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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 hepatitad 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 1n ser care confirma infectia activa. Testele EIA necesita dotari speciale ale
laboratorului de analize, colectarea organizata a probelor si calificarea personalului din
laborator. Tn tari cu venit scazut unde exista regiuni fird laboratoare medicale sau
personal calificat, o alternativa la testele EIA o reprezinta testele cu detectie rapida
(RDT) (Drain et al., 2014). Majoritatea testelor RDT se bazeaza pe principiul
imunocromatografiei si tehnologiei Lateral Flow Assay (LFA) - testul de curgere
laterala, 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 testarea
in laboratorul de analize medicale a unui kit prototip de diagnostic rapid multiplex
pentru detectia simultana a antigenului de suprafata al VHB (AgHBs), anticorpilor anti-
VHC si anti-VHD (VHC/VHB/VHD). In timpul proiectului s-au asamblat si validat teste

in format ELISA folosind antigenele produse in cadrul acestui proiect.



PN-I1I-P2-2.1-PTE-2019-0226

Rezultate

Clonarea si expresia antigenelor VHD (Activitatea 1.1)
Proiectarea si obtinerea vectorilor de expresie procariote a antigenelor VHD

Virusul Hepatitei D are o diversitate genetica cu sapte genotipuri. Pentru a alege
secventele antigenelor virale cu reprezentativitate maxima s-a elaborat o strategie in
doua etape: obtinerea unei secvente teoretice globale care sa reprezinte o multime cat
mai mare de secvente si intrapolarea acestei secvente teoretice in setul care cuprinde
genotipul 1 (cel mai prevalent in Romania) in vederea extragerii secventei cu

probabilitatea de reprezentativitate maxima.

Astfel, a fost extras un set de 979 de secvente proteice din baza de date Genebank.
Aceste secvente au fost verificate fata de bazele de date VHDdb (Usman et al, 2020)
si ViralZone (https://viralzone.expasy.org). A fost efectuata o aliniere multipla cu suita
Clustal. Pentru delimitarea cat mai exacta a genotipurilor au fost construiti intr-o
maniera iterativa o serie de arbori filogenetici cu algoritmul de clusterizare “neighbour
joining” (NJ) si o serie de matrici de identitate PIM. Rafinarea arborilor s-a facut prin
analiza sub-blocurilor matriceale. Astfel a fost extras un subset de 540 de secvente din
genotipul 1. Secventele prezinta o variabilitate de bloc manifestata prin prezenta unei
regiuni de ~20 aa la capatul C-terminal. Aceasta regiune a fost eliminata pentru a nu
interfera cu calculele de similaritate intrucat nu este intr-o regiune antigenica de

interes. Dupa aliniere, a fost obtinuta cate o secventa consensus: HDV-LAQcons.

Al doilea pas s-a constituit din extragerea secventelor din genotipul 1 cu scorul de
reprezentativitate maxima. Acest scor a fost definit in 3 moduri : suma identitatilor cu
celelalte secvente, suma similaritatii cu celelalte secvente si identitatea fata de
secventa consens. Pentru obtinerea acestori scoruri au fost recalculate matricile de
identitate PIM si toate 3 au condus la acelasi rezultat : secventa cu ID-ul GeneBank
AVXXXXXX.X si ID-ul UniProt AXXXXXXXXX. Secventele antigenelor VHC au fost
obtinute printr-o strategie similara in proiectul PED 195/17.08.2017. Secventa
antigenelor a fost clonata in vectorul de expresie procariota pet24A dupa cum s-a

descris in materiale si metode.
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Secventa Regiune cu antigenicitate crescuta
AVXxxxxx.X _VHD 1-214

AVXxXxxxx.Xx _VHD 60-140

AVxxxxxx.x _VHD 140-214

Tabel 1. Secventele antigenelor VHD.

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 a raportarii
aferente etapei 2. Totodata, antigenul HDVL care n etapa precedenta a fost obtinut n
forma insolubila, a fost exprimat in forma solubila prin optimizarea procesului de
inductie la 25° 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 1n 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

Coomassie (Abcam, US).

In 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
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cele mai multe zone antigenice in comparatie cu celelalte doua antigene (60-140 si
60-170).

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%) céat 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 dreaptd), 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%.

A

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).

Activitatile si rezultatele aferente etapei 3 sunt prezentate intr-o ordine care ajuta la o

mai buna intelegere a conexiunilor intre acestea:

Asamblarea kitului (activitatea 3.3)
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Pornindu-se de la stripul asamblat in etapa 2 (activitatea 2.2) pentru detectia anti-VHD,
s-au trasat benzi de detectie cu antigen VHD concentrat (1.5 mg/ml) si, respectiv un
amestec de anticorpi monoclonali de detectie a antigenului HBs (Figura 4 stanga).
Pentru o schema de testare duala initiala HCV/HBV s-a asamblat si o caseta de test
rapid pentru anti-VHC/HBsAg. Pentru banda de detectie a anticorpilor anti-VHC s-a
dispensat un amestec de antigene virale VHC (core si NS3 — 1.5mg/ml). In ciuda
incercarilor de optimizare nu s-a obtinut disparitia totala a semnalului in proba negativa
pentru anticorpi anti-VHC ceea ce duce la o specificitate scazuta a testului. Aceasta
va fi imbunatatita prin schimbarea tampoanelor de stocare ale antigenelor VHC folosite

(Figura 5 dreapta).
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Figura 5: Asamblarea casetelor de test rapid VHD/VHB si VHC/VHB.
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Testarea stripului LFA - teste de specificitate (activitatea 3.1)

Pentru testarea specificitatii s-au utilizat seruri negative pentru anti-VHC, antigenul
HBs si implicit anti-VHD. Din cauza problemelor tehnice descrise mai sus, nu s-a
evaluat specificitatea casetei VHC/VHB. S-a obtinut o specificitate de 76% (3/13)
pentru detectia anti-VHD si, respectiv 93% pentru antigenul HBs (1/13). Se va
inbunatati specificitatea testului pentru detectie anticorpi anti-VHD prin cresterea

stringentei tamponului de migrare.
Validarea kitului si transfer la operatorul economic (activitatea 3.4)

Kitul de testare rapida pentru VHB si VHD s-a validat pe un lot de 58 probe de ser
HBsAg/anti-HDV pozitive si 13 probe de ser HbSAg/anti-HDV negative. S-a obtinut o
sensibilitate de 100% (58/58) pentru detectia anticorpilor anti-VHC si 53% (27/58)
pentru antigenul HBs. Se va evalua tehnica de fabricare si alte perechi de anticorpi

anti-HbsAg pentru cresterea sensibilitatii.
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Testarea kitului in laboratorul de analize (activitatea 3.5)

Utilizand un test ELISA combinat cu 3 tinte antigenice produse de IBAR, am obtinut o
sensibilitate de 100% pe 33 de probe pozitive pentru anticorpi anti-HCV, si o
specificitate de 81%, calculate din 33 de probe negative. Semnalele obtinute la 6 probe
negative au fost confirmate ca fals pozitive prin repetarea determinarilor cu test rapid
anti-HCV si ELISA comercial, toate cele 6 probe neavand semnal pe aceste kituri. De
aceea am procedat la determinarea cauzei semnalului nespecific, prin repetarea

determinarilor ELISA pe placi cu o singura tinta antigenica adsorbita (Figura 6 stanga).
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Figura 6: Testul de specificitate si sensibilitate a kitului ELISA anti-HCV asamblat.
Primele 33 de probe sunt pozitive, urmate de 33 probe negative si 2 de probe blank
(Stanga). Panelul din dreapta: Rezultatul experimentelor pe o singura tintd antigenica
la cei 6 probe fals pozitive (3 stripuri). Primele doua pozitii (A si B) sunt controale

negative si pozitive.
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Sensibilitatea si specificitate al unui test ELISA combinat pentru anticorpi anti-
HCV, cu 3 tinte antigenice
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Figura 7: Distributia densitatilor optice masurate pentru probe pozitive si negative.

Proteina core este tinta in primul strip, si probabil puritatea acestuia nu este ideala
pentru determinari ELISA (Figura 6 dreapta). Utilizand un cutoff de OD=0.3,
specificitatea kitului ELISA fara proteina core ar creste la >97% (Figura 7). Astfel,
consideram ca testul ELISA anti-HCV dezvoltat prin proiect are potentialul de a fi

la fel de performant ca testele comerciale cu marcaj CE IVD.

Testarea anticorpilor anti-HBsAg prin utilizarea protocolului descris mai sus a aratat
ca acesti perechi de anticorpi sunt mult mai dificili de utilizat intr-un kit ELISA. Am
obtinut semnale la 7 din 20 probe pozitive pentru AgHBs (sensibilitate de 35%) si
niciun fals pozitiv la 20 de probe negative (specificitate de 100%) la una dintre
perechi, dar la cealalta nu am obtinut semnal diferit intre probele pozitive si
negative. Tmbunétét,irea protocolului este necesara pentru a crea un kit ELISA
pentru AgHBs. Toate cele 20 de probe pozitive au fost confirmate pozitive cu un kit

ELISA comercial pentru detectia AgHBs.

Datele obtinute arata ca este esential controlul de calitate al proteinelor produse, si
metoda ELISA este o metoda convenabila pentru acest control. Astfel, in protocolul de
productie pe scara industriald, sensibilitate si specificitatea testelor va trebui

reevaluata la fiecare lot produs.
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Diseminarea rezultatelor (activitatea 3.2)

La data de 5 mai 2022, s-a organizat un workshop cu tema Testarea rapida in lupta

de eradicare a hepatitelor virale cu agenda de mai jos (Figura 8). In cadrul acestui

workshop s-a discutat rolul si utilitatea testului multiplex in atingerea rezolutiei OMS

pentru eradicarea hepatitelor virale pana in 2030.
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Deschiderea evenimentului

Costin-loan Popescu, IBAR, Bucuresti

Test rapid pentru screening multiplex al hepatitelor virale B, C, D
Costin-loan Popescu, IBAR, Bucuresti

Programul national de tratament si screening al hepatitelor virale
Anca Streinu Cercel, INBI “Dr. Matei Bals”, Bucuresti

Programul de screening Livero-2 — spre eradicarea hepatitelor virale
pana in 2030

Anca Trifan, Institutul De Gastroenterologie si Hepatologie, /asi
Screeningul pentru hepatite virale in cabinetul medicului de familie
Sandra Alexiu, presedintele Asociatiei Medicilor de Familie Bucuresti-
[Ifov

Utilitatea testelor de screening pentru infectia cu virus hepatic B, D si
C, din prisma sanatatii publice

Odette Popovici, Institutul Nafional de S&néatate Publica, Bucuresti
Masa rotunda — utilitatea testelor rapide pentru detectia hepatitelor
virale si accesul pacientului la tratament
Inchiderea evenimentului:

Szilard Fejer, Provitam, Sf. Gheorghe
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Workshop Teslarea Rapida in lupta de eradicare a hepailelor virale 5 mai 2022
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Figura 8: Imagini din timpul workshopului Testarea Rapida in lupta de eradicare a

hepatitelor virale.
Proprietatea intelectuala - Pl (M3.4 — Stabilirea participarii partenerilor la PI)

Se va depune un patent care protejeaza utilizarea antigenului VHD cu o anumita
secventa ca antigen de captura in identificarea calitativa a anticorpilor anti-VHD de
genotip 1 in format ELISA sau imunocromatografie in flux lateral. Patentul va fi depus
de Institutul de Biochimie al Academiei Romane (IBAR) ca aplicant. Kitul ELISA pentru
detectia infectiei cu HDV cu antigenul HDV Large produs de IBAR are deja sensibilitate
si specificitate comparabila cu kituri comerciale, astfel tehnologia este pregatita pentru
licentiere catre producatori de teste cum ar fi Proel Biotech SRL, un spinoff al Pro-
Vitam SRL pentru parcurgerea etapelor de validare in teste clinice certificate de
institutii externe pentru obtinerea numarului CE. Testul rapid in format multiplex este
in format MVP (minimal viable product) si a fost acceptat in programul de mentorat Si
valorizare a inovarii LIF Global 2022 organizat de catre Royal Academy of Engineering

(https://www.raeng.orqg.uk/global/sustainable-development/leaders-innovation-

fellowships/lifglobal). Proprietatea intelectuala privind protocoalele Elisa dezvoltate in

cursul proiectului va raméane la Pro-Vitam.

Sfantu Gheorghe / Bucuresti, la 19.05.2022
Coordonator proiect

Dr Szilard Fejer

Responsabil partener

Dr Costin-loan Popescu
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