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Virusul Hepatitelor C (VHC) si B (VHB) constituie o problema de sanatate globala, deoarece sunt peste
330 de milioane de persoane infectate in lumea intreaga. La nivel global, cca. 15 milioane de pacienti
infectati cu VHB sunt co-infectati cu virusul hepatic D (VHD), un viroid care necesita virusul hepatic B
pentru productia particulelor infectioase. Coinfectia VHB/VHD induce cea mai grava forma de hepatita
din cauza replicarii accelerate a VHD. Testele de tip EIA (test imunoenzimatic) reprezinta standardul in
screeningul pentru detectia anticorpilor anti-VHC si a antigenului HBSAg. Un rezultat pozitiv conduce
la testarea si determinarea concentratiei de copii genomice ale VHC/B in ser care confirma infectia
activa. Testele EIA necesita dotari speciale ale laboratorului de analize, colectarea organizata a
probelor si calificarea personalului din laborator. Tn tdri cu venit scizut unde existd regiuni fira
laboratoare medicale sau personal calificat, o alternativa la testele EIA o reprezinta testele cu detectie
rapidd (RDT) (Drain et al., 2014). Majoritatea testelor RDT se bazeaza pe principiul
imunocromatografiei si tehnologiei Lateral Flow Assay (LFA) - testul de curgere laterald, deoarece
proba avanseaza prin curgere capilara. Testele validate actuale prezinta parametri satisfacatori in
conditii de monoinfectie cu VHC sau VHB (Mane et al., 2019). Daca in cazul VHB exista teste rapide
eficiente pentru detectia antigenului viral de anvelopa S (AgHBs), in cazul VHD nu exista teste rapide
validate pentru detectia anticorpilor anti-VHD. La nivel national se estimeaza ca sunt mai mult de 1
milion de persoane infectate cu VHB, peste 400.000 persoane infectate cu VHC si peste 100.000
persoane infectate VHB/VHD (Predescu et al, 2017, Popescu et al., 2013). Identificarea acestora prin
screening cu teste rapide ar putea permite accesul timpuriu la tratament in cazul VHC si VHB.
Semnalarea unei posibile coinfectii VHB/VHD ar directiona gestionarea rapida a pacientilor avand in
vedere gravitatea prognosticului patologiei hepatice. Obiectivul proiectului este asamblarea si
introducerea pe piata a unui test de diagnostic rapid multiplex pentru detectia simultana a antigenului

de suprafata al VHB (AgHBs), anticorpilor anti-VHC si anti-VHD (VHC/VHB/VHD).

in aceast3 etapa s-a asamblat testul imunocromatografic de detectie a anticorpilor anti-VHD si s-a

evaluat performanta prototipului in laboratorul de analize medicale (mediu industrial).
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Rezultate

Asamblarea stripului LFA (activitatea 2.1)

Pentru a creste sansele de reusitd a detectiei anticorpilor anti-VHD prin metoda
imunocromatografica in format de flux lateral (“lateral flow assay”-LFA), s-a proiectat
suplimentar antigenul HDV 60-170 care a fost exprimat si purificat in sistem de expresie
procariot dupa cum s-a descris in sectiunea materiale si metode. Totodata, antigenul HDVL
care in etapa precedenta a fost obtinut in forma insolubila, a fost exprimat in forma solubila
prin optimizarea procesului de inductie la 252 C. Cele trei antigene au migrat ca monomeri in

SDS-PAGE la masa asteptata (Figura 1).
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Figura 1 Expresia antigenelor VHD in sistem procariot. Antigenele virale au fost purificate in
sistem procariot dupa cum s-a descris in sectiunea Materiale si Metode. Puritatea lor a fost

evaluata prin SDS-PAGE si colorarea gelului cu reactiv InstantBlue Commassie (Abcam, US).

n continuare s-a asamblat stripul LFA dupa cum s-a descris in sectiunea materiale si metode.
Pe scurt, cele trei antigene au fost picurate pe membrana de detectie testand un ser unic de
la un pacient HDV pozitiv. Membranele testului au fost tratate si asmablate in stripul de LFA
(Figura 2A). Dupa cum se observa in Figura 2B, antigenul 1-214 a fost singurul care a permis
detectia anticorpilor anti-VHD deoarece contine cele mai multe zone antigenice in comparatie

cu celelalte doua antigene (60-140 si 60-170).
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Figura 2. Asamblarea si testarea testului rapid pentru detectia anticorpilor anti-VHD. A)
Reprezentarea schematica a testului rapid (1-membrana de aplicare proba, 2- membrana de
conjugare, 3-membrana de detectie, 4- membrana de adsorbtie, T — linie de test, C- linie
control) B) Trei antigene (1-214, 60-140, 60-170) derivate de la antigenul VHD-L au fost testate
in format LFA. (C- banda control, T-banda test)

Testarea stripului LFA — senzitivitate (activitatea 2.2)

Dupa obtinerea antigenelor virale in cantitatea si puritatea necesara asamblarii testelor
rapide, s-a determinat pentru fiecare antigen capacitatea de detectie a anticorpilor anti-VHD
prin ELISA. Astfel s-au evaluat 65 de seruri pozitive pentru ARN genomic VHD si anticorpi anti-
VHD si 65 seruri negative pentru antigenul HBs. Prin ELISA s-a observat o senzitivitate crescuta
(100%) in cazul antigenului 1-214 care a scazut o data cu indepartarea zonelor antigenice atat
pentru antigenul 60-170 (96,9%) cat si pentru antigenul 60-140 (86,1%). Specificitatea testata
cu ELISA a fost putin mai scazuta la antigenul 1-214 (98,4%), si 100% in cazul celorlalte doi
antigene. Mentionam ca specificitatea se poate mari cu marirea valorii de cut-off pana la o
densitate optica de 0,5, toate serurile pozitive testate avand densitati optice masurate mai

mare de 1 (Figura 3).
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Figura 3. Densitatile optice masurate cu ELISA pentru cele 3 antigene pentru probe pozitive
(coloana stanga) si negative (coloanal dreapta), si date de senzitivitate si specificitate calculate
cu intervale de confidenta.

Prin metoda imunocromatografica s-au testat 50 de seruri pozitive pentru ARN genomic VHD
si anticorpi anti-VHD folosind antigenul 1-214. S-a determinat o senzitivitate a testului de 75%
care va fi crescuta in viitor prin cresterea concentratiei de antigen viral. Pentru determinarea

specificitatii s-au folosit 25 de seruri anti-VHD negative. Specificitatea obtinuta a fost de 100%.

Figura 4. Exemple privind evaluarea antigenelor virale in format ELISA si LFA pentru
antigenul 1-214. A) Pe placa ELISA au fost testate 47 probe pozitive si 49 probe negative; B)
50 de probe pozitive (panel dreapta) si 27 de probe negative pentru anticorpi anti-VHD au fost
testate in format LFA (C- banda control, anti-VHD-banda test).

Optimizare detectie HBsAg prin LFA (activitatea 2.4)

Dupa detectia anticorpilor anti-VHD s-a continuat cu optimizarea detectiei HBsAg in LFA.
Pentru aceasta s-au evaluat mai multe perechi de anticorpi monoclonali de capturd/detectie.
Figura 5A aratd ca perechea de anticorpi 2/3 este cea mai potrivita pentru detectia HBsAg.

Astfel am continuat optimizarea variind concentratia de anticorpi de detectie 3 punandu-se in
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evidenta o corelatie directa intre concentratia anticorpului de detectie si intensitatea

semnalului (Figura 5B).

C —»|

HBsAg —»

Figura 5. Optimizarea detectiei antigenului HBs in format LFA. A) Trei perechi de anticorpi
anti-HbSAg au fost testate pentru detectia HBsAg.B) S-au spotat stripuri cu concentratii
diferite de anticorp de captura 3 (HBsAg) si antigen VHD (anti-VHD) care au fost utilizate in
evidentierea antigenului HBs si, respectiv anticorpii anti-VHD.

Diseminare (activitatea 2.3)

Rezultatele obtinute au fost prezentate in cadrul simpozionului omagial , Institutul
Cantacuzino, 100 de ani in slujba sanatatii” care s-a desfasurat online in perioada 25-27
noiembrie 2021.
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