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Posibilitatea izolării unui agent filtrabil din produsele patologice ale 
bolnavilor de hepatită. folosind pentru cultivare celule hepatice de em
brion uman (1) a putut fi confirmată de noi in 1962 (2) fiind completată 
ulterior intr-o perioadă de peste 18 ani cu alte observaţii identice (3. 4. 5. 
18. 19). 

Utilizarea liniilor celulare Detroit-6 (V A) - linie hipertetarploidă -
(6). respectiv KB. ne-a permis să subliniem atit cultivabilitatea virusului 
A cit şi a celui B (7, 8). mentionind aspectul deosebit. puţin caracteristic 
şi inconstant al modificărilor celular·e in cursul replicăr;i lor. 

Se pare că aceste virusuri şi in special vir·usul hepatitei A. ar avea 
caractere defective: replicare lentă. prezenţa frecventă a unor particule 
incomplete in citoplasma celulelor (fără nucleocapsidă) şi facilitarea repli
cării in prezenţa unui adenovims (9). 

In legătură cu replicarea virusurilor am stabilit că aceasta are loc în 
citoplasmă după 7-14 zile de la infectarea celulelor, urmată de aşezarea 
particulelor virale în şiruri simetrice sau în grămezi. ori in interiorul unor 
vacuole (10). 

Dimensiunea virusurilor izolate şi menţinute prin treceri succesive 
deseori oscilează. Majoritatea lor sint de 15-70 nm. dar se găsesc parti
cule intre 20-60 nm. respectiv 30 nm (11). 

Din punct de vedere morfologic cele de 70 nm sînt compuse din sub
unităţi. deseori neavind miez central şi au formă hexagonală, indiferent 
că sînt dispuse in grămezi sau in şiruri simetrice. Cele mici au formă sfe
rică. 

După observatiile lui Provost şi Hilleman (12) virusul hepatitei A se 
propagă in celulele de explant de ficat de marmosete. rwspectiv in celulele 
liniei FRhK6 de rinichi de embrion de maimuţă. Frăsner. Deinhardt şi 
colab. (13) menţionează cultivabi!itatea virusului A pe linia de celule dt' 
hepatom uman. Autorii confirmă absenţa ECP chiar după 4 săptămîni de 
la infectare găsind însă antigenul hepatitei A (AgHA) in cantităţi aprecia
bile în extractul culturilor de celule. 

Caracterizarea virusului A a fost prezentată de mai mulţi autori. ca 
Feinstone şi colab. (14). respectiv Pro1,ost şi colab. (15). Siegl (16) şi alţir. 
Particulele virale cu simetrie cubică. sau avind formă sfer;că au dimen
siuni de 27-28 nm. cu densitate de 1.3-l g mi. 32 de capsomer·e şi conţin 
ARN. Virusul r·ezistă la 60 C timp de 30 dE> minute. poate fi inactivat prin 
formol la 37 C după 72 de ore. la 100 C 1 minut şi la o concentratie de 
dor 1 mg 1 in 30 de minute (17). 

Aceste caractenstici menţionate in lucrările autorilor citaţi. in man• 
parte le-am precizat şi noi in lucrăr·i!e publicate intre anii 1962-1965 (1. 
2. 3. 5). respectiv in 1979 (18). 

99 



Scopul lucrării de faţă a fost urmărirea replicării unor noi tulpini de 
virusuri ale hepatitei A in celulele KB şi studierea aspectelor morfologice 
ale acestora, comparind rezultatele obţinute cu cele descrise anterior (18). 

Material şi metodă 

1. Materiile fecale ale bolnavilor de hepatită A, recoltate la debutul 
bolii, după omogenizare în soluţie tampon Dulbecco şi filtrare prin filtru 
G-5 Jena au fost supuse acţiunii căldurii la 60° C timp de 10 minute, apoi 
trecute în cantitate de 1 ml pe celule KB. 

2. Mediul de menţinere M-199 (modificat de lnst. Dr. l. Cantacuzino) 
cu 0,5-1 "•o ser de viţel inactivat şi cu 50 micrograme kanamicină ml s-a 
dovedit a fi corespunzător atît pentru izolarea virusurilor. cît şi pentru 
efectuarea trecerilor succesive a tulpinilor de virusuri. 

3. Culturile de celule au fost controlate zilnic, timp de 15 zile, după 
care a mmat fixarea celulelor cu 1,5 o:o glutaraldehidă în tampon Soren
sen, continuată de fixarea cu fixatorul Millonig. După deshidratare cu al
cool, celulele au fost incluse în amestec de metacrilat de butil şi metil 
(8:2). Secţiunile ultrafine au fost examinate cu microscopul electronic 
TESLA BS 613. 

4. Rezistenţa virusurilor faţă de căldură, Genetron, eter, formol, pre
cum şi replicarea în prezenţa de 5-brom<r2 dezoxiuridină (BUDR) s-a stu
diat după metodele folosite de noi în cercetările noastre anterioare (18). 

5. Pentru stabilirea relaţiilor antigenice dintre tulpinile izolate în 
1979 80 şi cele prezentate anterior, am folosit metoda imunoprecipitării în 
gel de agaroză utilizînd ca seruri specifice serurile preparate pe hamsteri. 
faţă de virusurile hepatitei A (ser 282, 265 şi M-133). Concentrarea anti
genelor virale a fost efectuată cu Genetron şi dializă faţă de polivinilpir<r 
lidon 20%. 

Rezultate 

1. Din materiile fecale ale bolnavilor s-au izolat numeroase tulpini 
de virusuri, din care 12 au fost studiate conform metodelor prezentate la 
punctele 1-5 ş. a. virusurile Hs 31. F 153. F 185, F 277, F 279. F 282 (in 
anul 1979) şi F 32, F 33, F 47, F 109. F 122. F 123 (în anul 1980). 

Celulele liniei KB abia după 7 zile de la infectare prezintă uşoare mo
dificări necaracteristice pentru infecţia virală. ca apariţia unor celule ro
tunjite în focare, fenomen care spre a 14-a-15-a zi a infecţiei se accen
tuează. Deseori aceste celule se desprind de pe peretele recipientelor şi 
astfel dispare continuitatea stratului celular. 

ln trecerile succesive ale virusurilor pe culturi KB aspectul moderat 
al efectului citopatogen (ECP) poate să se manifeste şi în continuare, dar 
uneori dispare, ceea ce ne sugerE'.ază că în celulele infectate virusul este 
absent. In aceste cazuri, numai microscopia electronică respectiv imun<r 
fluorescenţa pledează pentru existenţa fenomenului de replicare. 

Observaţiile pe care le-am constatat în experienţele noastre recente 
sint identice cu cele prezentate încă în anii 1957-1962 (1), ceea ce ne-a 
pezmis ca în această perioadă de peste 20 de ani să utilizăm metoda cul
tivării virusurilor hepatitice pentru diagnosticul etiologie al hepatitelor 
virale. 
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Fig. nr. 1: Virusul hepalitei A in inttricrul unei vacuole citoplasmalice (tulpina F 
163). DtmenslUnea particulelor \·irale este de cea 28-29 nm. Mărire: 240.000 X 



I. LASZLO ŞI COLAB.: OBSERVATll IN LEGATURA CU CULTIVAREA V/RU
SULUI HEPAT/TE/ A PE LINIA CELULARA KB 

Frg. nr. 2: Numeroase particule virale de 28 nm şi 40 nm în citoplasma unei celule 
KB. Mărire· 180.000 X 
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Fig. nr. 3: Viruf.ul hepatitei A - tulpina Hs 32 - in citoplasma celulei KB. Dimen
siunea particulelor oscika<.ă intre 28-4.0 şi 50 nm. Mărire: !BO.OOO X 
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Fig. nr. -l: După infeetarea celulelor KB cu AgHBs (antigenul HBs l-am primit din 
colecţia prof. A. J. Zuckerman. Lcndra) în citoplasmă apar particule de 28 nm şi 57 

nm, asemănătoare virusurilor. Mărire· 180.000 X 



2. Studierea replicării virusului hepatitei A cu ajutorul microscopului 
electronic a arătat că replicarea lor începe după 5-7 zile de la infecţia 
în citoplasmă, sub forma unor grămezi sau în interiorul unor vacuole. 
Aproape în 90 °'n a cazurilor particulele virale se află în interiorul unor 
vacuole. După observaţiile noastre, din totalitatea celulelor în 10 °, 0 găsim 
particule virale. 

Intre a 7-14-a zi a infecţiei numărul celulelor desprinse de pe pere
tele recipientelor creşte, în cea 50 °.'o a cazurilor, în aceste celule putem 
descoperi prezenţa virusurilor. In nucleul celulelor infectate cu virusul he
patitei A nu am găsit particule virale (fac excepţie tulpinile cultivate si
multan cu adenovirusul tip 3). 

3. Morfologia şi dimensiunea virusurilor cultivate pe celule KB este 
identică cu cea descrisă într-o lucrare anterioară (3). Particulele virale de 
27-30 nm au fost găsite la Il din cele 12 tulpini studiate. In ultrasecţiuni 
ele au un aspect sferic sau uşor hexagonal şi un miez central dens. Frec
vent pot fi observate virusuri fără nucleocapsidă (tulpinile F 32, F 185) 
fapt care ne-a atras atenţia asupra apariţiei formelor incomplete de viru
suri în cursul cultivării. 

4. Din cele 12 tulpini izolate Il corespund virusului A al hepatitei. 
iar faţă de agenţii fizici şi chimiei se comportă ca şi virusurile studiate în 
anii precedenţi (9, 18). 

Prin reacţia de imunoprecipitare a putut fi precizată identitatea anti
genică a şase tulpini (F 32, F 122. F 123, F 277, F 279 şi F 282). Menţio
năm că aceste tulpini atît din punct de vedere morfologic cît şi antigenic 
se comportă la fel ca virusurile izolate în ultimii cinci ani (F 41, Hs 466. 
M-133, F 265), (9, 18). 

Discutarea rezultatelor 

Folosind diferite linii celulare este posibilă cultivarea virusului hepa
titei A. fapt menţionat într-o serie de lucrări (1, 18, 19, 12, 13). 

Deşi ECP deseori lipseşte, sau poate fi observat cu greu în citoplasma 
celulelor infectate după o cultivare prelungită (7-14 zile) apar particulele 
virale în special în interiorul unor vacuole. 

Din punct de vedere morfologic aceste virusuri în ultrasecţiuni au for
mă sferică, însă la o mărire de peste 250 000 X apare aspectul hexagonal 
al nucleocapsidei. Din unele particule lipseşte miezul central. Dimensiunea 
lor in general este de 28-30 nm. dar în condiţii de cultivare pot să apară 
particule mai mici sau mai mari (15-30 nm sau 40-45 nm). 

Menţionăm că virusul hepatitei B în culturi de celule prezintă forme 
intre 40-100 nm, prin urmare variaţia de dimensiune a virusurilor hepa
titei A şi B in culturi de celule pare a fi frecventă. 

Sint interesante observatiile unor autori japonezi ca Tomatsu şi co
lab. (20), care în serul şi lichidul de ascită al bolnavilor cu hepatită găsesc 
un antigen de natură lipoproteică - numit antigen Arai - avînd formă 
sferică şi dimensiuni de 10-50 nm, cele mai numeroase fiind de 20-30 
nm. Particulele virale care au putut fi găsite deseori în celulele infectate 
cu serul sau materialele fecale ale bolnavilor au dimensiuni identice cu 
cele sus-amintite (1, 5, 9, 18, 19). 
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După aspectul replicării, virusul hepatitei A nu se aseamănă cu ente
rovirusuri.le, însă este rezistent la eter, rezistă timp de 30 de minute la 
60" C, poate fi inactivat prin formol 1 4000 în 10 zile la 37o C {19), repli
carea fiind inhibată de hidroxibenzolbenzimidazol (3), nefiind influenţată 
de BUDR (18). Particulele virale conţin ARN (5, 19). 

Concluzii 

1. Pentru izolarea virusului hepatitei A pot fi utilizate celulele liniei 
KB în care. după 7-14 zile apar particulele virale caracteristice pentru 
virusul hepatitei A. 

2. Majoritatea virusurilor au diml'nsiuni de cea 28-30 nm, formă 
.sferică, sînt relativ rezistente la 60' C, rezistente la eter. Genetron şi pot 
fi inactivate prin formol. 

3. Avînd în vedere localizarea frecventă a acestor virusuri in inte
riorul vacuolelor citoplasmatice precum şi dimensiunea lor foarte redusă. 
examinarea electronmicroscopică a celulelor infectate cu produsele pato
logice ale bolnavilor, constituie o metodă valoroasă a diagnosticului etio
logie al hepatitei de tip A. 
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OBSER\'ATIONS CONCERNING THE CULTIVATION OF HEPATfl"IS \'IR1.1S A 
ON TIU: KB CELLULAR LINE 

To isolate hepatitis virus A from faeces of hepatitis patients, as well ns to make 
succesive steps in studying virus strains. the cells of line KB can be used. in which 

-(lfter 7-J.l days vira! particles appear. characteristic of hepatitis virus A. Most vi
ruses generally to be fouPd within the cytoplasmic vacuole have a size of about 
?.!1-?.0 nm. icosohedral shape, they are resistent fm· 30 minutes to 60° C ether. Ge
nrtron. Theit· replication is influenced by 5-bromo-2-desoxyuridine. The viruses can 
t>c inactivatcd by formol in 10 days at 37° C. Taking into account the unusual repli
cation of these vin1~es. we consider that the electronmicroscopic examination of the 
cells infectcd with pathologic products from the patients constitutes a valuable me
th"d m the diagnosis of hepatitis A. 

Sosit la redacţie: 13 noiembrie 1980 

Glinica chirurgicală nr. 1 (cond.: prof dr. V. E. Bancu, doctor docent) 
din Tîrgu Mureş 

REZECŢIILE EXTINSE REGLATE DE INTESTIN ŞI COLON DREPT 

V. E. Bancu, R. Deac, E. Bcilint, M. Liebhart 

La Clinica chirurgicală nr. 1 din Tirgu Mureş au fost trataţi doi bol
navi cărora li s-au practicat rezecţii extinse reglate de intestinul subţire 
şi colonul drept. Bolnavii ne-au provenit - unul dintr-o clinică chirurgi
cală şi altul dintr-un spital orăşenesc din Moldova. 

Unul din bolnavii trataţi astfel de noi a fost internat într-o secţie de 
chirurgie unde i s-a făcut o laparotomie şi s-a constatat un neoplasm de 
colon ascendent care prindea peretele abdominal şi rădăcina mezenterului. 
Cazul a fost interpretat ca fiind inoperabil şi i s-a efectuat o ileotransve!·
sostomie. 

Bolnavul B. A. de 51 ani, pensionar. este operat într-un spital din pro
vincie în octombrie 1978 cînd i se practică o ileotransversostomie termina
laterală. Plaga se vindecă cu supuratie intensă. In februarie 1979 apa1·e o 
formaţiune în epigastru. care apoi devine dureroasă şi se exulcerează la 
nivelul peretelui abdominal pe o zonă de 3X3 cm. Slăbeşte 4 kg pînă in 
17 IV 1979, cînd se internează în Clinica chirurgicală nr. I din Tîrgu Mu
reş. In antecedente; osteomielită. fractură de femur. hepatită, ulcer duo
denal perforat. 

La examenul fizic se constată o cicatrice postoperatorie pe linia me
diană cu o ulceraţie de 3X3 cm. In flancul drept se palpează o formaţiune 
tumorală dură de 15X 10 cm. După internare se preconizează vindecarea 
ulceraţiei peretelui dar fără efect pînă cînd la 25 IV, se efectuează o biop
sie care arată ţesut tumoral. Bolnavul este pregătit multă vreme datorită 
unor supuraţii a peretelui şi la 31 V 1979 sîntem obligaţi să reintervenim. 
Prot. operator 1148 1979. Echipa operatorie: prof. dr. E. V. Bancu, dr. E. 
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