rar
> 4 000 Ul/1, dar scade mai lent;in plus, testele serologice sunt pozitive) si in leziunile acute de
etiologie chimica.

Cresterea usoara a nivelurilor AST si ALT (de obicei < 500 Ul/1) asociata cu cresterea FA
> 3 ori fata de valoarea normala sugereaza icter colestatic, iar o crestere mai importanta a AST
si ALT (mai ales > |1 000 Ul/1) asociata cu o crestere a FA < 3 ori comparativ cu horma indica
icter hepatocelular.

Determinarea concomitenta a ambelor enzime permite aprecierea genezei hiperenzine-
miei, deseori calculandu-se coeficientul AST/ALT, in norma acesta fiind egal aproximativ cu
1,0-1,3.

— micsorarea lui (£0,7) confirma geneza ,,hepatica” a hiperenzinemiei.

— majorarea acestui indice (21,3) are alta geneza.

De mentionat totusi ca, atunci cand leziunile celulelor hepatice capata un caracter necroti-
zant, raportul amintit creste, intrucat majorarea activitatii ALT se asociaza cu o crestere si mai
exprimata a AST, fiind marite si valorile enzimei mitocondriale GLDH.
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Aceste “distorsiuni” ale rapoartelor AST/ALT se explica prin urmatoarele:

A n cazul unor leziuni moderate care afecteaza doar permebilitatea membranei hepatocitelor se
produce scurgerea din celule a enzimelor citozolice, asa cum este ALT, pe cand in cazul unor leziuni
cu caracter necrotizant se elibereaza din celule si enzimele mitocondriale (de exemplu GLDH), iar
AST, cu localizare biloculara (citozolica si mitocondriald), creste mai mult decat ALT;

4 timpul de Tnjumatatire (T/2) al ALT este mai prelungit, de aceea aceasta enzima persista in ser mai
mult decat AST, al carui timp de injumatatire este mai scurt. Ca urmare, in hepatita acuta virala, cand
survine o lezare destul de rapida dar relativ moderata a unui mare numar de hepatocite, dupa cum
s-a mentionat mai inainte, cresterea transaminazelor depaseste de 15-100 de ori limita superioara a
normalului (in mediu de 50 ori), iar de regulda ALT > AST.

In hepatita cronici progresivi transaminazele cresc de cel mult 20 ori fata de limita superi-

oara a normalului (valori intre 5-20), iar in procesele necrotice AST > ALT.
Hepatita cronica stabilizata se insoteste de regula de cresteri mai putin exprimate ale aces-
tor enzime (2-3 ori de la limita superioara a normalului) si de obicei ALT > AST.

AST creste in infarctul de miocard acut (IMA) si in afectiunile musculare, situatii in care ALT este

normald.

RECOMANDARI:

Se impune standardizarea valorilor de referinta ale ALT intre diferite laboratoare, o necesitate
prioritara pentru evaluarea pacientului si interpretarea rezultatelor investigatiilor. Se considera
adecvate pentru uzul clinic urmatoarele performante ale dozarii transaminazelor: eroarea
analitica a valorilor limitei superioare de referinta a dozarii ALT< 10%, iar pentru AST eroarea
total = 15-20%.

Laboratoarele vor folosi valori de referinta separate atat pentru maturi - barbati si femei,
cat si pentru copii si varstnicii de peste 60 ani.Activitatea ALT la femei este supusa influentei
ciclurilor lunare, de aceea pentru excluderea eventualelor erori la interpretarea rezultatelor
nu se recomanda dozarea ALT in perioada ,,varfului ovulator”

Cazurile cand se depisteaza cresterea inexplicabila ale ALT si/sau AST vor fi evaluate prin
testari repetate; in cazurile individuale de expunere la un efort fizic major se va efectua
testarea repetata dupa o perioada de sistare a efortului fizic. Pentru a determina intervalul
necesar de timp sunt necesare studii suplimentare.

GLUTAMATDEHIDROGENAZA (GLDH) este o enzima localizata cu predominanta in
ficat si mai precis la nivelul mitocondriilor acestui organ. Cresteri exprimate ale GLDH survin
in caz de necroze ale celulelor hepatice. Cresteri moderate pot surveni in primele zile ale unei
colici biliare.

PSEUDOCOLINESTERAZA

Pseudocolinesteraza serica (PCE) 130-300 UI/L (la t 25 °C)

Pseudocolinesteraza (acilcolinacil hidrolaza, PCE) este o enzima care catalizeaza reactia de
hidroliza a esterilor colinei, se sintetizeaza in ficat, fiind apoi secretata activ in plasma sangvina.

De mentionat, ca modificarile serice ale enzimelor celulare nu dau indicii asupra starii func-
tionale a ficatului. Aceasta poate fi insa explorata prin urmarirea nivelului pseudocolinesterazei
serice, care reflectd functia proteosintetica a ficatului.
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Hepatita acuta este insotita de o scadere moderata a PCE serice, fenomen care denota o alterare
a functiei proteosintetice a ficatului, dind indicii asupra gravitatii procesului. In perioada de vindecare a
unei hepatite acute se constata de regula o crestere a pseudocolinesterazei care adeseori depaseste
valorile normale si indica un prognostic favorabil. Dimpotriva scaderea progresiva a acestei enzime
indica un proces de atrofie a celulelor hepatice si anunta instalarea comei hepatice.

PCE scade mult in insuficientele hepatice (hepatite, ciroze), in insuficienta cardiaca cu ficat de
staza, in intoxicatiile cu organofosforice (unele insecticide) si la bolnavi cu denutritie proteica grava.

Scaderi moderate se pot intalni in anemii severe (mai ales megaloblastice), precum si in reactia de
faza acuta (in infectii acute, postoperator sau dupa un infarct miocardic).

in tabelul 15 sunt trecute principalele situatii care duc la modificari ale activitatii PCE serice.

Tabel 15 Modificarile activitatii serice a pseudocolinesterazei in diverse situatii si stari patologice

Scaderi Cresteri

- Insuficienta hepatica (hepatite, ciroze) -Perioada de vindecare a unei hepatite acute
- Ficat de staza -Sindromul nefrotic

- Denutritie proteica -Hipertiroidism (fara casexie)

- Malabsorbtie - Diabet cu suprapondere

- Anemii severe (mai ales megaloblastice) - Obezitate (mai ales androida)

- Hipotiroidism sever - Hiperlipoproteinemie tip Il b sau IV

-Reactie de faza acuta (infectii acute,
postoperator, infarct miocardic)

-lImpregnare tumorala

- Intoxicatii cu pesticide organofosforice
-Sarcina

- Contraceptive orale

- Scaderi cu caracter genetic

Indicatorii cei mai utilizati pentru depistarea unei reduceri a proteosintezei hepatice in afara
de PCE sunt albumina serica si factorii coagularii dependenti de vitamina K.

Testarea altor enzime ca fosfataza alcalina, gama-glutamiltranspeptidaza, 5-nu-
cleotidaza, lactatdehidrogenaza sunt utile pentru diagnosticul diferentiat al hepati-
telor virale cu alte hepatite si patologii de origine diferita.

FOSFATAZA ALCALINA

FA serica (metoda de referinta recomandata de CLIA si IFCC, substrat -
para-nitrofenilfosfat, AMP, 37 °C).

B.( 25-50 ani)- 53-128 Ul/I;

F. (25-50 ani) - 42-98 Ul/I;
copii (3-17 ani) — pana la 350 Ul/I.

Fosfataza alcalina (FA) — fosfohidrolaza monoesterilor acidului ortofosforic hidrolizeaza
fosfatii organici la un pH alcalin. In norma valorile FA difera putin intre barbatii si femeile adulte
intre 25 si 60 ani. Dupa 60 ani, valorile de referinta cresc la femei, desi studiile nu au determinat
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o corelatie elocventa intre osteoporoza (frecvent intalnita la femei la aceasta varsta) si sporirea
activitatii fosfatazei alcaline in serul sanguin.

Agentii helatori, cum ar fi citratul, oxalatul sau EDTA leaga cationii de zinc si magneziu, co-
factori necesari ai activitatii FA si pot cauza valori fals scazute, chiar pana la zero. Transfuziile de
sange (continand citrat) conduc, printr-un mecanism similar, la o micsorare tranzitorie a FA.

Determinarile efectuate de rutina in clinica masoara o suma a activitatii mai multor izoenzi-
me de provenienta hepatica, osoasa, renala, precum si eliberate din peretele intestinal. La femei
fosfataza alcalina poate proveni si din glanda mamara si din placenta.

Tabelul 16. Factorii ce afecteaza activitatea fosfatazei alcaline in lipsa afectiunilor hepatice

FACTORII

De la zi la zi

FOSFATAZA ALCALINA

Variatiile de la o zi la alta constituie
5-10%

COMENTARII

Variatii similare se constata in
afectiunile hepatice si in lipsa
lor; la varstnici si cei tineri

Primirea
alimentelor

Creste pana la 30 Ul/I

in special la persoanele cu
grupa de sange B si O valorile
raman crescute pana la 12 ore
dupa ingerarea alimentelor.

Indicele
de masa Valori cu 25% mai mare la cei cu IMC
corporal marit
(IMC)
e« =
Stabila la pastrareala 0-+4°Cpana ||, dezghetarea probelor
Modul de la 3 zile: o > c
v a 3 zile, inghetate valorile pot creste
pastrare . cu 30% ’
Stabila la -25 °C — 30 zile o
. Hemoglobina inhiba activitatea
Hemoliza L =
enzimei
Cresterea este determinata
Sarcina Creste de 2-3 ori in al 3-lea trimestru | de prezenta izoenzimelor
placentei si oaselor
Fumatul Creste valoarea cu 10% -
Contracep-

Descresc valorile cu 20%

tivele orale

Natura hepatica a FA poate

fi confirmata prin dozarea
izoenzimelor ei si a altor
enzime colestatice - GGT, LAP,

Valori crescute se constata

in afectiunile osoase, tumori
(marcher nespecific al tumorilor).
Descreste dupa enterite severe la
copii si in hipofosfatemie

Altele

5-nucleotidaza

Cea mai mare parte din FA serica deriva din oase. Fosfataza alcalina osoasa este produsa in osteo-
blasti si are rol in formarea tesutului osos.Aceasta fosfataza alcalina osoasa cu masa moleculara mare
nu se elimina prin bil3, fiind probabil catabolizata in celulele sistemului de macrofage fagocitare.

In absenta afectiunilor osoase sau a sarcinii, cresterea FA serice indici afectarea functiei
excretorii hepatice. Cresterile activitatii fosfatazei alcaline in afectiunile biliare se datoreaza
retentiei FA produse de celulele care marginesc caile (ductele) biliare. FA atinge valori de peste
3-10 ori Tn obstructia biliara extrahepatica, colestaza intrahepatica sau ciroza biliara primara.
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Este cel mai bun marker al obstructiei biliare, dar nu diferentiaza colestaza intrahepatica de
obstructia extrahepatica.

In hepatita virala sau alte hepatopatii parenchimatoase, fosfataza alcalina depaseste de 1,5 - 2
ori norma. Cresteri de peste 2-10 ori fata de norma, pe fonul celorlalte teste functionale hepa-
tice normale, sugereaza existenta unor metastaze hepatice sau boli infiltrative hepatice maligne
de tipul leucemiei, limfomului sau infectii hepatice cu fungi sau Criptosporidium.

Cresterile de fosfataza alcalina in afectiunile hepatobiliare se insotesc de o crestere a gama-
glutamiltransferazei (GGT), 5-nucleotidazei (5-NT) si leucinaminopeptidazei (LAP) care se eli-
mina tot prin bila. In aceste cazuri, nivelurile serice ale GGT, 5 “NT si LAP cresc in paralel cu
nivelul seric al FA, dar GGT si 5’-NT sunt normale in sarcina si in afectiunile osoase, in timp ce
LAP este crescuta in sarcina, dar este de obicei normala in afectiunile osoase.

Principala metoda de diferentiere a sursei fosfatazei alcaline crescute este fractionarea sa. Se-
pararea formelor tisulare nespecifice de FA (os, ficat, si rinichi) este dificila, acestea fiind similare
ca structura. Fractiunea hepatica este termostabila, iar cea osoasa termolabila. FA specific osoasa
poate fi determinata prin inactivare cu caldura, prin metode imunologice si electroforetice.

Atunci, cand nu sunt conditii pentru diferentierea izoenzimei hepatice de cea osoasa se
recomanda explorarea activitatii serice a gama-glutamiltransferazei. Astfel, cresterea concomi-
tenta a FA si GGT atrag atentia spre o origine hepatica a FA in cadrul unei colestaze, pe cand o
crestere izolata a FA poate sugera izoenzima de origine osoasa.

RECOMANDARI:

Valori de referinta vor fi stabilite separat in dependenta de varsta si sex, pentru femeile
insarcinate.

Probele pentru dozarea fosfatazei alcaline se vor colecta dimineata pe nemancate. In caz

contrar, pacientii cu valori usor elevate vor fi reevaluati repetat pe nemancate.

Atunci cand sursa activitatii sporite a fosfatazei alcaline nu este evidenta din datele clinice si
de laborator este necesar de a determina activitatea altor enzime indicatoare ale colestazei
— GGT, 5-nucleotidaza, leucinaminopeptidaza.

GAMA - GLUTAMILTRANSFERAZA

Gama-glutamiltransferaza serica -B - 8-35 Ul/l); F - 5-25 Ul/l)

Gama-glutamiltransferaza la copii nou-nascuti este de 3-5 ori mai mare

Gama-glutamiltransferaza (gama-glutamiltranspeptidaza, GGT, CE 2.3.2.2) - catalizeaza
transferul gruparii gama-glutamil de pe un peptid pe un alt peptid sau pe un aminoacid. Prin acest
mecanism enzima intervine in sintezele proteice si in retroresorbtia tubulara a acizilor aminati
din filtratul glomerular. Enzima este localizata mai ales in rinichi, veziculele seminale, ficat, caile
biliare si pancreas (ductulii si celulele acinare), intestine.

Valoarea diagnostica a GGT consta in special in cresterea impresionanta a activitatii sale in
serul bolnavilor cu retentie biliara. Astfel, in timp ce fosfataza alcalina creste de aproximativ trei-
cinci ori fata de limita superioara a normalului, GGT depaseste aceasta limita de 10-30 ori, fara
a prezenta modificari in afectiunile osoase. Titrul GGT este normal in afectiunile osoase si in
sarcini. In schimb, cresteri ale GGT se intalnesc si in suferinte ale hepatocitului, ca de exemplu
in hepatite cronice, neoplasm primitiv sau metastatic al ficatului, ficat gras, insuficienta cardiaca
cu staza hepatica precum si boli ale pancreasului. Cresterile moderate constatate in infarctele
miocardice par a fi secundare unei congestii hepatice cauzata de tulburarile circulatorii.
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Cresterea izolata a GGT este un test sensibil de screening si de monitorizare in
cazurile de alcoolism. De mentionat ca cresterea nivelului GGT determinata de alcool sau de
anticonvulsivante nu este insotita de cresterea FA. Se considera ca aceste modificari ale GGT
in ser reprezinta un rezultat al inducerii microzomale de enzima. Cu alte cuvinte staza biliara,
alcoolul sau barbituricele ar stimula sinteza de enzima in ficat crescind eventual permeabilitatea
membranelor microzomale. Merita semnalat si faptul ca GGT este usor crescuta (1,5-2 ori
fata de limita superioara a normalului) si in serul subiectilor cu hipertrigliceridemie sugerind o
stimulare a proteosintezelor hepatice la acesti subiect,i.in acest sens, trebuie aratat ca in cirozele
atrofice cu deficit exprimat de proteosinteza (pseudocolinesteraza mult scazuta), activitatea
GGT in ser este mai joasa decit in cirozele compensate care evolueaza cu ficat marit.

Tabelul 17. Factorii ce afecteaza activitatea GGT in lipsa afectiunilor hepatice

FACTORII MODIFICARILE COMENTARII

Modificari similare se constata,
atat in afectiunile hepatice, cat si
in lipsa lor, la persoanele in varsta
si cei tineri

De la zi la zi Variatiile constituie 10-15%

Valori mai mari cu 25% la cei cu IMC

Indicele de masa moderat crescut; Diferente similare atit la barbati,
corporal (IMC) Valori mai mari cu 50% la cei cu IMC > | €t si la femei
30

2 Stabil la pastrarea la 0-4 °C pana la 3 zile;
Modul de pastrare la - 25 °C - 30 zile -

q Valori mai scazute cu 25% in perioada
Sarcina . . TS 3
timpurie a graviditatii

Creste la administrarea carbamazepinei,
cimetidinei, furosemidei, fenobarbitalului,
ibuprofenului, methotrexatului,

Valorile cresc de 2 ori comparativ

Preparatele cu limitele de referinta generale.

medicamentoase T . . La phenytoin poate creste de 5 ori

phenitoinei, contraceptivelor orale, acid R . 2

: si mai mult.

valproic, etc. 2

Creste cu 10% la | pachet/zi;
Fumatul aproximativ de 2 ori mai mare in fumatul

intens

Nivelul poate fi crescut pentru

Relatii directe intre consumul de cateva saptamani dupa stoparea
Consumul de alcool . . -

alcool si GGT consumului de alcool in

alcoolismul cronic

Cresteri importante ale GGT si FA se intalnesc in leptospiroza icterohemoragica (boala
WVeil), in intoxicatia cu clorpromazina si in tumorile primitive sau metastatice ale ficatului.

Cresterea progresiva de FA si GGT la un bolnav fara icter sugereaza dezvoltarea unui proces
malign care trebuie documentat prin imagistica si explorarea radiologica a tubului digestiv. Pe de
alta parte, in cazurile in care tumora hepatica comprima sau obstrueaza coledocul se vor dez-
volta toate manifestarile unei colestaze extrahepatice (icter mecanic), iar cresterea progresiva a
GGT si FA se asociaza cu hiperbilirubinemie (bilirubina conjugata) si cu cresterea acizilor biliari
in ser.

in bolile obstructive ale ficatului GGT creste in mediu de |2 ori, pe cand FA - in mediu de
3 ori. Cresterea GGT se constata la 80-95% de pacienti cu diverse forme de hepatita acuta.
Pacientii cu diabet, hipertiroidism, artrita reumatoida si boli pulmonare obstructive deseori au
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valori crescute ale GGT, cauzele acestui fapt sunt neclare. GGT poate ramane anormala timp
de saptamani dupa un infarct miocardic acut. Cele relatate mai sus marturisesc despre valoarea
predictiva si specificitatea joasa a GGT pentru bolile hepatice.

GGT este consideratd cel mai senzitiv test de screening pentru alcoolism, totodatd, GGT este un
indicator mai sensibil in comparatie cu fosfataza alcalind in afectiunile hepatice la copii.

RECOMANDARI:
Se recomanda ca probele pentru determinarea GGT sa se colecteze dimineata pe nemancate.

Se vor stabili valori de referinta separate pentru barbatii adulti, pentru diferite categorii de

varsta la femei si copii.

Din cauza specificitatii joase, dozarea GGT se va efectua doar cu scopul determinarii sursei
de fosfataza alcalina majorata, atunci cand este necesar de a confirma originea hepatica a FA.

LACTATDEHIDROGENAZA

Lactatdehidrogenaza serica adulti — 130-300 Ul/L; nou-nascuti - 415 - 690 Ul/I

Lactatdehidrogenaza (LDH) — (L-lactat-NAD-oxidreductaza. CE 1.1.1.27) este o enzima care
contine zinc si catalizeaza reversibil oxidarea lactatului in piruvat.

LDH se gaseste in cantitati mari in muschiul striat, ficat, miocard, rinichi si ganglionii limfatici
si in cantitati mai reduse in pancreas, eritrocite si plamani. Din aceasta cauza cresterea activitatii
LDH se intalneste in mai multe boli, cea ce face dificila interpretarea rezultatelor obtinute.

LDH poate fi separata in cinci izoenzime, iar determinarile spectrului izoenzimatic au o impor-
tanta diagnostica mai mare, deoarece fiecare organ sau tesut are un spectru izoenzimatic specific.

Cresteri marcate ale activitatii serice ale LDH se constata in necroza toxica a ficatului, tu-
mori hepatice, ficatul metastazat, infarctul miocardic si unele boli hematologice (anemia perni-
cioasa, leucemiile acute).

Cresteri moderate se noteaza in hepatita virotica, boli ale musculaturii scheletice, infarct
pulmonar, mononucleoza infectioasa, hemoliza acuta si, uneori, in accidente cerebrale. Studiul
izoenzimelor arata o crestere a fractiunilor LDH| si LDH2 in afectarea miocardului si a fractiu-
nilor LDH4 si LDHS5 in leziunile hepatice.

Pentru investigarea diferitor leziuni ale hepatocitelor in afara de cele mentionate, se deter-
mina si activitatea enzimelor organospecifice ale ficatului:

4 Sorbitoldehidrogenaza;

4 Fructoza-|-monofosfat aldolaza;

A Ornitincarbamoiltransferaza;

4 Urokinaza.

Spre deosebire de aminotransferaze aceste enzime se localizeaza numai in hepatocite, in alte
tesuturi ele sunt prezente in cantitati foarte mici sau lipsesc totalmente. Prin urmare, cresterea
tuturor acestor enzime in sange constituie un indiciu de leziune celulari hepatica. ins, ca teste
diagnostice sunt mai putin sensibile comparativ cu ALT. Provenind in special din ficat, ele nu ofe-
ra mult in plus fata de datele furnizate de enzimele celulare determinate de rutina si de aceea
sunt rar utilizate. Interpretate in lumina datelor clinice, determinarile de transaminaze sunt insa
suficiente pentru diagnostic.

Modificarile testelor enzimatice serice in unele disfunctii hepatice

Leziunile toxice ale ficatului (intoxicatii cu tetraclorura de carbon, intoxicatii cu ciuperci, into-
xicatii alcoolice) se insotesc de cresteri majore ale enzimelor celulare in ser. Gradul de crestere
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al enzimelor celulare in ser in astfel de intoxicatii este LDH >AST >ALT>GLDH, pe cand in
afectiunile inflamatorii ale ficatului (hepatite), ordinea este ALT > AST > LDH> GLDH.

Hepatitele cronice se caracterizeaza prin valoarea moderat crescuta a transaminazelor serice
(20-100 UL/I). Tn aceste situatii trebuie efectuate si testele de disproteinemie pentru explorarea
mezenchimului hepatic.

In cirozele hepatice cresterea enzimelor este de regula moderata, deoarece masa celulara
este redusa. Diminuarea sintezelor proteice la nivelul ficatului in ciroza duce la o saracire a ce-
lulelor in ALT astfel incat in formele avansate ale unor ciroze aceasta enzima nu mai creste nici
macar in cursul exacerbarilor acute.

Tumorile hepatice nu dau modificari enzimatice caracteristice, dar in ficatul metastazat se
constata o crestere moderata a transaminazelor si totodata o crestere marcata a LDH si GGT.
Fosfataza alcalina si bilirubina cresc in functie de gradul in care se perturba eliminarea bilei.

In bolile sistemice, precum LES, sarcoidoza, TBC, bruceloza, siclemia se inregistreaza anomalii
ale testelor functionale hepatice.

TESTELE METABOLISMULUI PIGMENTILOR BILIARI

Bilirubina serica: totald - 8,5-20,5 mkmoli/l
conjugatd, directd - 2,2-5,1 mkmoli/l

Bilirubina, componenta cea mai importanta a bilei, provine din distrugerea hemoglobinei, care
are loc in sistemul macrofagal in diferite organe si tesuturi ale organismului, inclusiv si in ficat.
Conversia hemoglobinei in bilirubind se face prin urmdtoarele etape:

A desfacerea inelului tetrapirolic al hemului sub actiunea unui sistem enzimatic denumit hemoxigenaza,
cu formare de verdoglobind sau coleglobind de culoare verde la nivelul sistemului macrofagal;

A4 pierderea fierului de citre coleglobina, cu formarea biliverdin-globinei;

A detasarea globinei din complexul biliverdin-globina si eliberarea biliverdinei, albastra-verzuie, care este
redusa de catre biliverdin-reductaza in bilirubina neconjugata (indirectd) de culoare rosie. Bilirubina
neconjugata (indirecta) formata la nivelul macrofagelor trece in sange. Ea este toxica si insolubila in
apa, dar solubila in lipide si solventii organici. Transformarea hemului in bilirubina decurge rapid in
decurs de 2-3 ore;

A n singe bilirubina se leaga reversibil cu albuminele plasmatice si este transportata spre ficat.
Legarea bilirubinei de albumina poate fi inhibata de o serie de medicamente (sulfanilamide, unele
antiinflamatoare, substante de contrast utilizate in colangiografie, etc) si, de asemenea, de prezenta
in plasma a unor cantitati mari de acizi grasi liberi. Acestia determina modificari conformationale
in structura albuminei serice, avand ca rezultat diminuarea capacitatii de legare a bilirubinei. Din
motivele mentionate, capacitatea de legare a bilirubinei de catre albumina serica este limitata (circa
25 mg bilirubina legata in sangele unui adult). Daca bilirubina produsa in alte tesuturi decat in ficat
depaseste capacitatea de transport de catre sange, ea difuzeaza in tesuturi.

Urmadtoarele etape de transformare a bilirubinei neconjugate (indirecte) au loc in hepatocite:

A intrind in contact cu celula hepatica, bilirubina se detaseaza de albuminele plasmatice, fiind fixata de
anumite proteine din membrana celulara notate Y (nimita ,,ligandina”) si Z si transportata in interiorul
celulei. Prin complexarea bilirubinei de catre cele doua proteine este impiedicata atat iesirea ei din
hepatocite cat si patrunderea in organitele celulare; acest din urma aspect are o mare importanta,
deoarece bilirubina inhiba respiratia mitocondrial, efect complet prevenit de prezenta ligandinei.

4 sub influenta enzimei glucuroniltransferaza, localizata la nivelul microsomilor celulelor hepatice,
bilirubina se conjuga cu acidul glucuronic. Se obtin bilirubinmonoglucuronidul si bilirubindiglucuronidul
care la un loc poarta numele de bilirubina “conjugata”. Bilirubina conjugata (directa) este hidrosolubila
si este apoi eliminata din hepatocite in canaliculele biliare printr-un mecanism de transport
energodependent. Capacitatea de transport este mica in raport cu cea de conjugare, astfel incat ea se
constituie ca un mecanism limitativ cu rasfrangere asupra intregului metabolism al bilirubinei.
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A De mentionat ca, fixarea bilirubinei pe albumina si implicit mentinerea ei in compartimentul
intravascular, captarea selectiva in hepatocite si glucuronoconjugarea au o deosebita importanta
fiziologica intrucat bilirubina neconjugata produsa in macrofage, fiind liposolubild, ar putea difuza prin
membranele lipoidice ale celulelor, exercitand efecte toxice in special asupra celulelor nervoase din
nucleii cenusii de la baza creierului.

Figura 21.Schema metabolismului de conjugare a bilirubinei

BNC - bilirubina neconjugatd;
14 Capliaral Milar l BC - bilirubina conjugatd;
UDFAG- acidul uridildifosfat
glucuronic;
UDFGTF - uridindifosfatglucuronid-
transferaza;
- Sistemele enzimice de transport a
bilirubinei necongugate:

vascular Hepatacitul
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Etapa intestinala de metabolizare a bilirubinei:

4 eliminarea bilirubinei conjugate
din hepatocit.

A Eliminata in intestin, bilirubina conjugatd este supusa actiunii microflorei bacteriene. Sub actiunea
unei b-glucuronidaze bacteriene in jejun si ileon are loc hidroliza bilirubindiglucuronidului, iar
bilirubina eliberata este supusa unor reactii de reducere succesive catalizate de reductaze produse
tot de bacterii. Primul compus obtinut prin reducere este mezobilirubina (bilirubina + 4 H) si apoi
mezobilirubinagenul numit destul de impropiu urobilinogenul (mezobilirubina + 4 H), care trece
apoi in stercobilinogen (urobilinogen + 4 H).

4 Mezobilinogenul (urobilinogenul) format in intestinul subtire se reabsoarbe partial prin mucoasa
intestinala si patrunde in circulatia portala. Ajuns in ficat este partial distrus pina la mono- si
dipiroli. O mica parte de mezobilinogen (= 10%) este eliminata din hepatocite in canaliculele biliare
si apoi in intestin, formind un circuit entero-hepatic.

A Cea mai mare parte a mezobilinogenului trece apoi in intenstinul gros si se elimina prin fecale sub
forma de stercobilinogen care oxidindu-se in stercobilina impima scaunelor culoarea bruna (cantitatea
de stercobilina in decurs de 24 de ore oscileaza la subiectii normali intre 50-280 mg).

A O cantitate mica din derivatii de reducere ai bilirubinei resorbiti in singe prin peretele intestinal
scapa ciclului entero-hepatic si sunt excretati de rinichi sub forma de urobilinogeni sau corpi urobilinici
in proportie de 0,6 mg/24 de ore.Aceasta cantitate creste atunci cand scade capacitatea ficatului de
a capta din singe si de a distruge urobilinogenul, de aceea exagerarea urobilinuriei este un semn de
insuficienta hepatica.

A Principalele cauze ale urobilinogenuriei sunt insa reprezentate de hiperproductia de bilirubina in cursul
icterelor hemolitice si de leziunile hepatice care limiteaza procesele de captare si eliminare prin bila
a urobilinogenilor reabsorbiti din intestin. Pe de alta parte, absenta stercobilinogenului in fecale si
urobilinogenilor in urina indica o obstructie completd a canalului biliar.

A De mentionat, ca pigmentii biliari nu indeplinesc careva functii fiziologice. Organismul se
debaraseaza de acestia, ca de orice produs de deseu, exceptie facind doar fierul, care este recuperat
de organism pentru a fi utilizat la sinteza hemoglobinei, proces ce se desfasoara incontinuu pe
parcursul intregii vieti.
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Figura 22. Schema metabolismului normal al D-urobilinogenului si stercobilinogenului

urobilinogen
e » » » o stercobilinogen
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Intestinul gras

in pofida eficientei remarcabile a mecanismelor de captare, conjugare si eliminare in bila a
bilirubinei, aceste mecanisme pot fi depasite cand aportul de bilirubina spre ficat este excesiv.
De mentionat, ca suferinta hepatocitelor perturba mai rapid si in mai mare masura procesele de
excretie a bilirubinei si de formare a fluxului biliar apos decat procesul de glucuronoconjugare.

in hepatitele virale acute anume functia de eliminare, excretie este cea mai
afectata, apoi se deregleaza captarea, prelevarea bilirubinei de catre hepatocite, iar

functia de conjugare se afecteaza in ultimul rand.

Tabelul 18. Factorii ce influenteaza asupra nivelului bilirubinei in lipsa afectiunii hepatice

FACTORII

De la zi la zi

Alimentatia

Efortul fizic

Expunerea la
lumina

Sarcina

Hemoliza

Contraceptivele
orale

Anemia
hemolitica

MODIFICARILE

Variatiile constituie 15-30%

COMENTARII

Bilirubina creste in mediu de -2
ori dupa 48 ore si mai mult de
postire

Tn mediu cu 20-25% mai mult
dupa alimentatia de seara
comparativ cu alimentatia de zi

Induce cresteri cu 30% mai mare
la barbati

Fara efecte semnificative la femei

Valorile descresc cu 50% timp de
| ora de expunere la lumina

Lumina afecteaza bilirubina
neconjugata mai mult decat cea
conjugata.

Induce descresterea valorilor cu
33% in trimestrul 2 al sarcinii

Modificari similare in trimestrul
2si3

Reactii incrucisate in unele teste

Hemoglobina absoarbe lumina
la aceeasi lungime de unda ca si
bilirubina

Valori cu 15% mai scazute

Provoaca cresterea bilirubinei
neconjugate
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Acumularea pigmentilor biliari in sange se soldeaza cu aparitia icterului (coloratia galbena a pie-
lii, mucoaselor si a sclerelor datorata pigmentilor biliari), insotit de decolorarea materiilor fecale.

Icterul devine vizibil cand bilirubinemia este mai mare de 34-43 mkmol/l. De
mentionat ca cresterea bilirubinei conjugate (hidrosolubile) produce un icter mai intens de cat
aceeasi concentratie de bilirubina neconjugata, hidrofoba.

Cresterea bilirubinei conjugate este extrem de specifica pentru bolile hepatice sau a ductu-
rilor biliare. Cresterea bilirubinei conjugate se poate, de asemenea, intalni in dereglarile excretiei
de bilirubina (proces energodependent) in sepsis, nutritie parenterala totala si dupa interventii
chirurgicale.

Cele mai mari cresteri ale bilirubinei totale se semnaleaza in hepatita acuta virala, valoarea
ei in serul sanguin putand atinge chiar 340 mkmol/l, in aceasta boala paralelismul concentratiei
bilirubinei cu activitatea unor enzime serice (ALT, AST si GLDH) este evident: cresterea con-
centratiei bilirubinei si a activitatii acestor enzime in perioada de 10-14 zile de la debutul bolii si
revenirea treptata la normal dupa 6-8 saptamani. Daca hepatita virala este insotita de fenomene
colestatice pronuntate, scaunele devin palide si urobilinogenul dispare din urina (in lipsa coles-
tazei el este decelabil la acest nivel). Reaparitia urobilinogenului in urina coincide cu reluarea
fluxului biliar si reflecta inceputul vindecarii.

Cresterile bilirubinei in puseele hepatice cronice si in ficatul gras de etiologie alcoolica sunt
rareori peste 34,2-51,3 mkmol/l;n ciroza, bilirubina totala serica variaza intre valoarea normala
si 51,3-68,4 mkmol/l.

Testele de laborator pentru explorarea bilirubinei in diagnosticul precoce a hepatitelor acute
cedeaza testelor enzimatice. O informatie mai ampla poate fi obtinuta la determinarea fractiilor
bilirubinei: neconjugate si conjugate si calcularea indicelui bilirubinic (IB), care constituie
raportul dintre fractia bilirubinei conjugate la bilirubina totala si constituie 24-25%. S-a consta-
tat, ca la sfarsitul perioadei preicterice, continutul bilirubinei totale poate fi in limitele normei
fiziologice pe cand fractia conjugata se majoreaza.

Tabelul 19. Metodele de laborator de control al diferitor verigi a metabolismului bilirubinei

Indicii cercetati Metodele de determinare :::;mzm)
Nivelul bilirubinei totale in serul sanguin Metoda lendrasec 8.5-20.5
Nivelul bilirubinei conjugate (directe) Metoda lendrasec 2.1-5.1
Nivelul bilirubinei neconjugate (indirecte) | Metoda lendrasec 6.4-15.4
Indicele bilirubinic (IB) - Pana la 25%
Testul la bilirubina in urina Proba Rozina, Fuse Negativ
Testul la urobilina in urina E:Zf:s:: reactivul Erlih sau Negativ
Testul la stercobilind Tn masele fecale Proba cu reactivul Erlih sau Negativ

uroteste

v c6s

Notd: Bilirubina neconjugatad a fost numitd “indirectd”, iar cea conjugatd “directd”, dupd comportamentul
in timpul reactiei Van der Bergh (reactie pozitiva in prezenta bilirubinei conjugate directe).

RECOMANDARI:

Pentru barbati si femei se vor utiliza valori de referinta separate.

Deoarece limitele superioare a valorilor de referinta ale bilirubinei se micsoreaza la
persoanele adulte odata cu varsta, la copii se vor utiliza valori de referinta separate.

66 INSTRUCTIUNI METODICE



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALEB, CsiD L/

Un rol important in diagnosticul precoce al hepatitelor virale apartine examindrii urobilinoge-
nilor in urina. Este important de mentionat ca, cresterea continutului de urobilinogeni in urina
poate fi stabilita pana la aparitia icterului.

Examinarea stercobilinei in materiile fecale prezinti un test valoros de diagnostic. in caz de
obstructie biliara bila nu patrunde in intestin. Lipsa stercobilinei indica inceputul fazei de acolie,
pe cand reactia pozitiva este un indice al disparitiei acoliei.

Pentru diagnosticul precoce a formelor icterice ale hepatitelor acute sunt importante de-
terminarea in urina a urobilinogenilor si a bilirubinei, iar in sange - cresterea bilirubinei conjugate.
Controlul dinamic al indicilor metabolismului bilirubinei are o importanta primordiala pentru

depistarea sindromului colestatic, precum si diagnosticul diferential al icterelor de diferita gene-
za (tabelul 20).

Tabelul 20 Diagnosticul diferentiat al icterelor

Hiperbilirubinemia Lipsa sterco-
Tipurile Biliru- Urobili- bilinei in
icterului geNe-  |B>25% IB<25% binuria nogenuria masele fecale
rala (acolia)

Prehepatic

(hemolitic)

Hepatic

(parenchi-
matos)

Posthepatic
(obstructiv)

Nota: ++-majorare insemnatd, +- majorare moderatd, +/-se depisteazad in diferite faze ale hepatitei virale,
-lipsesc, IB-indicele bilirubinic.

Figura 23. Patogeneza hiperbilirubinemiilor.
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| —conjugarea normald a bilirubinei. cea mai mare parte a bilirubinei neconjugate (sageata plina)
ajunsa in ficat este captata, glucoronoconjugata la nivelul microsomilor si eliminata in bila sub
forma bilirubinei conjugate (sageata hasurata), fiind apoi indepartata din canaliculele biliare sub
actiunea fluxului biliar apos.

Il - hiperbilirubinemia hemoliticd (icterul hemolitic): bilirubind neconjugata produsa in exces
depaseste capacitatea de captare si glucuronoconjugare a ficatului si creste in sange; intrucat
aceste procese nu sunt deficitare, ci doar depasite, se produc cantitati sporite de bilirubina
conjugata care ajunge in bila fara a creste in sange.

Il - hiperbilirubinemiile obstructive (icterele mecanice) - bilirubina conjugata ajunsa in canalicu-
lele biliare nu poate fi eliminata din cauza obstacolului mecanic si se revarsa in sange, cea ce face
sa creasca bilirubina conjugata.

IV - hiperbilirubinemia parenchimatoasd (icterul parenchimatos): lezarea celulelor hepatice si
reducerea functionalitatii acestora face ca in sange sa creasca atat bilirubina neconjugata cat si
cea conjugata.

V - icterul fiziologic neonatal: activitatea micsorata a glucoroniltrasferazei si hemoliza accele-
rata corelata cu o “imaturitate” a ficatului de a prelua, conjuga si excreta bilirubina conditioneaza
conjugarea numai a unei parti de bilirubina neconjugata si cresterea nivelului acesteia in sange.

DIAGNOSTICUL DIFERENTIAT AL DIFERITOR FORME DE ICTER

La prima etapa se efectueaza diagnosticul diferentiat al icterului parenchimatos cu icterul
hemolitic, mecanic si bilirubinopatii ereditare, confirmandu-se originea hemolitica a icterului.
Rolul hotarator la aceasta etapa apartine datelor de laborator.

Icterul hemolitic

Icterele prehepatice (hemolitice) apar in anemiile hemolitice. Ele se manifesta nu numai prin
ictericitate, dar si prin sindromul anemic. La toti pacientii cu acest sindrom in analiza singelui
periferic se depisteaza micsorarea numarului de eritrocite si a concentratiei de hemoglobina,
asociate de reticulocitoza. O parte de eritrocite sunt policromatofile, se observa anizocitoza
si poikilocitoza. In perioada crizelor hemolitice poate apirea o leucocitozi cu devieri in

hemograma de tipul reactiilor leucemoide.

In analiza biochimici se depisteazi o hiperbilirubinemie pe seama bilirubinei neconjugate,
urobilinogenurie. Cauza depasirii nivelului normal al bilirubinei serice - cresterea vitezei de
formare a bilirubinei (deci a degradarii hemoproteinelor).Testele enzimatice ale ficatului sunt
normale.

Icterul parenchimatos

Icterul parenchimatos apare la pacientii cu hepatite virale.La pacientii cu icter parenchimatos
sindromul anemic lipseste. Reticulocitoza nu se depisteaza. Concentratia bilirubinei este
majorata pe seama fractiei conjugate. In icterul parenhimatos sunt majorate testele enzimatice

hepatice.Daca icterul parenchimatos este insotit de fenomene colestatice pronuntate,scaunele
devin palide si urobilinogenul dispare din urina. Reaparitia urobilinogenului in urina coincide
cu reluarea fluxului biliar si reflecta inceputul vindecarii.
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Icterul obstructiv

Icterele obstructive se intdlnesc in cazul blocarii partiale sau totale a canalelor biliare
prin formarea de calculi (litiazi biliari) sau datoritd tumorilor, congestiilor in aceasti zona. in
icterul obstructiv concentratia bilirubinei este majorata pe seama fractiei conjugate. Creste
activitatea fosfatazei alcaline, GGT, 5-NT. Daca obstructia canalului biliar este totala, in intestin

nu se mai afla urobilinogen, scaunul este decolorat. Acesti derivati ai bilirubinei nu se elimina
nici prin urina, de aceea urobilinogenuria lipseste. O alta particularitate a icterelor colestatice
si in special a colestazelor extrahepatice este reprezentata de cresterea colesterolului liber si
a fosfolipidelor care, nemaiputand fi eliminate prin bila se acumuleaza in plasma si formeaza un
complex denumit lipoproteina X. Analiza generala a sangelui este normala.

Bilirubinopatiile ereditare

Se va efectua diagnosticul diferentiat cu maladia Gilbert ce evolueaza cu bilirubinemie

neconjugata,care este unicul simptom de laborator.Enzimele hepatice siindiciihemoleucogramei
sunt in limitele fiziologice normale.

TESTELE PROTEICE

Probele de disproteinemie, utilizate ca probe hepatice in hepatitele virale acute au un carac-
ter global de tipul inflamatiei, sunt lipsite de specificitate si nu sprijina clinicianul in formularea
unui diagnostic specific de boala hepatica.

Proteinele serice

Albumina si - si B-globulinele ca si alte multe proteine sunt sintetizate de hepatocite. Imu-
noglobulinele insa, sunt produse de plasmocite si nu vizeaza direct functia hepatica. Daca pro-
teinele din prima categorie sunt adesea sintetizate in cantitati reduse in prezenta hepatopatiei,
imunoglobulinele sunt variabile, fiind influentate de inflamatie si infectii.

ALBUMINA

Valorile serice normale —

4 Adulti - 35 -50g/l, respectiv 500-725 pmol/L
4 Copii - 45-54 g/l

Albumina este o proteina plasmatica, cu masa moleculara de 69 kDa, cantitatea cea mai mare
este produsa de catre hepatocite. Sinteza hepatica de albumina este relativ constanta (in jur de
20 g/zi) putand fi insa dublata sau chiar triplata la nevoie, respectiv in caz de pierderi. Rata de
sinteza depinde de un sir de factori, inclusiv suplimentarea cu aminoacizi, presiunea oncotica
plasmatica, nivelele de citokine inhibitoare (in special IL-6) si numarul de hepatocite functionale.
Nu exista o diferenta semnificativa intre valorile de referinta la barbati si femei.

Principala functie consta in mentinerea presiunii coloidosmotice a plasmei intervenind astfel
in reglarea schimburilor intre plasma si lichidul interstitial. Albumina intervine si in transportul
acizilor grasi, bilirubinei, a unor hormoni, ioni metalici (Ca, Cu, Zn) precum si a unor medi-
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camente. Totodata albumina constituie o importanta sursa de aminoacizi esentiali, utilizata in
procesele de regenerare a tesuturilor.

Modificarile nivelului de albumina:

A cresterea albuminei se datoreaza de obicei hemoconcentratiei, cauzate fie de deshidratare, utilizarea
indelungata a garoului in timpul colectarii, fie evaporarii probei.

A micsorarea albuminei este cauzata de pierderile de proteine (sindrom nefrotic, combustii,
enteropatiile cu pierdere de proteina), schimbul sporit de albumina (stari catabolice, glucocorticoizi),
ingestia insuficienta de proteine (malnutritie, diete hipoproteice) si bolile hepatice.

A4 sinteza albuminei este inhibata in inflamatia cronica, infectii, consum excesiv de alcool sau neoplazii.

Datorita timpului sau mare de injumatatire (17-23 zile), albumina plasmatica este rareori
micsorata in hepatita acuta, in hepatita cronica, insa, albumina descreste treptat odata cu progre-
sarea spre ciroza. Hipoalbuminemia de cauza hepatica apare relativ tarziu in cursul evolutiei bolii,
deoarece parenchimul hepatic are o capacitate deosebit de mare de amplificare a sintezei chiar si
in conditiile unei reduceri a numarului de celule functionale. Scaderea aportului de aminoacizi din
malnutritie si malabsorbtie constituie o alta cauza de reducere a sintezei hepatice de albumina.

Hipoalbuminemia apare in destructia masiva (in multe boli hepatice) sau inlocuirea (prin fi-
broza) a parenchimului hepatic in ciroza hepatica. Concentratiile de albumina sunt un marker de
decompensare si pronostic in ciroza. Utilizarea clinica a valorilor de albumina in bolile hepatice
este, in primul rand, pentru recunoasterea cirozei si pentru determinarea severitatii acestei pa-
tologii. O crestere cu 20-30 g/l in timpul tratamentului cirozei hepatice semnifica imbunatatirea
statusului general si un prognostic mai favorabil decat absenta acestei evolutii sub tratament.

Dozarea albuminei cel mai frecvent se efectueaza prin metodele colorimetrice, si anu-
me, cu verde de bromcrezol si rosu de bromcrezol; actualmente, majoritatea laboratoarelor
folosesc una din aceste metode. Aprecierea albuminei prin electroforeza proteinelor nu este
recomandata din cauza supraestimarii albuminei, datorate colorarii mai intense. Exista metode
imunologice de determinare a albuminei, insa acestea sunt utilizate mai rar.

Concentratiile diverselor proteine plasmatice se modifica in numeroase stari patologice. Inter-
pretarea acestor modificari este facilitata de faptul ca ele pot fi incadrate in cateva tipuri de dis-
proteinemie, care la randul lor pot fi diferentiate prin simpla electroforeza a proteinelor serice.

Disproteinemia din afectiunile hepatice realizeaza aspecte diferite in functie de etiolo-
gie si de stadiul evolutiv al hepatopatiei.

Modificarile proteinogramei din hepatita virala acuta sunt putin exprimate si necaracte-
ristice, avand o valoare diagnostica redusa, mai ales in comparatie cu cresterea impresionanta a
transaminazelor ALT si AST.

Hiperglobulinemia reflecta adesea inflamatia cronica si poate avea valori ridicate in he-
patita autoimuna; a-2-globulinele sunt crescute in hepatopatiile inflamatorii si neoplazice; beta-
globulinele cresc adesea semnificativ in obstructia biliara. Ca si in alte inflamatii cronice, cresterea
gama-globulinelor la bolnavii cu hepatita cronica poarta un caracter policlonal. De notat c3,
hipergamaglobulinemia policlonala nu este specifica hepatopatiilor cronice si se poate intalni in
orice proces inflamator cronic (de ex. in poliartrita reumatoida, endocardita infectioasa sau un
proces tuberculos).

In hepatita acuta, cresterea imunoglobulinelor si respectiv a fractiunii electroforetice gama
este variabila, in functie de durata bolii si de raspunsul individual la infectia virala. De regula, astfel
de cresteri nu sunt atat de accentuate ca intr-o hepatita cronica si se caracterizeaza mai ales
printr-un nivel ridicat de IgM.

Se consideri ci in hepatita cronica de natura virala ar creste mai ales IgG. In cirozele bili-
are cresterea ar interesa cu predominanta IgM, iar in ciroza alcoolica ar surveni o crestere a IgA.

De notat ca in angiocolite si in cirozele biliare se evidentiaza o crestere moderata a alfa-2
globulinelor in timp ce cresterea gama-globulinelor este mai putin exprimata decat in hepatitele cronice.
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in stadiile de debut ale neoplaziilor hepatice electroforeza proteinelor serice are o va-
loare diagnostica redusa, dar in adenocarcinomul hepatic cu ciroza, scaderea albuminelor si
cresterea gama-globulinelor se asociaza o crestere exprimata a fractiunii electroforetice alfa-|
globulinelor. Metodele imunologice permit evidentierea unei alfa-| globuline fetale - alfa-fetopro-
teina care, daca prezinta valori mult crescute sau atunci cand cresc de la o examinarea la alta,
sugereaza un carcinom hepatic primar.

Un rol important in patologia hepatitei il joaca mediatorii endogeni, citokinele - interleukina- |
(IL-1), factorul de necroza tumorala (TNF) si interleukina-6 (IL-6) care intervin in declansarea
reactiei de faza acuta, iar ficatul stimulat de acesti mediatori sintetizeaza si secreta asa-zisele
proteine de faza acuta: alfa - antitripsing, fibrinogenul, proteina C reactiva si al. Desi gradul de
contributie al diferitor celule din ficat la producerea de citokine este diferit, s-au adus dovezi
certe privind cresterea TNF, IL-6 si a altor citokine in plasma bolnavilor cu hepatita cronica, ci-
roza hepatica, precum si in cazuri de insuficienta hepatica fulminanta.

Astfel de cresteri pot fi cauzate atit de o productie sporita in cursul puseurilor inflamatorii,
cat si de o scadere a proceselor de clearance hepatic al citokinelor, atunci cand se instaleaza o
insuficienta hepatica.

in pofida faptului c, multe laboratoare clinice au astazi posibilitatea de a separa proteinele
plasmatice prin metode electroforetice si a le doza diferentiat prin metode imunochimice, asa-
zisele teste de disproteinemie sau de labilitate coloidala nu si-au pierdut o oarecare utilitate
practica, fiind usor de executat si furnizand rezultate in decurs de 15-30 de minute.Testul cu ti-
mol este mai putin fundamentat biochimic si se pozitiveaza in caz de crestere a unor globuline cu
migrare beta sau gama, precum si a unor lipoproteine care reduc stabilitatea coloidala a serului,
dand rezultate fals pozitive in cazurile cu hipetrigliceridemie si plasma lactescenta.

RECOMANDARI:

Se considera adecvata pentru uzul clinic atingerea urmatoarei performante la dozarea
albuminei serice: eroarea analitica a valorii limitei de jos de referinta < 10%.

Determinarea albuminei la pacientii cu boli hepatice se va efectua utilizind verdele de
bromcrezol. Dozarea albuminei cu rosu de bromcrezol si prin electroforeza poate fi inexacta
la pacientii cu boli hepatice.

AMONIACUL (NH))

Amoniacul seric - |1-38 pymol/L, respectiv < 0,65 mg/I
testul optic — 340 nm

Amoniacul este un produs al metabolismului aminoacidic; cea mai mare parte a amoni-
acului (NH3), rezultat din dezaminarea acizilor aminati in ficat si in alte tesuturi si mai ales
sub actiunea bacteriilor intestinale este transformat in uree la nivelul hepatocitelor. Datorita
eficientei procesului de ureogeneza, nivelul amoniacului sanguin se mentine, in norma, in li-
mite joase. In bolile hepatice nivelul sporit de NH, este, de obicei, un semn al insuficientei
hepatice.

Hiperamoniemia poate aparea la orice pacient cu afectiune hepatica severa (necroza he-
patici severs, cirozi in stadiu terminal, dupa hepatectomie). In caz de insuficienta hepatica si
mai ales in caz de suntare a circulatiei portocave, nivelul amoniemiei poate depasi de 5 ori
limita superioara a normalului, valorile putand fi mai ridicate atunci cand la un bolnav cu ciro-
za hepatica survine o hemoragie digestiva superioara. Valorile sint crescute in cele mai multe
cazuri de coma hepatica, considerandu-se ca amoniacul ar avea un efect toxic asupra sistemu-
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lui nervos central. Dar amoniacul nu este singurul si nici principalul compus toxic implicat in
producerea manifestarilor neuropsihice la bolnavii cu ciroza hepatica. Asa de ex., aminele re-
zultate in intestin prin decarboxilarea aminoacizilor aromatici (tirozina, fenilalanina), nedegra-
date in ficat si avand o structura similara catecolaminelor (de exemplu feniletanolamina), pot
interfera cu acesti mediatori chimici la nivelul receptorilor adrenergici, putand astfel explica,
atat hipotensiunea, cat si fenomenele neuropsihice ale bolnavilor cu insuficienta hepatica.

Tabelul 21. Factorii ce influenteaza asupra nivelului amoniacului in lipsa afectiunii hepatice

FACTORII MODIFICARILE COMENTARII
Varsta Valori de 4-8 ori mai mari la nou-nascuti;

de 2-3 ori mai mari la copiii < 3 ani;
amplitudine mai mare la adulti decat la

adolescenti
Proba de Cercetarea sangelui arterial ofera rezultate Doar amoniacul din sangele arterial
material mai precise decit probele venoase; coreleaza cu modificarile functiei ficatului.
. . oA . . . |Aplicarea garoului strans sau inclestarea
biologic probele din sangele capilar pot induce cresteri ’

puternica a pumnului poate provoca

false ale NH, din cauza perspiratiei in cazul . & i A
’ cresterea amoniacului din sangele venos.

prelucrarii inadecvate a pielii.

Efortul fizic Cresteri de 3 ori si mai mult dupa efortul fizic | Cresterea este mai evidenta la barbati
intens decat a femei
Fumatul Creste cu 10 umol/L dupa | tigara

LG TG L ERV T Amoniacul creste cu 20% dupa | ora sicu  |Utilizarea ghetii, centrifugarea si separarea
100% dupa 2 ore la pastrare la temperatura |rapida a plasmei minimalizeaza cresterea
camerei. amoniului la pastrare. Rata de crestere
este mai mare Tn afectiunile hepatice.

Alti factori Crestere in leucemia acuta, transfuzia
sanguina, transplantul osos.

Preparatele Acidul valproic, glycina (utilizata in irigare
(L0 T T T |a rezectia prostatei, endometriului) creste
producerea amoniacului

Hiperamoniemia este, de asemenea, caracteristica si pentru enzimopatiile ereditare si do-
bandite legate cu deficienta enzimelor ciclului ornitinic, Cresteri neinsemnate a NH, in plasma
se constata la pacientii cu hepatita cronica, proportional cu progresarea bolii.

in encefalopatia hepatici nivelul crescut al amoniacului se constati la 90% dintre pacienti, dar
el nu reflecta gradul comei. Reducerea concentratiei amoniemiei poate fi predictiva insa pentru
evolutia favorabila a manifestarilor neurologice ale encefalopatiei hepatice.

Cele mai bune rezultate pentru masurarea amoniemiei se obtin din sangele arterial. Plasma
va fi separata de celule in limitele unei ore de la colectare;la pacientii cu boli hepatice, este ideala
separarea in limitele a |5 minute. Pentru masurarea nivelului de amoniac se utilizeaza un sir de
metode, cea mai precisa este metoda enzimaticd.
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RECOMANDARI:

Dozarea amoniemiei nu este un marcher sigur pentru stabilirea diagnosticului de rutina a
encefalopatiei hepatice la pacientii cu boli hepatice acute sau cronice; ea poate fi utila la
pacientii cu encefalopatie de etiologie neclara.

Pentru masurari mai exacte se vor utiliza probe de siange arterial si nu venos. Pentru a
preveni sporirea artificiala a amoniacului plasma trebuie separata de celule in limitele a 15
minute de la colectare.

Se impune dozarea amoniacului in toate cauzele inexplicabile de encefalopatie sau la orice
nou-nascut cu deteriorare neurologica de cauza incerta.

FACTORII DE COAGULARE.TIMPUL DE PROTROMBINA

Factorii de coagulare. Deosebit de importante sunt tulburarile in sinteza factorilor de
coagulare, care depind de ficat. Ficatul sintetizeaza urmatorii factori de coagulare: fibrinogenul
(factorul 1), protrombina (f. Il), factorii V (proaccelerina), VIl (proconvertina), IX (f. Christmas),
XII (f. Hagheman) si XIlI (f. fibrinstabilizator). Dereglarile in sistemul acestor factori reprezinta si
un semn fidel si precoce de gravitate si prognostic grav imediat in hepatitele virale acute. Nive-
lul factoruluiV este folosit adesea ca martor al capacitatii de biosinteza n insuficienta hepatica
acuta/fulminanta. Cu acest scop uzual se determina timpul Quick (denumit in mod curent timp
de protrombina).

Timpul normal de protrombina (TP) depinde atat de capacitatea normala de sinteza hepatica
a protrombinei, fibrinogenului, factorilor V,VII si X, cat si de prezenta unei cantitati adecvate de
vitamina K, deoarece factorii activi biologic (factorii Il,VII, X si X) necesita pentru sinteza lor
vitamina K. Deficitul de vitamina K poate aparea in icterul obstructiv cu malabsorbtia vitamine-
lor liposolubile, secundar la alterarea florei intestinale prin antibioticoterapie si in deficientele
de dieta. Modificarile patologice ale TP nu sunt insa specifice numai pentru diverse hepatopatii;
de pilda, deficientele congenitale ale factorilor de coagulare (hemofilia sau boala Christmas) si
consumul excesiv de factori de coagulare care survine in sindromul de coagulare intravasculara
diseminata (CID). Cu scopul diferentierii cauzelor hepatice si nonhepatice ale prelungirii TF, se
va administra parenteral vitamina K. Persistenta TP prelungit orienteaza spre o afectare hepatica,
mai ales daca sunt modificate si alte teste coagulologice. TP este util si ca test de prognostic in
hepatita alcoolica acuta sau necroza hepatocelulara acuta cu potential de evolutie spre insufici-
enta hepatica fulminanta (de exemplu, hepatita virala sau intoxicatia cu acetaminofen), dar si in
hepatita cronica progresiva. Scaderea sub 50% a indicelui protrombinic (timpul Quick) constituie
un criteriu sigur de hepatita severa, valori de 10-30% indica o hepatita foarte grava, o scadere
sub 10% indica o gravitate extrema cu exitus letales. TP prelungit care nu se corecteaza prin
administrarea de vitamina K, indica un risc major chirurgical. Atunci cand interventiile invazive
sunt necesare, pentru corectarea TP se va administra intotdeauna plasma proaspat congelata. Pe
langa TP si timpul de tromboplastina partial activat (TTPA) care reflecta activitatea factorilor |,
ILV,VIIL, X, X, XI si XIlI, poate fi prelungit in hepatopatiile avansate.

Timpul de protrombina (TP) masoara timpul necesar pentru coagularea plasmei dupa ada-
ugarea de Factor tisular si fosfolipid; el este influentat de modificarile in activitatea factorilor X,
VILV, Il (protrombina) si | (fibrinogen). TP este deseori inregistrat in secunde si in comparatie
cu valorile de referinta ale pacientului. Timpul necesar pentru coagularea unei probe este invers
proportional cu cantitatea Factorului tisular prezent in reagenti.

In hepatita acuti ischemici si toxica, TP este marit reproductibil, de obicei cu cel putin 3 sec
peste media din populatie, in hepatita virald sau alcoolica, insa, TP este rareori marit mai mult de-
cat cu trei secunde. TP este deseori marit in icterul mecanic, si poate raspunde la administrarea
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parenterala de vitamina K. in hepatita cronica, TP se afla, de obicei, in limitele de referinta, dar
sporeste odata cu progresarea spre ciroza si este marit la pacientii cirotici.

Recomandari: pentru exprimarea rezultatelor timpului de protrombina la pacientii cu boli
hepatice, trebuie utilizat de preferinta TP (in secunde).

TULBURARILE METABOLISMULUI LIPIDELOR se manifesti prin scaderea coles-
terolului total si mai ales a fractiunii esterificate a acestuia. Trigliceridele cresc semnificativ la
inceputul bolii si revin la normal in a 4-a siptimana de boali. In formele colestatice apare in ser
o lipoproteina anormala - lipoproteina X. Nivelul plasmatic de LpX este evident mai ridicat la
bolnavii cu colestaza extrahepatica decat la cei cu colestaza intrahepatica.

TULBURARILE METABOLISMULUI GLUCIDIC se manifesti prin aparitia de curbe
patologice ale glicemiei, slaba utilizare a glucozei si afectarea utilizarii galactozei, precum si o
crestere a cetonemiei.

In cursul hepatitei virale creste fierul seric probabil prin leziunile hepatocitelor si cupremia.

TULBURARILE METABOLISMULUI HIDRIC SI AL ELECTROLITILOR se ma-
nifesta prin aparitia unei retentii hidrice si sodice in perioada de stare “edem infraclinic”, care
apare spre declinul bolii, cind se produce o criza poliurica. Cazurile de edem frust (hepatita
edematoasi) se intlnesc rar in formele severe sau cu tendinta de cronicizare. in forma uzuald
nu se constata o retentie hidrica, apa totala ramanand nemodificata.

MODIFICARILE ANALIZEI GENERALE A SINGELUI

Se constata o leucopenie cu limfocitoza usoara, monocitoza, aparitia de cateva celule plasmati-
ce, si o usoara eozinofilie. O parte din limfocite prezinta unele particularitati: vacuole citoplasmati-
ce, bazofilie intensa si granulatie azurofila a citoplasmei (aspect de “virocite”). In formele severe se
constata leucocitoza cu neutrofilie pronuntata, anemie si trombocitopenie (de geneza aplastica).

VSH este crescut. Este necesar de evidentiat o analiza de rutind cum ar fi numaratoarea
reticulocitelor, fiind un indice foarte important in diferentierea tipului de icter.

SINDROAMELE PRINCIPALE DE LABORATOR iN HEPATITA
VIRALA ACUTA

Tabloul biologic poate fi mai mult sau mai putin modificat. Astfel, exista hepatite cronice cu
un tablou biologic minim modificat, iar altele (de obicei formele active ) au modificari evidente.

Sindroamele biologice cercetate in hepatita virala acuta sunt reprezentate de:

|.Sindromul de disproteinemie (inflamator nespecific). Sindromul inflamator se traduce
prin cresterea gama-globulinelor (IgA, I1gM si IgG), proteinelor fazei acute a inflamatiei existand
o oarecare corelatie intre nivelul lor si activitatea histologica a bolii.

Testele utilizate sunt aceleasi ca si in hepatita virala acuta A, deosebirea constand in prezenta
unor valori normale sau usor crescute la debutul si in prima parte a perioadei de stare. Evolutia
spre vindecare a hepatitei B se insoteste de o crestere moderata a valorilor la testul cu timol, la
sfarsitul perioadei de stare si in prima parte a convalescentei, pentru ca, la 3-4-6 luni de la debu-
tul bolii acute, acestea sa revina in limite normale. Formele prelungite si infectia cronica cuVHB
pot prezenta valori crescute ale acestor teste, oarecum superpozabile valorilor crescute ale
gama-globulinelor in electroforeza proteinelor serice (testele de disproteinemie se pozitiveaza
prin scaderea sintezei de albumina si cresterea concentratiei serice a globulinelor, in special a Ig).
Afara de aceste modificari se constata o leucocitoza cu neutrofilie, majorarea VSH.

2. Sindromul de hepatocitoliza: dozarea transaminazelor (AST, si ALT) in perioada de
stare a hepatitei virale acute B duce la obtinerea unor valori crescute (200-300 Ul/I pana la
1000-3000 Ul/I, fata de 12-35 Ul/I valori normale). Nivelul seric al acestor enzime nu este direct
proportional cu extinderea proceselor de distructie hepatocitara (enzimele pot trece in circu-
latie si atunci cand hepatocitele sunt integre din punct de vedere morfologic, dar au permeabi-
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litate crescuta prin expunere la hipoxie sau ischemie). Cu toate acestea, in formele severe, prin
destructia masiva a celulelor hepatice, titrul ALT poate ajunge la inceput la valori de 1000-3000
Ul/I. Sunt insa si forme de hepatita fulminanta in care determinarile repetate ale transaminazelor
duc la obtinerea unor valori de zeci pana la 100 de Ul/I, prabusirea valorilor datorandu-se proba-
bil epuizarii enzimatice a ficatului. Depistarea unei leziuni hepatice minime se poate face prin do-
zarea gama-glutamil-transpeptidazei (GGT).Valori crescute ale acestei enzime sunt descrise in
toate tulburarile hepato-biliare si mai ales in cursul hepatitei etanolice in care cresterea nivelului
seric al GGT precede modificarile tuturor celorlalte teste hepatice. Determinarile altor enzime
(LDH, OCT) nu este uzuala in clinica hepatitelor acute mai ales ca acestea prezinta modificari si
in afectarea altor tesuturi (muschi, miocard, rinichi, intestin).

3.Sindrom de retentie biliara: Cresterea concentratiei serice a bilirubinemiei (din con-
tul fractiei conjugate) determina aparitia in urina a pigmentilor biliari (bilirubina directa trecand
prin filtrul renal, in timp ce bilirubina neconjugata nu se regaseste in urina deoarece nu este
solubila). Formele colestatice de hepatita virala acuta se insotesc si de o crestere marcata a
fosfatazei alcaline prin alterarea functiei excretoare a ficatului, GGT, 5-nucleotidazei, leucinami-
nopeptidazei, precum si de cresterea colesterolului, acizilor colici, trigliceridelor, fosfolipidelor,
B-lipoproteidelor.

4. Sindromul hepatopriv (de insuficienta hepato-celulara): pune in evidenta scade-
rea capacitatii de sinteza a ficatului, ca o consecinta a necrozei hepatice. Se cunoaste faptul ca
albumina, fibrinogenul, protrombina, proaccelerina sunt proteine sintetizate exclusiv de hepato-
cite. Hipoalbuminemia se intalneste mai ales in necrozele hepatice subacute masive, in hepatitele
cronice active, ciroze hepatice, fiind un indice util in prognosticul si terapia acestor afec'giuni.in
schimb, informatiile asupra capacitatii de sinteza a protrombinei, fibrinogenului si factorilor de
coagulare V, VIl si X prin determinarea timpilor de coagulare (timp Quick, timp de protrombi-
na, timpul de proaccelerina si de proconvertind) orienteaza asupra evolutiei si prognosticului
imediat in formele severe, precomatoase sau comatoase. Prelungirea marcata a acestor timpi se
intalneste in necroza hepatica acuta grava (diferenta intre pacient si martori depasind 10-20 sau
chiar 100 de secunde). O crestere moderata a timpului de coagulare (5-10 secunde) se poate
intalni si in hepatitele B colestatice (colestaza intrahepatica prelungita impiedicand absorbtia
intestinala a vitaminei K) si in hepatitele cronice active sau cirozele hepatice AgHBs pozitiv (prin
existenta unui deficit de sinteza hepatica a acestor proteine, paralela cu scaderea sintezei de
albumina).
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4. METODE DE DIAGNOSTIC DE LABORATOR
4.1 METODA ELISA

Metoda ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) este o tehnica imunohistochimica,
utilizata cel mai des in imunologie pentru detectia prezentei antigenului sau anticorpului in proba
testata. Tehnica ELISA este utilizata, atat cu scop de diagnostic in medicing, cat si in alte domenii
industriale pentru detectia diverselor substante.

Metoda ELISA reprezinta o metoda in faza solida, la care se foloseste un ligand
marcat cu o enzima (peroxidaza, fosfataza alcalina), complexul format fiind identi-
ficat colorimetric dupa adaugarea unui substrat specific enzimei.

Pe un suport (de obicei microplansete de poystyrene) este adsorbit, fie un antigen, fie un
anticorp cunoscut. La antigenul imobilizat se adauga anticorpul necunoscut, se formeaza comple-
xul Ag-Ac. Detectia lui se poate face, fie cu ajutorul anticorpilor marcati cu enzime, sau el insusi
poate fi detectabil prin utilizarea unui anticorp secundar, unit covalent prin bioconjugare cu o
enzima. Dupa fiecare etapa microplansetele sunt spalate cu o solutie slaba de detergent pentru a
indeparta toate proteinele sau anticorpii care nu s-au unit specific. Dupa ultima etapa de spalare,
complexul format se detecteaza prin adaugarea substratului enzimatic pentru producerea unei
reactii vizibile, care este direct proportionala cu cantitatea antigenului/anticorpului din proba
testata.

Utilizarea metodei in faza solida, da posibilitate de a simplifica procesul de separare a com-
ponentelor reactiei prin imobilizarea unui component pe faza solida si indepartarea componen-
telor in exces prin spalare, care nu participa la reactie.

ELISA reprezinta o tehnica prin care se poate identifica substanta necunoscuta,
atat calitativ, cat si cantitativ, dar in ambele cazuri sunt necesari ANTICORPI
inalt specifici i inalt sensibili pentru antigenii particulari.

Aplicarea

Aceste criterii au contribuit la utilizarea tehnicii ELISA in toate domeniile medicinii cu scop
diagnostic, profilactic si stiintific pentru detectia prezentei si/sau concentratiei anticorpilor si an-
tigenelor hepatitelor virale A, B, C si D; produse de diverse firme comerciale, in diverse variatii
si modificari.

Istoria

Tehnica ELISA a evoluat din metoda RIA (analiza radioimuna) prin care s-a observat ca an-
tigenul sau anticorpul poate fi absorbit pe un substrat solid si in paralel poate participa in uniri
specifice de inalta afinitate cu alti componenti. Cu toate ca metoda RIA este o tehnica Tnalt
sensibild, insa pe motiv ca ea prezenta un anumit pericol pentru medicing, s-a impus gasirea unei
alte metode neradioactive pentru detectia Ag sau Ac din mostrele testate. Ulterior, ca alternati-
va, s-au gasit unele enzime (de tipul peroxidaza), care pot reactiona cu un substrat apropiat (ex.
ABTS sau 3,3,5,5" — Tetramethylbenzidine), reactia fiind urmata de schimbarea culorii solutiei,
proprietate ce poate fi considerata ca un semnal chimic si citita de anumite aparate. Insi acest
semnal trebuia asociat cu complexul Ag-Ac format, de aceea enzima va fi unita de anticorpul de
detectie prin bioconjugare. Acest proces de unire a Ac cu o anumita enzima a fost descoperit
independent de catre Stratis Avrameas si G.B. Pierce

Pe motiv, ca este necesara inlaturarea oricarei particule neunite (AG sau Ac) era necesar,
ca complexul Ag sau Ac sa fie fixat pe o suprafata solida pentru a nu fi indepartat la spalare. Un
astfel de imunosorbent, a fost propus de catre Wide si Porath in 1966. In practici, metoda ELI-
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SA pentru prima a fost introdusa in 1971 de catre Eva Engvall si Peter Perlmann (Universitatea
din Stockholm, Suedia) si publicata independent ca o metoda/tehnica noua de catre Shuurs and
Bauke van Weemen din Olanda. Initial, a fost aplicata pentru determinarea IgE, apoi extinsa si
pentru identificarea anti-HBs.

Avantajele ELISA comparativ cu alte metode:

- sensibilitate Tnalta, posibilitate de detectie a concentratiei de pana la 0,05 ng/ml. Aceasta
reiese din capacitatea unei molecule de ferment sa catalizeze transformarea a mai multor mo-
lecule de substrat;

A posibilitatea utilizarii unei cantitati minime de materialul studiat (ser, plasma);

4 stabilitate la pastrarea tuturor ingredientelor, necesare pentru efectuarea ELISA (pana la un an si mai

mult);

Y usurinta executarii reactiei;

A4 posibilitatea vizualizarii rezultatului reactiei, atat instrumental (varianta cantitativa si calitativa), cat si

vizual;

A4 Dposibilitatea automatizarii tuturor etapelor reactiei;

A comparativ, un pret destul de redus al reagentilor de diagnostic.

Dezavantajele

Una din limitele tehnicii ELISA este ca ea furnizeaza informatii doar despre prezenta sau
absenta substantei cercetate, dar nu ne poate oferi informatie privind proprietatile biomedicale,
precum greutatea moleculara sau distributia spatiala a substantei cercetate in tesuturi. Pentru a
afla aceste lucruri este nevoie de efectuat si alte metode de laborator. Ex. imunoblottul este o
metoda combinata de detectie a prezentei sau absentei markerului studiat, cat si de studiere/
analiza a proprietatilor fizice a substantei (greutatea moleculars, etc), insa este mai costisitoare
ca ELISA.

Figura 24. Test sistemele pentru metoda ELSA.
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Variantele tehnicii ELISA

Virtual, toate virusurile si microbii au cel putin un antigen unic, specific doar speciei, tulpinii
date. Acest antigen, poate fi purificat (obtinut separat de celelalte componente a virusului) si

utilizat pentru generarea anticorpilor monoclonali specifici. Ambele, atat antigenul purificat,
cat si anticorpul monoclonal propriu Ag dat pot reactiona intre ei formand un complex stabil,
care serveste ca criteriu de diagnostic.
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ELISA reprezinta un test serologic care permite identificarea antigenului sau anticorpului
necunoscut.

Exista 2 variante a tehnicii ELISA

|I. Metoda ELISA directi care utilizeazi Ac monoclonali pentru detectia prezentei anti-
genelor particulare n probele de testare.

in metoda ELISA directi Ac monoclonali sunt absorbitii din start pe suprafata interna a go-
deurilor microplansetelor.

4 n godeuri se adauga serul testat.

A Daca Ag specific este prezent in serul testat el se va uni complementar cu Ac monoclonali imobilizat;

pe peretele intern al godeului.
4 Se spala godeurile pentru a fi inlaturate componentele nelegate.

A Se adauga o solutie cu anticorpi monoclonali secundari.Acesti anticorpi sunt alipiti cu o enzima.
Aceasta enzima produce colorarea solutiei cand reactioneaza cu substratul sau specific.

4 Din nou se spala godeurile pentru a fi inlaturate componentele nelegate. Daca Ag din proba de
testare este prezent, atunci pe suprafata godeului se formeaza un complex din: Ac, imobilizati de
godeu —Ag cercetat din proba pacientului - Ac conjugat cu enzima. Daca Ag nu este prezent, atunci
Ac cuplat cu enzima va fi spalat si inlaturat.

A Se adaoga substratul specific enzimei. Schimbarea culorii demonstreaza unirea Ac marcati cu enzima
de Ag cercetat, indica un rezultat pozitiv. Lipsa culorii indica lipsa Antigenului din proba testata
- rezultat negativ.

|I. Metoda ELISA indirecta, utilizatd pentru detectia anticorpilor necunoscuti din proba
de testare.

4 n acest caz, Ag specific este absorbit pe suprafata interna a godeurilor microplansetelor ELISA.

4 n godeuri se adauga serul testat.

4 Daca Ac specific este prezent in serul testat el se va uni complementar cu Ag imobilizat pe peretele
intern al godeului. Daca proba va contine anticorpi nespecifici, ei nu se vor uni cu Ag de pe godeuri.

4 Se spala godeurile pentru a fi inlaturate componentele nelegate, anticorpii care nu s-au unit specific
cu Ag din godeuri.

A Daca Ac s-a unit cu Ag specific, ei pot fi detectati cu ajutorul anticorpilor secundari conjugati cu
o enzima. Acesti Ac se vor uni cu imunoglobulinele (de obicei, clasa IgG) din serul testat. Ca Ac
secundari se utilizeaza IgG anti-specie (anti-uman) conjugat cu o enzima.Aceasta enzima produce
colorarea solutiei, cind reactioneaza cu substratul sau specific.

4 Din nou se spala godeurile pentru a fi inlaturate componentele nelegate.

Daca in proba de testare este prezent Ac, atunci pe suprafata godeului se formeaza un com-
plex din Ag, imobilizati de godeu — Ac din serul proba — Ac anti-specie conjugati cu o enzima.
Daca Ac nu este prezent atunci toate componentele necuplate vor fi spalate si inlaturate.

Se adauga substratul specific enzimei. Schimbarea culorii demonstreaza prezenta Ac din se-
rul testat, indica un rezultat pozitiv. Lipsa culorii indica lipsa Anticorpului in roba testata - re-
zultat negativ.

78 INSTRUCTIUNI METODICE



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALEB, CsiD

N

Figura 25. Etapele tehnicii ELISA
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ECHIPAMENTUL NECESAR

Cititor ELISA — cititor automat de placi ELISA Spectrofotmetric multicanal cu filtru de 492 nm.

Spalator - Spilator automat de placi ELISA cu rezervor pentru solutia de spalare si rezervor
pentru deseuri.

Incubator sau termostat - orice tip de incubator care poate mentine temperatura in limitele
37°C-39°C.

Agitator

Pipete multicanal — ajustabile pentru volume mai mici de 50 pl si volume reglabile intre 50 si 200 pl.

Pipete monocanal - ajustabile pentru volume mai mici de 50 pl si volume reglabile intre 50 si 200 pl.

Distilator de apa (purificator de apa) — minimum | pahar de apa distilatd sau deionizata

Placi ELISA de microtitru cu suprafata plata

Hartie de absorbtie

Benzi adezive

Refrigerator - orice tip de refrigerator care poate mentine temperatura in limitele 2°C - 6°C.

Congelator — ce poate mentine temperatura de -20°C, preferabil -70°C.

REACTIVII, REAGENTI

Anticorpi monoclonali: (furnizat sub forma de supernatant de cultura tisulara hybridoma);

Conjugat: globulina antispecie (iepure, soarece), conjugata cu peroxidaza din hrean si pas-
tratd la loc intunecos la +4°C;

Substrat si cromogen: 0,2 g de ortofenil diamina (OPD), divizata in alicote de 25 ml sau
pastile si pastrate la loc intunecos la temperatura de +4°C,

ATENTIE! A se utiliza OPD cu atentie, a se purta manusi din cauciuc, produs suspect de a
fi mutagen.

Solutie de stopare a reactiei - acid sulfuric de | mol

Control pozitiv — supernatant de cultura tisulara infectata cu antigenul respectiv, calibrat
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si standardizat. Este inactivata contagiozitatea, dar se vor pastra toate precautiile de procesarea
materialului dat ca presupus material contagios.

Control negativ - proba ce nu contine markerul studiat. Este negativ, testat si la alte infec-
tii Tnalt periculoase (Hepatite virale, HIV, sifilis).

Buffer de adsorbtie - bufer fosphate saline 0.0l M pH 7.4 (PBS).

Buffer de blocare - PBS suplimentat cu 0.05% Tween-20.

Solutie de spalare -PBS diluat 1/5 in apa distilata suplimentata cu 0.05% Tween-20.

Nota! Sunt prezentate doar cdteva variante de reactivi, ei pot varia in dependenta de producator.

Prepararea reagentilor

Reagentii ce necesita pastrare la inghet vor fi resuspendati (dizolvati) in | ml de apa
distilata sau deionizata si pastrati la -20°C pana la utilizare.

Substratul si cromogenul. Orthophenylene diamine (OPD) este dispus in pastile. Resus-
pendati pastilele de OPD tablete in 75 ml de apa distilata, astfel obtineti solutia de OPD. Solutia
OPD neutilizata poate fi pastrata la -20°C pana la | luna.

Acid Sulfuric. Pentru prepararea | M de acid sulfuric, atent adaugati 55 ml de acid la 945
ml de apa distilata. Nota: Tot timpul adaugati acid in apa si nu invers.

Tipul plansetelor pentru ELISA

Pentru montarea ELISA in faza solida in majoritatea truselor comerciale se utilizeaza plan-
sete de polysterene sau derivati de polysterene obtinuti prin modificari chimice sau prin ira-
dierea suprafetei. Configuratia expusa de producatori cel mai des sunt plansete cu 96 godeuri,
organizate /divizate in 8 bare/strip-uri separate a cate |2 godeuri fiecare. Aceasta permite ca sa
fie utilizate Tn dependenta de necesitati: fie planseta integra, fie strip-uri separate. Fiecare godeu
are un volum de aproape 350 pl si o suprafatd interna de cca 2,5 cm? Recent, au inceput a se
produce plansete a cate 384 si 1536 godeuri, cu dimensiuni si volume identice, ca si plansetele
cu 96 de godeuri, utilizate intr-un numar mare de analize concomitent. Alte modificari recente:
plansete cu 96 godeuri cu /2 din volumul traditional; plansete cu godeuri, fundul godeului fiind in
unghi de 90 grade, pentru o spalare a godeurilor mai eficienta.

Conditiile principale pentru utilizarea lor sunt:

A rezistenta plansetelor la diversi solventi, utilizati in reactie;

A prezenta unui volum Tnalt specific, adica posibilitatea de sorbtie la suprafata godeurilor de
polysterene a Ag si Ac in cantitati suficiente pentru montarea reactiei corelata cu sorbtia minima
nespecifica a altor proteine din materialul examinat si din conjugat.

Figura 26. Plansete utilizate la montarea reactiei ELISA

Plansetele din polysterene sunt conductori de temperatura foarte slabi.
Asigurati-va ca plansetele si toti reagentii au aceeasi temperatura, preferabil
temperatura camerei.

Adsorbtia

Polysteren-ul are capacitatea de adsorbi pe suprafata sa diverse tipuri de particule, substante, adsorbtia
fiind in dependenta de concentratia substantei din solutia supusa adsorbtiei. Adsorbtia are loc pe contul
interactiunilor hidrofobice, fortelor van der Vaals, legaturilor ionice si legaturilor hidrogenice prin care
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particulele se alipesc de suprafata solida a polysterene-ului. Pentru marcarea fermentativa a Ag si Ac se pot
utiliza diferite tipuri de fermenti: peroxidaza de hrean, fosfataza alcalina, beta-galactozidaza, s.a. De fapt,
practic in toate test sistemele se utilizeaza peroxidaza de hrean, alegerea ei este dictata de activitatea cata-
litica foarte inalta, disponibilitate, stabilitate si usurinta detec;iei.in calitate de reagenti pentru substrat se
utilizeaza orto-fenilendiamin (OFD) cu peroxid de hidrogen, produsele de oxidare ale cirora se citesc si se
inregistreaza instrumental prin citire fotometrica. Pentru stoparea reactiei de fermentare se utilizeaza
»stop-reagenti”, care se introduc, atat in probele testate, cat si probele control in cantitdti egale. Cel mai
des se utileaza acidul sulfuric. Citirea se efectueaza spectrofotometric la lungimea de unda 490 nm.

INTERPRETAREA REZULTATELOR
Figura 27. Interpretarea rezultatelor metodei ELISA.
Negativ

Pozitiv Control

Pacient A Pacient C

Pacient B

@ Q Antigene/anticorpi HBV partial purificat adsorbit de suprafata
O interna a godeului plansetei ELISA.

Serul pacientului ce contine Ac. Daca pacientul este HBV+, serul lui va
| contine anticorpi sau antigene si se va uni specific cu Ag /Ac absorbite

i |

k J Il\

N AN pe planseta.
fﬂ

e e b Imunoglobulind anti-specie cuplata cu enzima. Sunt anticorpi secundari
A I& A si se vor uni de anticorpii umani.
Cromogen sau substratul care-si schimba culoarea cand este fermentat
' de enzima atasata de Ac secundari.
Pozitiv Negativ
ELISA ELISA
e~ .
N ’f
: &}" dl&b . i e
Control Positiv Control Negativ Pacientul A Pacientul B Pacientul C Controlul metodei
1.689 0.153 0.055 0.412 1.999 0.123

Exemplu: Orice proba care are valoarea DO mai mare ca proba control pozitiva standard
este considerata pozitiva Valoarea DO este citita la 450 nm.Valorile pozitive certe vor fi repeta-
te suplimentar sau confirmate prin alte metode de diagnostic de laborator.
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4.2. DIAGNOSTICUL MOLECULAR BIOLOGIC AL HEPATITELOR
REACTIA DE POLIMERIZARE iN LANT

Depistarea si izolarea agentului patogen in bolile infectioase este una din problemele de
baza a microbiologiei medicale contemporane. Folosind investigatiile microbiologice se creeaza
situatii, cind metodele traditionale culturale si de asemeni metodele contemporane imunochi-
mice nu sunt suficiente, ceia ce impune implementarea metodelor noi de identificare si izolare
a agentului patogen.

In ultimul timp are loc dezvoltarea intensi a metodelor genetice de diagnostic a bolilor in-
fectioase, bazate pe depistarea consecutivitatii nucleotidice specifice a agentului infectios.

Lider printre aceste metode este reactia de polimerizare in lant (PCR) si modificarile ei. Ea
face posibil in mare masura marirea eficacitatii depistarii agentului patogen, majorand posibilita-
tile diagnosticului de laborator si stabilirea diagnozei clinice corecte.

Reactia de polimerizare in lant, adica sinteza moleculelor noi de ADN cu ajutorul enzimei
ADN-polimeraza in celula a fost descoperita mai mult de 30 de ani in urma de A. Kronberg, care
impreuna cu alt laureat al premiului Nobel D. Lederberg a presupus ca cineva va putea primi
cantitati mari de ADN cu ajutorul acestei reactii. Aceasta idee a fost realizata peste 20 de ani
de K. Miulis, laureat al premiului Nobel in chimie anul 1993. K. Miulis, bazandu-se pe procesul
natural de replicare a ADN-ului, a elaborat metoda datorita carei putem primi copii ale genelor
in cantitati mari in eprubeta. A numit aceasta metoda - reactia de polimerizare in lant.Ea a
devenit una dintre cele mai comode si desavarsite metode de diagnosticare a ADN-ului, ARN-
ului microorganismelor.

Caracteristicile principale a metodei PCR:

4 sensibilitate inalta
4 specificitate Tnalta

4 metoda directa de determinare a agentului patogen

Principiul metodei:

PCR este modelul ,,in vitro” al replicarii ADN-ului in celula, repeta destul de exact principiile
replicarii naturale a ADN-ului in celula vie.

La baza acestei metode este procesul care consta din mai multe cicluri, ce aminteste repli-
carea naturala a acizilor nucleici, totodata fiecare ciclu consta din cateva etape succesive, are loc
multiplicarea artificiala a ADN-ului microorganismului prezent in proba testata.

Etapele reactiei de polimerizare in lant

I. Extragerea ADN-ului/ARN-ului

La aceasta etapi se extrage ADN-ul sau ARN-ul din materialul biologic testat. In final primim
solutie de ADN/ARN purificat. Putem folosi metoda manuala, semiautomata sau automata de
extragere.

Il. Amplificarea

Este un proces ciclic in care are loc clonarea (multiplicarea) unui fragment de ADN testat ce
face posibil identificarea lui de mai departe. Fiecare ciclu, la randul sau, consta din cateva etape:

4 Denaturarea ADN-ului la temperatura inalta.

4 Alipirea la lanturile unicatenare de ADN a asa numitor primeri — oligonucleotide complementare
succesivitatii nucleotidice cunoscute a ADN-ului testat.

4 Sinteza fragmentelor noi de ADN cu ajutorul fermentului ADN-polimeraza. (fig.28).

in cadrul unui ciclu din o cateni de ADN se sintetizeazi doui catene, complementare ADN-
ului testat. Repetarea ciclurilor reactiei de mai multe ori (numarul de cicluri poate fi programat)
duce la acumularea fragmentelor de ADN (fig.29).

82 INSTRUCTIUNI METODICE



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALE B, Csi D L/

ll.Detectia fragmentelor acumulate pot fi detectate prin diferite metode: electroforeza, tehnici
ELISA, fluorometrie etc.

Figura 28. Strategia PCR
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Figura 29. Acumularea fragmentelor de ADN
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Rezumat

PCR — metoda in trei etape (denaturarea ADN-ului, alipirea praimerilor la catenele de ADN,
sintetiza moleculelor noi de ADN), poate fi repetat de mai multe ori. Acest proces PCR se nu-
meste amplificare, deoarece are loc copierea succesivitatii nucleotidice initiale si apoi fiecare
copie, la randul sau, se multiplica din nou, pana cand numarul lor atinge milioane. Fiecare catena
noua de ADN serveste ca matrita pentru sinteza fermentativa (cu ajutorul fermentului ADN-
polimeraza) a catenelor noi in ciclul urmator.

Teoretic, fiecare ciclu dubleaza numarul de copii ADN; in primul ciclu se sintetizeaza doua
catene din una, apoi patru, apoi opt etc.,are loc cresterea exponentiala a cantitatii de copii. PCR
permite obtinerea cantitatii suficiente de ADN pentru identificarea lui de mai departe.

in dependenta de tehnica de executare si de modul de detectie a ADN-ului diferentiem mai
multe modificari PCR:

|. Reactia de polimerizare in lant calitativa — prin aceastd metoda se determina pre-
zenta sau absenta ADN-ului, ARN-ului in proba.

Proba se compara cu setul de controale pozitive si negative. Se considera pozitive acele pro-
be care au migrat la electroforeza (in cazul identificarii prin electroforeza) la fel ca si controlul
pozitiv.

2. Reactia de polimerizare in lant cantitativa — permite determinarea concentratiei
ADN-ului,ARN-ului (incarcatura virala).

Determinarea concentratiei ADN/ARN in hepatitele virale, la momentul actual, este un test
obligator la initierea tratamentului antiviral. Acest test permite:

A4 stabilirea gravitatii bolii

4 aprecierea pronosticului bolii

4 monitorizarea eficacitatii tratamentului, cu posibilitatea schimbarii preparatelor medicale in cazul

raspunsului neadecvat la tratament.

Calculul incarcaturii virale se efectueaza automat, la compararea cu setul de standarde cu
diferite concentratii cunoscute.

PCR cantitativ in regim Real time — este una dintre variantele de perspectiva inalta a
metodei cantitative de determinare a agentului patogen. In reactie se folosesc sonde speciale
(praimeri), marcate cu coloranti fluorescenti. Alipirea sondelor la catenele de ADN produce
un semnal fluorescent care este detectat de canalul de citire si transmis pe calculator. O parti-
cularitate deosebita a PCR Real time este posibilitatea de a primi informatia despre cantitatea
ADN-ului in proba testata nemijlocit in timpul reactiei. Calculul rezultatelor se efectueaza auto-
mat, comparand semnalul fluorescent produs de proba testata cu curba de calibrare construita
dupa semnalele fluorescente primite de la setul de standarde, prezente in trusele de detectie, cu
concentratii diferite, cunoscute.

NECESITATEA TESTARII:

I. Solutionarea rezultatelor suspecte la testarea serologica.

2. Diagnosticul diferential al hepatitelor virale.

3. ldentificarea perioadelor acute a bolii, in comparatie cu infectia suportata
4

. ldentificarea agentului patogen in perioada de incubare a bolii, pana la aparitia antigenelor si
anticorpilor specifici, la persoanele cu risc major de infectare, persoanelor care au fost in contact
cu bolnavii.

5. Monitorizarea eficacitatii tratamentului antiviral.

6. Se considera criteriu de finalitate posibila si credibila a terapiei.
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Tabelul 23. Avantajele PCR in comparatie cu alte metode de diagnostic

Parametrii Caracteristica

Sensibilitate nalta

Metoda este bazata pe principiul exponential de acumulare a
produsului amplificat, pentru identificare este suficienta prezenta in
proba testata a unui singur virus.

Specificitate Tnalta

Bazata pe identificarea secventelor de material genetic unic pentru
microorganism, ce determina particularitatile de clasa, toxicitate si
alte particularitati specifice ale agentului patogen.

’

Timp scurt de efectuare

2-6 ore de la inceputul examinarii.

Procedura universala de

executare

Procedura de efectuare a reactiei este standard practic pentru toti
agentii patogeni.

Materialul biologic

Agentul patogen poate fi identificat in orice lichid biologic al
organismului uman si de asemeni in materialele primite in urma
biopsiei. Nu este necesara cresterea culturii pe medii, sau izolarea
culturii curate de agent patogen.

Diagnosticul diferitor

procese patologice

Este posibil diagnosticul formelor acute, cronice, trenante, forme
seronegative.

Diagnosticul oricarui tip

de microorganism

Identificarea microorganismelor ce pot fi cultivate, microorganisme
ce nu pot fi cultivate, forme persistente.

Perioada bolii

Este posibil identificarea agentului patogen nu numai in perioada de
stare sau cronica, dar si in perioada de incubare a bolii —,,fereastra
imunologica” , perioada dintre momentul infectarii si aparitia
anticorpilor sau antigenelor specifice (depistarea ADN-ului, ARN-ului
dupa o saptamana sau doua de la momentul infectarii).

Cantitatea agentului

patogen in proba testata

Este suficienta prezenta unui singur microorganism in materialul
testat.

Metoda

Este metoda directa de identificare a agentului patogen, bazata
pe modalitatea universala de pastrare si transmitere a informatiei
genetice la materia vie.

Importanta majora in asigurarea calitatii PCR prezinta colectarea corecta a materialului bio-
logic si pregatirea materialului biologic.
Reguli generale de recoltare si transportare a materialului biologic pentru investigatiile PCR

4
4

A A A A

Recoltarea probelor se efectueaza cu instrumentar steril, de unica folosinta, in eprubete, containere etc.

Imediat dupa recoltarea probelor, eprubetele cu materialul biologic se inchid, fara sa fie atinsa partea
interna a capacului cu mainile.

La transferarea materialului biologic din eprubete, containere se folosesc virfuri cu bara de unica folosinta.
Probele se pastreaza in frigider, congelator. Nu se permite congelarea repetata a probelor.
Eprubetele, containerele trebuie sa fie etichetate.

Transportarea materialului biologic se efectueaza in termocontainere cu elemente de racire sau in
termos cu gheata, inchise etans, impermeabile pentru lichide si etichetate corespunzator continutului.
Containerele trebuie sa fie rezistente la dezinfectanti, autoclavabile. Trebuie sa fie decontaminate
dupa fiecare utilizare.

Toate materialele care au fost in contact cu proba se vor evacua in containere pentru deseuri
medicale, ce urmeaza sa fie autoclavate.

86
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CONTROLUL CALITATIITEHNICII PCR

Controlul intern al calitatii in reactia de polimerizare in lant este asigurat, in primul rand, de
utilizarea pentru fiecare proba in parte a controlului intern — preparat de ARN sau ARN sinte-
tizat artificial, cu aceleasi unitati structurale recunoscute de praimeri ca si ADN-ul sau ARN-ul
microorganismului, dar care se deosebeste dupa lungimea partii de amplificare, temperatura de
topire, consecutivitatea nucleotidica. Controlul intern parcurge toate etapele reactiei de polime-
rizare in lant impreuna cu proba testata.

Controlul intern este elementul obligator al etapei de prelucrare a materialului biologic
(izolarea ADN-ului, ARN-ului). El face posibil controlul asupra :

A eficacitatii izolarii ADN-ului, ARN-ului din proba biologica testata
A eficacitatii inlaturarii inhibatorilor reactiei de polimerizare in lant

A controlul calitagii lucrului personalului

Numai folosirea controlului intern Tn aceasta reactie permite monitorizarea izolarii calitative
a ADN-ului, ARN-ului agentului patogen din proba testata.

Controlul calitatii este asigurat si de utilizarea serurilor de control pozitive si negative, folo-
site pentru fiecare etapa a reactiei, prezente in trusele PCR si de asemeni de utilizarea panouri-
lor standarde, elaborate de firmele producatoare de truse de diagnostic.

METODA HIBRIDIZARII

Metoda hibridizarii in situ — metoda directa de identificare a acizilor nucleici in structurile
celulare, ce permite in acelasi timp studierea morfologiei lor.

Aceasta metoda a fost elaborata in anul 1969 de Pardiu si Goll, si independent de Djons.

Metoda este bazata pe legarea sondelor marcate de hibridizare (structuri moleculare ge-
noinginerice sau sintetice, care sunt formate din consecutivitati de nucleotide complementare
fragmentelor de ADN sau ARN).

Principiul:

Sondele de hibridizare marcate cu radioizotopi sau marcheri neradioactivi se leaga specific
cu ADN-ul sau ARN-ul din proba testata.

Calculul rezultatelor se efectueaza dupa intensitatea semnalului emanat de marcherul son-
dei de hibridizare din complexul format.

Astazi, metodele de hibridizare completeaza cu succes metodele de rutina de diagnostic,
permitand identificarea diferitor microorganisme in culturi celulare si tesuturi.

Figura 30. Echipament pentru detectia moleculara
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4.3. METODE DE TESTARE RAPIDA

(Metode expres, metode imunocromatografice)
|.ADVANCED QUALITY™ One Step HBsAg Test (Bionike Inc.)

4 Metoda imunochromatografica pentru determinarea Ag HBs din ser intr-o singura etapa.

Metoda calitativa. Godeu pentru

proba
_ I e
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Bandda Bandda test
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2. Determine™ HBsAg (Abbott Laboratories)
4 Metoda calitativa de determinare a Ag HBs in serul, plasma si sangele integru.

3. ImmunoComb® Il 90’ (Orgenics)

A Metoda calitativa, | singura etapa, pentru detectia Ag HBs in ser si plasma.
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4.4. TESTE DE CONFIRMARE

TESTULWESTERN BLOT
Testul Western Blot determina mai multi anticorpi din sange care s-au format contra anumitor
componente proteice a virusului Hepatitelor virale. Testul VWestern-Blot este mai complicat si mai
scump decat testul ELISA, acestea fiind unele din motivele pentru care este aplicat doar ca o confir-
mare a unui test pozitiv ELISA, efectuat anterior.
I) Proteinele sunt separate electroforetic in gel poliacrilamid. Sub actiunea campului electric are
loc difuzia proteinelor conform greutatii moleculare a proteinelor, aranjandu-se in zone liniare
subtiri. Ele se repartizeaza in modul urmator: mai aproape de start se aranjeaza proteinele cu masa
moleculara mare (120-150 kDa), la final se aranjeaza proteinele cu masa moleculara mica (5-10kDa).
2) Apoi lamela de gel este transferata pe o foaie de nitrocelulosa amplasata intre electrozii unei surse de
curent continuu. Sub actiunea campului electric are loc trecerea proteinelor din gel pe nitroceluloza,
unde se fixeaza foarte bine pe hartie. Proteinele fixate sunt marcate cu o enzima (e.g. alkaline
phosphatase sau peroxidase) incolora. Apoi hartia se taie in fasii scurte care vor contine toate
fractiile proteice. Procedura ulterioara de montare a reactiei este similara tehnicii ELISA.

Figura 31. Principiul metodeie Western Blots
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RIBA-HCYV — metoda recombinanta de imunoblot, produsa de firma “Ortho Diagnostic Sys-
tems” si menita pentru confirmarea rezultatelor pozitive la detectia anticorpilor VHC. Pe masura
acumularii informatiei privind hepatita C au fost elaborate si produse 3 variante de teste: RIBA-VHC
| generatie (2 proteine recombinate: C100-3 si 5-1-1), Il generatie (4 proteine recombinate: 5-1-1;
c100-3; c33c si €22) si a lll generatie la care suplimentar au fost addugate proteinele, codificate in
zona virusuluiARNVHC - NS 5. Proteinele recombinate sunt plasate pe membrana de nitroceluloza
sub forma de striuri.

Schema generala a reactiei: incubarea materialului examinat cu striul de nitroceluloza (are
loc interactiunea dintre Ac cercetati cu proteinele recombinate de pe membrana de nitroceluloza);
incubarea cu conjugat — anticorpi contra IgG uman, marcat cu peroxidaza de hrean; incubarea cu
solutia de substrat. Citirea rezultatului se face vizual. La aparitia benzilor colorate identice locului
adsorbtiei proteinelor recombinate testul se considera pozitiv.

TEST DE CONFIRMARE AgHBs (Confirmatory test) Testul de confirmare se utilizeaza
pentru confirmarea AgHBs, decelat prin metoda ELISA, RIA. Principiul consta in neutralizarea AgHBs
din proba testata cu ser anti HBs, dupa care AgHBs isi pierde capacitatea de a fi detectat prin meto-
dele imunofermentative sau RIA.

Schema generala a reactiei: testarea serului ce contine AgHBs se face paralel in 2 eprubete:
in | se adauga serul bolnavului cu ser ce contine anti-HBs, in a ll-doar materialul de cercetat, fara
anti-HBs. Dupa incubare si detectia AgHBs conform instructiunii din trusele comerciale, se analizea-
za rezultatele obtinute. Daca valoarea reactiei din proba in care au fost adaugati anticorpi anti-HBs
este de 50% mai mica decat valoarea probei nr. 2, aceasta proba se determina ca pozitiva.

Anti-EPO-
Antikorper
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4.5.METODE DE DIAGNOSTIC CLASICE

REACTIA DE IMUNOFLUORESCENTA (RIF)

in 1979 Curry R.E, Heizmann H si colaboratorii (Clinical Chem, 1979, 25/9, 1591), propun
o alta alternativa neizotopica a metodei RIA si anume imunofluorescenta. Aceasta a fost
printre primele metode care au utilizat markeri luminosi pentru marcarea anticorpilor sau a
liganzilor in sistemul de dozare.

Fluorocromii:

4 se leaga covalent de proteine (imunoglobuline) = conjugat

A emit fluorescenta daca se expun la raze UV

4 izotiocianatul de fluoresceina (galben-verzui), rodamina (portocalie)

4

nu sunt stabili in timp

I.l1 Metoda directa

Preparatul de examinat se monteazi pe lama. Se adaugi conjugatele. In cazul in care se gi-
sesc Ag corespunzatoare anticorpilor marcati, se formeaza complexele imune. Prin spalare se
indeparteaza conjugatele nelegate. Preparatul se examineaza la microscopul cu fluorescenta.
Puncte fluorescente pe fond intunecat: in preparatul examinat au fost prezente antigenele cau-
tate (rezultat pozitiv).

- Absenta punctelor fluorescente: in preparat nu au fost prezente antigenele cautate (rezultat negativ).

5 antigen din preparatul montat pe lama (preparat histologic

sau suspensie de pe culturi de celule infectate)

anticorp marcat cu fluorocrom

1.2 Metoda indirecta

La preparatul montat si fixat pe lama se adauga anticorpi specifici nemarca'gi.in cazul in care
exista Ag corespunzatoare anticorpilor, se formeaza complexele imune. Prin spalare se inde-
parteaza Ac nelegati. Se adauga anticorpi antiglobulinici marcati cu fluorocrom. Daca exista in
preparat complexe imune, conjugatele se vor lega de imunoglobuline. Examinarea: identic ca

si metoda directa. T T T

ﬂ‘\ ¢y a— r”ﬂ".l

%l? anticorp ant iglobulind maraast cu fluoroaromn

1 anticorp spoecilio antigoenuloe i ciutal in peopaoarot

¢
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Obtinerea anticorpilor antiglobulina

MICROSCOPIA IMUNOELECTRONICA (Immune electron microscopy) Repre-
zinta metoda de vizualizare propriu - zisa a interactiunii dintre Ag-Ac. A fost propusa pentru
prima data de ). Almeid si A.Wotwrson in 1969. Etapele

|. Materialul patologic in care se presupune prezenta virusului cautat se amesteca si se
incubeaza cu serul imun standardizat.

2. Complexul Ag-Ac se precipita/sedimenteaza prin centrifugare.

3. Lasedimentul obtinut se adauga substanta de contrast si preparatul se studiaza la micro-
scopul electronic.

Test pozitiv — vizualizarea agregatelor caracteristice formate din particule virale unite intre
ele prin punti de anticorpi. Sensibilitatea metodei date nu este prea inalta. Decelarea virusului din
preparatul studiat se face in cazul concentratiei virale din materialul patologic nativ de 10*— 10°
particule virale /ml. Avantaje — se poate de vizualizat forma, dimensiunile, configuratia. Aceasta
metoda a fost utilizata in primele etape de studiere a virusurilor hepatice in scop de diagnostic
si stiintific. Prin metoda data a fost identificat VHA siVHE. Dupa aparitia metodelor noi care per-
mit investigarea unui numar mare de pacienti aceasta metoda si-a pierdut din utilitatea practica,
fiind utilizata in continuare doar in cercetari stiintifice cu studierea morfostructurii antigenelor.

CONTRAIMUNOELECTROFOREZA (Counter immunoelectrophoresis) — me-
toda de identificare a Ag si Ac, bazata pe formarea precipitatului vizibil in gel agar la locul de in-
talnire si legare a Ag si Ac specifici, care difundeaza in gel unul fata de altul sub actiunea cimpului
electric. Metoda data are multiple modificatii, fiind diferite dupa timpul de executare a electro-
forezei, a solutiilor bufer; intensitatea campului electric, etc. La sfarsitul anilor 60-70 contraimu-
noelectroforeza era o metoda foarte utilizata in detectia HBsAg. Dupa sensibilitate metoda data
intrece reactia de precipitare in gel de 2-4 ori. Rezultatele reactiei se pot citi dupa 1,5-2 ore de
la inceputul electroforezei. La moment are o utilizare limitata.

REACTIA DE HEMAGLUTINARE INDIRECTA (Indirect hemaglutination test)
— metoda detectiei Ag sau Ac, bazata pe proprietatea eritrocitelor la suprafata carora sunt
prealabil absorbite Ag sau Ac sa se aglutineze in prezenta serurilor omologe sau antigenelor
respective. La identificarea Ag reactia se numeste reactia de hemaglutinare pasiva indirectd RPHAI
(reversed passive hemagglutination test). RPHAI a fost larg utilizata pentru identificarea marche-
rilor serologici a hepatitei B, in special al Ag HBs. La moment, sunt diferite metode de obtinere a
diagnosticumurilor eritrocitare, ce se pot deosebi, atat dupa metoda de sensibilizare (cu ajutorul
taninei, aldehidei de glutarat, rivanolului), dupa apartenenta de specie (eritrocite de om, ber-
bec, curcan, s.a.), dupa varianta de montare a reactiei (microplansete, macroplanlsete, eprubete,
s.a.) cat si dupa citirea rezultatului (vizual sau instrumental). Se comercializeaza diagnosticumuri
eritrocitare, atat pentru detectia AgHBs, cat si a anti HBs. Avantaje — costuri mici pentru apa-
ratura si teste, simplicitate in executare, rapiditate. Sensibilitate mai mare fata de testele RFC,
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RPG de 200-400 ori. Prin metoda data se poate determina AgHBs in concentratii de 6-10 ng/ml.
Dezavantaje - sensibilitate mult mai mica ca ELISA. Necesita metode de confirmare. La mo-
ment utilizare limitata.

RIA - REACTIA RADIOIMUNOENZIMATICA (Radioimmunoassay) — metoda de
detectie a Ag si Ac, bazata pe determinarea complexului Ag-Ac in baza introducerii la unul din
componente a marcajului prin izotop radioactiv si detectia ei ulterioara in aparate speciale.

Rezumat

Primele aplicatii ale radioizotopilor sunt legate de principalele etape in istoria descoperirii
izotopilor iodului, a cercetarii metabolismului lui si folosirii radioiodului in scop diagnostic si
terapeutic. Metoda a fost pusa la punct in a. 1960.

In 1959 R.Yelow si S. Berson au efectuat cercetari pentru introducerea unei metode directe
de imunoanaliza. Ei au preparat un ser anti-insulina pe care l-au incubat cu insulina marcata cu
I31 | si insulina nemarcata obtinuta de la cobai si au pus acest complex sa migreze cromato-
grafic, urmarind curba “doza-efect”. Aceasta lucrare si experimentele celor doi au pus bazele
radio-imunoanalizei (RIA).

Metodele RIA au fost precursoarele metodelor ELISA, Chemiluminiscenta, imunofluores-
cente, etc., care astazi sunt larg utilizate.

Pana la 1975, sistemele RIA, utilizau anticorpi policlonali, de buna calitate, dar cu o speci-
ficitate nu foarte mare. In 1975, Kohler si Milstein ( Nature, 1975, 256, 495) obtin in vitro an-
ticorpi monoclonali formati dintr-o populatie moleculara omogena avand o monospecificitate
pentru un epitop determinat. Ei pot fi obtinuti intr-o maniera aproape nelimitata ceea ce da o
reproductibilitate mare in timpul dozarilor imunologice. Producerea de anticorpi monoclonali
a determinat:

A cresterea specificitatii si sensibilitatii sistemelor RIA.

A aparitia unor noi tehnici imunometrice neizotopice de tip “sandwich” care astazi sunt foarte mult
utilizate.

Tabelul 24. Avantajele metodei RIA

Metoda Marcher Avantaje Dezavantaje
RIA: Izotopi Sensibilitate: mare Timp de viata: scurt
PN radioactivi p s L
competitie intre Specificitate: mare Produs: radioactiv
Ag ce se studiazasi | I'* I'*'H? . . o ooy ey
g 2 Pret: mic/mediu Deseuri: radioactive
Ag marcat pentru ? g
legare la acelasi Ac Sistem: deschis Costuri analizor (gamma counter): mare
specific. - . .
P Conditii de lucru: speciale, autorizate

REACTIA DE PRECIPITARE iN GEL, RPG (Gel precipitation test) — metoda
detectiei Ag si Ac bazata pe principiul difuziei componentelor date in stratul de gel agar cu for-
marea liniilor specifice vizibile de precipitare in sectoarele unde interactioneaza si se obtine o
concentratie echivalentd de componente. Cel mai des se utilizeaza metoda de difuziune dupa O.
Ouhterlony in 1948, dupa care Ag si Ac se pun in godeuri unul fata de altul facute in stratul de
gel, dupa o perioada in grosimea pe gel se formeaza niste linii de precipitare corespunzatoare
numarului de Ag si Ac specifici. Metoda a fost larg utilizata pentru detectia AgHBs in anii 60-70.
Prin aceasta metoda s-a decelat pentru prima data prezenta AgHBe.
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5. CONTROLUL CALITATII iN LABORATOARELE MEDICALE

,Laboratorul trebuie sa elaboreze un sistem de control intern al calitatii care sa verifice in-
deplinirea performantelor de calitate a rezultatelor. Sistemul de control trebuie sa ofere colec-
tivului laboratorului informatii clare si usor de inteles pe care sa-si poata baza deciziile tehnice
si medicale” (ISO 15189)

Controlul Intern de Calitate cuprinde tehnici si activitati operationale din cadrul unui labo-
rator care sunt folosite pentru a indeplini cerintele calitatii.

Scopul controlului intern de calitate:

I. Rezultatele masurarilor sunt suficient de sigure pentru a fi eliberate.

2. Permite eliminarea neconformitatilor care apar la anumite etape ale managementului calitatii.

CALITATE (Uniunea Europeanad) referita catre serviciile furnizate de laboratoarele medi-
cale este:

A4 indicarea corecta si oportuna a unui sau mai multor teste;

4 executarea testelor intr-o sistema analitica sigura;

4 eficienta informatiei de laborator prin interpretarea si aplicarea adecvata

ASIGURAREA CONTROLULUI INTERN DE CALITATE

Etapele procesului de cercetare:
|. Epata pre-analitica -57,3%

A extralaborator — 20,2%

4 intralaborator — 37,1%

Il. Etapa analitica -25,1%

[ll. Etapa post-analitica  — 17,3%
4 intralaborator — 13,6%

4 extralaborator — 3,7%

I. ETAPA PRE-ANALITICA

In asigurarea calitatii la etapa pre-analitica vor servi realizarea unor masuri bazate pe conlu-
crare intre serviciile clinico-sanitare si laboratoarele medicale.

I. Respectarea regulamentelor de obtinere si indreptare a materialelor biologice pentru investigare.

2. Asigurarea conditiilor standardizate de colectare, pastrare si transportate a biomaterialelor pentru
prevenirea contaminarii sau degradarii acestora.

Masuri de asigurare a calitatii la etapa pre-analitica:

|. Elaborarea algoritmului de testare

Respectarea conditiilor de recoltare a biomaterialelor pentru investigare.
Asigurarea calitatii completarii documentatiei de inregistrare:
completarea formularelor de indreptare la investigatii

elaborarea registrelor de evidenta a biomaterialelor expediate

A A A W W

elaborarea formelor de marcare a recipientelor

4. Respectarea conditiilor de pastrare si transportare.
5. Elaborarea criteriilor de acceptare a probelor pentru testare.
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Conditii de recoltare:

4 starea fizica a pacientului

4 timpul de recoltare

A recipientele: tuburi de plastic sau sticla, prezenta aditivilor

A4 instrumentar pentru recoltare — sisteme de unica folosinta

Standardizarea conditiilor de recoltare a probelor biologice primare:
4 O perioada standard de post de 12 ore (min-4 ore);

4 O perioada de 12 ore de efort fizic redus;

4 30 min repaus fizic Tnainte de recoltare;

4 Aceiasi pozitie a pacientului la recoltare;

4 Acelasi interval de timn al recoltarii (7-9);
I. Se aplica garoul pe ante- i 12 mi
< .__garoului (max — |-2 min);
brat. Se palpeaza vena cubita® ( )

A By NENGREE R gescniderii repetate a pumnului;

A4 In timpul perfuziilor si transfuziilor recoltarea se va face de la celalalt brat;
4 Daca este necesar sa se repete flebotomia, recoltarea se va face de la celalalt brat;

A Pe formularul de solicitare trebuie specificata medicatia administrata: cu ce, de cand, cat timp;

Calitatea completarii documentatiei:

4 completarea formularelor de indreptare la investigatii
2. Se introduce acul in vena 3| ,
'lelor expediate

A elaborarea regi - . 5
g e extrage singele in tub. 3. Se astupa etans tubul cu

dop. Se marcheaza eticheta
de pe tub conform registrului.

A4 elaborarea forr

Formularul de indreptare va include urmatoarele pun
Informatie ce permite identificarea unica a pacientului;

Data si ora cind a fost colectatd proba;

Tipul probei;

Investigatiile solicitate;

Data si ora cind proba a fost receptionata de laborator;

Informatie clinica relevanta

Localul unde urmeaza a fi trimise rezultatele;

A A A AMAMANDANDAh

Numarul de acces in laborator

A

Persoana responsabila de testele solicitate

Transportarea probelor

Trebuie sa existe proceduri pentru transportul probelor colectate, incluzand temperatura
optimala, protectia impotriva luminii, precautii la stationare, intervalul de timp permis inainte de
pre-examinare (centrifugare, deproteinizate), in cazuri speciale conditii de depozitare.

Pentru minimalizarea riscului de incurcare a probelor trebuie sa existe proceduri pentru
trimiterea probelor la alte laboratoare cu respectarea completarii formularelor si acordurilor
necesare.

4 Toate probele se transporta in ambalaje perfect inchise;
A4 Probele biologice transportate se eticheteaza ,,Probe diagnostice / pericol infectios”;

A Daca distantele sunt mari se prefera sangele recoltat pe anticoagulant si pe gel separator;
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A Se evita expunerea la lumina (conditioneaza micsorarea continutului de bilirubina, vitamina C,
porfirinele, creatinkinazei);

A Porzitia verticala a tuburilor in timpul transportului accelereaza coagularea;
4 Se evita agijtarea probelor de singe, risc de hemoliza;

4 Se evita pastrarea sangelui integru.

Pentru a face posibila repetarea examinarii dupa raportarea rezultatelor sau pentru exami-
nari aditionale, probele primare trebuie pastrate pentru un interval de timp in care se asigura
stabilitatea proprietatilor acesteia.

Figura 32. Prelevarea probelor de sange

Tourniquet is applied
and area is disinfected

Needle is introduced
.9 | into vein, blood is drawn
into vial and analyzed

{
797
T
FADAM.

Obtinerea probelor:
|. Recoltarea sangelui cu respectarea regulamentelor de securitate si antiseptica
2.Asigurarea conditiilor de obtinere a serului:
A pozitie verticala
4 piastrarea tuburilor cu singe la t- 22 - 24°C - pana la 2 ore

la t- 4-8 °C - pana la 48 ore
4 regim de centrifugare: 1000- 1500 rot/min — 10 min

Acceptarea probelor si asigurarea calitatii
Inspectarea probelor la primirea in laborator.
Se verifica:

Concordanta dintre marcajul tubului, flaconului, containerului si datele din formularul de solicitare.
Acceptarea duratei dintre recoltarea si primirea probei in laborator.

Daca proba a fost racita sau au fost adaugati conservanti in cazul in care transportul a fost intirziat.
Integritatea tuburilor, containerului si conditia in care se afla.

Volumul materialului suficient pentru testarile solicitate.

Prezenta sau absenta conservantilor chimici, indicate pentru testele solicitate.

A AMAANMANDANA

Probele primare se verifica daca nu sunt hemolizate, lipemice, etc.
Daca proba primara nu satisface conditiile necesare personalul responsabil:
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A comunica unitatii corespunzatoare;
4 noteaza incidentul in registrul corespunzator;

4 returneaza proba primara.

Nu se aruncad proba inacceptabild inainte de a consulta personalul clinic si a stabili
o decizie de comun acord.
Personalul laboratorului la receptionarea probelor:

A le atribuie un numar de identificare in laborator;
A4 transfera identificarea si testele solicitate in registrul de primire a probelor si/sau in listele de lucru;
A documenteaza listele de lucru;

4 distribuie probele pe departamente.
Sursele de erori la etapa pre-analitica:

4 neidentificarea corecta a pacientului

4 neidentificarea corecta a probei

A date eronate in formularele de insotire
4 hemoliza, contaminarea probei

A devierea activitatii specifice a componentului cauzata de nerespectarea conditiilor de recoltare,
transportare si pastrare

1. ETAPA ANALITICA

Obiectivul de baza a controlului calitatii la etapa analitica este dirijarea calitatii analizelor
pentru asigurarea rezultatelor exacte si veridice.
Controlul calitatii sistemei analitice:

4 Utilizarea test-sistemelor cu caracteristice performante
4 Utilizarea utilajului metrologic testat

A Personal instruit

Monitorizarea calitatii investigatiilor:

4 Utilizarea materialelor de control cu valori predeterminate, dupa rezultatele carora poate fi
apreciata calitatea examinarilor efectuate si exactitatea rezultatelor obtinute.

Pentru implementarea controlului intern de calitate la etapa analitica sun necesare:

I. Material de control
Cerinte de organizare

Metode de control

Hw N

Reguli de apreciere
Material de control

A Caracteristici de calitate: stabil la pastrare, omogen la dilutie, valabil la t 2-8° C nu mai putin de | an,
dupa dilutie valabil timp de 4-8 ore la t 20-25° C, timpul de reconstituire - nu mai putin de 30 min,
comod si simplu in utilizare

4 preferabil de origine umana
4 cu valori predeterminate

A minimum 2 nivele de concentratii (normal si patologic)
Cerintele in organizarea Controlului Intern de Calitate:

A testarea materialelor de control trebuie sa fie inclus in regimul obisnuit de lucry;
A4 testarea materialelor de control se va efectua de persoana care infaptuieste zilnic metoda de cercetare;

A materialele de control se vor testa prin aceleasi metode de cercetare care sunt utilizate in laborator
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pentru investigarea probelor biologice;

4 laboratorul va fi asigurat cu materiale pentru controlul zilnica in cantitate suficienta.

METODELE CONTROLULUI INTERN DE CALITATE

Metode cu aplicarea materialelor de control
4 Hartilor de control
4 Criteriilor Westgard

Metode cu aplicarea rezultatelor pacientilor
Probelor paralele

Prin amestec

Prin adaus

Mediei normale

Compararea metodelor

A A A AMNANA

Delta control

Strategia controlului statistic:

|. Stabilirea limitelor de control:

4 testarea materialului de control in cateva serii (preferabil nu mai putin de 20 de valori);
4 aprecierea limitelor de control prin calcularea: mediei Xm; £DS; CV

Xm=) Xi_
n
DS=#++Y (Xi—Xm)2/n- |

CV (%)= _DS_ 100
X
Unde: Xm - media valorilor determinate
n - numarul de determinari
> Xi - suma valorilor determinate
DS - deviatia standard

CV - coeficientul de variatie

Limita controlului nu poate fi mai mare de Xm * 3DS
Dupa ce sunt efectuate calculele rezultatele se pot reprezenta pe Harta Levey — Jennings.
Regulile Westgard (6 reguli)

| :un rezultat al unui singur nivel de control se situeazd dincolo de inedie t+ 2DS
Este un semnal de alarma care imune analiza si a altora rezultate si reguli. In absenta altor

semnale de alarma, nu se impune rejectarea controlului si a rezultatelor pacientilor. Este un in-
dice de eroare intamplatoare.

|, :un singur rezultat se situeazd dincolo de limitele + 3DS

Semnifica o eroare intamplatoare, dar poate sa fie inceputul unei erori sistematice grave.
2, :doud rezultate consecutive se situeazd dincolo de medie + 2DS

Semnifica o inceputul unei erori sau prezenta unei erori sistematice care afecteaza curba.

98

INSTRUCTIUNI METODICE



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALEB, CsiD

N

R, : un rezultat dincolo de medie + 2DS, celdlalt dincolo de medie — 3DS
Deci, o diferenta de 4 DS, semnifica eroare intamplatoare.

4, : patru rezultate consecutive dincolo de | DS

Semnifica eroare sistematica. Se disting 2 situatii:

A cand ambele nivele de control se situeaza de 2 ori consecutiv, pe aceiasi parte a mediei, dincolo de | DS

A cand cel putin un nivel de control se situeaza de 4 ori consecutiv, de aceiasi parte a mediei, dincolo
de | DS
10, : 10 rezultate de aceiasi parte a mediei, indiferent de dimensiunea deviatiei
Semnifica eroare sistematica. Se disting 2 situatii:

A cand ambele nivele de control se situeaza de 5 ori consecutiv de aceiasi parte a mediei

A cand cel putin un nivel de control se situeaza de |0 ori consecutiv pe aceiasi parte a mediei.

Oricare din situatiile I, 2, R, 4 . 10, semnifica rezultate inacceptabile pen-
tru controlul intern si impun rejectarea seriei de analize. Analizele pacientilor se
refac dupa ce sunt inlaturate cauzele ce au generat erori si recontrolarea s-a dove-
dit acceptabila.

Sursele si tipurile de erori analitice:

Erori grave:

s-au incurcat reagentii

s-a omis sau exclus unul din reagenti
deteriorarea, afectarea neprevazuta a aparatajului
deconectarea neprevazuta a sursei de energie

un reagent necalitativ din completul test-sistemei
Erori intamplatoare:

erori la pipetare

instabilitatea functionarii aparatajului

instabilitatea a parametrilor de calitate a test-sistemelor

a.

4

4

4

4

4

b

4

A4 erori de oboseala, neatentie
4

4

a. Erori sistematice:

4 nerespectarea sistematica a etapelor procesului tehnologic de investigare
4 eroare permanenta la calcularea rezultatelor

A afectarea curbei de calibrare in urma instabilitatii functionarii aparatajului
4 afectarea curbei de calibrare in urma utilizarii calibratorilor necalitativi

4

aplicarea unui lot de test-sisteme necalitative

I1l. ETAPA POST-ANALITICA

Forma de eliberare a rezultatelor.

2. Obtinerea rezultatelor in interval de timp optimal si informarea specialistilor.
3. Interpretarea corecta a rezultatelor.
4

. Utilizarea adecvata a rezultatelor (diagnosticare sau monitorizare).
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6. CERINTE DE SECURITATE BIOLOGICA PENTRU LABO-
RATOARE MEDICALE

Laboratory biosafety manual. Third edition. World Health Orgaizations. Geneva 2004

Toate laboratoarele medicale trebuie concepute conform unui nivel de biosiguranta 2 sau mai
mare. Deoarece nici un laborator nu are un control complet asupra probelor pe care le primeste,
personalul din laborator poate fi expus la microorganisme din grupuri de risc superioare celor
anticipate. Aceasta posibilitate trebuie luata in considerare cand se elaboreaza planurile si politi-
cile de biosiguranta. De regula, precautiile standard trebuie adoptate si aplicate intotdeauna.

6.1. CODUL DE PRACTICI

Acest cod este o lista a celor mai importante practici si proceduri de laborator care stau la
baza practicilor microbiologice corecte (good microbiological techniques = GMT).1n multe
laboratoare si programe nationale in care acestea participa, acest cod se poate utiliza pentru ela-
borarea de reguli si proceduri scrise pentru efectuarea in siguranta a operatiunilor in laborator.

Fiecare laborator trebuie sa adopte un manual de siguranta sau de operatiuni care sa identi-
fice pericolele cunoscute sau potentiale precum si procedurile si practicile specifice pentru eli-
minarea sau reducerea la minimum a acestor pericole. GMT sunt fundamentale pentru siguranta
activitatilor de laborator. Echipamentul special de laborator este un element suplimentar, care
nu va putea insa niciodata sa inlocuiasca aplicarea procedurilor corecte. Cele mai importante
concepte sunt enumerate mai jos.

Accesul

I. Sigla internationala de avertizare si inscriptia «Pericol biologic» trebuie sa fie afisate pe usile

incaperilor unde sunt manipulate microorganisme apartinand grupului de risc 2 sau mai mare.

Numai persoanele autorizate vor fi lasate sa intre in zonele de lucru ale laboratorului.
Usile laboratorului trebuie sa stea inchise.
Copiii nu trebuie autorizati sau lasati sa intre in zonele de lucru ale laboratorului.

Accesul in biobaze trebuie sa se faca numai pe baza unei autorizatii speciale.

oA W N

Nu se admite accesul altor animale in afara celor folosite pentru activitatile de laborator
Protectla individuala a personalului

|. Salopetele de laborator, halatele sau uniformele trebuie purtate tot timpul cat se lucreaza in laborator.

2. Manusi corespunzitoare de protectie trebuie purtate in timpul tuturor procedurilor care pot implica
contactul direct sau accidental cu sange, cu alte umori sau fluide ale organismului, cu alte materiale
potential infectioase sau cu animale infectate. Dupa utilizare, manusile se scot aseptic si se spala
mainile.

3. Personalul trebuie sa se spele pe maini dupa manipularea materialelor infectioase si a animalelor
infectate si inainte de parasirea zonei de lucru a laboratorului.

4. Ochelarii de protectie, ecranele de protectie faciala sau alte dispozitive de protectie trebuie purtate ori
de cate ori este necesara protectia ochilor si a fetei de stropi si surse artificiale de radiatii ultraviolete.

5. Este interzisa purtarea imbracamintei protectoare de laborator in afara laboratorului, de exemplu in
cantine, camere de oficiu, biblioteci, toalete, etc.
Inciltimintea decupati in partea din fati (sandale) este improprie purtirii in laborator.

7. Consumul de alimente, bauturi, machiajul si manipularea lentilelor de contact sunt interzise in zonele
de lucru ale laboratorului.
Depozitarea de alimente sau bauturi oriunde in zona de lucru a laboratorului este interzisa.

9. Imbracdmintea si incaltimintea de protectie ce a fost utilizatd in laborator nu trebuie sa fie
depozitata in aceleasi dulapuri cu imbracamintea si incaltdmintea de strada.

100 INSTRUCTIUNI METODICE



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALEB, CsiD

N

Procedurile

[
2.

Pipetarea cu gura este strict interzisa.

Nici un material nu trebuie dus la gura. Etichetele nu trebuie umectate cu limba nainte de lipire.

3. Toate procedurile tehnice trebuie efectuate intr-un mod care sa reduca la minimum

formarea de aerosoli si picaturi.

Folosirea acelor si seringilor hipodermice trebuie limitata. Ele nu trebuie folosite ca

substituente ale dispozitivelor de pipetare sau pentru oricare alta manopera ce nu

reprezinta injectii parenterale sau aspirarea de fluide de la animalele de laborator.

Toate stropirile accidentale si expunerile evidente sau posibile cu material infectios trebuie raportate
responsabilului laboratorului. Se va pastra o evidenta scrisa a acestor accidente si incidente.

Se va elabora si aplica o procedura scrisa pentru curatarea-inactivarea substantelor varsate.
Lichidele contaminate trebuie decontaminate (chimic sau fizic) inaintea evacuarii lor in reteaua de
canalizare. In functie de riscul evaluat se poate dezvolta un sistem de tratare a acestor lichide.

Documentele ce urmeaza a fi scoase din laborator trebuie sa fie protejate pe toata perioada cit se
afla in laborator, pentru a nu fi contaminate.

Zonele de lucru ale laboratorului

4.

5.

In laborator trebuie pastrata curatenia si ordinea, eliminandu-se toate materialele care nu sunt
necesare pentru munca desfasurata in laborator.

Suprafetele de lucru trebuie decontaminate dupa fiecare varsare de materiale potential
periculoase precum si la sfarsitul zilei de lucru.

Toate materialele contaminate, probele si culturile, trebuie decontaminate inainte de a fi indepartate
sau curatate pentru refolosire.

Ambalarea si transportul trebuie sa respecte reglementarile nationale si/sau internationale in vigoare.

Ferestrele ce pot fi deschise trebuie prevazute cu plase/ecrane pentru insecte.

Managementul biosigurantei

Seful de laborator (persoana care poarta in mod direct responsabilitatea laboratorului) are obligatia
sa asigure elaborarea si adoptarea unui plan de management al biosigurantei si ale unui manual de
siguranta si operatiuni.

Responsabilul cu activitatea laboratorului (subordonat sefului laboratorului) trebuie sa asigure
instruirea periodica a personalului laboratorului in domeniul sigurantei.

Personalul trebuie avertizat asupra pericolelor speciale si are obligatia sa citeasca manualul de
siguranta si operatiuni si sa respecte procedurile si practicile standard. Responsabilul laboratorului
trebuie sa se asigure ca toti membrii personalului si-au Tnsusit aceste reguli. O copie a manualului de
siguranta si operatiuni trebuie sa existe permanent in laborator pentru a putea fi consultata in orice
moment.

Trebuie sa existe un program de dezinsectie si deratizare.

Trebuie asigurate, in caz de necesitate, pentru toti membrii personalului, o evaluare medicala
adecvata, supraveghere si tratament, i trebuie tinute evidente medicale adecvate.
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6.2. ECHIPAMENTELE DE LABORATOR

Impreuni cu procedurile si practicile corecte, utilizarea echipamentelor de siguranta con-
tribuie la reducerea riscului. Acest capitol trateaza principiile de baza legate de echipamentele
utilizate in toate laboratoarele, indiferent de nivelul de biosiguranta. Exigentele legate de echi-
pamentul de laborator pentru nivelele superioare de biosiguranta sunt tratate in capitolele
respective.

Seful de laborator are obligatia ca, dupa consultarea cu responsabilul cu biosiguranta si co-
lectivul de siguranta, sa asigure ca echipamentul adecvat sa fie procurat si folosit corespunzator.
Echipamentul va fi ales luand in considerare cateva principii generale, de exemplu:

|. Sa fie conceput astfel incat sa previna sau sa limiteze contactul dintre operator si

materialul infectios

2. $Sa fie confectionat din materiale impermeabile la lichide, rezistente la coroziune si

corespunzatoare ca structura.
3. Sa fie confectionat astfel incat sa nu aiba asperitati, margini ascutite si parti mobile
neprotejate

4. $Sa fie proiectat, construit si instalat pentru a facilita operarea simpla si intretinerea,
curatarea, decontaminarea si testarea in vederea certificarii; ori de cate ori este posibil, seva evita
utilizarea sticlariei i a altor materiale casante.

5. Este util sa se consulte in detaliu documentatia privind performantele si specificatiile de constructie

ale echipamentelor pentru a dobandi convingerea ca prezinta caracteristicile de siguranta necesare.

Echipamente esentiale pentru asigurarea biosigurantei

|. Dispozitive de pipetare, pentru a evita pipetarea cu gura. Sunt disponibile diverse modele.

2. Hotele de biosiguranta, ce trebuie folosite ori de cite ori se manipuleaza materiale infectioase;
aceste materiale pot fi centrifugate in spatiul
deschis al laboratorului daca se folosesc cupe de centrifuga cu dispozitiv de securizare si daca sunt
introduse si descarcate intr-o hotd de biosiguranta exista risc crescut de infectii aerogene se folosesc
proceduri cu potential ridicat de producere de aerosoli: centrifugarea, mojararea, sectionarea,
agitarea sau mixarea viguroasa, dezintegrarea sonica, deschiderea containerelor cu material infectios
cu presiune interna diferita de presiunea ambianta, inocularea intranazala a animalelor si recoltarea
de tesuturi infectate de la animale si ous, etc.

3. Anse de transfer de unica folosinta din plastic. Alternativ, in scopul reducerii producerii de aerosoli,
in interiorul hotei de biosiguranta se pot folosi incineratoare electrice in scopul reducerii producerii
de aerosol.

4. Tuburi si flacoane cu capace prevazute cu filet.
5. Autoclave sau alte mijloace folosite pentru decontaminarea materialului infectios

6. Pipete Pasteur de unica folosinta din plastic, ori de cate ori este posibil, evitand utilizarea celor din
sticla

7. Echipamentele precum autoclavele si hotele de biosiguranta trebuie validate cu metode adecvate
inainte de a fi introduse in uz.Acestea trebuie recertificate la intervale regulate de timp, in acord cu
instructiunile producatorului.
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6.3. MANIPULAREA DESEURILOR

Se considera deseuri toate materialele care se arunca.

in laboratoare, in desfasurarea activitatii cotidiene, decontaminarea deseurilor si eliminarea
finala a acestora sunt strans legate. Un numar foarte mic de materiale contaminate necesita
indepartarea efectiva din laborator sau distrugerea. Majoritatea sticlariei, instrumentelor si ar-
ticolelor de imbracaminte sunt refolosite sau reciclate. Principiul general ce trebuie sa functi-
oneze este ca toate materialele infectioase vor fi decontaminate, autoclavate sau incinerate in
laborator.

Principalele probleme care se pun, inainte de eliminarea oricarui obiect sau material din
laboratoarele ce lucreaza cu microorganisme potential infectioase sau tesuturi de la animale,
sunt:

I. Au fost obiectele sau materialele respective eficient decontaminate sau dezinfectate printr-o
procedura autorizata.
2. Daca nu, au fost ele ambalate intr-un mod autorizat pentru incinerare imediata la fata locului sau
pentru transfer intr-o alta locatie cu posibilitati de incinerare.
3. Aruncarea obiectelor sau materialelor decontaminate implica eventual alte pericole
aditionale, biologice sau de alt tip, pentru cei care indeplinesc procedurile de eliminare sau care ar
putea veni in contact cu obiectele eliminate in afara perimetrului respectiv.
Decontaminarea
Autoclavarea cu abur este metoda de electie pentru toate procesele de decontaminare.
Materialele care urmeaza sa fie decontaminate si eliminate vor fi puse in containere adecvate
(ex. saci din plastic autoclavabil, cu coduri de culori care indica destinatia continutului acestora
pentru autoclavare si/sau incinerare). Pot fi luate in consideratie si metode alternative doar daca
acestea indeparteaza si/sau omoara microorganismele.
Procedurile de manipulare si eliminare a materialelor contaminate si a deseu-
rilor
Trebuie adoptat un sistem de identificare si de separare a materialelor infectioase si a con-
tainerelor respective. Vor fi obligatoriu respectate reglementarile nationale si international in
domeniu. Categoriile care se includ sunt urmatoarele:
I. Deseurile necontaminate (neinfectioase) care pot fi refolosite, reciclate sau eliminate ca deseuri
generale sau menajere
2. Obiectele ascutite (taietoare-intepatoare) contaminate (ex.ace hipodermice, bisturie, cutite si
cioburi de sticla); acestea vor fi intotdeauna colectate in containere rezistente la intepare-taiere,
prevazute cu capace §i vor fi tratate ca infectioase.

3. Materialul contaminat destinat decontaminarii prin autoclavare urmata de spalare si
refolosire sau reciclare.

4. Materialul contaminat destinat autoclavarii si eliminarii.

5. Materialul contaminat destinat incinerarii directe.

Obiectele ascutite

Dupa utilizare, acele hipodermice nu trebuie reacoperite, taiate sau detasate din seringile de
unica folosinta. Intregul ansamblu trebuie plasat in containerul pentru obiecte ascutite. Seringile
de unica folosinta, folosite separat sau cu ace, trebuie plasate in containere si incinerate, cu au-
toclavare prealabila daca este necesar.

Containerele pentru obiecte ascutite (taietoare-intepatoare) trebuie sa fie rezistente la inte-
pare-taiere si nu trebuie umplute la capacitatea maxima. Cand sunt umplute pe 3/4, aceste con-
tainere trebuie plasate in containere pentru “deseuri infectioase” si incinerate, cu autoclavare
prealabila daca practica laboratorului o necesita. Containerele pentru obiecte taietoare-intepa-
toare nu trebuie aruncate in mediul inconjurator.
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ANEXA
ALGORITMUL DETESTARE A HEPATITELORVIRALE

(recomandari CDC, OMS)

IMPORTANTA DETERMINARII
MARKERILOR HEPATITELORVIRALE

EVALUAREA
DIAGNOSTIC PROGNOSTIC DETERMINAREA EFICACITZ\TII

STADIEI MALADIEI TRATAMENTULUI

STABILIREA APRECIEREA DETERMINAREA @ DETERMINAREA
INDICATIILOR NIVELULUI DE GRAVITATII RASPANDIRII
PENTRU IMUNITATE MALADIEI MALADIEI
VACCINARE
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I.ALGORITMUL DE TESTARE PENTRU HEPATITA ACUTA

INDICATII PENTRU TESTARE
Debut acut cu:
A Febra
A Icter

4 Anorexie

4 Urina bruna

TESTATI:
4 1gM VHA 4 anti -VHC
4 anti- HBc IgM 4 AgHBs si confirmarea lui

4 AgHBs +
4 Anti HBc IgM +

Lipsa virusurilor
hepatice

Hepatita C virala acuta
(vezi algoritmul de
testare pt hepatita C)

Hepatita B virala
acuta (vezi algoritmul
de testare pt hepatita B)

Hepatita A virala
acuta

Testati pentru alte maladii
Hepatitele autoimune
Hepatitele toxice
Maladii hepatice induse de alcool
Steatoza hepatica non-alcoolica
Alte hepatite virale
Epstein Barr
Cytomegalovirus
Enterovirus
Hepatita E in zonele endemice
Altele
Maladii granulomatoase
Tuberculoza
Sarcoidoza
Ischemice
Ereditare
Boala Wilson
Hemocromatoza

Deficienta o-|-antitripsinei

\

~

J

2.ALGORITMUL DE TESTARE PENTRU HEPATITA CRONICA

INDICATII PENTRU TESTARE
Suspectie pentru hepatita cronica
4 Cresteri moderate de transaminaze

4 In anamneza - transfuzii de singe si/sau produse sanguine

4 Hemofilia

4 anti-VHC +

l

4 anti-HBc IgM +
4 AgHBs +

Vezi algoritmul
de testare pentru

hepatita virala C hepatita

|
( (

Vezi algoritmul
de testare pentru

virala B
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3.ALGORITMUL DE TESTARE PENTRU HEPATITAVIRALA B

INDICATII PENTRU TESTARE
Infectie acuta

Debut acut cu:

4 Icter

4 Simptome pseudogripale

Testare
AgHBs
Anti-HBc IgM
anti- VHD (doar in infectie cu VHB)

AgHBs +
anti HBc IgM +

HEPATITA BACUTA

v

Repetati testul peste 4-6 spt.

]
J

AgHBs +

anti HBc IgM - narea probelor

Posibil infectie cronic
cuVHB sau contami-

AgHBs -

anti HBc IgM +
narea probelor

Posibil infectie cronic
cuVHB sau contami-

3

3

Repetati testul peste 4-6 spt. ]

K

AgHBs -
anti HBc IgM -

Hepatite autoimune
Hepatite toxice

Alte hepatite virale
Epstein Barr
Cytomegalovirus
Enterovirus

Altele

Maladii granulomatoase
Tuberculoza
Sarcoidoza

Ischemice

Ereditare
Boala Wilson
Hemocromatosa

-

Testati pentru alte maladii

Maladii hepatice induse de alcool
Steatoza hepatica non-alcoolicd

Hepatita E in zone endemice

Deficienta a-|-antitripsinei

INDICATII PENTRU TESTARE
Infectie cronica
4 Cresteri moderate de
transaminaze (ALT/AST)
(Posibil in anamneza semne de hepatita)

Testare
AgHBs
anti-HBc total
anti-HBs

AgHBs +
anti HBc +
Anti-HBs -

HEPATITA B CRONICA

v

Repetati testul la 4-6 spt.

Pentru monitorizarea terapiei
antivirale, testati: ADN VHB,

AgHBs, anti-HBs, AgHBe si anti-HBe.

/A posibil anti-HBc fals )
sau infectie cronica cu
VHB;

A testatiADN
—VHB si/sau efectuati
vaccinarea cu testarea

\_ serologica Y,
Repetati testul la 4-6 spt.

Pentru monitorizarea terapiei
antivirale, testati: ADN VHB,

AgHBs, anti-HBs, AgHBe si anti-HBe.

AgHBs -
anti HBc +
Anti-HBs -

Vindecare dupa
infectia cuVHB
suportata

AgHB:s -
anti HBc +
Anti-HBs +

AgHBs -
anti HBc -
Anti-HBs +

dupa vaccinarea
contraVHB

Raspuns serologic ]
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4.ALGORITMUL DETESTARE A PERSOANELOR CU AgHBs POZITIV

AgHBs +

AgHBe -
ALT valori normale

AgHBe +
ALT valori normale

Anual testati
4 probele ficatului

4 o - fetoproteina

La 3-6 luni testati
4 probele ficatului
4 AgHBe

4 o - fetoproteina

Seroconversia

AgHBe (anti-HBe)

\A

4

ALT - valori crescute

AgHBe +
ALT valori crescute

Anual testati
4 probele ficatului

4 o- fetoproteina

\ /

Observare continua la medicul
de familie cu atentie sporita la

afectiunile comorbide

K

Investigatii suplimentare:

4 Examinarea ultrasonografica

4 o —fetoproteina

4 ADN-VHB

4 Biopsia ficatului (daca probele
clinice, biochimice si/sau radiologice
presupun semne de ciroza)

4 Se necesita aplicarea
tratamentului cu interferon sau
analogii de nucleozide

INSTRUCTIUNI METODICE I'1'1



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALE B, CsiD L/
5.ALGORITMUL DE TESTARE PENTRU HEPATITAVIRALA C
INDICATII PENTRU TESTARE
conform algoritmului de testare
a hepatitei acute
4 Anti-VHC pozitiv (ELISA)
C anti-VHC titru inalt ) ‘ C anti-VHC titru slab )
ARNVHC anti - VHC
PCR Real-Time Cantitativ RIBA test
(pozitiv sau nedeterminat) C negativ )
anti -VHC ARNVHC 4 nu afost
RIBA test PCR Real-Time infectat
Cantitativ niciodata;
| | 4 posibil fals
C negativ ) @edetermina’D( pozitiv ) ‘ pozitiv
¢ ¢ ¢ 4 infectat 4 infectat, dar

4 nu afost 4 posibil 4 infectat,
infectat infectat, dar in
niciodati; darin recuperare

recuperare

recent in recuperare

Infectie cronica

cuVHC

4 posibil fals
pozitiv

4 GenotipareaVHC
PCR & Secventiere
4 Biopsia hepatica

Tratament antiviral

Monitorizarea tratamentului
4 ARNVHC
PCR Real-Time

Sfarsitul tratamentului
4 ARNVHC
PCR Real-Time

112 INSTRUCTIUNI METODICE



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL HEPATITELOR VIRALE B, CsiD

N

6.ALGORITMUL DE TESTARE PENTRU HEPATITA VIRALA D

INDICATII PENTRU TESTARE

4 Semne si simptome a hepatitei acute

A |nfectia hepatica cronica cu VHB confirmata cu
agravare brusca

Infectia hepatica cu VHB confirmata

Suspectie sigura pentru VHD

4 antiVHD

( pozitiv ) ( negativ )

4 AgVHD (ELISA)
4 1gM anti-VHD (ELISA)

Testati pentru alte maladii
Hepatitele autoimune
Hepatitele toxice

Maladii hepatice induse de alcool

¢ Steatoza hepatica non-alcoolica

Alte hepatite virale
Ag + Ag +

Epstein Barr
IgM + IgM -

Cytomegalovirus

Enterovirus

; < . S ) . } Hepatiata E in zonele
Infectie acuta |Infectie cronica| Infectie acuta, Infectie cu endemice
cuVHD cuVHD posibil in VHD in Altele

recuperare recuperare

Maladii granulomatoase
Tuberculoza
Sarcoidoza

Ischemice

Ereditare
Boala Wilson
Hemocromatoza

Deficienta - -antitripsinei
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