Summary

New possibilities for diagnosis in
acute viral hepatisis C

Hepatitis C virus is a major public
health problem. The study included
35 patients hospitalized with acute
HCVin CHID “Toma Ciorba”. The
diagnosis was confirmed based on
clinical, biochemical, presence of
markers: IgM and antiHCYV, antiH-
CVsum and viral markers and exclu-
sion in HAV, HBD, HVD. In these
patiens were investigated anti-HCV
range (anti-HCV antibodies to de-
termine appropriate structural and
nonstructural proteins) by ELISA.
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Pe3zome

Hoevie 603morcnocmu ona oua-
CHOCHUKU OCMPO20 BUDPYCHOZ0
2enamuma C

Bupycuvui ecenamum C sensemcs
OCHOBHOU NpobeMOoll 06ujecmaeH-
HO20 30pasooxpaneHnus. B ucciedo-
saHue OvLIU BKII0YEHbl 35 OONbHDBIX,
20CNUMANUSUPOBAHHBIX C OCHIPLIM
ecenamumom C 6 PUKE «Toma Yop-
09». [Tuazros 6wl noOmeepcOeH Ha
OCHOBAHUU KAUHUYECKUX OAHHBIX,
OUOXUMUYECKUX UCCTe008aAHUU U
Mmapxepos: aumu-HCVeym u anmu-
HCV IgM u ucknrouenus HAV, HBV,
HVD. Buvin uccnedosan ouanasou
anmu-HCV (aumu-HCV-aumumen
0n1s onpedenenus COOMEemcmayro-
WUX CIMpPYKMYpPHbIX U HeCMpPYKmyp-
Hbix 6enxog) ¢ nomouvio UDA.

Kniouesvie cnoea: ocmpuiii éupyc-
noti cenamum C, ouaznos.
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Actualitatea temei

Hepatita virala cu virusul C este o problema majora de sanatate
publica. S-a constatat ca la 80% din cei care au contractat virusul C,
maladia evolueaza in forma asimptomatica, nemanifesta. Genomul
VHCinclude ARN, proteina C, proteinele E1, E2/NS1 (ale anvelopei sau
structurale) si proteinele nestructurale: NS2, NS3, NS4 si NS5. Gena C
codeazd capsida, iar genele E1, E2 si NS1 - invelisul lipidic al virusului.
NS2 secreta proteaza, NS3 — helicaza si proteaza, iar NS5 RNA - po-
limeraza, DNA dependenta. Proteinele NS2-NS5 au rol in replicarea
virala [2].

La ora actuala diagnosticarea HVC acute este dificila, dat fiind
faptul ca formele acute au o manifestare, de cele mai dese ori, sub-
clinica si mai rar si simptomatica (Consensus SUA, 10-12 iunie 2002),
unul dintre indicii timpurii fiind cresterea ALAT [1, 3, 5, 8, 9]. Virusul
hepatic C este predispus la persistenta indelungata in organism, ceea
ce determind o evolutie cronica si asimptomatica a infectiei. Zang S. si
Farci P. [4] presupun ca motivul acestei persistente este variabilitatea
antigenetica a virusului, in urma careia agentul patogen evita raspunsul
imunitatii umorale. Mai avantajoase sunt modificdrile epitopilor, situate
in proteinele structurale, core (E1 si E2) [7].

Examenul serologic evidentiaza anticorpi specifici virali, care sunt
capturati pe proteinele recombinate ale VHC. Seroconversia apare dupa
7-31 de saptamani de la infectarea prin transfuzii de sange (,fereastra
imunologica”) sau la a 20-150-a zi (in medie a 50-a zi) ), anticorpii fiind
depistati prin teste ELISA (enzyme linked immunosorbent assay).

Pentru monitorizarea anticorpilor anti-VHC, este necesara cunoas-
terea capacitatiiimunogene a antigenelor virale.Imunogenitatea este
dominata la gp 70 (produsa de E2/NS1), folosita pentru genotiparea
VHC, sau este nespecifica pentru NS5 (polimeraza), gp 31(E1) si NS2.

Pentru diagnosticul formelor asimptomatice este necesara
evidentierea anticorpilor fata de antigenii: core (anti-HCV core IgM
si IgG), nestructurali (anti-HCV NS3, NS4, NS5) si de invelis (anti-HCV
envelope) [6].

Se considerd ca mai intai se evidentiaza anticorpi fata de antigenii
core si NS2-NS3, anti-VHC fatd de antigenul NS4; in formele acute nu
se detecteaza. Pentru evitarea unor rezultate fals-pozitive (dupa ad-
ministrarea de sange, care contine anticorpi anti-HCV) se efectueaza
testul de confirmare RIBA de generatia lll, cu antigeni recombinati
NS3, C100 si NS5.

Pana in prezent, in Republica Moldova n-au fost efectuate studii
in scopul evidentierii anti-HCV fata de antigenii recombinati (protei-
nele structurale si nestructurale). in studiul actual noi ne-am propus
sa efectudm investigatiile mentionate in scopul diagnosticarii timpurii
si prognosticul acestei maladii.

Materiale si metode

Studiul a cuprins in total 35 de bolnavi cu HVC acuta, internatiin
IMSP SCBI Toma Ciorbd. Diagnosticul a fost confirmat in baza datelor
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clinice, biochimice (bilirubina, AIAT, proba cu timol,
protrombina etc.), investigate prin metode de ruting;
prezenta markerilor: anti-HCVsum. si anti-HCV IgM
si excluderea markerilor virali la HVA, HVB, HVD.
Markerii virali au fost decelati prin metoda imuno-
enzimatica (ELISA). La acesti pacienti s-a investigat
spectrul anti-HCV (determinarea anticorpilor anti-
VHC corespunzatori proteinelor structurale si ne-
structurale) prin metoda ELISA.

Rezultate si discutii

Pentru prima data in Republica Moldova s-a
determinat spectrul anti-HCV (anticorpi fata de
proteinele structurale si nestructurale) la pacientii cu
HVC acuta. S-au investigat 35 de bolnavi la spectrul
anti-HCV, care confirma hepatita virala C acuta si o
excludea pe cea virala C cronica.

Spectrul anti-HCV la pacientii cu HVC acutd la spitalizare si
peste 6 luni de la externare a convalescentilor

Spectrul | __La spitalizare (n=35) Peste 6 luni (n=35)
ot [ | Dot T [ [ Dot T
El 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
E2(NS1)| 26 |1,448+0,10| 74,2 | 18 | 1,559+0,18 | 51,4
NS2 28 |1,422+0,09 | 80,0 | 24 | 1,541+0,15 | 68,6
NS3A 27 |1,434+0,09 | 77,1 | 20 | 1,520+0,16 | 57,1
NS3B 22 |1,423+0,11 | 62,8 | 12 | 1,795+0,23 | 34,3
NS4A 1,057+£0,14 | 11,4 | 8 | 1,266+0,27 | 22,8
NS4B 0,784+0,12 | 11,4 | 8 | 1,172+0,25 | 22,8
NS5 0,0 0,0 5 |0,815+0,16 | 14,3

Din tabel reiese ca in primele 2 saptamani de
boala (la spitalizare), la 80,0% din pacientii investigati
la spectrul anti-HCV fata de proteinele structurale
si nestructurale (preponderent anti-NS1-NS3B), se
confirma hepatita virala C acuta, iar peste 6 luni au
aparut anticorpi in secventele anti-NS4A-NS5 si a
crescut titrul in secventele NS1-NS3B, ceea ce sem-
nifica o evolutie spre cronicizare si confirma datele
din literatura ca primii anticorpi apar in secventele
NS1-NS3B, iar in NS4A-NS5 mai tarziu. Tot acesti
pacienti au fost investigati la anti-HVC IgM, dintre
care pozitiv a fostla 20(57,1%), de 1,4 ori mairar fata
de spectrul anti-HCV. Anti-NS3A+B poate apdrea de
unul singur in infectia acuta cu VHC. La pacientii la
care procesul infectios a avut o evolutie favorabild
spre vindecare anti-NS4A+B si anti-NS5 nu s-a for-
mat, iar titrul anti-NS1-NS3B a fost in descrestere sau
a lipsit. Anti-NS3A+B poate aparea de unul singur
in infectia acuta cu VHC. Prezenta anticorpilor in
regiunea NS4A+B in titre mai mari peste 6 luni de
la externarea convalescentilor, fatd de titrele de la
debutul maladiei, semnifica formarea unui proces
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cronic infectios (vezi tabelul). Absenta anti-NS5 la
debutul maladiei si prezenta lui dupa 6 luni de la
externarea convalescentilor semnifica un prognostic
nefavorabil, o evolutie spre cronicizare.

La pacientii cu evolutie favorabild densitatea
optica in RIE s-a micsorat sau a rdmas aceeasi, iar la
cei cu evolutie aciclica sau nefavorabila densitatea
optica a crescut in anti-NS4A (1,266+0,27) la 28,8%
siaaparutinanti-NS5 (0,815+0,16) la 14,3% pacienti.
Printre cei 8 (22,8%) convalescenti cu evolutie spre
cronicizare, manifestari clinice au fost prezente la 3
(8,6%) bolnavi (slabiciune generala, oboseald), la 5
(14,3%) - hepatomegalie sila 4 (11,4%) - splenome-
galie moderata, iar activitatea ALAT era crescutd pana
la 3,5+£0,40 mmol/h/1. Cei 27 (77,2%) de convalescenti
cu evolutie favorabild, peste 6 luni de la externarea
din clinicd nu prezentau nici o manifestare clinica,
iar ALAT era in limitele normale.

Prezentam 2 exemple care ilustreaza posibili-
tatile aplicarii practice a criteriilor de diagnostic al
HVC acute.

Exemplul 1. Bolnava S.V., 55 de ani, nr. fisei
1780/4942, internata la 23.04.2005, in a 7-a zi de
boala, cu diagnosticul de hepatita virala acuta. S-a
fmbolnavit acut, cu astenie fizica, dureri in regiu-
nea epigastrica si hipocondrul drept, artralgii. La
22.04.2005 a aparut urina hipercroma si scaun aholic.
La 23.04.2005 a observat icterul slerotegumentar si
s-a adresat la SRCS si a fost internatd cu suspectie la
colecistopancreatita acutd. A fost investigat ALAT-
590 (N-0-42 Un), proba cu timol (2,8 Un) siindrumata
la IMSP SCBI T. Ciorbd. in octombrie-noiembrie 2004
pacienta fsi trateaza dintii, iar in luna martie 2005
primeste multiple perfuzii intravenoase, injectii
intramusculare. Tn momentul internarii: starea
generala — grava, tegumentele icterice, afebrila;
datele sistemelor respirator si cardiovascular — in
limitele normei. Abdomenul moale, dureros la pal-
pare in regiunea proiectiei vezicii biliare si regiunea
epigastrica. Ficatul depasea rebordul costal cu 2-3
cm, sensibil la palpare. Splina -1 cm. La a 9-a zi de
boala: bilirubina totala — 86,4 mkmol/I (directd — 67,2
mkmol/l), ALAT - 8,95 mmol/I/h, proba cu timol -
5,1 Un, indicele protrombinic - 80%. La a 18-a zi
de boala icterul a crescut: bilirubina totala - 158,4
mkmol/I (directa - 112,8 mkmol/l), a aparut pruritul
cutanat. Examenul serologic: anti-HCVsumar - nega-
tiv, anti-HCV IgM - negativ, PCR ARN-HCV - pozitiv
(16.05.2005), HBsAg — negativ, anti-HBc sum. - nega-
tiv, anti-HBc IgM — negativ, anti-HAV IgM - negativ.
In spectrul anti-HCV: E1 - negativ; E2(NS1) - pozitiv
(0,680/0,310); NS2 - pozitiv (0,600/0,310); NS3A - po-
zitiv (1,20/0,320); NS3B - pozitiv (1,00/0,320); NS4A -
negativ; NS4B - negativ; NS5 - negativ. in baza date-
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lor clinice, epidemiologice si de laborator am stabilit
diagnosticul: hepatita virald C acutd, forma ictericd,
gravd. Tratamentul a inclus respectarea regimului
dietetic, perfuzii i/v cu sol. NaCl 0,9%; sol. glucosae
5%, sol. hepasol A, vit. C 10%, riboxina 2%. Starea
pacientei s-a ameliorat putin. De pe 23.05.2005 i se
administreaza pegasys 180 mcg/saptamana si tab.
copegus 600 mg X 2 ori/zi timp de 3 luni.

La externare starea pacientei era satisfacatoa-
re, hepatomegalie (+2 cm), bilirubina totala - 38,4
mkmol/I, ALAT - 2,18 mmol/I/h, proba cu timol - 4,4
Un. La examinarea ulterioara peste 3 luni de la ex-
ternare: starea generala - satisfacatoare, bilirubina
totala - 19,2 mkmol/l, ALAT - 0,23 mmol/I/h, proba cu
timol -2,8 Un, PCR ARN-HCV - negativ. La examinare
peste 6 luni dupa externare: starea generald — satisfa-
catoare, ficatul la nivelul rebordului costal, bilirubina
totala — 16,8 mkmol/I; ALAT - 0,35 mmol/h/|, proba
cu timol - 4,8 Un, PCR ARN-VHC - negativ, anti-HCV
sumar - suspect; anti-HCV IgM - negativ; spectrul
anti-HCV: totul negativ. La examinare peste 1 an:
starea generala — satisfacatoare, ficatul si splina nu
se palpeaza, bilirubina totala — 12,6 mkmol/I; ALAT
- 0,28 mmol/h/l, proba cu timol - 2,6 U; ARN-VHC
- negativ.

Exemplul 2. Pacientul T.S., 44 de ani, nr. fisei
531/1506, internat la 03.02.2005, in a 14-a zi de
boald, cu diagnostic de hepatita virala C acuta.
S-a imbolnavit lent, cu astenie fizicd, fatigabilitate,
inapetenta, tuse uscata, dureriin hipocondrul drept,
prurit cutanat. Pe 1.02.05 a aparut urina hipercroma,
pe 2.02.05 a observaticterul tegumentelor, a aparut
pruritul cutanat. in luna decembrie s-a tratat in SCR
nr. 1 cu d-cul bronsitd obstructiva , unde a primit
multiple injectii. Mama a decedat de ciroza hepatica,
dar nu cunoaste etiologia. in momentul internarii:
starea generald — gravitate medie, tegumentele
icterice, afebril. Din partea sistemului respirator — in
plamani se ausculta respiratie aspra, raluri nu se
aud. Sistemul cardiovascular - in limite normale.
Abdomenul moale, sensibil la palpatie in regiunea
hipocondrului drept. Ficatul depdsea rebordul costal
cu +4-6 cm, semidur, sensibil, suprafata neteda. La
a 15-a zi de boala: bilirubina totala - 100,8 mkmol/I,
ALAT -7,87 mmol/I/h, proba cu timol - 6,8 Un, indice-
le protrombinic - 84,2%. Examenul serologic: HBsAg
- negativ, antiHCV sum. - pozitiv. Spectrul anti-HCV:
E1 - negativ; E2 (NS1) - pozitiv (1,058/0,310); NS2
- pozitiv (1,00/0,310); NS3A - pozitiv (1,385/0,320);
NS3B - pozitiv (1,200/0,320); NS4A — negativ; NS4B
- negativ; NS5 - negativ. in baza datelor clinice, epi-
demiologice si de laborator s-a stabilit diagnosticul
de: hepatitd virala C acuta, formaicterica, semigrava.
Tratamentul administrat: sol. NaCl 0,9%, sol. Glu-
cosae 5%, sol. riboxina 2%, revit, tab. ascorutina,

vitamine din grupul B. La externare: starea generala
- satisfacatoare, hepatomegalia — 3,5-4,0 cm, splina
la nivelul rebordului costal, bilirubina totala — 36,0
mkmol/l, ALAT - 1,30 mmol/I/h. La 3 luni de la exter-
nare: starea generala — satisfacdtoare, ficatul depasea
rebordul costal +3,0 cm, splina nu se palpa, ALAT
- 1,50 mmol/I/h. Peste 6 luni de la externare: starea
generald - satisfacatoare, ficatul — +3,0 cm si splina
+1 cm. ALAT - 2,18 mmol/I/h, proba cu timol - 6,0
un. PCR ARN-HCV - pozitiv; spectrul anti-HCV: E1 -
negativ; E2(NS1) - pozitiv (2,020/0,260); NS2 — pozitiv
(2,00/0,260); NS3A - pozitiv (2,628/0,270); NS3B - po-
zitiv (2,600/0,270); NS4A - pozitiv (2,266/0,280); NS4B
- pozitiv (2,200/0,280); NS5 - pozitiv (0,879/0,290).

Concluzii

1. Evolutia favorabila a HVC acute la pacientii

supravegheati peste 6 luni de la externarea
din clinica a fost confirmata prin absenta ARN-
VHCin serul sangvin la 75% si lipsa anticorpilor
NS4A-NS5 la 77% din bolnavi.

La pacienta din exemplul 1 pronosticul a fost
favorabil, cu evolutie spre vindecare, iar in
exemplul 2 — pronostic nefavorabil cu evolutie
spre cronicizare.

Determinarea spectrului anti-HCV si, in speci-
al, anti NS4 si anti-NS5 are importanta atat in
diagnosticul hepatitei virale C, cat si pentru
prognostic (evolutie spre cronicizare).

Bibliografie

1. Alter H.G., Mast E.E., Mayer L.A,, et. al., Hepatitis C, Inf.
Dis. Clin. North. Am., 1998; no. 12, p. 13-26

Carstea D., Ciutica . Infectia cu virusuri hepatice. Moda-
litati evolutive si posibilitati terapeutice. Cluj-Napoca,
2002, p.104-118.

Delic D., Nesic Z., Prostran M., Simonovic J., Svirtlih N.
Treatment of anicteric acute hepatitis C with peginter-
feron alpha-2a plus ribavirin. Vojnosanit Pregl. 2005;
no. 62(11), p. 865-868.

Farci P, Schimoda A., Coiana A. et al. The outcome
of acute hepatitis C predicted by evolution of the viral
quasispecies. Science, 2000; no. 288, p. 339-344.
Peters L., Lindhardt B.O., Acute hepatitis C virus infec-
tion-clinical manifestations, diagnosis and treatment.
Ugeskr Laeger. 2006; no. 168(42), p. 3601-3604.
Welbourn S., Pause A. The hepatitis C virus NS2/3 pro-
teaze. Curr Issues Biol., 2007; no. 9(1), p. 63-69.

Yuki N., Hayashi N., MoribeT. et al., Relation of disease
activity during chronic hepatitis C infection to complex-
ity of hypervariable region 1 guasispecies. Hepatology,
1997; no. 25, p. 439-446.

lfenamum C: koHceHcyc 2002. BupycHele 2enamumel.
JocmuxeHus u nepcnekmugbl. UHGOpPMaLMOHHbI
6tonneteHb N°2(15), 2002, C. 3-11.

JNo63uH 10.B. fenamum C. PykoBogcTBO Mo uHdpeKun-
OHHbIM 60ne3HaAm, CaHKT-TeTepbypr, DonnaHT, 2000,
. 337-340.

2.

50




