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Introducere

Variabilitatea virusului hepatitei virale Cparesti nf |l uenS-eze per
manSele testelor actuale de diagnrnostic,
te din HCV de tip 1. HCV este un virus caracterizat de o mare diversitate

genetict datoritt erorilor de “"neorpora
za viralt (NS5B), ceea ce duce | a vari a
sispecii). Nomencl at usteab aiznatte r njgzead olnaad i f
“n tipuri, subtipuri, i zolsautidentificat6 cvasi s
genotipur.i nlad sourbet ikpiu rpie,stceu di stri buSi e

I nvestigarea «kKi diwmignoetéechtea HENI
rol crucial in practicac | i Rii cl i mit area extinderi. i nf
Dedaora actual apar generasSii noi de t ¢
ki turi de genotipare (generaSia +I), ac

nomului HCV, aspect ce are impact asupra controlului HCV. Romania
este Sara cu cea mai mare prevaleng$S. d
cazul kiturilor de genotipare acestea nu pot acoperi toate variantele circu-
lante,iarapar i Sia unor r ecombvalaindgar & a cper ii rmpk
Acest studi wa Kpir opus it mpcleirccketatr@ f undan
(identificarea genotipurilor HCV circulante in Romania, mecanisme de
variabilitate: mut a&§i pr, otreicroenltbam aCe@r, e cH
cat  kKi oe pcaerrtcee tdar e &gndfer tehmdloigvi ¢ k(i “-ndbeu n t
Sirea unor sisteme serologice de det ecS
descoperitmelCora+®ta aensibilitbSii PCF
Se pot aduce dout argumente in favoarea acestui studiu:
- testele comerciale de diagnostic serologic sunt suboptimale
pentru testarea persoanelor infectate ki cu alte genotipuri,

subtipuri sau variante virale decéat genotipul 1;

- nu exi st ni ci un sistem de- det ec$S
l or fa$g. de proteina core+1l Ki n u
acestora |iaRopana.i en Si i d
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Virusul hepatitei C1 structurk genomict, variabilitate

Virusul hepatitei C (HCV) a fost identificat in 1989 (Choo),gr a Si e
dezvoltdbtridi noil or metode mol ecul ar e,
pe ampl i fi cpolymesaseglwmin reaction € PCR) . Cn absen:
unui sistem de cultivare celulart a d e cavaetdrizarea diferitelor izo-
| ate de HCV face apel |l a datele privint
date molecul are a demonst roavariabditate HCV s e

genet ipok tiamt £ . Compararea secvenSel or,
procentajul ui de omol ogi e mivind vatiaa b az a
bilitatea g@emomiwrile Ki cvasispeciil
corespunde unei heterogeni tiht@izolatei r al e i

diferite de HCV (omologie > 75%), clasate astfel ca grupuri distincte din

punct de vedere genetic. Opusul acestui termen este cel de cvasispecii,

care face refer-unei hdi preézenfSacf-atra un

tant de sdevdm@Pea twi ragpropi at e, care dif

mut aSii (omol ogie > 98%). Cntre aceste

cadrul fiecktr uwizignenotpieps,t ec a8r5¢% pormol ogi e .
HCV este un virus ARN pozitiv monocatenar, din familia Flaviviri-

dae, genul Hepacivirus (Houghton, 2002). Genomul viral este de aprox.

9.400 nucleotide Ki poart Hopemmeadmgpa dr u de
frame = ORF) foartelung,c ar e codi fickt o p-xlii postein
transl aS$Si onal “'n pr e stracturale fiind isituatd i@ mat ur

regiunea N-t er miinad tcel e nestrucCGtuerarhiandlnt j u
poliproteinei. ORF este flancat de dou
(untranslated regions = UTR), 56UTR Ki 306UTR. Procesar
poliprotein e i de cttlree gprametediazkal e duce | a ob$
10 proteine virale matur e, coe)iC¢del@ez” nd p
dout glicoproteine de “"nvelik E1 Ki E 2
NS 2, NS 3, NS4 A, NS4B, NS5A Ki NS5B.
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Regiundif®ReSde |l ungt de 341 de nucl eot
structuri secundare specifice care funcSi
ribozomului (internal ribosomal entry site = IRES) (Tsukiyama-Kohara,

1992). Dintre toate zonele genomice ale HCV aceasta este cea mai

C 00nNns e Bwkh t1992) (| caracteristickt ce a fost u

diagnostic prin PCR (Smith, 1995) . Maj oritatea genotiopuri
aceastt regiune 5 codoni start (AUG) <car e
transl aSieirtscuua@izel sipmicloanavirusuril o
pe calcul ator prezintt, pe baza secvenS«
secundare Ki ter Si ar elondaul®96)f .o r M@ n Qinmer ebau c
acestor structuri, cu relevani@tarfif unc Si on:
explicaSia extremei conser viri la nivel

asupra ctreia se exerS3mnmohds,d99B.r esi une sel e
Proteina core este o proteint. HCV finalt conservatt, congne 191
aminoacizi ki are o mast. moleculart.  d e&Da2 Qlivarea poliproteinei de
cktre o peptidazt a celulei gazdt duce la formarea proteinei core imatu-
re, care congne secven@® semnal E1 in regiunea C-terminalt. Peptidul
semnal este ulterior procesat de cttre peptidazt «i, astfel, rezultk protei-
na core maturt. Rolul primar al proteinei core este in formarea nucleo-
capsidei virale, dar are «i alte func$: moduleazt transcrierea genelor vi-
rale, intervine in proliferarea celulart, in moartea celulart, in fenomene
de semnalizare celulart, interfert. cu metabolismul lipidelor ki imunosu-
presie (Penin, 2004).
Recent a f ost i dentaidfiiSdenmith tareth Fot ei nt
sau ARFP (Varaklioti, 2002; Walewsky, 2002; Xu, 2001). Aceastt pro-
teink. este codificatk de cktre un cadru de citire alternativ din regiunea
capsidei (core),d ar f u nten&nie Bnct sexunascutt .
RegiuneaNS5di n pol i proteint este compust
NS5A kKi,cd8Bsunt eliberate prin scindare
NS3, “n conj uG@Glarj1897cu NS4 A (
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NS5Br eprezi nt terAaRzNa pvoilqdarpte n dA RN L . Pol
merazaviral £t este o enai mMhcou pfoirdeliit atuel eo
tiv scbzutt (absenSa sistemul ui de cor e

proof-reading). S-aestimatc t r ata de substitp&ie prir

rare “n timpul replickrii virale a HCV
mai mare (10?7 10°)decat rata de substituSie “n ca
Acest fapt conduce | a o heterogenitate

baza <cl asi f i ct ripuri majore, cucpedtee60 Be sgbtpario t

(Simmonds, 1999). Dekzii nprke un grad digelnm-onser va
cleotidic mai mic decat 50 UTR, regiunea NS5B prezi
gate de funcSionalitatea sa contra une
Contrarr egi uni |l or E1 Ki E2, pentru care Vva

mecanismele virale de eludare a sistemului imun, regiunea polimerazei
virale trebuie st menSint motivB- specif

D, caracteristic tuturor polimerazelor ARN dependente de ARN. Tn timpul

replickridi virale polimeraza HCWV produ
tidelor numite mutaSii. Unel e pot fii t
funcSionarea ARN viral p "nt | a aboliree
mele virusurilor strtan s " nrudi te difert prin mutag$Si
nucl eotidt (punctiformea, aatfltata @eedbr
a codonul ui. Aceastt redundan$St a codu
ma i rapi dt Ki i mplicia, secwandaibi hiadlae:
decit a secvenSei proteice codificate. M
care in structura proteinei sunt denumite non-si noni me, prin com

cu cele care nu schi mbrhutsa $iuicXsuirmmo ninmea I
Dupt ce nomulrHE\ja gfeost el ucidat “n 19
Choo K i c.ol ambi multe izolate din diferite
venSiat e. C hr iuir nohi fceormiptaa Identificasneaicmwule n Se s
te tipuri (grupuri filogenetice) distincte de HCV. Di f e rleedintgeesec-
venSele studiate sunt defaddridilegenetici ppent r u |
baza cktrora se pot o0bs eBr Robertgonu9p8).r i | e f i
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Primele indicaSii privind nomefost!l at ur a |
puse la punct de ¢ £ t Gomitetul | nt e r ndeJaxonomaid a Virusuri-

lor (International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV). Toate vi-

rusuril e hepatitei C izolate p©nkt "n pre
filogenetice distincte. Cele 6t i pur i geneticd mej cred Ldiaflar
“n propor Jriter edes BWOt%, pur i se ‘“nregistreazt

iar in cadr u | acsebtiyi ook di f erenSt MPeStympm £ | a 109
2002).

Diferitele regiuni ale genomul ui prez
litate. Zonele netrans | at e, ce conSin elementele im
viralt ki procesarea proteinelor-, sunt
tipuri, la f el Cc a catel Altgregiuni, cpreanfiBlw i pr ot ei n
E2,care codi fickt gl i cop rlppreeinttncevariabilitata vel i Kk ul u
importantt..

Tipurile Ki subtipurile HCV prezintt

Sie geografict, predominanSt relativik Ki
bine ~ nSel e s gficateandrei grspurifM.P. Stunapf, 2002):

1. Grupul epidemiccuprinde subtipuril,e 1a, 10
care au o distribuSie globalt ki sunt
ritatea dinnfleucngeia | omtr eagt. Rapida t
di seminare globalt a acestor subtip
rea lor eficientt prin s©nge si l a utilizator
noase. Subtipurile 1b ki 2a sunt as
sange, "' n timp ce la Ki 3a se “nt©l nes
droguri.

2. Grupul endemicare o distribuSie mai redus
epidemic. De exempl u , genotipul 6 se gktsexte
Asi ei . Diversitatea foarte mare a a
perioadt | urggde ladimrodeeraalvinusului in
populaSe.
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3. Grupul local epidemic prezintt o predominanS

anumite regiunanuwrhiet egl pdopd lud Sikii. S
este responsabil de infectarea a mai mult de 10% din popu-

l aSia Egiptul ui K i este rar “nt ©l
Studiile de epidemiologie mol ecul a

nomen a avut loc de-a lungul secolului XX, cand au avut loc
campanii de vaccinare impotriva unei boli parazitare.

Toate aceste modele evidenS$Siazt com

al tipurilor «kKiaresebtiepudraitl amai HG\W,grabt
transmitere decOt d e dtefneerelenAfaetimp genet
c Ot virusul are | a dispozi Sie cti ef i c

subtipurile HCV poate genera epidemii.

| nf e c Siruaul lkeepatitei C (HCV)
Generalitk IS

Infec$a cu virusul hepatitei C s-a rkspandit in ultima parte a sec.
XX, identificarea virusului (btnuit inck din 1970), fiind posibilt. abia n
1989 prin clonare moleculart.. Transmiterea predominant pe cale percu-
tant a fLcut posibilk apari$a a dout epidemii: una legatt de utilizarea
drogurilor i.v. in $ dile dezvoltate ki utilizarea tratamentelor injectabile ne-
corespunzkttoare in S #ile in curs de dezvoltare. Rezultatul a fost ct la in-
ceputul secolului XX a aptrut un mare rezervor de infecta$ cu virus he-
patitic C, majoritatea asimptomatici ki cu progresie lentt. a bolii hepatice.
Problemele ce apar sunt legate de instalarea in zeci de ani a complica$-
lor (cirozt hepatict ,carcinom hepatocelular). Dupt estimtri recente ale
OMS, numtrul persoanelor infectate cu HCV seridick | a 170 mi |l i oan

Patogenia infec$ei cu virus C, cat ki istoria naturalk. a acestei boli
sunt ki la ora actualt. inct insuficient cunoscute.

Patogenie

Ciclul de replicare a virusului HCV are loc in hepatocite, leucocite

mononucl ear e, l i mfocite T Ki B, fiind c
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La cateva zile dupt infec$a cu virus C se pot detecta ih sénge
particulele virale. Anticorpii anti-virus C apar dupt aproximativ 45-90 zile
(Seef, 1995). Nu se cunoakte exact mecanismul prin care se produc le-
ziunile hepatice, dar se pare ct sistemul imunitar al gazdei joact un rol
important in producerea acestora. ARN viral nu se integreazt in mate-
rialul genetic al gazdei, de aceea, pentru a se mendne in organism, viru-
sul trebuie st se replice constant ki eficient in celula umant. in ciuda
unui rkspuns imun umoral ki celular multispecific indreptat impotriva
proteinelor structurale ki nestructurale, la aprox. 70-85% din pacien$
infec$a persistk. Sistemul imun trebuie st elimine rapid infec$a, inainte
ca virusul st aibt timp st dezvolte strategii pentru eludarea rk.spunsului
imun. Replicarea viralk persistentt a fost detectatk ,in special, Tn hepa-
tocite ki in limfocitele periferice. Au fost autori care au studiat la autopsii
prezen replickrii virale ki in alte organe decat ficat (Laskus ki colab.),
la imunodeprima$ (co-infecta$ HIV/HCV), gtsind acest virus ki in gan-
glionii limfatici, pancreas, suprarenale, mtduva osoast, splint. Semnifi-
ca$a clinick a prezen®i HCV extrahepatic nu este inck pe deplin eluci-
datt, fiind inck necesare studii mai amtnun$e in vivo.

Infeca cu HCV determint. apari$a de anticorpi neutralizan$, care
nu sunt totuki eficien$ ki nu protejeazt impotriva unei reinfecd. Se pare
ct cei care fac infec$e cronick, fie nu pot avea un raspuns imun celular
adecvat de la inceputul infec$ei, fie nu il pot men$ne (dupt un studiu al
lui Gherlach din 1999, 6,15% se incadreazt in prima categorie Ki
12,31% in a doua categorie).

Existt mai multe strategii posibile prin care virusul persistt.:

- devine mai pu$n vizibil pentru sistemul imun;

- scade eficien& citokinelor antivirale;

- crekte rezisten@ celulelor infectate la distrugerea mediatt de

cttre Iimfoci€&) e T citotoxi

- inducerea toleran®i imune;

- eludarea mecanismelor sistemului imun.

16
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Tn general, nici nivelul viremiei din sange ki nici valoarea ALT nu
se coreleazt bine cu distruc$a de la nivelul sutului hepatic la biopsie.
Se pare inst ct nivelul replictrii virale Tn &sutul hepatic poate fi corelat
cu severitatea afectkrii hepatice (Gretch ki colab.).

Studiile asupra fiziopatologiei in infec$a cu virus C au fost mult
limitate de lipsa unor sisteme de culturi celulare (posibile abia din 2005)
pentru replicarea viralk i, kmai ales, de lipsa unor modele animale la
mamiferele mici. Singurul model animal disponibil a fost cimpanzeul, la
care r at aeicronide a fos$ foarte ridicatk (ca ki la om). ki la acesta
replicarea viralk persistt, in ciuda apari$ei unui rtspuns imun specific.

n general, virusul C pare st fie slab citopatic (cu excep$a situa-
$ei patogenice particulare a hepatitelor colestatice fibrozante). Leziunile
morfologice la nivelul hepatocitelor (atingere citopatict) sunt observate
la un numkr mic de celule. Severitatea leziunilor nu se coreleazt cu ni-
velul viremiei. Experimental, hiperexpresia proteinelor virale la koarecii
transgenici nu induce leziuni hepatocitare. Persisten$ viralk pare a fi
legatt. jmai ales, de sistemul imun al gazdei care nu poate elimina viru-
sul, deki posedt capacitatea de a limita replicarea viralt..

Per s i auratnpfate avea mecanisme multiple.

O caract er i s tavimduluiCegeextrenaarvdridbilita-
te a genomului viral, datoritt. absen$i unui sistem de corectare a erorilor
de replicare la nivelul ARN polimerazei virale. Acumularea muta$ilor ki
selec$a variantelor mai bine adaptate au dus la apari$a mai multor
genotipuri. Cea mai conservatt parte din virus pare a fi proteina nucleo-
capsidict, iar cele mai variabile zone sunt E1 ki E2 (cea din urmt are o
p o r $ hipemvagiabilk de 30 aminoacizi). La acelaki pacient infectat cu
HCV, virusul circult. sub diferite variante genetice denumite cvasispecii;
heterogenitatea evoluand odatt cu boala. Astfel, la doi indivizi infecta$
cu acelaki inocul, variantele virale sunt ulterior diferite. Fenomenul con-
ferk virusului o ratk crescutk de supraviedlire, cu selectarea rapidt a

mutantelor mai bine adaptate mediului imunologic.
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Pe de altt parte, ki mecanismele imunitare ale gazdei sunt
implicate in persisten& HCV.

REspunsul imun nespecific este primul mecanism de aptrare
mpotriva virusului C. Din ptcate, nu se cunoakte exact rolul celulelor
NK, neutrofilelor, macrofagelor sau al secre$ei precoce de citokine.
Totuki, existt. argumente indirecte care sugereazt ct infec$a cu HCV ar
putea fi evitatt intr-un stadiu precoce. Astfel, limfocitele subiectilor
infecta$ sau ale cimpanzeilor expuki la virus pot prezenta o reactivitate
la stimularea antigenict ,in absen$ anticorpilor specifici ki pot ptstra
memoria limfocitart. mai mul$ ani dupt. vindecarea unei hepatite C.

In cursul fazei iniSale a infec$ei poate fi detectatt prin metode
imunoenzimatice o imunitate umoralt s p e c i thdreptatt Tmpotriva
virusului C. ki anume producerea de anticorpi specifici pentru epitopii de
pe proteinele structurale ki nestructurale ale virusului. Se pare ct unii
dintre acekti anticorpi ar avea un rol neutralizant. Totuki, nu s-a constat
pant acum nici o diferen$ tcalitativk sau cantitativk. a rkspusului imun
umoral intre pacien$ care se vindeckt ki cei care dezvoltt infec$e cro-
nick. dupt un episod acut. In schimb, se pare ct. anticorpii antivirus C ar
fi cei implica$ in manifestkrile extrahepatice, fiind asocia$ cu crioglobuli-
nemia tip Il sau lll. Tn concluzie, rkspunsul imun umoral specific impo-
triva HCV, deki are un oarecare efect neutralizant, nu este suficient
pentru a proteja pacientul impotriva unei eventuale reinfec$i ki nici impo-
triva rkspandirii virusului Tn organism in cursul infecgei acute. Un
rbspuns umoral important poate determina formarea de complexe imune
ce pot determina patologii asociate crioglobulinemiei (glomerulonefritk
neuropatie, vasculitt. cutanatt., artritt).

REspunsul celular limfocitar T CD4+ specific este cuantificabil
la paciend cu hepatitt acutk sau cronick prin mksurarea rk.spunsului
proliferativ antigen-specific al celulelor mononucleare din séngele perife-
ric faS ide antigenele recombinante ale HCV. Limfocitele T CD4+ speci-

fice apar in sangele periferic la 3-4 stpttméani dupk contaminare, iar
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aparida lor in infiltratele celulare de la nivelul ficatului coincide cu crekte-
rea transaminazelor. Proteinele capsidei, precum ki proteinele nestructu-
rale NS3 ki NS4A sunt cele mai imunogene. Un rkspuns puternic Ki sus-
$nut in limfocite CD4+ se coreleaztk cu eliminarea virusului in timpul
fazei acute a infec$ei; recunoakterea unui epitop imunodominanat al
proteinei NS3 (situat intre aminoacizii 1251 ki 1259) pare asociat cu
evolu$a favorabilk a bolii. Studiile de proliferare limfocitart. a T CD4+ cir-
culante ki analiza producerii in periferie de citokine ca rtspuns la diferi$@
epitopi virali (core, E1, NS3, NS4, NS5) au arttat ck secre$a de citokine
imunoreglatoare Thl (IL2, IFN gamma) care activeazt limfocitele T
citotoxice, predomint la bolnavii care au tendin® de vindecare spontant
(mai ales dact secre$a lor este precoce ki durabilt), Tn timp ce secre$a
de citokine proinflamatorii Th2 (IL4, IL5, IL10) apare mai ales la pacien$
care dezvoltt boala cronict.

Astfel, persisten@ infec$ei dupt faza acutk s-ar explica printr-un
rtspuns insuficient in limfocite T CD4+ specifice ki 0 secre$e redust. de
citokine de tip Thl.

Rtspunsul celular limfocitar T citotoxic (CD8+). In infec$a cu
virusul hepatitic C apare un rkspuns citotoxic specific modulat de com-
plexul major de histocompatibilitate HLA clasa |, atat in mononuclearele
din sangele periferic, cat ki in ficat. S-a dovedit ck ,in cursul hepatitei
acute, numktrul de clone limfocitareT CD8+ specifice, producttoare de
interferon gamma in sangele periferic, se coreleazt cu eradicarea infec-
$ei la 6 luni de la debutul ei. In hepatita cronict, numkrul acestor celule
este mai mare in infiltratul celular hepatic decat in sangele periferic.
Aceste celule T citotoxice ar fi implicate in eliminarea virusului prin liza
celulelor infectate prin apoptozt ki/sau ac@unea unor citokine (interferon
gamma sau TNF alfa), care pot inhiba replicarea intracelulart. viralk. S-a
stabilit, de asemenea, ct existk un raport invers propor$onal intre rks-
punsul citotoxic Ki viremie, ceea ce sugereazt ct replicarea virala ar fi

par$al controlabilt prin limfocitele citotoxice. Studii cantitative ale
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rb.spunsului citotoxic Tn hepatita cronict au arktat ct, deki acest rbspuns
este intotdeauna prezent la nivelul ficatului, el este mai slab ca intensi-
tate decét in cazul altor infec$i virale, cum ar fi cele cu CMV, EBV etc.

n concluzie, persisten@ viralt Tn hepatita C s-ar explica printr-un
deficit func$onal al rkspunsului Tn limfocite T citotoxice CD8+, precum Ki
prin limitarea recunoacterii antigenice de cttre limfocitele T CD4+.

Factorii genetici lega$ de gazdt ar putea influen@& natura rks-
punsului imun ki interacgunea lui cu virusul. Este vorba, in primul rand,
despre sistemul HLA, care a fost mai bine studiat. Deki s-a pus n evi-
den$ 1o legaturt intre unele gene ki evolu$a favorabilk a infec$ei, nu s-
au putut, totuki, identifica haplotipuri caracteristice in popula$a generalt..

l ncuda$

Intre momentul infect ti cuivirus hepatitic C ki apari$a simptome-
lor (hepatitt. acutt), existt un interval de 2 pant la 26 stpttmani (in ge-
neral, intre 6 ki 9 skpttmani); incuba$a medie a fost stabilitt pe studii
prospective post-transfuzionale (7-8 stptt m@). Perioada de incuba$e,
dar ki severitatea bolii acute par st fie in legtturt cu inoculul.

| st ori a amalit ur al t

Dact pentru primele douk decade ce urmeazt infectkrii cu virus
C istoria naturalk a putut fi mai bine studiatk, Th schimb, ceea ce se
intamplt dupt doukzeci de ani de evolu$e cronick a infec$ei nu este
inct suficient de bine cunoscut.

Istoria naturalk a infec$ei cu virus C cuprinde atat hepatita acutt,
cat ki pe cea cronict.

Boal a acutt

Denumitk Tnainte de 1989 hepatitk. acutk. nonA-nonB (post-trans-
fuzionalt), hepatita acutt. cu HCV este ki in prezent o boalt. pu$ cunos-
cutk. Acest lucru se datoreazt, pe de o parte faptului ck numai 1 din 10
pacien$ sunt simptomatici, pe de altt. parte pentru ct Th momentul insta-

ILrii simptomelor este posibil ca anticorpii antivirus C st nu fie inck
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prezen$ (ei apar ih general dupt 3-12 stpttmani du p infectare), ceea
ce intarzie diagnosticul, sau 1l face st fie subestimat. Istoria naturalt a
infec$ei cu virus C este ki ea Tnck insuficient cunoscutk, ctci datele din
literaturk. referitoare la faza acutk a bolii sunt destul de strace. De
aceea, definirea cazului de hepatitk acutk se face coroborand datele
epidemiogice (expunere poten$alt la virus cu 2 stpttméni pant la 6 luni
anterior Tmbolntvirii), criterii clinice (boalt acutt cu debut discret de
hepatitk acutt ki, eventual, icter), criterii de laborator (crekterea trans-
aminazelor de peste 7 ori valoarea maximt admist. ki Ac anti-HCV pozi-
tivi prin dout metode, ELISA ki RIBA. Totuki, 10% din cazuri nu au Ac
anti-HCV prezen$ la testarea inialk (nu au fkcut seroconversia), 3%
rbman negativi ki la testtrile ulterioare deki au infec$e cu HCV. Pe de
altt. parte, prezen& Ac anti-HCV nu distinge intre o infec$e acutt, una
cronick sau una eradicatt.. Absen$ HCV in sadnge nu exclude o infec$e
cu virusul C.

Hepatita acutk C se referk la perioada de 6 luni care urmeazt
infecSi e i c 1o catd ant. la 75% din pacien$ pot fi asimptomatici.
Perioada prodromalt. lipsekte in general, iar simptomele, cand apar,
sunt Tn general ukoare Ki nespecifice: sindrom pseudogripal, obosealt,
dureri musculare, gre$iri, vkrstturi, subfebrilitate, dureri abdominale,
uneori icter, ce se inso®sc de crekteri ale transaminazelor serice. In
formele simptomatice, boala dureazt. de obicei 2 pant. la 12 stpttmani.

Icterul apare rar in hepatita acutk. C (pant la 20% din cazurile
simptomatice), dar pare a fi asociat cu o evolu$e favorabilt a infecSei.
Se pare ct icterul apare mai pu$n frecvent la hepatitele transmise prin
injectare i.v. de droguri.

Al$ autori sus$n ct nu numai formele icterice, dar chiar formele
de hepatitt acutk simptomatick se vindect spontan in propor$e mai
mare decét infecSile cu virus C asimptomatice (care, de obicei, se croni-
cizeazt). Mecanismul acestei vindecktri nu este cunoscut, dar studiile au

arttat ck rkspunsul imun, mai ales celular de tip T CD4+ ki CD8+ joact

21



un rol foarte important. Un factor predictiv favorabil ar fi restrangerea
numkrului ki a diversitk iSde cvasispecii, ce ar anun@ vindecarea, pe
cand expansiunea acestora anun$S kronicizarea (R.T. Chung).

Existt ki al$ factori care par st influen®ze eliminarea spontant. a
virusului:

- varsta in momentul infectkrii - contrar modului in care se
petrec lucrurile in infec$a cu HBV, 40-45% din copiii nkLscu$
din mame infectate cu HCV se vindect spontan; unele studii
au arktat ck persoanele infectate Thainte de 20 ani au kanse
de vindecare de 70%, pe cand cei infecta$ dupt 20 ani se
vindect numai in propor$e de 24%;

- rasa - studii au a r & ¢t paciend din rasa neagrk se vindeck
numai ih 14% din cazuri, pe cand caucazienii in propor$e de
pant la 32%;

- statusul imun In momentul infecttrii - pacien$ coinfecta$ cu
HIV prezintk cronicizarea infec$ei cu HCV in propor$e mult
mai mare decét persoanele imunocompetente.

Boala cronict

Dupt hepatita acutt. urmeazt f i € vi ndecarea (caracte
eliminarea definitivk. a virusului, normalizarea ALT, sctderea progresivt
a anticorpilor, care rtman ~ n slétectabili mai mul$ ani), fie cronicizarea
bolii.

Evolu$a de la faza acutk la cea cronict este, de obicei, asimpto-
matict timp de 20 ani, dupt care poate rbmane asimptomatict. sau pot
aptr ea s iingeneral oxeare, legate de boala cronict de ficat, de
complica$ ale acesteia sau de manifesttri extrahepatice.

Cronicizarea infec$ei se caracterizeazt prin nivele ukor crescute
(sau normale) ale ALT, ARN-HCV detectabil (posibil dupt o negativare
tranzitorie). Pant la stadiile finale, boala evolueazt in medie 20-40 ani.

Coinfec$ile (HIV, HBV) sau comorbiditt. if# (consumul de alcool),

influen@azt semnificativ evolu$a bolii ki scurteazt acest interval.
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Au fost efectuate studii care au incercat st. stabileasct istoria na-

turalt. a bolii. Unele au fost retrospective (Kiyosawa, Tong, Yano, Nide-

rau, Gorgon) ki au arktat ck pentru un interval de la expunerea la virus

de 9-29 ani, dezvoltarea cirozei a aptrut in 17-55% cazuri (in medie

42%), neoplasmul hepatic Th 1-23% cazuri, iar decesele legate de boala

hepatict in 4-15% din cazuri. Alte studii prospective (Di Bisceglie, Ko-

retz, Mattson, Tremolada) au eviden$at pentru un interval de la expu-

nerea la virus de 8-16 ani, instalarea cirozei in 7-16% (in medie 11%)

din cazuri, neoplasmul hepatic in 0,7-1,3% iar decesele legate de boala

hepatict n 1,3-3,7% cazuri.

Mai mul$ factori ar putea influen$ progresia hepatitei cronice:

- Factori lega$ de virus - nivelul viremiei pare st nu influen$-

ze progresia bolii, iar cvasispeciile influengazt numai trece-

rea de la faza acutt la cea cronict, dar nu ki progresia bolii

cronice de ficat deja instalate.

- Factori lega$ de gazdt.:

varsta: paciend peste 40 ani au progresie mai rapidt. ;
sex: femeile par sa aibe o progresie mai lentt. ;
coinfec$le cu HIV, HBV grtbesc progresia bolii;
comorbiditk iShemocromatoza, non-alcoholic steatohepa-
titis (NASH), obezitatea, parazitozele (schistosomiaza)
determint o progresie mai rapidt. ;

factori genetici: Ag din sistemul HLA clasa Il care intervin
n imunitate;

expresia bolii: de obicei, formele cu transaminaze nor-
male progreseazt mai lent;

factori externi: alcoolul este factorul cel mai important de
accelerare a progresiei bolii; un consum peste 50 g/zi se
asociazt cu o instalare mai rapidt a cirozei;

fumatul ki factori toxici din mediu au fost de asemenea
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corela$, In unele studii, cu o progresie mai rapidt cttre
stadiile finale ale bolii hepatice.

Tn medie, durata de instalare a cirozei este de 30 ani, inst. difert
in func$e de factorii aminti$, astfel, bt.rbad care beau ki persoanele
infectate la o varstt de peste 40 ani pot evolua cktre ciroza in 13 ani, pe
cand femeile care nu beau, persoanele infectate inainte de 40 ani pot
prezenta aceastt. complica$e ki dupt 42 ani (Poynard, Lancet, 1997).

Dact se instaleazt ciroza hepatict, supraviellirea paciendor
dupt 10 ani 71s20tam, 400edin 8c@Kdbbolnavi vor prezenta
complica$ legate de cirozt (hipertensiune portalt, insuficienS thepatict
cu encefalopatie cronict, carcinom hepatic).

Tabloul clinic Tn hepatita cronict C diferk mult. O parte din paci-
en$ nu prezintk semne sau simptome de boalt. hepatict, au valori nor-
male ale transaminazelor,iarlap unc Si a-h b p a pPBH) prez(ntt
un oarecare grad de hepatitk (ukoark); acektia au de obicei un prognos-
tic favorabil. La polul opus, sunt pacien$ cu hepatitt cronick severt, cu
simptome prezente, cu ARN-HCV prezent in ser; sunt pacien$ care vor
dezvolta cirozt hepatict. ki stadii finale de boalt hepatict. Intre aceste
dout categorii se  a rindjotitatea pacien$lor, care au cateva simptome
(sau sunt asimptomatici), transaminaze ukor sau moderat crescute; ei
au un prognostic incert.

Hepatita cronick cu virus C este consideratk o boalt silen$oast..
Decki date recente au arttat ck Tn cursul bolii cronice pot fi infectate pant.
la 50% din hepatocite, simptomele din hepatita cronick. C sunt ukoare,
nespecifice, intermitente ki numai in 10% din cazuri sunt legate de boala
hepatict. Ele includ: oboseala, de departe cel mai frecvent simptom
descris; disconfort in hipocondrul drept (descris de pacien$ca o dur er i
hepat i cSeutsdtcdereg apetitului; dureri musculare «i articulare.

Examenul obiectiv Th hepatita necomplicatt. poate fi normal sau
poate arkta hepatomegalie, de consisten$ #mai fermt; unii pacien$ pot

prezenta stelu® vasculare ki eritrozt. palmart.
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Tn cirozk, pe langt oboseala care este mai accentuatt., mai apar:
slkbiciune musculark, inapetenS tgreSiri, sck.dere ponderalk, prurit, urini
hipercrome, edeme, ascitt. In hepatita C, sunt Intalnite uneori manifes-
tkri extrahepatice care pot constitui in 1-2% din cazuri singurele simpto-
me sau semne de boalt. Astfel, cel mai frecvent apare crioglobulinemia,
care se manifestt prin: senza$e de slabiciune, rash cutanat (sub forma
de purpurk, mai ales la nivelul membrelor inferioare, vasculitt, urticarie),
dureri articulare, afectare renalt. (edeme renale), neuropatie (dureri pe
traiectul nervilor), sindrom Raynaud, modifictri serice (prezen& de crio-
globuline, factor reumatoid, sctderea complementului seric). Alte mani-
festkri extrahepatice pot fi: glomerulonefrita ki porfiria cutanata tardivt..

Tratament

Tratament ul s e instituie pentru pe
bazeazt, ih general, pe asocierea interferonului (mai nou interferonul
pegylat) cu ribavirint..

Ribavirina este un analog nucleozidic care prezintt in vitro o

anumitk activitate antiviralb contra unor Virusuri ARN

membirii din familia Flaviviridae. Dexki ri bavirina nu poat
sckder ea nivel ul ui de ARN ierear salcu di n S ¢
interferonul conduce la un rkspuns la terapia combinatt ma i susSinut

decit monoterapia cu interferon alfa (Kumagai, 2004). Cu toate acestea,
aprox. 50% dintre paci entSpuns adeavatlgenot i p
tratament. S-a demonstrat recent ct activitatea antiviralt. exercitatt de

ribavirink. poate fi explicatk prin capacitatea polimerazei virale (codificatk

de regiunea genomict NS5 B) de a wutiliza f#fibavir
incorpora in genomul viral, determinan d mutaSii K i concen
sckzute de virus infec$Sios.

Literat ur a de s peci akiidetapreciercagezdltatelol e gat Lt
terapiei dupt o serie de markeri virali (inckrcatura viralk detectatt la

variate perioade de timp de la ini%erea tratamentului), astfel:
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- Rkspuns virusologic rapid (RVR) - sctderea inckrckrii virale
(ARN-HCV) sub 50UI/mL (limita detec$ei) dupt 4 stptbmani
de tratament combinat peginterferon+ribavirint .

- Rkspuns virusologic timpuriu (RVT) - sckderea inckrckrii
virale (ARN-HCV) cu peste 2 logy, (de 100 ori) dupt 12
st.ptt mani de tratament combinat peginterferon + ribavirint. .

- Rkspuns virusologic complet (RVC) - sctderea inckrctrii
virale (ARN-HCV) sub 50UI/mL dupt 12 stpttmani de
tratament combinat peginterferon + ribavirint. .

- Rkspuns virusologic par$al (RVP) - sctderea inckrctrii
virale cu peste 2 log o (de 100 or i ptkménuget 12 st
tratament combinat peginterferon + ribavirink dar persisten&
inckrckrii virale (ARN-HCV) detectabile dupt 24 stptbmani
de tratament combinat.

- Rkspuns virusologic lent (RVL) - sctderea inckrcarii virale
(ARN-HC V) sub 50Ul / miki) dgpt i mi2t as adie t2edc S
s btk me@i de tratament combinat.

- Rkspuns virusologic nul (NVR) - sctderea Tnctrctrii virale
(ARN-HCV) mai pu$n de 100 ori dupk 12 skpttmani de
tratament combinat peginterferon + ribavirint.

- Rkspuns virusologic compromis (breakthrough) i
persisten@ inckrckrii virale (ARN-HCV) detectabile dupk ce
s-a ob$hut RVC.

- Rectderea - recuren@ inckrckrii virale dupk terminarea
tratamentului, deki Tn timpul curei s-a ob$nut RVC.

- Rkspuns virusologic susSi n u$VvR) - mengerea
permanentt a finckrck r i i (ARN-HCYV)esub 50UI/mL
(limita detec$ei) chiar ki fLrk tratament.

RVR survine la 15% dintre paciend infecta$ cu genotipul 1 ki la

66% din cei infecta$ cu genotipurile 2/3. Acekti pacien$ au evolu$a cea

mai bunt inregistrand in 90% din cazuri SVR, dact men$n tratamentul
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cel pudn 48 stkptkmani in cazul infec$ei cu genotipul 1 sau cel pu$h 48
st ptbméani in cazul infec$ei cu genotipul 2/3.

RVR este un predictor mai bun decat RVT pentru perspectiva
atingerii SVR. Absen® RVT este consideratt un element consistent
pentru lipsa de rkspuns (RVN) ki un criteriu pentru stoparea terapiei
combinate. Dact sub tratament nu se ob$ne in 24 stptbmani decéat o
sctdere moderatt a inckrck r i i Vv iuie apelet latoraktbschemt
terapeutict..

Reculul ki rectderea semnifict reapari$a inctrctrii virale dupk
un interval in care ARN-HCV nu a fost detectabil. Reculul se refert | a
detectarea nckrck rviirdle dupt un interval in care ARN-HCV nu a fost
detectat in repetate randuri; rect.derea inseamnt reapari$a inctrctrii vi-
rale dupt terminarea tratamentului. Cel mai frecvent, cauza acestor epi-
soade este intreruperea prematurt. a medicaS i e ilipsa dewontinuitate
in administrararea dozelor. Intreruperea medica$S i Teainte de 48 stptt.-
mani conduce la o ratk a rectderilor de 12%, in timp ce un tratament
dus pant la captt nu este grevat decat de 3% rectderi. Dozele sub-
optimale de interferon sau ribavirink sunt, de asemenea, cauze recunos-
cute ale recululuikirect der i | or .

Rezumand, prin folosirea testelor de genotipare se poate face un
prognostic al evolu$ei post-terapeutice a pacientului, iar prin detec$a
RVR se poate aprecia valoarea predictivk negativk a Inctrctrii virale
ARN-HCV din stptbmana 4, justificand astfel intreruperea timpurie a tra-
tamentului. Monitorizarea virusologict timpurie poate, de asemenea,

limita toxicitatea ki costurile inutile ale tratamentului.
Di agnosticul pozitiv de infecSie cu

Teste serologice

In practica curentt, depistarea infectiei cu HCV incepe cu
eviden$erea prezen®i Ac anti-HCV (prin teste serologice). Anticorpii pot

fi detecta$n plasmkt sau ser prin metode EIA (Enzyme Immuno Assay)
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de g ein @& 3-a Gre eviden$azt un amestec de anticorpi dirija$ im-
potriva unor epitopi de pe HCV. Se folosesc antigene recombinante pen-
tru a captura anticorpii circulan$. Prezen@ acestor anticorpi este eviden-
Satk prin anticorpi anti-HCV care participt la declankarea unei reac$i en-
zimatice ce determint colorarea substratului. Raportul intre densitatea
optict. a probei ki densitatea optict de control este direct propor$onal cu
nivelul anticorpilor din plasmt sau ser. Specificitatea testelor EIA de ge-
nera$a a 3-a este peste 99%. Sensibilitatea metodei este mai greu de
apreciat, deoarece nu existk un standard de aur, dar metoda este foarte
bunt pentru paciend imunocompeten$ De asemenea, metoda este
automatizatt ki poate fi folositt. pentru un volum mare de teste.

Deki testele de genera$a a 3-a folosite in prezent sunt mai sensi-
bile ki mai specifice decét cele folosite Tnainte, sunt totuki posibile rezul-

tate fals-pozitive sau fals-negative. Deseori, este necesart confir ma

\

infecSiei pri n rdenu(taatitatty dau AaRtdMiv) gau pria

RIBA (Recombinant Immunoblot Assay). Astfel, deki anticorpii sunt pre-

zen$ la aproape to$ pacien$ i | a deda débutul holii acute (la peste

8 stptiEtmOniieydel d aunmninif elc @l navi ac-estia po

Ziu, ¢ hla aluni de @ wdbutul bolii, virajul serologic de la negativ

la pozitiv constituind uncriteriude di agnostic pozitiv de i

HCV. Tn aceste cazuri care nu prezintt. Ac anti-H C V , dadgesus-ot uK

pect eazt i nfecS$Sia acutt -tlQVv, caie mpare inC, se ca

primele 1-2 s t prtideta@fecSi e. O altt situaSie de r ¢

tivk apare “n cazul p a c iedllv.Shentodializa-i munode p |

Si) . Dact | a acektia apare o boalt hepat

ret, se recomandt c€Vt ar e aiereaAnRN-IEOY S € i cu H
Testele de tip RIBA (Recombinant Immunoblot Assay) numi t e K

Western Blot sunt teste complementare ce pun in eviden$ tprezen®

unor anticorpi anti-HCV in serul sau plasma paciendlor care prezintt

reac$ pozitive pentru Ac anti-HCV la EIA, in absen® ARN-HCV. Aceste

teste diferen$azt reac$ile fals-pozitive de infecSile cu virus C vindecate.
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Pentru Riba-2 K i -3 Bei fdloaesc 4 antigene recombinante: 5-1-1(NS-
4), c100-3(NS-4), C33C(NS-3), C22C(NS-3). Testele sunt considerate
pozitive cand pun n eviden$S minimum dout proteine ki indeterminate
cand evidenSazt o singura proteint. In cazul unei infec® cu HCV vinde-
cate, cu persisten@ anticorpilor, RIBA va fi pozitiv, pe cand in cazul unei
reacd EIA fals-pozitive RIBA va fi negativk. Situa$a de indeterminare
necesitt. supravegherea in continuare prin ARN-HCV.

Alte teste serologice. Intr-un studiu efectuat in China ki publicat
ih 2001 (Scand. J. Immunol. 54, 409-413, 2001 - Analysis of HCV Isoty-
pe complexes by a novel Immuno-capture RT-PCR method, X.X.Peng,
H.Zhu ki col.) s-a arkttat ct HCV poate circula in sange fie liber, fie legat
ih complexe circulante virion-imunoglobulink, care pot fi puse in evi-
den$ Jprin teste specifice. Toate tipurile de Ig pot forma complexe virale,
dar nu este clar ce rol joact fiecare in eliminarea virusului Ki nici semnifi-
caSa clinict. a lor. Tn acest studiu s-au detectat HCV-IgM in proporSe de
66,7%, HCV-1gG n propor$e de 51% ki HCV-IgA in propor$e de 62,7%.

Determinarea serologict a genotipului e posibilt. prin ckLutarea
directk a epitopilor specifici pentru genotip. Metoda Murex HCV de sero-
tipare identifict tipurile 1-6 de HCV, dar nu poate diferen$a subtipurile.
Pot apare reactivitt. igerologice complexe prin prezen& mai multor tipuri
de virus la acelaki pacient, prin reactivitate Thcrucikatk sau prin vindeca-

rea dupt infec$a cu un genotip Ki persisten$ viremiei cu alt genotip.
Determinarea ARN-HCV

Det er mi nar e gepoatelfacetpintmetede PCR (Polyme-
rase Chain Reaction) sau TMA (Transcription Mediated Amplification).
Prin aceste metode, ARN-HCV este extras ki transformat prin transcriere
inverst. Tntr-un lanSdublu-catenar complementar de ADN (CADN). Acesta
este procesat printr-o reac$e enzimatick ciclick, determinand formarea
unui mare numkr de copii. Prin PCR, se sintetizeazt copii de ADN dublu

catenar, iar prin TMA copii de ARN monocatenar.
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Tabel | . Diverse sisteme de evaluare a Vviremi

producttor Ki met odt.
Limitt i n Determinare
Metodt Fabricant Tehnick det ec cantitativk
(Ul/mL) (Ul/mL)
] Roche
Amplicor HCV RT-PCR
Molecular 50
v2.0 manual
Systems
) Roche RT-PCR
Cobas Amplicor )
Molecular semi- 50
HCV v2.0
Systems automat
HCV Versant Bayer Health TMA 10
RNA calitativ Care manual
) Roche
Amplicor HCV RT-PCR
) Molecular 600 600-500.000
Monitor v2.0 manual
Systems
Cobas Amplicor Roche RT-PCR
HCV Monitor Molecular semi- 600 600-700.000
v2.0 Systems automat
RT-PCR
LCx HCV RNA Abbott
o ) ] semi- 25 25-2.630.000
cantitativ Diagnostic
automat
Versant HCV bDNA semi-
Bayer H.C. 615 6151 7.700.000
RNA automat
Roche .
Cobas Taq Man real time
Molecular 15 23-1.400.000
HCV PCR
Systems
Abbott Real Abbott real time
] ) ) 12 127 100.000.000
Time Diagnostic PCR

Determinarea calitativk. pune in eviden$ tcantitt. iSmici de virus.
Pragul minim de pozitivitate acceptat in general pentru testele calitative
este de 50UI/mL ki are o sensibilitate egalk pentru toate genotipurile.
Existt ki metode mai sensibile care pun in eviden$ kantitk ioarte mici de

virus, dar limita inferioart. variazt in func$e de metoda (Tabel I).
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Determinarea cantitativk a ARN-HCV se face prin tehnici de
amplificare a $ntei (PCR competitiv sau real time) sau a semnalului prin
bDNA(branched DNA) (Tabel 1). Prin real time PCR, fiecare ciclu de am-
plificare duce la emiterea unui semnal fluorescent, iar numtrul de sem-

nale din ciclu este propor$onal cu viremia din proba inigalt.

Genotiparea HCV

Deoarece distribuSia geografict, ev
terapiesunt| egate de diferite genotiopuri de
acestora constituie un test clinic Ki €

de referinSt este secvenS$Sierea unor re
PCR, urmatt de anali zt $eipdtaentficaendii c t . C
tipuri K i subtipuri virale. Se utilize
regiuni lmmreb56EUTKRI, NS5, av' nd grade de c

Datoritt faptului ct, “"n general, sc¢
mul ui e s,tiaemetbdafestecdestultde costisitoare, au fost identifi-

cate metode rapide de determinare a ger

pe ampl i fi dnavitre(aP @QR)nikit pe detectarea an
fici de tip dar presupun ncSed makt-eGeenao tpar
rea cu primer. speci fici d eéOkamotpeta f os't

al. (1992), in regiunea core. Acest sistem s-a dovedit lipsit de sensibili-

tate Ki specificitate. Unel e tes-te baze
cateincazulki t uri | or comerci al e, cum este | n
criminatori.i “n privinS$Sa unor subtipuri
K i 2c) deoarece Vvi zeazt naledg coosereae. 56 UTR,

in practica clinick, genotipul poate fi determinat prin kituri comerciale ce
analizeazt direct secvenle regiunii non-codante 5' (Trugene 5’'NC HCV
genotyping kit, Bayer) sau prin analiza hibridiztrii inverse, folosind teste
specifice de genotip (INNO-LIPA HCV Il Immunogenetics sau Versant

HCV Genotyping Assay Bayer).
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Alte sisteme fac apel la utilizarea ¢
determinarea polimorfismului lungi mi i fr
Cn aceastt metodt, un fragment de ADN am

rat cu endonucike e zeeunadcesitusua specificge aeScli-

vare pentru fiecare genotip (Xavier, 1998) . Prin restricSia uno
PCR, amplificate “n regiuni ca 50 UTR s a
di ferite lungimi care se vizualizeazt n

Deki tceasttee anet ode sunt capabi-l e st id
tatea genotipurilor, n u mad intre difertele n Si er e a
subtipuri. SecvenSele obSinute sunt alini
Met odel e de filogenie motlezal @aoirf csrem batzres

asemktntr i2lizelate 'sunt cu atdt mai numeroase cu céat intre ele

existt legtturiande.  Dupdi coOommar astn secvVv.
acizi nucleici se aplict programe i nfor ma
ce complexe care per mi t reconstituirleraFel$en-l ogeni ei
stein, 1993). Ingeneral, se uti |l i zeazt t8de: amlizedgor i i de
parci moni e, analiza asembtntrii maxi me Ki

sunt vizualizate grafic ca arbori filogeneticiincarelungi mea br aSel or e:

propor Sionalt cu distanS$Sa observatt "~ ntre
met ode nu este perfectt, fiind necesart
Pentru aprecierea robusteSii arborilor «i
statistice(@anal i za e kK abodtstrap)ydare vor estina, printr-o ex-

tragere aleatorie a lIsceqgive nred ommrelsuiudam$ien

matt ca numere | a 'Hillie,193).gtt ura braSel or (
Genotiparea se folosekte pentru studii epidemiologice in care

este necesark determinarea exactt a subtipurilor ki variantelor virale

pentru identificarea focarelor ki trasarea infecSlor.

32



Rezultate

1. Real i zarea unei b nci de ser ur.i bi ne

criteriilor de s el eaSerwilorain gaareli en Si | «

consor Siului

In Institutul Cantacuzinoa f os't C Onasndit ude Lseor ur
bine caracterizate din punct de vedere virusologic, cu concursul
INCDMIC K i | paatenerilor la proiect (Spitalul Clinic de Boli Infec$oa-
se ki Tropicale ADr. Victor Babek i I SP Ti:nomlet desserai)
HCV pozitive (400) ki un | ot mar-tor de
patitice (200). Paciend provin din zona de sud (inclusiv Bucurekti) ki cea
de vest a Romaniei. Studiile realizate au fost retrospective (incluzand
probe din serotecile fieckrui institut) si prospective, care au presupus
selectarea tuturor paltiileintSe | om daghrulcrd

lui. Probele din banca de seruri au fost inregistrate informatic. Banca de

seruri c o n«itutul tCCantaduzino ki Institutul de Virusologie a
fost analizatt din punct de vedere mol €
ril or, a variantel or,precum iapertru dezvolta- r e ¢ 0o mk

rea noului sistem ELISA de identificare a anticorpilor anti-core+1 in ser.

Institutul de Virusologie Aktefan S. Ni c ol a u @ selecktl )
50depacien$ care prezentau sau nu semne cli
Ki, corespumeddmtrr, olunf droma't di-HCV55 de |
negati vi (\o®8 528 ameid)i,e fLrt semne clini
care ssau prezentat pentru testdbri de ruti
I nstitutul defanSiNi cwodlaugi.e Akt

Spitalul Clinic de Boli Infec$oase ki Tropicale ADr. Victor
Babek d(P2) a selectat probe (200) cu serologia HCV-pozitivk. in ELISA
Ki RIBA, inckrcarea viralk cunoscutt, evaluarea biologict ki histologict a
pacientului, factori de risc.

Institutul de Stnkttate Publick Timikoara (P4) a trimis 100 se-

ruri pozitive, pozitive cu dublt infec$e sau cu rezultate indeterminate,
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precum Ki seruri negative (peperttru u orice
constituirea lotului martor. Pentru acest proiect au fost selectaSli ucr £t or i

ih domeni ul sanitar, paci engSi cu hepatope
transmitere sexualt) K i afecSiuni der mat

hematologice.

2. Stabilirea algoritmului de diagnostic virusologic pentru

prezen@® markerilor infec$ei cu virusuri hepatitice cu

transmitere parenteralt

I nstitutul d ektefam 6.uNsi ocl od gaialaborad un
chestionar cuprinzand informa$ despre caracteristicile socio-demografi-
ce ale paciendlor, factorii de risc pentru infec$a cu HCV, datele clinice,

biochimice ki virusologice care servesc la selec$a pacientilor inrolati in

studi u pe toata durata proiectul ui-. Acest

tre toSi parteneri.i K i a f odnstitigdl abor at t

de Stnttate Publiatadusi aotbewaa (dmpl et Lri
S-a st abi | iagorum detditagnostid: serurile vor fi tes-

tate pentru prrezdeen San fneacrSkieer i cHie, #hB V : A g HB s
ticorpi ant-tHB ¢ K i a n tHBs; watilizgnd truserELISA comerciale.
Toate serurile vor fi testate initial pentru anticorpi totali, ulterior cei anti-
HBc-pozitivi vor fii eval uas$Si pentru zandezenSa a
astfel ponderea hepatitelor B cronice, iar cei cu AgHBs pozitivi  pentru
antigenul HBe , ca marker de idindieciati hiepatet tvir
cronict agresivi. -poateivanfiSt ¢ stalBu AgpkBs
anticorpii anti-HDV, avand in vedere ct virusul hepatitei delta (HDV)
poate coinfecta sau siaprhephec,tras- doat Lpa
pectiv,cr oni ct HBYV k-pozitigi.nrHDV gste mn viduB defectiv
care necers$a LA getBas s putea replica.

Cn continuar e xgnple drechestiomarul wompletat

pentru 52 de plSPcTimxoagi de ckLtre
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CHESTIONAR ISP TIMIK OARA
CODUL PROBEI = 2748/2005

DATELE PERSONALE ALE PACIENTULUI

Inialele numelui M.V
Varsta 35 ani Sex (M/F) M
Jude&ll de domiciliu Mediu (U/R):

Institugonalizat? Da Penitenciar Timikoara

COMPORTAMENTE kI RI SCURI

Consum de alcool? Nu  Ocazional Da
Consum in comun periuS de dinYaparat de ras? Nu
Tatuaje, cercei, gturi pentru cercei? Nu De cand?-

Manichiura, pedichiura sau btrbierit la salon specializat? Nu

Consum de droguri i.v.? Da De cand?-

Comportament sexual cu risc? Nu BTS Nu

Contact familial/de colectivitate/profesional cu Hepatite Virale? Nu

ANTECEDENTE

Tratamente dentare Nu Tratamente parenterale Nu

Interven$i chirurgicale Nu

Transfuzie de sange Nu

Tratament cu factori de coagulare Nu

Di ali ztNurenal t

Transplant organe/$suturi Nu

Vaccinat anti-HBV Nu

Coinfec$: HBV Nu  HBV-HDV Nu HIV Nu
DIAGNOSTIC = UTILIZATOR DE DROGURI

PBH Nu

DATE DE LABORATOR

Transaminaze Nu

Serologie HCV ELISA POZITIV  DO/CO =3,07/0,361
Western Blot profil benzi

ARN HCl_i netestat nedetectabil nr Ul/ml
Pacient tratat?

ARN HCV la 3 luni dupt tratament

ARN HCV la 6 luni de la oprire tratament____
Genotip____3a
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3. Teste biochimice

Determi nktri | eau bfecluat tu mactivieHunsan pe
anali zor semiautomat p e nHumalyzedJairioe r mi n bt r i
Nivelul ALT seric (val o r i nor mal 6-48W/L) a o3t eonsider S L
rat cel mai reprezentativ. Rezultatele au fost exprimate ca raport al ALT
(rALT), definit ca raportul dintreval oar ea ALT a probei Ki va
mt normalt acceptatt pentru testul uti |l

numai “n cazul pacien$Silor cu valori ale

4, Testarea serologict a probel €V (testar

prin tehnici imunoenzimatice i ELISA ki teste de confirmare i

imunoblot; testarea anticorpilor anti-HBc, anti-HBS)

Din totalul probelor testate de P1, indiferent de rezultatele la EIA,
3,7% au fost indeterminate la Western Blot (WB). Nici o astfel de probt
nus-ainre gi st r at iduB&IA pegativi.imt&iprobele cu reactivi-
ttSi mari “n EIA Ki transami9h&zau seri ce (
fost WB pozitive, una singurkt. avand profil WB indeterminat. Concordan-
Sa dintre rezultatult HrldaA «mi cdel” nWR aa ufl o ¢

cu reacti viUink Siesdc ti znwtneo.b| ot ce prezintt

banda coresau NS3, reprezintt cu mar-<e probab
HCV real pozitiv Ki n uln plus,rlaemejoritatea i t at e n e
acestorpaci ean Sd v isdperneieantSa viremiei, “n speci
de risc identificabil:@ pentru infecSia H
titk. Cn aceste condi Si i s e i mpune ree
confirmare in diagnosticul infecSiei HCV.

Testarea de triaj (screening) a f os't enf cenepartimeritul de
serologie al Laboratorului de analize medicale din SVB, cu teste ELISA
certificate pentru diagnosticul in vitro, Tn varianta semiautomatt. sau au-
tomatt, utilizand sistemul Miniswift, Tecan, Austria. Alternativ, o serie de
teste au fost efectuate cu analizorul de chemiluminiscen$ tAccess,

BioRad, in care designul imunoenzimatic al testului este similar cu cel al
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testului ELISA, inclusiv sub aspectul selec$ei antigenelor de capturt a
anticorpilor anti-HCV. Cn f a z aa testeldr imdnbenzimatice de triaj

( EL I BchemituminiscenS ksunt incluse antigene ale HCV, K ianume:

proteine recombinante din regiunile NS3, NS4 K i di n . Moaglissi d L

HCV Ag-Ab Ultra, BioRad, un test utilizat in aceastt perioadt, con$ne in

faza ol udt ant i cor pcapsidarHEY, pemtruasporirean t i

sensibilitk i5Tn fereastra serologict . @erea gensibilitt i testului de
triaj se face in detrimentul specificitt i astfel ca in unele cazuri cu
reactivitate de zona gri sau slab pozitiva este vorba de reactivitati false,
nespecifice infectiei HCV.

Confirmar ea as efrmdto gaeddi RIBAIde tdiagnostic
in vitro, DeciScan, BioRad. Toate kiturile au fost utilizate conform ins-
t rwdl@pr odtuccrki | or . QMRIBA suat mncluseoptoteidatde
fuziune GST, Ki a nt ii gSd.rCateriitk idandiaghtstic
ale testului de confirmare serologict. RIBA sunt dupt cum urmeazt.: re-
zultatul pozitiv este dat de prezen$ a cel pu$n 2 benzi corespunzand
unor gene di fNS3, N$4kcu ihtenaitats de dntnim 0,5+; re-

cz2,

zult at ul negati v aerickeei beraitspedfiee HEW; seeuh $

tatul indeterminat este dat de o singurk bandt din orice gent sau dout
benzi de capsidt.

Pretratamentul SMARTube™ are la baza principiul stimulkrii in vitro
Ki accelerkrii produc$ei de anticorpi de cktre limfocitele B sensibilizate
de contactul in vivo cu antigene specifice HCV. In esenS tacest pretra-
tament are ca scop declarat de producttor, reducerea fereastrei serolo-
gice fiziologice ki, in subsidiar, minimalizarea reactivitt ifpr nespecifice
obiknuite Tn testarea serologict de triaj HCV. Sangele prelevat de la su-
biectul investigat este anticoagulat cu heparink pentru a permite cultura

in vitro pentru 3-5 zile, In prezen@ unui mediu conghand un mitogen

pentru limfocitele TkiB. O | i mi t £ a dheestareahesae poates t e

efectua numai cu sédnge prelevat proasptt (de maximum 24 ore). Pe

scurt, ImL s@nge anticoagulat cu heparink e st e a ocue2milt reee a t
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diu de pretratament ntr-un tub de culturt celulark (capac cu posibilitate
de schimb gazos cu mediul exterior). Tubul astfel preparat este transfe-
rat i n i nc ublaatmosfart umede ki 4 GO Dupt 3-5 zile
de incubare, tuburile de culturt. celulart sunt centrifugate pentru a sepa-
ra masa celulark de supernatantul culturii, un amestec 1:5 de plasmt,
prezumtiv imbogt i in anticorpi ki mediu de pretratament mitogenic.
Acest supernatant este testat pentru prezen& anticorpilor anti-HCV prin
tehnici serologice clasice de triaj. In acest moment intervine cel de al
doilea dezavantaj al metodei, factorul de dilu$e indus de mediul de pre-
tratament, 1:5. Tehnicile serologice de triaj care nu permit compensarea
acestei predilutii sunt susceptibi | e d dea aemsificativ sensibilitatea
metodei in ansamblul ei, pretratament + test serologic de triaj.

Au fost evaluate 15 probe de sange provenind de la 13 cazuri de ex-
puneri la HCV (chirurgical, cu ki fLrt transfuzie de sange, sau profesio-
nal). Unsprezece dintre aceste cazuri au avut serologie HCV negativt
prin amblele metode de testare serologict de triaj, cu ki fLrk pretrata-

ment SMARTube. Dout. cazuri au realizat seroconversie HCV in cursul

spital i ztmambele cazuri,3&tdonveSia HCV a survenit dupt
o interven$e chirugicalt cu transfuzie de sdngeintr-un ca z ,trans4i f L r L
fuzie de sange, in celtlalt caz, in context de citolizt hepatict acutt cu
viremie eviden$atk in ambele cazuri.
Pretratamentul SMARTube™ nu a permis semnalarea seroconversi-
ei HCV in desft. wrare, deci aceastt. metodt  nita dovedit eficacitatea
pentru reducerea ferestrei imunologice.

CorelaSie “"ntre profilul serol ogic Ki
serice. Pe baza rehCM i(vDQ/LGO idiamttikTst ul EI A
pacienSii PeavtdtimpBEi Sd8i " n urmbtoarele grt

- Grupul A: paci eHCS/i peoretiit i vi , cu reactiwvi

transaminazecr escut e ( DO/ CO O 3, rALT >1

- Grupul B: paci eHCS/i peoretiit i vi , cu reactiwvi

transaminazenor male (1 O DO/. CO <
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- GrupulC:pacienl3CV amazi ti vi , cu reacti
transamnaze crescute (AT*1).DO/ CO < 3,
- Grupul D (control): paci enSi ant i HCV negatiyv
indiferent de rALT.
(DO/ICO-val oar eai idemptiitdaes a p cubdifénitestulapor t al
imunoenzimatic; rALT-val oar ea al anil aminotransfer:
la Iimita normalt maximbk admi st de test
Este de remarcat ct 11.5% dintre pa
transaminazemia ALT in limite nor mal e, infecSia HCV fil

prin nivelul fluctuant al transaminazelor serice. De asemenea, se obser-

vi ct “n grupul pacienSilor seronegat.i\
care prezintt niveluri crescute ale AL
hepatitt cronickt nonviralt (alcoolict,
ce modifica markerii biochimici indepen

Screeningul anti HCV s-a realizat printr-un test imunoenzimatic
comerci al d e? G/ Ab, BIS.IPRO., dia Bro Diagnostics
Bi oprobes, conform prot oc odonfilmaiea pr oduc
testelor imunoenzimatice au fost utilizatet est e i munobl ot de |
a 3a: Deciscan HCV PLUS 1 BIORAD.

5. Metode moleculare de evaluare cant i t ati vtHCVa ARN

plasmatic ki genotipare cu kituri comerciale

Evaluarea cantitati vtiarealizAtRih RHCV pl a
PCR cu un kit comercial AMPLICOR HCV MONITOR ROCHE vs. 2.0.
Pentru prelucr ar ednstsutubdeiVsusologie a dat
a utilizat testul Fisher exact, disponibil la GraphPad InStat, o valoare p<
005 fiind consideratt semnificativtkt din
Evaluareacant i t at i-NE@V ap |AsRNdetermimarea
valorii predictive a profilului testelor de confirmare de tip Western

Blot (WB) pentru prezen& replictrii virale active.
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Pe scurt, 100puL ser sau control internsunt s up u K i unei pr oc:e
d e e xea ARA,cirGurma ckreia se obS i nneL suspensie congnéand
ARN din serul de testat ki serurile control. Extrac$a ARN este o proce-
durk manualt, care presupune lizt, precipitare ki sptlarea ARN. Fiecare
sesiune de lucru include un set de 3 seruri control: negativ, pozitiv mic,
pozitiv mare. Ob$nerea unor rezultate conforme lotului de fabrica$e indi-
cat de producttor valideazt rezultatele ob$nute pentru serurile de testat.
Extrac$a este urmatk de amplificare ki detec$e, opera$ complet auto-
matizate, efectuate de analizorul Cobas Amplicor, Roche. Rezultatele
sunt exacte in intervalul de linearitate 600 i 700.000Ul/mL. Valorile mai
mari de 700.000UI/mL au un grad progresiv de eroare, motiv pentru
care, in inten$a de a ob$ne valori exacte, este recomandatt retestarea
serului intr-o  n osasiune de lucru, procesand serul intr-o diluge de
1:100. Pentru evitarea repettrilor numeroase, in Laboratorul de Biologie
Moleculart al SVB, serurile de la pacien$ simptomatici, afla$ la prima
evaluare a inctrcarii virale, sunt testati in dilutie 1:10. Intervalul de
linearitate al determint r i | or d €iv/i000.8008I/m. 0 O

Evaluarea cantitativk. a ARN-HCV plasmatic de cttre P1 a arttat

ct RT-PCR a fost pozitivla 92,7 % din pacienSii Teu react.i
testele imunoenzimatice, comparativ cu numai 182 % | a paciengSii
DO/ CO cu valori “"ntre 1 Ki 3, i ndi ferent

(p<0,05). Una din problemele cele mai controversate legate de diagnos-

ticul infecSiei HCV este interpmetarea Vv
testele imunobl ot, ctalor bepza antignica Launi ct a
11,2% din determintri s-au 0 b $ irezultdte divergente folosind RT-PCR

K i WB "n paaidréceehtt co@bi na ST est WB pozitiyv
ARN-HCV negativ, respectivin 7.4% dincazuri Aceasta indickt fapt
infecSia HCV serologic confRTFPCaR 4r tnu est
manand singurul testse nsi bi | Ki specific “"n detecta
K i prin aceast a, a pacienSilor potenSi al
HCV. Institutul de Virusologie(P1) const att c¢ct o mai bunt ¢

40



RT-PCR «kKis-aVWBservat|l a pacienSi i cainEl&activi
(DO/ CO > 3), cele dout teste d@wd rezul
din pacien$.

InLabor at or ul de Bi o bl &9B acfostMitilizaekc ul ar Lt
testul TagMan de determinare a inckrckturii virale HCV prin tehnologie
real-time PCR. Tn acest scop, am utilizat un kit cu autorizare de utilizare
in diagnosticul in vitro (marcat IVD), produs de Roche Diagnostics, cu
extrac$e manualt ki amplificare ki detec$e real-time pe analizorul Cobas
TagMan 48. Aceastt. me tpeedintt. urmkttoarele avantaje in raport cu
metoda de PCR clasic, executatt. pe Cobas Amplicor: sensibilitate mult
maibunt , cu pr ag ddl/ndeibearitatea ceiantifictrii @aBL
la 10° Ul/mL, condiS i i de bi oslieinprocéduritetdeextagho r i t
ki amplificare-detec$e, timp de lucru sensibil mai mic. Dezavantajele
metodei sunt: consumul mai mare de produs biologic (500uL n loc de
100pL) ki ob$nerea unui volum mic de ARN eluat din procesul de extrac-
$e (70pL n loc de 1mL), care nu permite repetarea detec$ei in cazul
unui ekec de amplificare ki/sau utilizarea restului de material extras in
procedura de genotipare i s e ¢ viezen S

Genotiparea tulpinilor virale a fost realizatt. de cktre P1 cu o
trusa comercialt,, VERSANTE HCV2.0Rssayplhnggeretics,
care utilizeazt reac$a Line Probe Assay, pentru eviden$erea profilului
specific unui genotip prezent intr-un amplicon ob$nut dupt RT-PCR cu
primerispe ci f i ci s e ¢ v e ni§ileridizane cursentleemol&cGldN T R K
re cu specificitate pentru regiuni conservate din cadrul genotipurilor Ki
subtipurilor.

6. Studii epidemiologice

Ssa stabilit st se fact dout tipuri oc
1) studiu retrospectiv (din banca de seruriafieck r ui a) ;
2) studiu prospectiv luand n calcul (in mksura posibilitt ifr):

- seruri cu inckrckt u rvitkalk cunoscutt (toate gradele de

viremie);
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seruri cu serologie n e t dar ki cu serologie la limita

detec$ei, cu reactivitate incomplett. in imunoblot;

analiza serurilor pentru cinetica viremiei inainte ki dupt

tratament u | pacienSilor;

date epidemiologice (pacien$ din aceeaki familie, aceeaxi

zont, surse posibile de infec$e, stadiul bolii etc.);

serologie pozitivk , dar viremie nedetectabil
Serur il e d&P TimikodavaB fot trimise la Institutul
Cantacuzino (analizt moleculark; dezvoltarea unui sistem ELISA
core+1) ki la Institutul de Virusologie pentru completarea unor investiga-
3 (WB, genotipare cu kituri comerciale, ELISA core+1).
Analiza factorilor de risc pentru achizi$a infec$ei cu HCV

evaluaQ de Spi t al(prihchegtionaB a b e K

1. Transfuzie de sange 33,8%
2. Transplant organe/$suturi 0,15%
3. Primitor factori de coagulare 0,00%
4. Dializt. renalt. 0,15%
5. Interven$ ichirurgicale 70,4%
6. Tratamente stomatologice 78,9%
7. Tratamente injectabile multiple (=5) 57,7%
8. Droguri pe cale IV 2,8%
9. Contact sexual cu partener cunoscut HCV+ / cu parteneri multipli/
boli cu transmitere sexualt n antecedente 8,5%
10. Lucru Tn mediu spitalicesc/dispensar/ laborator 8,5%
11. Tatuaje 4,2%
12. GLuri de cercei sau alte piercing-uri 12,7%

13. Utilizare frecventt a serviciilor comerciale pentru manecurt,

pedicurt. sau barbierit 21,1%
14. Utilizarea in familie,” n ¢ o mu n, a unei a/dmding mul t or a.
aparat de ras, aparat de epilat, forfecu®, unghiere 9,9%
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Conform analizei UMF unul dintre cei mai importan$ factori de
risc pentru achizi$a infec$ei HCV il reprezintk intervengile chirurgicale
(74,35%), realizate Tn cea mai mare parte (87,3%) Thainte de 1990, ceea
cesugereazt r ol ul rrarogeng, fapt susnut ki de tipul patolo-
giei caracteristice sexului feminin ki de adresabilitatea crescutt a femei-
| or cttrne Inoetduilc.studi at , pacienSi i HCV
mai frecvent tratamente injectabile multiple (61,54%), tratamente
stomatologice invazive (74,35%) k itransfuzii de sange (30,76%).
Maj oritatea pacienSilor infectaS$Si (85, ¢
cei mai mul $Si asociind chiar trei sau p
“'n Rom®©ni a nu mk pardnterafe aadneinistratel imainte de
1989 era extrem de crescut. De sesizat ct ,in Romania calea de trans-
mitere iatrogehf nedtianpprcevdlnengdt+y il e de
mul de droguri injectabile este mai frecvent implicat.

Din aplicarea chestionarului, am observat o serie de corelaSi
ntre constantele biochimice ki severitatea leziunilor hepatice. Sta-
diile histopatologice ale |l eziunilor h
nant al progresiei hepatitei cronice C, fiind extrem de importanteini n+ Si e
rea Ki conducerea tr at diopsiaésielomane-b ol i i
vVrit i nvazi vti, cu numer o0as edetarng@nareaS i i adyv
markerilor biochimici este accesibilt. ki lipsitt de risc pentru pacient.
Constantele biochimice pe care le-am luat in studiu sunt transaminaza
glutamiccox al aceti ct ( TGO/ AST) , -pti rraurvs ari n e
(TGP/ALT), gamma-g | ut a mi | transpeptidaza (GGT)
alpha 2-macroglobulina, alpha 2-globulina, apolipoproteina Al, beta glo-
bulina, gammaglobulina ki al bumi na. Aceste-determ
te pe analizorul semiautomat Humalyzer Junior, cu reactivi Human. De-
terminktril essabi e&dleichiuad pe pl asima pr oa:¢
aceeaki zi cu biopsia. Stadiile histopatologice au fost apreciate dupt cla-
sificarea METAVIR la 33 de pacien$ diagnostica$ cu infec$e cronict
cuHCV (f i braolte-Rt Lfi brozt portald,fetel att
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brozt portakt fciubrseptt ukii s e-pstkuric-idarztf Lr i

F,. activitatea necroinflamatorie: A-a b s e nfatc,t iA&Ai t at e -mi ni mt,

riferia unorjyacpayiiitapertmodeAatt | a peri

porte sau focalt | a pergsafcdariiva ttauteu rsoerv es pLe
Paciend au fost incluki Tn 3 mari grupuri, in func$e de severitatea

afecttrii hepatice: () f tr £ | ezi uni hi stol ogiice i mpor

57,6%; (b) cu leziuni histologice grave (A>2 sau F=2 sau ambele)i

27,3%; (c)l ezi uni avansate cu septuri fibroti
(F3,F4)il1 5, 1 %. Fi br 4 a alte p ati-infadawrée seme c r o
nificative clinic (F2, F3, F4 ki respect

cel mai bine pe baza regresiei logistice, printr-un indice care a combinat
6 constante biochimice: gamma-glutamil transpeptidaza, bilirubina tota-
| £, abgpbbdublina, apolipoproteina -Al, bet a
bulina. Un indice al fibrozei cuprins intre 0 - 0.20 indict. absen& fibrozei,
in timp ce valori cuprinse intre 0.80 - 1 semnaleazt. leziuni evolutive cu
prognostic sever. Indicele de fibrozt poate fi 0 metodt neinvazivk ki fa-

cilk de evaluare inigalt ki decizie terapeutict.

Printre serurile analizate de ISP Timikoaras e af | £ K cel al
copil de 2 luni, suspect de transmitere materno-f et al t . Deseasemenea
constatt unaprdeeptciedBbtc din mediul me d
tent e, infirmieme)sculadeniiinfepa iien$iu HCV
transfuzi.i sau tratamente chirurgicale d
prezente Ki cazuri de coinifed8i aep&VI HBYV
cronset' nregistreazt ki un caz de hepatit

In Institutul de Virusologie a fost realizat un studiu asupra
seroprevalentei markerilor infecei cu HCV la adolescen$ HIV
pozitivi, supravie$itori de lungt duratt. P1 a realizat un studiu asupra
prezengi anticorpilor anti-HCV la 359 pacien$ HIV-pozitivi (varsta medie
la intrarea in studiu 13.8+1.3 ani), cu infec$e achizi$onatk pe cale pa-
renteralt, intre 1988-1992, proveni$ din regiuni cu prevalen$ kidicatk a
infec$ei HIV (161 din Constan% ki 198 din Giurgiu), 69% sub terapie
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antiretroviralt. de Tnaltk eficienS £78,2% -in st adi i clinice

fectiei HIV. La lotul studiat, provenit din seroteca Institutului de Virusolo-
gie, s-a evidenS i @ prevalen$S tsurprinzator de sckzutk a co-infectiei
HCV - 2.04%, in contrast cu prevalen@ foarte mare a co-infec$ei cu
HBV (78,2% prezentau markeri ai trecerii prin infec$a HBV - anticorpi
anti-HBc pozitivi ki 38,3% erau purtttori cronici de AgHBS); chiar ki pre-
valen@ co-infec$ei cu HDV a fost mai mare decat cu HCV, de 5,6%, in
ciuda posibilitt. iStransmiterii comune pe c al e p a r. Eof paeiend
cu markeri serologici ai infecgei HCV erau co-infecta$ HBV/HIV ki se
aflau sub tratament antiretroviral de tip HAART. La pacien$ co-infecta$
HCV/HBV/HIV, replicarea activk a HBV, doveditt prin prezen& AgHBe
Ki Tnckrcare viralt Tn titru ridicat (>40.000 copii ADN-HBV/mL) a fost evi-
denSatt | &% 8iB cazuri ki a fost asociatt cu deteriorarea statusului
imun (numtrul de celule CD4 < 100/mL plasmt) ki cu prezen replictrii
virale active a HIV (valorile medii ale inctrctrii virale au dept. i 750.000
copii ARN-HIV/mL). Cu toate acestea, pacien$ prezentau in propor$e
de numai 16,3% valori detectabile ale ARN-HCV (inckrcare viralt. medie
110.550 copii ARN-HCV/mL), cu valori ale transaminazelor semnificativ
crescute (media fiind 156Ul/dL). Pacien$i co-infecta$ cu HCV/HBV/HIV,
ftrk  r e p Viralic activie HBV prezentau un rkspuns bun la terapia de
tip HAART, cu restaurare imunologict. Evolu$a pe termen scurt a infec-
$ei cu HCV nu pare st fie semnificativ influen@tt de imunosupresia
HIV-asociatt, inst. se impune supravegherea atentt a acestor pacien$,
la care insuficien& hepatict este mai frecventt ki mortalitatea asociatt
bolii hepatice terminale mai ridicatt..

Corela$e intre replicarea viralt activk ki profilul serologic al
pacienglor cu infec$i HCV. Testand un numkr mai mare de seruri de la
pacien$ cu infec$e HCV atat in faza acutt cat ki cu infec$e cronict. s-a
confirmat importan@® evidenSi e r i reactivith SELISA crescute in
testele imunoenzimatice de triaj ki prezen@ viremiei. Pacien$ anti-HCV
pozitiwvi cu rie testeteide tiiaj (@®/@0 O n3pdezintt n
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procent de 93,2% profil complet in testele de confirmare ki in procent de
92.6% ARN HCV detectabil. Tn cazul probelor cu reactivitt iSsct.zute K i
transaminaze crescute, ARN-HCV a fost detectat in 40% din cazuri, iar
concordanSa ~ nt ki &T-RCR esteld¢ rauta 20%. TOAER
probele cu reactivitk iEIA sckzute ki transaminaze normale au fost RT-
PCR negative, concordan$ cu rezultatele testelor Western Blot serologi-
ce fiind 33,3%. Patru probe au avut rezultate indeterminate in Western
Bl ot , dout auP QR epzoeznittaityv ,RTa mOtivdateut av ©Ond
profluni ¢ pentru banda cor e, i nidEIA. er ent de
Celelalte dout pr améel e cu reacti vikitcapre scbtzutt
zen@ unei reactivitk iSsingulare pentru proteina NS5A, nu au prezentat
ARN-HCV detectabil. Este important de stabilit o corela$e intre profilul
testelor WB indeterminate ki prezen® ARN-HCYV seric, in privi n &pli-
ctrii virale, evolu$a bolii hepatice sau a mecanismului imun aflat la baza
acestui respuns particul ar. Ursingo-r of i | WB
|l art a benzii NS5, este dificil -de inter
nistt a IFN direct, inhiband PKR sau prin intermediul IL-8, chemokina
proinflamatorie care probabil altereazt expresia genelor IFRG (interfe-
ron responsive genes). Studii recente au arktatck | a 18 %acidi ntr e
end cu semne de afectare hepatick care prezintt un astfel de profil
ARN-HCV este prezent, in timp ce la donatori de sange cu acelaki profil
WB inctrcarea viralk este nedetectabilt.
Trei probe cu rezultate indeterminate n testul WB au fost trimise
Ki la Institutul Cantacuzino pentru a fi evaluate prin sistemele home-
made de amplificare in core ki NS5B. In plus, cele 3 probe au fost testa-
te ki prin RT-PCR 1n regiunea E1/E2. Cele 3 probe nu au putut fi amplifi-
cate Tn E1/E2 ki NS5B, dar au prezentat benzi foarte slabe ki benzi nes-
pecifice in regiunea core. Paciend respectivi au avut probabil o infec$e
HCV realt. dar cu un nivel de multiplicare viralt foarte sct.zut.
In Institutul de Virusologie s-au analizat corelaSile intre date-

le virusologice ki evolu$a postterapeutict. La un numtr de 25 paci-
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en$ HCV pozitivi, de la care existau date clinice, rkspuns post-terapie,
indicatori biochimici ki virusologici, s-a evaluat genotipul viral cu kituri
comerciale ki impactul acestuia asupra ratei de ob$nere a rkspunsului
virusologic sus$nut. Datoritt. prevalen®i genotipului 1b (refractar la tra-
tament),af ost studiat un | oit pravenii dintradei
care s-au prezentat in Institutul de Virusologie - privind gradul de ob$ne-
re a unui rtspuns virusologic rapid T RVR (la 28 zile), marker al ob$nerii
rt.spunsului virusologic sus$ i A RMS (la 6 luni dupt oprirea terapiei).

Rezul tate obSinute

La 23 probe am eviden$at profilul specific genotipului 1b; iar la 2
probe s-a eviden$at subtipul 1a. Compara$a intre metoda de genoti-
pare comercialk ki metoda in house in regiunea core - RFLP/
secven$ere - s-a soldat cu o concordan$ #otalt la probele testate.
Deoarece in practict, genotiparea se bazeazt numai pe polimorfismul
unei singure regiuni genomice (5'NTR/NS5B/core), este imposibil st. se
esti meze r eal $lér maliple sau & &venimeritedoc de re-
combinare. Genotipul 1b predomint in Europa ki America, dar din ce in
ce mai mult apar infecd HCV de genotip 1a ki 3, frecvent intalnit la utili-
zatorii de droguri injectabile (IDU). Studiile anterioare realizate ih Roma-
nia vizand infec$a HCV au fost aproape exclusiv bazate pe seropreva-

len% infec$ei HCV in popula$a generalk sau pe grupe de risc. Studii se-

32

rologice alegrup u | u i nost r u adarknat caseroprevalenSdac u Si

infecgei HCV n popula$a generalt de 4,8%, cu predominan$ Ha femei
n grupa de varstt 40-60 ani, sugerand calea de transmitere parentera-
It. Apari$a genotipului 1a ridick problema introducerii unor cti de trans-
mitere a infec$ei cu extindere In special n rAndul toxicomanilor. In Bucu-
rekti, s-au raportat niveluri ridicate de rkspandire a unor comportamente
la risc Th ceea ce privekte utilizatorii de droguri injectabile, estimandu-se
ct peste 24.000 de persoane (aproximativ 1% din popula$a orakului) TKi
injecteazt. heroint, acest fapt putadnd conduce la o explozie a infecSlor
cu aka-numigi Adlood borne pathogens” (HIV, HBV, HCV).
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Prin analogie cu epidemia HIV nu trebuie neglijatk posibilitatea
unor shifturi majore la nivelul distribu$ei cladelor dominante, cu posibili-
tatea expansiunii rapide a unei tulpini care a circulat anterior la nivel
sctzut, fie prin propagare in randul unei popula$ cu risc inalt, pant
atunci slab reprezentate la nivel populaonal (IDU), fie prin dobandirea
unei eficien® mai mari de transmitere. La fel, circulaga concomitentt a
mai multor subtipuri poate genera infecd multiple, cu apari$a recombi-
nanglor (CRF) care pot deveni dominan$ in unele zone geografice,
(existk. deja date globale asupra emergen®i recombinan ir intergenoti-
pici-de tip 2k/1b, cat ki intragenotipici 1a/1b). Deoarece HCV este un

virus ARN, este foarte probabiltea recoml
mecanismeleevolut i ve, ocazionat de iipadi-ec Si i cr
ent Cu genotipuri sau subtipuri di ferite
adapt ri a virusul ui |l a condi Siile gazde
RezistenSa | a tratamenctrudniccui zianrtee rsfaeur oenv, o
c tre neoplasm pot fi astfel modi ficate.

Implicatile biologice ale genotipurilor/subtipurilor Tn managemen-
tul paciendlor sunt impresionante in infectia HCV, existand subtipuri cu
rt spuns di f er iastfel ckapredic$aartspunselni ta tratament
depinde de genotip: genotipurile 2 ki 3 au rkspuns favorabil comparativ
cu genotipul 1b, la care este necesar un tratament combinat pe o peri-
oadt de 48 de stptbmani.

Datoritk prevalen®i genotipului 1b, refractar la tratament, s-a stu-
diat un lot separat de 32 pacien$, proveni$dintre cei care s-au prezentat
n Institutul de Virusologie, gradul de ob$nere al unui rt.spuns virusologic
rapid I RVR (la 28 zile), marker al ob$nerii rkspunsului virusologic sus$
nut - RVS (la 6 luni dupk oprirea tratamentului), ki am observat ct 21
pacien$ au rkspuns rapid (inckrcare viralk nedetectabilt la 28 zile), iar
al$ au rkspuns parSi a | s gnon-respohderc= la 6 luni de la oprirea

tratamentului) 1 vezi Fig. 1.
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Fig. 1. Raspunsul virusologic rapid (28 zile de terapie antivirala)
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Rata rk.spunsului virusologic sus$nut (RVS) la pacien$ rapid res-
ponderi a fost de 95%, fa$ e 37% la non-rapid responderi (Fig. 2).

Fig 2. Rata RVS la pacientii rapid respoderi = 95% vs. rata RVS la pacientii non rapid respoderi = 37%
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Tn literaturt. sunt publicate date prin care se afirmt ct rkspunsul
virusologic rapid survine |l a Aubl% dintre |
la 66% dintre c e i i nfectaSsau Acey e nptaicpeinS2 au ev
Si a c¢ e at jmradistrandiim90% din cazuri rkspuns virusologic sus-
$ut (RVS),dack menSin tr at ame nikptunhani hedzulip-u Si n 48
fecS$Siei cuysagceenlotp wtptkméddndc aszul i nfecSiei ci
notipul 2 sau 3. Cu cét pacientul beneficiazt mai timpuriu sub terapie de
atingerea pragului nedetectabil al inckrctrii virale (ARN-VHC) sub 50
U/mL (I i mit a, ol att rob@hilimtea) reck.derilor est e ma i mi ct
Ki invers. Rata rect. d e r podtedfiredust ki la cei cu rk.spuns virusologic
lent (RVL), sctderea inctrcariiviralesub| i mi t a detlzZsaudei dup
st pttmani de tratament combinat, extinzadnd durata terapiei combinate
de | a 48 |2stptmini.ipusca@stZre conditBerii |, i nci d
lor scade de la 50 la 20%. Terapia combinatt este suportatt. cu dificulta-
te din cauza reac$Siilor adverse |l a intert
suportatt. mai ukor reducand treptat dozele de interferon sau/ki ribaviri-
nk, fLrk inst a intrerupe tratamentul.

Pentru aplicarea clinict imediatt preconiztm introducerea de de-
terminkri precoce, ca markeri predictivi ai eficienSei tr at ament ul ui

- Rspuns virusologic rapid (RVR) - sctderea inctrctrii virale

(ARN-HCV) sub 50UlI/mL ( I i mi t a dedspttgnéarei ) dup
de tratament combinat peginterferon+ribavirint. .
- Rbspuns virusologic timpuriu (RVT) - scktderea inckrctrii vi-
rale cu peste 2 log (de 100 ori) dupt 12 stpttbméani de trata-
ment combinat peginterferon+ribavirint. .
- Rkspuns virusologic complet (RVC) - sctderea inckrckrii vi-
rale sub 50UI/mL dupt 4 stpttmani ki dupt 12 stptbméni de
tratament combinat peginterferon+ribavirint. .

De asemenea, amnatkilde dversifaareeargenatipuri-

lor circulante aduce informa$ valoroase privind extinderea epidemiei la

grupe populagonale vulnerabile (toxicomani, homosexuali, pacien$ cu
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imunosupresie HIV-indust, pacien$ cu infecd cu transmitere sexualt) ki
permite formularea in timp real a unor strategii de preven$e ki control.
7. Analize moleculare efectuate cu sistemele home-made de RT-
PCRkKi secvenSiere

Desemnarea genotipurilor se poate face cu o serie de metode
bazate pe 5'UTR (kituri Immunogenetics, RFLP),ins £t aceste proce
rapide nu asigurbkBubtdepurficaraauunanbeSe,
datoritt gradul ui de conseWMRaDeex. " ntr e
pot subtipate gr el,i2t 3d43nee)l ep egnetnrout icpturri e g
lorS5UTR este identict cula@aaa lb). laplus,or genc
toate testele de genotipare au fost dezvoltate pe baza catorva genotipuri
reprezentative din Europa de Vest, USA
variante HCV din Europa de Est pot fi genotipate g r e prin dceste me-
tode. Din acest motiv, ne-am propus st facem un prim screening prin
sistemul PCR-RFLP in 5'UTR, dezvoltat de Valerie Thiers de la Institutul
Pasteur din Paris (1997), urmat de confirmarea prin PCR, secvengere Ki
analiza filogenetict intr-o altt regiune genomict (core ki/sau NS5B).

INCDMI Cantacuzino a proiectat 2 sisteme de RT-PCR in regiu-
nile core ki NS5B ki le-a optimizat. A realizat un screening pe serurile
din colec$a consorQului prin analizt moleculartin r egi unea- 56UTR.
bele cu un profil RFLP care indict un alt genotip sau cu profiluri atipice
au fost incluse n analiza moleculark prin cele 2 sisteme de RT-PCR
home-made (regiunea core ki regiunea genomict a polimerazei virale i
NS5B). Secvengle ob$nute au fost analizate cu diferite programe infor-
matice pentru identificarea genotipului, subtipului sau variantelor virale.
Prin aceleaki metode au fost comparate tulpinile de HCV izolate in Ro-
mania cu cele din alte regiuni geografice (secven$® din bkncile de date
Los Alamos, EMBL). Rezultatele moleculare au fost comparate cu cele
ob$nute in cadrul consorSi ul ui

In Institutul Cantacuzino au fost testate ki optimizate testele

moleculare prin revers transcriere (RT) ki PCR in regiunile genomice
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566UTR, <cor e, NS SB$In Armgdii croema i 5®@UBIT R au f os
analizei de restric$e (RFLP), iar profilurile ob$hute Th urma migrkrii in gel
de agarozt au fost comparate cu cele ale unor genotipuri cunoscute.
Genotipareain r egi unea 506 UTRpriagehotpareaicreenf i r mat
giunile core sau NS5B, care s-a realizat prin RT-PCR (optimizarea reac-
Slor n cele 2 regiuni genomice), purificarea ampliconilor prin extracge
din gel, secven$erea, purificarea produkilor din reac$a de secvenS$ere,
analiza ampliconilor pe un secven$ator cu capilare in sistem automat
(Applied Biosystems), prelucrarea secven®lor ob$nute (cu programele
BioEdit, Clustal W, Fasta, Blast) ki analiza filogenetick a secvenglor
ob$nute (programele BioEdit, Mega 3, PHYLIP, PUZZLE etc.).
Secveng&le ob$nute In regiunea core au fost introduse in
banca de date EMBL/GenBank cu numerele de acces (AM114084 i
AM114101k i A M4 2 2194228831).

Tn cursul acestui studiu au fost proiectate mai multe tipuri de pri-

mer i, care st amplifice prin PCR dout zo
St: una ' n regi unsiadtprmadred ,necealealdap "~ n
NS58B, corespunztt oa rneregipned cormeau abfeit virale.

amplifickri specifice, dar pentru acest Ssistem era nec

condi Siilor de reacSie deoarece -se 0bSin
ampropus st exploatitm Ki aceastt regiune pe
pinilor de HCV Ki “n regiuneaicoredi ficato
cuatitmaimultcucadt "n aceastt regiune genomict

cadre de citire alternative care conduc laapari Si a unor proteine

cu rol necunoscut “n patogenie ki “n evol
din140uyLde ser cu ajutorul kitul ui Ql Aamp V
unei transcrier:i inverse (RT) pentru obg$Si
apoi un e i reac$Sii de amplificare “n |l an$S (P
506 NCR, ki NSBB. e

RT-PCR

Au fost analizate 3 zone genomice prin RT-PCR:
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1. n regiunea NS5B (care codifick. pentru polimeraza viralt) s-a
ob$nut un fragment de 577 pb (PCR II), intr-un sistem de PCR
A n e s,tudiziiddu-se primerii externi PANS5-1S1/PANS5-2R «i
primerii interni PANS5-3S/PANS5-4R:

a) Primeri NS5B sens externi (PANS5-1S):
5-&€CT ACG AGY CTT CAC GGA GG-3 6
5-€CT GAG AGY CTT CAC GGA GG-3 6
Pozi$e: 8603-8622 (pentru secven& 1b D10750)

b) Primer NS5B sens intern (PANS5-3S):

5 -@yc ttc acg gag gct atg ac-3 0
Pozi$e: 8610-8629 (pentru secven& 1b D10750)

c) Primeri NS5B anti-sens externi (PANS-2R):

5 &6AC ASG CTG TGATAAATG TC-3 6 P2RN S 5
5 €ACASG CTGTGATAAGTGTC-36 = P2RINSS5
Pozi$e: 9273-9294 (pentru secven$ 1b D10750)

d) Primeri NS5B anti-sens interni (PANS5-4R):
58CTGCCCAGTTRAAGAG-36 = PIRNSS
58CCGCCCAGTTRAAGAG-36 = PIARINSS
Pozi$e: 9171-9187 (pentru secven$ 1b D10750)

2. Inr e gi un e aa fésbanplifcat un fragment de 240 pb intr-
un sistem de PCR-RFLP standardizat (Thiers V. et al. 1997.
J.Virol. Methods, 65, 9-17) utilizat pentru compara$e cu sistemul

PISNS 5
PLSIN S 5

nostru de genotipare ih NS5B ki pentru detectarea virusurilor re-
combinante. Tn acest sistem nested PCR au fost utiliza$ primerii
externi out+ Ki out- Ki cei interni, nest+ si nest-.
3. Inregiunea core (regiunea care codifick. pentru capsida viralt).
Pe langt regiunile NS5B i 56NCR a fost wut-ilizat
plificare in regiunea core, dezvoltat in prima faza a proiectului si
optimizat ulterior. Cei doi pr i me rinterngsam @ozi-( e Xt er n
$ona$ " n regiuneat 5é&MNICtRa t leamte 8eécodo-c hi ar

nul start pentru poliproteint, fiind decala$intre ei cu 4 nucleotide.
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Printre cele 64 de secven$ aliniate pentru aceastt zont, nu

existt. decét o singurt. secven$S {pentru genotipul 3a) care poartt

0 muta$e punctiformt Th zona primerului sens extern, unde un T

este substituit de un C.

a)

b)

Primer core sens extern (PACO-1S):

5-@CT GCC TGA TAG GGT GCT TGC GAG-3 6

Pozi$e: 288-311 (numerotarea din secven® nucleotidict
pentru tipul 1b D10750)

Primer core sens intern (PACO-3S):

5-&€CG GGA GGT CTC GTAGACCGTG-3 6

Pozige: 316-337 (pentru secven& 1b D10750)
Pentru regi une acdpsidadralgne existt

un consens de secven$ fentru toate genotipurile disponi-
bile n btncile de date. A fost necesar st fie construi$ pri-
meri degenera$ (congn amestecuri de primeri care pre-
zintt nucleotide diferite in pozigile in care apar muta$ fa-
S tde celelalte secven®) pentru a se reuki amplificarea
unui numar céat mai ridicat de genotipuri virale.

Primeri core anti-sens externi (PACO-2R):

5-@AG ATA GAAAAAGAG CAACC-3b6 = PRACO
5-@AG ATA GAR AAG GAG CAACC-3 6 = -PROCO
Pozi$e: 852-871 (pentru secven& 1b D17050)

Ampliconul generat prin utilizarea primerilor externi are

aprox. 580 perechi de baze, iar ampliconul intern, ob$nut

cu ajutorul primerilor core interni, este de aprox. 421 pb.

Transcrierea inverst. a fost realizatk cu un volum de 11,5uL din

ARN extras, 100U din Moloney Murine Reverse Transcriptase (Gibco-
BRL), 250uM dNTP, 25U RNA-sine ki 50 pmoli din primerii externi anti-

sens. Au fost utiliza$ ki random hexameri pentru compara$e cu randa-

mentul ob$nut cu ajutorul primerilor specifici. Volumul de 20uL a fost in-

cubat la 37°C pentru 60 min, apoi la 94°C pentru 10 minute.
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In prima rundt. de amplificare prin PCR s-au utilizat 2uL din ADN
complementar (cDNA), 50pmoli din fiecare primer extern, 200uM din
dNTP ki 2,5 U din Tagq DNA polimeraza. Programul PCR pentru regiunile
core ki NS5B (termocycler MJ Research) a fosturmbt or ul : T &3 n ci cl
min la 95°C, 1min la 50°C, 1 min la 72°C; 40 de cicluri, fiecare avand:
35s la 95°C, 45s la 50°C, 45s la 72°C, un ciclu final de 10min la 72°C.
Produsul din prima rundt  d e a mp luL)faifostatilizt in reésted
PCR, realizat in aceleaki condi$ ca ki PCR |, cu excep$a primerilor ex-
terni, nl ocui t i de cei i nterni . Progr amul
presupus 30 de cicluri de amplificare, fiecare ciclu cu etapele: 30 s la
94°C, 30 s la 55°C, 30 s la 72°C). Dupa amplificare produsii PCR au fost
migrati intr-un gel de agaroza 2% cu bromura de etidiu si vizualizati sub
UV.

Sistemul de genotipare prin RFLPin r egi unepmeslb 6 NCR
pune liza ampliconilor din PCR Il (primerii nest+ ki nest-) cu 3 enzime de
restricge: Bst NI (cu izoschizomerul Mval), Bst Ul (cu izoschizomerul
Mvnl) K i Sau3Al

Din ampliconul obS$Si nulBeLADNc&HesRe | | se
incubeazt Tmpreunt cu enzima (1eL=10U) ki t a mp o rtiod cores
(3¢L) (conf or m i nidorulip @npidé Dare lgp37°C.d-ag-
ment el e il Qigratelin tes/acetat/EDTA intr-un gel de agarozt
3%,deinalttr ezol uSi e, care permite se-parar ea
piate ca mkrime. GreuttSi | e mol ecul ar e tdewunmar-c o mpar a
ker de greutate moleculark (Phi X174/Haelll).

Profilurile de restricSie obSinute
erea a 5 genotipuri: 1a, 1b, 2, 3a Ki
capabilstdi scri mineze “"ntre subtipurile 1la
identifick K i subtipurile, genoti @delsubB8pulnu est ¢
3a,i ar “ntre genbotniup uroialtee 4 akce di ferengSi
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Genotip Produs PCR BstN1/Mval | BstUl/Mvnl Sau3Al
(pb)

la 240 38, 63, 41, 97 193, 45 240
124,116

1b 240 38, 63, 41,97 | 163, 30, 45 240
124,116

2 240 38, 202 240 240
3a 240 38, 202 163, 30, 45 168, 72

4/5 240 38, 202 193, 45 240
124,116

Tabel Il. Profilurile benzilorobSi nut e “"n siSdaM@mRI RFLP " n
(V. Thiers, 1997)

Dupt unscreeningmrin PCR-RFLP (Fig. 3) in regiunea
56 NCR, o parte din tulpinile cu -profil 1
file diferite de acesta sau nu s-e “ncadr
zute de sistemul standar di z at au fost secvenSiate

regiuni (core Ki NS5B).

Ndel Mval Mvnl

NC1la 1b 3a 4 1b la 1b 3a 4 1b la 1b 3a 4 1b

Fig.3. Genotipare in 506UTR prin met«
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SecviemiSea produxki | oinredienileecarp ki NS5B c ar e

Purificarea produkilor de amplificar
sart “nainte ddaet oyddve nfJiaegrneent el or ampl
Produxki i PCR au fost purificasSi cu Q
(Qiagen) . Acest protocol permite purificar

cu mkirimi cupph n@kid .I Pteme ruUO@®@bSi nerea ur

regr ame de calitate prin secvenSiere, a |
l or PCR care prezentau benzi supliment
au fost purifica$Si prin tehnica -de migr

r toajst delow-roeltingf ¢ (renaext dac Si a ADN.

Pentru analiza secven®lor HCV existt 2 baze de date specifice:
baza de secvenS$Se litp://hévéanl.doad)s bazh dentd s (
Institut de Biologie et Chimie des Proteines (http://hepatitis.ibcp.fr/).
Aceste site-uri prezintt, pe | “"ngt abnant adjeuls eucnvoern Ske
haustive Ki di feriteécxialcoempparroagrrea ntee dsee C
(di stri bu8agenotiparitog pragfarneclocale de comparare de
secvenSe ca BLAST, 9 Pragnaligm), comstitlirnad wradjue r K

tor substanS$Sial Ea saencav e nzSae Ifoirl opgreenceut m cK

carearapidta unor tipuri de secvenSe.

Cn studiul nostru am util icangpd- pr ogr
rare a secvenSelor obS$Sinute cu cele int
comparkbtridi cu toate secvenSele asemint
sunt identificate cele mai apropiate
scoruri. Acestea peemdt gepoitmp,4d denf uh
venSel eezxziamtet pg c oauuweaide identif&dl. %biecare sec-
venSt transmist de secvenSiatorud auton

~t
r\-

cu electroforegrama corespunzttoare
citire K i de transcr i e Pregrathge BoEdit saa RedMapa r at

au fost wutilizate pentru a se deduce se
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ct. Acestea permit K i identif-osearea unor
venSt datt pentru deesftirniicrSeiae epneznitrmeul otre sdtee
Metodele de aliniere multiplt a secv:
programele ClustalWcarec aut £t al inierile optime utild@
secvenSelor (prin compararea de perechi
compar atétdodbut, pentru fiecare alinier.
de similaritate, organizat conform unei matrice de similitudine care va
servi la producerea unei dendrograme.
Cn cursul s t u fbst utilizate programelé dinrSpachea u
tul PHYLIP, programul PUZZLE 4.0 ki programul MEGA 4. To$ arborii
filogenetici construi$ prin aceste metpadmeetodele f ost v &
statistice de Bootstrap (r eekant i onar e) K iDfeQeport et puzz
grame permit vizualizarea wuntNJmpalnatpukiar ea
Treeview (Page, 1996). Treeview (utilizat in cadrul acestor studii) pro-
pune diferite prezentbr.i ale arborel ui (
K i permite vizualizarea valorilor bootstr
Rezultatele secven$erii in core ki NS5B
Analiza secventelor in regiunea core a permis ob$nerea unor ar-
bori filogenetici (Fig. 4). Tulpinile 1b predomink ki se inrudesc cu tulpini
din Europa (Germania) Ki C u Hsisimip-i n i din
tudini K i cu tul pini HC)WL dathe s pfaggarutl e bau ¢
tul pini de HCV au fost secvenS$Siate din a
cile de secvenSe.
Tulpinile 1600/04, 3284/05 ki 2228/05 au fost genotipate ca 4a
“n toate regiunile secvenSiate. -Este un

pa, fiind endemic in Egipt. O serie de persoane au fost contaminate Tn

aceastt Sart datoritt un é&chistesamapcani i cont
tratament injectabil r Ragl200Q).atansmite- condi Si i
rea HCV intre indivizii care au primit tratame nt u | a fost studi a

compararea secvenS$Selor virale.
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Fig. 4. Arbore filogenetic in regiunea
Core - Dendrograma a fost construita
cu programul Mega 3, metoda
Neighbor-Joining si parametrul
Kimura 2

ib

1a

4a

2a

Ja
Au fost identificate omologi.i foart
virale,car e pledeazt pentru ipoteza -unei S i

tipul 4a este practic tralspi” ndii tcpexitottt
subtipuri ale genotipului dxksuntfmar-um Ki C
te apropiate genetic de tulpini 4a din Egipt, mai precis de tulpina de refe-

rinSt ED43 care provine de | a um wegipt
Cairo.Est e posi bil ca tulpina sursa st fi f
regiune.Cn ul t i ma vr e mearecar schimbane intsgedtrul o
genotipurilordelanoi,dat or i tt apari Siei subtipul ui
de tul pini anal i zdtue, 180 Dmparaditd edybtiisp
a epidemiei cu HCV " nregistreazt o cret
la Ki 3a care tind st “nl ocueuraperet subti

Un grup de risc pentru aceste subtipuri este reprezentat de utilizatorii de
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droguri . Din pbLcate se -aona&nsdattt accte ait L™ n
practi ct pArbomle filogendtid, coestruit pe baza secven®lor

core a tulpinilor 1a, izolate in Roméania ki In Europa sau SUA, este

prezentat in Fig. 5.

_ . _ EU362905 USA
Fig. 5. Arbore filogenetic

construit in CORE pentru 6025 USA
tulpini 1a X84079 GB
Metoda Neighbor-Joining 12353 FR
155355 CH
RO-1078 1a
—|—— RO-1026 1a
RO-2575 1a
RO-3031 1a
L — RO-3969 1a
H77 1a
687193 USA
362891 USA
RO-4843 1b
RO-2748 3a
—
0.005
Din Fig. 5seconstatt ctkt ul pinil e rom@nexkt: de ge

meazt o grupar e  r@taprepiate beaetic de alte talpgi- ma i pu
ni 1a circulante in Europa ki SUA. Distan® genet i c infredkr t € mi c

pi nil e r onudimdicator il inkoslucesii recente a acestui subtip

“n RomOnia Ki circulaSia “n populaSia de
jectabile a unor variante Wi canstpuc\Beé mi
filogenetict prezentatethotitpl pbnkie3anomon

linii separate de grupul tulpinilor la(gr upate ~“mpreunt cu H77
de referinSt la).
Probele consecutive nr. 2575, 3557 ki 4026 de la pacienta BA,
22 ani, caz social IDU, cu coinfec$e HCV/HIV i prezintk tulpini HCV po-
sibil recombinante 1a/lb, eviden$ at e pr i n Tinscere Kipmt&-i er e
nele de “"nvelik E1/ B2-HMREgi unea hipervar:i
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Singura tulpink. HCV de genotip 3a, RO-2748, provine din lotul

de seruri trimis den IdERSi hanihdarelesatreeb kdie | ¢
utilizator de droguri. Var st a wutili zatorilor de drogu
proiectul ui este cuprinst “ntre -19 Ki 3
rii de droguri injectabile cu varste tinere (20-21 deani),am i denti fi cat

2 cazuri cu tulpini HCV de subtip 1b.

Aka cum am menSionat deja cazul tine
cu coinfecSie H@OWdeHlioduri intnaverioaset Db btz t i
nere paciente de 17 ani au achizi Si onat

prin transfuzie de sénge. Coi nf ec $Si a HCV/ HBV a f ost ¢
cazuri de 60, respectiv76ani , cu intervenSiitchirurc
Ki un caz ~ anideprofesie medid.e 40

Genot i parea Ki analnregianedaNSBB b genet i ct

Proba 1600 a f osltP e'vnalrueagitu npera n5 6R\FC R
de genotip 4 sau 5, acest sistem neputdan d di scri mina “ntre
genotipuri.ln regiunea cor e, prin programul B |
cttul pina 1600 a fost subtipatt ca 4a (
96% cu da ) . PCR kKi secvenSierea “~n NS5B au
zie: prin BLASTtulpina 1600 apar Sine subtipului 4a

In Figura 6 este prezentat arborele filogenic in NS5B realizat prin
programul Mega 4, metoda Neighbor-Joining, construit pentru a verifica
genot i parea “n celelalte dout regpuuni . Tu
cugenotp4 este tul pi naEDd3ecare provieeademalih 4 a,
pacient egiptean din Cairo care a primit in 1982 mai multe transfuzii
sangui ne. Ceva,dnarn apamePiaigpmlatestao
tulpint din Fran$Sa, FrSSD. Proba 1600 s
K i prin metoda UPGMA aplicatt prin pro
DNADIST.In acel aki mod au fost verarfSimate |

subtipuluilo prin secvenSiere “n regiunea cor

61



1 ;7*’ 4e CCl43 co
; Fig. 6. Arbore filogenetic
- In NSSB cu programul Mega 3
{7 504 Metoda Neighbor-Joining
= Kimura 2-parameter

||r

—

S e ¢ veterlghute In INCDMI Cantacuzino au fost analizate cu
programe informatice pentru identificarea genotipului, subtipului sau vari-
antelor virale, apoi tulpinile de HCV izolate Tn Romania au fost comparate
cu cele din alte regiuni geografice (secven$® din btncile de date Los Ala-
mos, EMBL). Secvengle ob$nute in regiunea core la tulpini de HCV izo-
late Tn cadrul consor$ului au fost analizate prin programul Bio Edit, pentru
prezen@ unor cadre de citire decalate (ORF decalat, alternativ), care co-
difict. proteine alternative core (core+1, ARF sau proteina F).

Premizele studiului privind evaluarea in silico (informatiz a jat
prezeni unor proteine in ORF decalat la izolate HCV din Roméania

Similar altor virusuri care persistt. in organism, HCV exprimt pro-
teinecurolin i nhi bar ea mec ankielimeareapatodee
nului. Date recente indict faptul ck genomul HCV condne un cadru de
citire +1 decalat care codifict antigene core alternative (Walewski JL,
2001; Xu Z, 2001; Varaklioti A, 2002). ExistenS a@roteinelor core alterna-
tive a fost doveditk prin studii in vitro ki in vivo, prin identificarea anticor-

pilor anti-core+1 la pacien$ i
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Pant in prezent, nu existt un consens privind mecanismele mo-
leculare care stau la originea sintezei unor proteine alternative. Pentru
genotipul 1a, proteina in cadrul decalat core +1 (ARFP 1 alternative rea-
ding protein, numitk. ki proteina F), schimbarea cadrului de citire (frame-
shift) s-ar produce langt codonul 11, iar proteina se termint la codonul
161. In schimb, pentru genotipul 1b, frameshift-ul s-ar produce la codo-
nul 42, urmat, pentru unele virusuri, de o revenire in ORF normal la co-
donul stop 144. Desi lungimea proteinelor difert, proteinele core+1 de la
genotipurile 1a ki 1b prezintt un domeniu comun al proteinei, de 101 aa,
intre codonul 43 si codonul 144.

Cn ot a fost identificat rolul proteinei core+1 in evolu$a spre
cronicizare ki in patogenezt. Prin acest proiect ne-am propus st eva-
lubm prezen@ proteinei core +1 prin analiza secven®lor ob$nute prin
sistemul nostru RT-PCR in-house. Pe baza acestor rezultate ki prin ana-
liza secvengi integrale a regiunii core (ob$nutk dupt clonare ki secven-
Sere), am urmkrit identificarea zonelor conservate din proteina core +1
pentru a construi peptide utilizabile Tn sistem ELISA la testarea anticorpi-

lor anti-core+1 in serul paciendor din Romania.

Evaluarea prezen$i proteinei core+1 la tulpinile din
Romania, precum ki la alte genotipuri/subtipuri decat 1a prin

analizai nf or mati ct a secvenSel or

Seruri bine caracterizate din punct de vedere virusologic (serolo-
gie HCV, teste de confirmare, inckrcare viralk) ki clinic, furnizate in ca-
drul consor3ului de cktre Spitalul Victor Babek, INCDMI Cantacuzino Ki
ISP Timikoara, au servit pentru sinteza ADN complementar, PCR 1n re-
giunea core (sisteme in-house, in colaborare cu dr. Valerie Thiers de la
Institutul Pasteur din Paris) ki secven$ere in sistem automat.

Fragmentul PCR este localizat intre pozi$ile nucleotidice 14 ki
359 din gena core (sau, la nivelul intregului genom, intre pozi$le 355 ki
700 din tulpina de referin$ fla H77).
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Dupt. ce produkii PCR 1n regiunea core au fost secventia$, s-a
trecut la evaluarea genotipurilor prin scanarea virusurilor genotipate din
btncile de secven® ki compararea lor cu secvenle de identificat cu
ajutorul programului BLAST. Secvengle HCV din Roméania, genotipate,
au fost depuse in banca de secven® EMBL. S-a realizat un aliniament
(programul BioEdit) care con$ne secven®le romanekti de genotip: 4a,
3a, 2a, la ki 1b, impreunt cu virusuri de referin$ sau virusuri genotipate
provenite din diferite regiuni geografice (Egipt, Olanda, Fran®, Rusia
etc.). Aliniamentul, realizat cu programul Clustal W, a fost ajustat la
aceeaki lungime asecvenS e | or ( at). Programul BidEGit congne
o func$e care permite translarea secven®lor nucleotidice in secvengle
proteice corespunzttoare, in cele 3 cadre de citire posibile (ORF).

Precizarea privind evaluarea core+1 la alte genotipuri decat la
se referk la faptul ct aceastt proteint a fost eviden$atk pentru prima
oart ki studiatt extensiv in vitro ki in vivo la acest genotip. InformaSle
privind celelalte genotipuri sunt mai puSi n e .

In Fig. 7 este reprezentat aliniamentul de secven$ proteice HCV
in ORF decalat (core+1). Aminoacizii identici cu cei din prima secven$ t
de genotip 4a (RO-3284/2006) sunt prezenta$ grafic cu puncte ki pe blo-
curi de culori diferite. Pe aliniament, aminoacizii diferi$ apar marca$ cu
alte culori, evideng@indu-se mai clar zonele cu variabilitate.

D u p éum se constatt, toate secvengle aliniate in zona core
(desemnatt. prin sistemul nostru), prezintk ki proteina core +1 (asteriscul
indick. un codon stop ki intreruperea cadrului de citire). Prin compara$e
cu proteina core normalt, cu un grad nalt de conservare, zona core+1
prezintk zone cu variabilitate importantk. Acest lucru e surprinzttor pen-
tru o proteint derivatt  d-o n &z ucleotidict, recunoscutk pentru gra-
dul de conservare intragenotipic. Este posibil ca variabilitatea la nivel de
core +1 st denote func$onalitatea acestei proteine in vivo (de ex. pentru
mecanismele prin care virusul scapt de reac$a imunologick faSt de pr o

t ei na denormatp)sau ok proteint cu r ol "n patogenezt
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Fig. 7Alini ament realizat cu @séavenSdi HCV di
alte zone geografice in PROTEINA CORE+1

RO 3284/06_4a
RO 1600/04_4a
Olanda - 4a
Egipt_ED43_4a
RO 2748/06_3a
Australia_3a
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Dact pe aliniamentul de core normal, izolatele HCV de genotip
4a sunt practic identice cu izolatul 4a din Egipt, din care probabil au deri-
vat, in core +1 au 6 aminoacizi diferi$. ki numeroasele tulpini HCV 1b
prezintt. o variabilitate mult mai mare decat in zona core normalt. Tn
aceastt zonk codantk existt motive ukor de recunoscut intre genotipuri
(ex. 1a, 2a, 3a).

Prin acest studiu am putut evalua in silico prezen& proteinei n

ORF decalat core+1 la izolatele de diferite genotipuri din Romania.

Clonarea intregii regiuni genomice core ki secven$erea
clonelor pentru evaluarea variabilitt ifgenomice a regiunii ki a
potenSalului diagnostic al proteinei codificate in cadru de citire

decalat (core+1)

Materiale ki metode folosite pentru clonarea genei CORE din

genomul HCV (Subtipul 4a)

1. Sistemul PCR. Ob$nerea ampliconilor pentru clonare

Clonarea s-a relizat pentru regiunea core din genomul HCV apar-
$nand subtipului 4a (proba 1600).

Acidul nucleic viral a fost extras cu trusa comercialt. QlAamp
Viral Mini kit, care are ca principiu extrac$a ARN cu tioizocianat de gua-
nidink. ki fixarea acestuia pe o coloant de silice, urmatt de sptlare ki
elu$e. Reverstranscrierea s-a realizat utilizand reverstranscriptaza AMV,
random hexameri K i dNTPs.

Amplificarea regiunii core din genomul HCV s-a facut utilizand
primeri degenera$ (Invitrogen). S-a folosit un sistem nested PCR in care
primerii externi Ki interni sunt situa$in zonele genomice care delimiteazt
gena <cor e, r e ple 8-a utilizat Fdg pdliReraza Gotaq
Flexi (5U/eL, Promega). Pentru amplificare s-a folosit makina PCR MJ
Research kiu r mt t poogram:

a) 94°C; 3min;

b) 95°C; 30sec;



) 60°C; 30sec;

d) 72°C; 30sec;

e) ciclurile b, csidser e p ed 40 ori, la fiecare douk cicluri se
scade temperatura de hibridizare cu un grad;

f) 72°C; 7min;

g) 4°C.

S-a folosit kitul de purificare SV Gel and PCR Clean-Up System
produs de Promega.

2. TOPO TA Cloning (Stratagene)

TOPO TA Cloning este un kit care permite clonarea rapidt, intr-o
singurk. etapt, prin inser$a directt a produkilor de amplificare intr-un
vector plasmid. Metoda nu presupune proceduri post-amplificare, iar pri-
merii folosi$ in amplificare nu necesitt design deosebit. Vectorul plasmid
(PCR®II-TOPO®) este furnizat sub formt liniark. Fiecare dintre cele 2
catene ale vectorului prezintk in plus o timink la captt ul. D& a
timink. este legatk printr-o punte fosfat, topoizomeraza | (enzima se lea-
gt  p ruh redt de tirozink). Topoizomeraza | (izolatt. din virusul vacci-
nia) taie legktturile fosfodiesterice din duplexul ADN dupk secven®
56CCCT. E n e & thiurana dlivrid este folasitt. pentru realizarea
unei noi legtturi Intre restul 274 Tyr al enzimei ki gruparea fosfat liberk a
ADN, formatt dupa scindarea catenei.

Taq polimeaza are ca proprietate (indiferent de matri$ . gtakarea

unei adenine n plus la captt u | 306, | a&i. Aroduswd PQRIse va

ceasttdt

i nt ez

integra in vectorul liniarizat datoritt. complementaritt iSdintrea deni na 306

Ki - ti mi na 50 Inarmar reatizarointegitri, topoizomeraza | va
fi eliberatt. jar vectorul va trece in formt circulart..

Kitul de clonare con$ne: Mediu S.O.C, Celule TOPO 10, ADN
control PUC19.

3. Transformarea

Compozi$e mediu (pH 7): tristonk 1%; extract de drojdie 0,5%;
NaCl 1%.
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Prepararea mixului de clonare:

Reactiv Volum
Produs PCR 4¢L
Solutie salint le L

Apt pant. leal
Vector TOPO le L

Volum final 6¢el

1. Se amestect ukor Ki se incubeazt nbn. la temperatura camerei.
2. Septstreazkpe ghdamiSts @ tesaceuele.
Etapele transformt rii:

1. P Icile cu mediu selectiv se preinctlzesc la 37°C timp de 30 min.

2. PesuprafaSa medi ul ui sle X-Ghli (40mg/mLh 86 e 40
distribuie 40¢eL IPTG (100mM).

Seincubeazt | a. 37 AC

Seadaugt2¢e L mi x TOPOir-Ch otnu m gdinacelele c on $

E. coli competent aseppaa. agi tt wukor f Lrt
Seincubeazt p e g hietr@ $#i 30 minute.

Se inctlzesc rapid celulele la 42°C timp de 30 secunde.

Setr ansfert rapid pe gheaSt

Se adaugt 250uL mediu S.O.C (echilibrat la temperatura camerei).

© ® N o O

Se agitk tuburile orizontal (200 rpm) la 37°C timp de o ort. .
10. Se distribuie pe suprafa® pltcilor (me nngte la 37°C) ki se
incubeazt peste noapte.
4. Analiza clonelor
12 colonii albe au fost colectate de pe placa de culturk ki au fost
incubate peste noapte in mediu LB cu ampicilink. ~ &gdmL. S-a preparat
un volum de 1,5mL lizat din culturt din bulion prin fierbere timp de 15

minute.
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Plasmidul care con$ne fragmentul de interes a fost izolat folosind
kitul comercial DNA purification System (Promega cat. no # A1330):
1,5 mL lizat a fost transferat ih coloana de separare.
Coloana a fost centrifugatt la 13.000g timp de 3 minute.
Se adaugt. 5¢6L0 <sPode sptlare.
Se centrifugheazt un minut la 13.000g.
Se repett punctele 3 ki 4.

© g > w e

Se elueazt coloant ¢ u e 2 Stépt nucleaze (preinctlzitk la
65°C)
7. Se centrifugheazt pentru colectarea ADN 1a13.000g, 1 minut.

A DN ioubeSfost utilizat ca matriS in reac$a de secvengere, fo-
losind primerii HCV-UTR-62 FORWARD ki HCV4-Elout REVERSE k
kitul comercial Big Dye Terminator v3.1 Matrix Standard Kit. Secven$e-
rea s-a realizat automat pe aparatul ABI PRISM 3100 AVANT GENETIC
ANALYZER.
Secven$ primerilor HCV Core tip 4 (nested PCR) pentru amplifi-

carea intregii regiuni core

PCR 1 (extern):

HCV-UTR-62-FORWARD 5' - CTT GTG GTA TGC CTG ATAG -
3' (situat la sfarkitul 5’'UTR)

HCV4-Elout REVERSE 5' - CAC TAT GCT KGA RTT CGG G A
(situat la Tnceputul regiunii E1)

PCR 2 (nested)

HCV-UTR-22-FORWARD 5'- GAG GTC TCG TAG ACC GTG
CA -3' (in 5'UTR)

HCV4-Elin- REVERSE 5'- ATT CGG GCA RTC RTT GTT GA
(in E1)

Dimensiunea produk i | or d e a mpbl ACR iexteanr ke : 700
660pb PCR nested.
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Rezul t at eilkeanatizasattenlor core, core+l

Tn urma secvenSerii clonelor (12 colonii albe selectate) au fost
ob$nute secvengle integrale din regiunea core (573pb) pentru proba
1600 1 genotip 4a, izolatt. In Romania.

Scorurile de omologie ob$nute prin alinierea cu programul Clus-
tal W intre clonele probei 4a din Roménia sunt ridicate, cu valori de 98,
99%. Acest lucru indict faptul ck ele sunt foarte asemtnttoare, dar nu
identice, datoritt prezen$i quasispeciilor in serul pacien$or infecta$ cu
HCV. Aceastt variabilitate, intalnitt. la izolate virale provenite de la ace-
laki pacient, favorizeazt apari$a variantelor virale care contureazt g-
punsul imun al gazdei ki produc rezisten@ la tratament. Clona AM-4
prezintk ki o dele$e de 2 nucleotide, n poziile 114 ki 115. Scorurile de
omologie dintre aceste clone ki izolatul 4a din Egipt sunt de 95-96%.

Genotipul 4a a fost recent introdus in Romania. Din 250 de pro-
be genotipate Tn cadrul programului CEEX, 1,5% sunt de genotip 4a. Se
constatt ct, deki genotipul 1b rbmane majoritar, incep st fie introduse
la noi In @rk ki alte genotipuri, specifice unor practici in randul tinerilor,
cum este utilizarea drogurilor (1a ki 3a). Genotipul 4a este predominant
in Egipt, unde prevalen& HCV este foarte ridicatt ,ca urmare a utilizLrii
unor instrumente contaminate pentru vaccinarea in mast. Este posibil
ca ki genotipul 4a st fi fost introdus Tn Romania prin intermediul utilizato-
rilor de droguri pe cale intravenoast, ak a  csdarintamplat in S din
Europa (Fran$, Olanda etc.).

Analizand secvengle integrale ale genei de capsidt, core, la n-
tregul grup al genotipului 4, se constatt o variabilitate importantt la sub-
tipurile 4b, 4c, 4d, 4f, ki 4z. Prezen@® numeroaselor subtipuri la S # din
Africa (ex. Camerun, unde apar ki subtipuri noi - 4t, 4p, 4k) indict faptul
ct genotipul4a pttrmaimulctu ti mpn’ ac e sdodin

Romania, astfel incat evolu$a prin muta$i ki drift antigenic a creat noi va-

Stri

riante virale (Njouom R, 2003). Aceastt variabilitate s e mn i f paatat i v L
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conduce la performan$® scazute ale kiturilor de diagnostic(c u cr ekt er e a
numt r u faldiinegatig).

Din studiul filogenetic realizat de noi ih dout zone genomice (re-
giunea capsidei Ki a polimerazei virale i NS5B), rezultt. ct variantele vi-
rale din cadrul genotipurilor circulante la noi (1b, 1a, 3a ki 4a) nu for-
meazk grupuri separate ci se grupeaza cu tulpini de referinS tomologe
sau se intercaleazt cu tulpini circulante din alte zone geografice.

Cele mai lungi proteine in ORF decalat apar$ subtipurilor 4b, 4z
K i 4 r sereenSt aultip 4a (185-187 aa). Trebuie remarcat faptul ck
aceleaki proteine mai lungi prezintt dele$ de cate un aminoacid in poz.
22, 122 ki 136. Clonele AM analizate sunt mai scurte, de 121 aa, la fel
ca tulpina 4a ED-43, endemict in Egipt sau ca alte subtipuri 4, din Ca-
merun, Fran& etc. Nu cunoaktem semnifica$a faptului ck unele proteine
core+1 sunt mai lungi decét altele. Acest lucru este corelat, probabil cu
motivele nucleotidice -uiacadudecalatkidlac | a Af
apari$a unui codon stop care induce revenirea in cadrul normal de citire.
Existen® acestor proteine core derivate a fost demonstratt in vivo.
Structura variabilk. a acestora poate st indice epitopi imunodominan$ di-
feri$ Variabilitatea constatatt Th secventele core+1 este probabil corela-
tk cu prevalen@ mai scazutt a anticorpilor anti-core+1 (62%) comparativ
cuprevalenSa ant i c-aarep97%)KomwiantPradel F, 2004).

Selectarea unor regiuni din core+1 care st constituie

peptidele pe baza ctrora s-a dezvoltat sistemul ELISA

In pofida variabilitt. iSdin secvengle core+1, existk totuki un grad
de conservare intre genotipuri la nivelul unor epitopi specifici pentru rt.s-
punsul celular.

In zona delimitatt. de sistemul core in-house am identificat pre-

zen@ unor epitopi imunodominan$ T-specifici, unii superpozabili.
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Epitopi specifici MHC clasa | (class | restricted epitopes, Bain
C, 2004):

APGWVCARL (aa 24-32)

WVCARLGRL (aa 27-35)

RLRSGRNLYV (aa 34-42)

Epitopi specifici CTL (HLA-A*0201-restricted CTL epitopes,
Troesch M, 2005):

SLAEFTCCRA (aa 13-22)

CRAGAPDWYV (aa 20-28)

ALDRLGAQMI (aa 85-94)

Cu caractere ingrokate sunt marca$ aminoacizii conserva$ intre
genotipuri.

Utiliz&nd aceste peptide intr-un sistem ELISA, se poate identifica
prezen® anticorpilor anti-core+1 in serul pacienfor HCV+, precum ki
existen@ unei reacd ncrucikate intre genotipuri. Epitopii CTL codifica$
de proteina core+1 (proteina F) pot interveni Tn patogenie dupt infecta-
rea gazdei ki expresia proteinei core in cadru normal. Din acest motiv,
proteina core+1 poate reprezenta un candidat poten$al pentru dezvolta-
rea unui vaccin anti-HCV.

Deoarece inck nu existt la noi in & r disteme de detectare a an-

ticorpilor cor e+ he-dnrpropuedezvdltarga arwiisis-n Si | or
tem ELISA pentru determinarea di namici . apari-Si ei ant
core+l1l, faSt de diferite genotiopuri Ki 7

Pe baza rezultatelor ob$nute prin alinierea secvenglor core din
Romania ki prin analiza secven$i integrale a regiunii core, ob$nutk
dupt clonare, am identificat zone conservate din proteina core +1 care
au servit la construirea de peptide, utilizate la dezvoltarea unui sistem
ELISA, pentru testarea anticorpilor anti-core+1 in serul pacien$or.

Au fost generate 10 nonapeptide, folosind programele on-line
Peptide Binding Predictions (www.bimas.cit.nih.gov/molbio/hlabind/) i K
SYFPEITHI (www.syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/EpitopePrediction)
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din categoria HLA-A*0201. Dupt generare au fost comandate la firma
Eurogentec din Belgia.
SecvenS el e cel or 1 nate, espetificitdtea ds gehoe ¢ S

tip, precum K i Cc ar a cdabgute detlai furnizér esunt prezentate in
Tabelul 1l1.
Nr. crt. Peptid Proteina/Genotip

1 RLPSGHNLV Core+ 1b

2 KLLNGHSLA Core+1 3a

3 SLSPRHVGA Core+1 3a

4 RNLEVDVSL Core+l la

5 LVALGLVGA Core+l la

6 RLRSGRNLV Core+l 4a

7 WVCARLGRL Core+1 1b/4a

8 WVCARRVKL Core+1 3a

9 WVCARRGRL Core+l la

10 QIVGGVYLL Core / Toate genotipurile

Tabel Ill. Structura nonapeptidelor selectate in sistemul ELISA core+1

Dezvol tiaptimiaare&a noului sistem ELISA pentru

detectarea in serul pacien$lor HCV a anticorpilor anti-core+1

INCDMI Cantacuzino a optimizat urmktorii parametrii (cu partici-
parea dr. Cornelia Ceianu din INCDMI Cantacuzino ki a dr. GraSela
§ @dei, Spitalul Victor Babek):
a) Di liauoBtimk de ser pentru pltcile Greiner s-a dovedit a fi
1/100, iar pentru pltcile MaxiSorp 1/400.

b) Prin incerckri succesive, s-a dedus ct este necesart diluga
de conjugat 1/80.000.

c) S-a comparat blocarea situsurilor nespecifice cu albumink
serict. bovink ki cu lapte ecremat; nu s-au constatat difereng
semnificative intre cele 2 procedee. S-a optat pentru lapte

ecremat 5%.
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d) S-au comparat 2 tipuri de plkci, MaxiSorp (Nunc) ki Greiner.
S-a evidenSat faptul ck jin aceleaki condid, plkcile maxiSorp
au o afinitate de legare a antigenului mai mare decéat pltcile
Greiner.

e) Nu s-au evidenSat diferen® semnificative Tntre coating-ul cu
100ng k i gy andigen. S-a ales varianta cu 100ng antigen.

f) S-a constatat ct o perioadt de 15 minute este suficientt pen-
tru developarea reac$ei.

g) Un numkr mare de sptltri intre etapele protocolului duce la o
sct.dere a legtrilor nespecifice.

Protocol final

1. Coating cu 100ng ( 1 0 0 e u$ es ol ¢ geptmll 4°C peste
noapte, plact MaxiSorp Nunc.

2. Se arunct solu$a de coating.

Sptlare cu PBS cu Tween 0,05%.

Saturare cu 200¢L lapte ecremat (5% in PBS cu 0,1%
Tween), o ork la temperatura camerei.

Sptlare de 5 x (cu PBS cu 0,05% Tween).

Adt u g a r el sér@iuat 1/400, incubare 1 ork la 37°C, in
camert umedt .

Sptlare de 5 x (cu PBS cu 0,05% Tween).

Adt u g a r e Lchrju@at cu peroxidazt 1/80.000.

Sptlare de 10 x (cu PBS cu 0,05% Tween).

10. Adtugare substr at T MB -fetBam&ilbenAdinis Yo ,
100e L, veri fauaaree evol u

11. Stoparelal5minutecu 100e¢L aci.d sulfuric 4M

12.Citredensi tate omptict | a 450

In Fig. 8 sunt prezentate rezultatele realizate cu peptidul 7 (core+1

1b/4a), iar In Fig. 9 sunt prezentate cele realizate cu peptidul 5 (core+1

l1a), utilizadndu-se aceleaki seruri HCV pozitive Ki seruri negative.

74



Peptidul 7 Core+1 1b/4a

Proba

oM

m P4843
O P4844
OP3162
H P1600
mP2228
m P3636
O P3205
mP2601
m P3315
OP4611
O P4732
B P3135
m P2940
m P1450
H P2602

Fig.8 Rezultatele ELISA pentru peptidul core +1 1b/4a (dilu$a de ser 1/400,

diuSi a de c o 0600,plgca MaxiSarp} O .

Media martorilor negativi = 0.149
Devia$a standard a martorilor negativi = 0.0629

Valoarea minimkt pentru o probk pozitivk  G=63846

Observa$i: probele 4843 (genotip 1b) ki 3162(genotip 1a) sunt pozitive
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Peptdul 5 Core +1 1a

M
m P4843
1.2 O P4844
0O P3162
m P1600
m P2228
m P3636
o P3205
m P2601
m P3315
O P4611
o P4732
m P3135
m P2940
Proba m P1450
m P2602

1.4+

DO

Fig.9 Rezultatele ELISA pentru peptidul core +1 1a (dilu$a de ser 1/400, diluSi a
de conjugat 1/80.000, plact MaxiSorp)

Media martorilor negativi = 0.08875

Devia$a standard a martorilor negativi = 0.06173

Valoarea minimk pentru o probt pozitivk (45144

Observadi: probele 4843 (genotip 1b), 3162 (genotip 1a), 3205 (genotip 1b)

sunt pozitive

Tn acest studiu au fost analizate 30 de probe ob$nute de la Spita-
lul Victor Babek (Partener 2), apar$nand genotipurilor 1b (25 probe), la
(3 probe) ki 4a (dout probe). Pentru cinci dintre aceste probe s-au de-
tectat anticorpi anticore, iar la trei s-au detectat anticorpi anticore +1
(4843 - 1b, 3162 -1a, 3205 -1b). S-a observat o reactivitate incrucikatt
intre anticorpii core+1 provenind de la pacien$infecta$ cu un anumit ge-

notip ki peptidul specific altui genotip.
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In rezumat, INCDMI Cantacuzino (Co) a testat secven®le din
regiunea core (sistem in-house), pentru prezen% proteinei in ORF decalat
core+l. Atat secvengle ob$ute in zona RT-PCR in-house, céat ki core
integral, congn ki proteina core in ORF decalat. Aceasta prezintt o
variabilitate mult mai mare decéat proteina codificatt Th cadru de citire
normal. Au fost selectate 10 peptide care reprezintk epitopi imunodomi-
nan$ pentru interac$a virusului cu limfocitele T, pentru a fi utilizate in sis-
tem ELISA pentru detectia anticorpilor anti-core (peptid 10) ki anti-core+1
specifice pentru genotipurile circulante in Romania (peptidele 1-9).

Sistemul ELISA a fost optimizat prin modificarea unor parametri
(cantitatea de peptid utilizatk. pentru peliculizarea pe pltci, marca de pla-
ct, diluile optime de conjugat ki serul de testat, tipul de blocant pentru si-
tusurile nespecifice, timpul de stopare a reac$ei, numtrul de sptltri etc.).

Serurile a trei pacienti (4843 i genotip 1b, 3205 -1b ki 3162 i
genotip 1a) au prezentat reactivitate incrucikatk fa$ ide cele 3 nonapep-
tide core+1 testate (peptid 4 T 1la; peptid 5 -1a; peptid 7 i 1b/4a). Acest
lucru este posibil datoritt. faptului ct nonapeptidele selectate reprezintt
Ki epitopi imunodominan$ T-specifici. Faptul ck acekti epitopi prezintt
func$d similare (interac$a cu limfocitele T), poate fi explica$S i pantru re-
activitatea incrucikatk intre subtipurile la ki 1b ale aceluiaki genotip
HCV. Probele pozitive pentru anticorpii core+1 au prezentat inckrckturi
virale de 153.000Ul/mL i proba 4843, genotip 1b, 537.000Ul/mL - proba
3205k i  QOOWE/mL - proba 3162, genotip 1a.

Studiile noastre realizate cu noul sistem ELISA confirmt

prezen® anticorpilor core+1 in serul unor pacien$ HCV pozitivi din

Romania.
kilnl nstitutul d&t. ¥i Nius ol aagdsteoptiA 1)
mizat un protocol pentru ob$nerea unui sistem de detec$e imunoenzimatic
(ELISA) pentru prezenSa “"n ser ul p aHCV a rartticodpilmrr i nf ec
anti-core+1. Optimizarea protocolului a implicat, pe de o parte, evaluarea

protocoalelor din literaturk, dar ki a celor deja folosite ki inigate in Institutul
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de Vi rugto$ Ngice lin&iompul epidemiei de meningoencefaliti
West-Nile din Roméania, 1996 (500 de cazuri, 17 decese) (CERNESCU C,
NEDELCU ., TARDEI G., RUTA SM, TsAI T. Continued transmission of West
Nile virus to humans in South-Eastern Romania 1997 - 1998. J Inf Dis, 18
(2), pp. 710-712, 2000).

O altk direc$e cercetatt au fost studiile de serotipare realizate in
I nstitutul #teS. Ni ¢ o Braaddmal gpidemiei HIV/SIDA din
Romania, cand folosirea reactivitt. iSserurilor fa$ tde peptide sintetice ce
mimau structura glicoproteinelor virale HIV a facut posibilt. in®legerea di-
ferenglor antigenice intre tulpinile HIV1 circulante in Roménia (C.
CERNEScCU, RUTA SM. Reactivity of HIV1 positive sera with synthetic pepti-
des; Rev Rom Virol, 44, 3-4, pp 175-186, 1994; CERNESCU C., TARDEI G,
NECULA A., RUTA SM, C.P. PAau. The serologic significance of F viral geno-
type for Human Immunodeficiency Virus type 1 epidemic. J Inf Dis,170,
pp. 1043-1044, 1994).

Nl nstitutul KteS. Niia alsaouedizpsstanddrdi-

zarea Ki evaluarea reproductibilitt i§ noului sistem ELISA: peliculizarea

peptidel or selectate din genoti pu-l HCV1,

rea reactivilor necesari Ki a concentra$Si direacdp.Same de
continuat genotiparea secvenglor HCV cu ajutorul testului comercial de
genotipare VERSANTE H@Wpe @.0 Assay, Innogenetics pentru
ob$nerea unor date referitoare la prezen$ anticorpilor anti-core+1 in serul
paciendlor infecta$ cu genotipuri diferite de virus hepatitic C.
Materi al e ki reacti vi
Pltci soft FALCON flexibile plate, 96 well U-Bottom (fund rotunijit)
Tampon de imbrt. ¢ a PES:0,01M,pH 7,4
0,01%merthiolate
0,1%Tween-20,sept st r &d’CL
Tampon carbonat 0,05M/L, pH=9,6, pentru peliculizarea peptide-

lor sintetice pe suprafag pl c i i , apoi acel8orea sunt

Ki sptlate de 2 ori inainte de a pune probele.
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Tampon de spt. | a rPBS 0,01M, pH 7,4
0,01% merthiolate
0,1% Tween 20, se ptLstreazt la 4°%C
Diluant de probe: PBS, 0,01M, pH 7,4 (realizdnd blocarea la
aceastt etapt)
0,01% merthiolate
0,1% Tween 20
+/- 5% lapte ecremat, se ptstreazt. la 4°C,
maxim 4 sapt.

Tampon carbonat-bicarbonat 0,05 M pH 9,6, pentru peliculizare

(SIGMA - 0,005M carbonate-bicarbonate buffer pH9,6)

Conjugat anti-lgG uman cuplat cu peroxidazt. (PROMEGA - anti i

human IgG (H+L), HRP) s e spehzt la 4°C, sau -20°C, alicotat);

diluga 1:2500 este cea specificatt. de producttor. Optimiztrile

Institutului de Virusologie au inclus: 1:2.500, 1/5.000, 1/10.000, iar

dilutia optimt. din studiile noastre este 1/10.000.

Tampon substr ator eozoneie glip u conjugat

(PROMEGA - TMB one solution - chromogen substrate, 3,3,5,5-

tetrametyl benzi daid¥Ce) se pitstreazt

Linie ELISA:

- incubator 37°C p e n tcircu 96 gddéuri;

- sptlttor automatdeplk c i ;

- spectrofotometru pentru citirea plkcilor cu 96 godeuri, cu po-
sibilitate de citire la lungime de undt corespunzttoare (pentru
reactivii folosi$ filtru de 450nm, cu filtru de referinSg 20nm).

Pipete automate: simple, fixe de 10uL ki 100uL ki/sau reglabile

intre 1-10puL ki 20-100pL.

Pipete automate multichannel reglabile pentru 90uL ki 100uL

Varfuri adaptate pipetelor automate

Pipete de 5mL k i mlL K part sau Pipetus

Tuburi de 12mL ki 50mL
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Recipiente pentru lichidele de distribuit cu pipeta multichannel,
vas cu solu$e hipoclorit pentru aruncat varfurile, hartie de filtru,
cronometru.

Optimizarea protocolului de lucru

ZIUA 1

1. Prepararea solutiei stoc de peptid s-a realizat dupt urmkttorul

algoritm:

e d i ik pePtidului se realizeazt in tampon carbonat/bicar-
bonat pH=9,6;

e concentra$a peptidului trebuie adust de la Cs=200ug/mL
la 0 concentra$e finalt. Cf=2pg/mL (stocare la -20°C);

e optimizarile Institutului de Virusologie au indicat o con-
centrage finalk bunt Cf=1pg/mL pentru peptidul 5/1a ki
peptidul 7 1b/4°.

2. Peliculizarea plkcuglor cu peptid: in aceastt etapt -ai in-
cercat numeroase optimizt r i ale protoamar-ul ui de
cubat cu cate 100uL/godeu tampon carbonat + peptid 2ug
sau 1lpg/mL (0,2ug = 200ng); rezultatele noastre nu indick di-
feren® majore, cu excep$a unei ukoare stabiliztri la o con-
centra$e finalt de peptid de 1ug/mL.

O cantitate de 2ug/mL de peptid sintetic (2.000ng/mL) a fost

peliculizatt. (incubatt. overnight la 4°C pe pltcile soft in tam-

pon carbonat-bicarbonat 0,1M pH 9,6 (in unele optimiztri
chiar peste 18 ore); alte pltci au fost peliculizate in acelacki
mod, dar variind concentra$ile de peptid (concentra$a finalt
de peptid 20pg/mL, 2pg/mL, 0,2pg/mL, 1pg/mL ki 0,1pg/mL).

P I cusle se acopert. ¢ u /cdpaclpéngu evitarea evaport-

rii pe durata celor 18 ore.

Institutul de Virusologie a primit peptidele achizi$onate de

coordonatorul de proiect de la EUROGENTEC-LIEGE Belgia.



ZIUA 2

1.

Sptlarea plkcu®i de 2-3 ori cu 250uL solutie de sptlare
(PBS, 0,01% Merthiolate ki 0,05% Tween 20) la sptlttorul de
pltci Plate Washer DAS, cu programul corespunzt.tor.
Blocarea siturilor nespecifice:

a) Varianta 1 - blocarea siturilor nespecifice prin incubarea
in godeuri la 37°C timpde 1 ort  a £P $bl0Se de bloca-
re (fie PBS cu 5% lapte ecremat ki 0,05% Tween 20, fie
PBS cu 2% BSA ki 0,05% Tween 20.

b) Varianta 2 - blocare prin adtugarea a 5% lapte ecremat in
diluantul de probe (se poate face dilu$a probelor direct in
PBS cu lapte ecremat), se last. la incubat 1 ort la 37°C.
Dupt studiile noastre, nu existt diferen® de blocare la
BSAK i 5% | ap takegard dilu$a prabelor in dilu-
antul de sptlare.

Diluga probelor se face prin optimiztri: (1/50, 1/100, 1/200,

1/400, 1/800, 1/1600 i1 grupul nostru de studiu a ales 1/100 i

1/200 - se last. la incubat 1 ort la 37° C.

Se distribuie 100puL ser diluat/godeu ki se incubeazt cu pepti-

dul imobilizat pentru 1 o r la 37°C.

Sptlarea de 6-10 ori cu solu$ ide sptlare.

Adt ugar ea de canfugalanti-human Ig G marcat cu

peroxidazt in lapte ecremat 5%, in PBS plus 0,05 Tween. Di-

luSile de conjugat Tncercate au fost cuprinse intre 1/5.000 K

1/10.000); rezultatele ob$ute sunt similare pentru blocare cu

BSA 1% n PBS cu dry milk sau cu BSA 2% in acelaki tam-

pon/BSA 2% in PBS - timp de incubare 1 ort la 37°C.

Spt 1 ar e ¢ént 110 & solue de sptlare.

Adtugarea substratului TMB one solution (PROMEGA), céate

100pL/godeu timp de aprox. 5 min.

StopareareacSi ei cu a c i50-108uu/jotlew.r i c
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10. Citire la spectrofotometru la lungime de undk 450nm, cu filtru

de refering 620 nm.
Rezultatele optimiztridi protocol ul ui
P | cb$® soft sau clear microplate (cod DY990, R&D) - se ob-

servt o peliculizare mai bunk pe pltcugle clear microplate.

Peliculizarea diferitt a pltcu$lor: cu concentrad finale de
peptid 200ng ki 100ng/mL. DiluSi a p r:drecerckro dilug diferite
1/10, 1/50, 1/100, 1/1.000, diluga probelor ftcandu-se in diluantul de
probe men$onat la reactivii necesari. Am ales dilu$a probelor in PBS cu
0,05%Tween 20.

Tamponul de blocare - nonfat-dry milk 5% in tamponul de spt-
lare men$onat anterior, am ncercat ki 2% BSA pentru blocare, neapt-
rand diferen@ majore.

Dilu$a conjugatului:op | acctk c onj u dadllloO00adatd i | u $
de furnizor (PROMEGA),

Temperatura de lucru: incubare probe/conjugat/substrat a fost
var i antreL37°C «i alte temperatura camerei - conform altor protocoale,
frrt a se observa o. diferenSt semnificati

Validarea testului:

- DO pentru mar tfemaimicdee,gati vi st

- DO pentru martorul (martorii) pozitiv st. fie peste 0.800

Stabilirea cut-off:

CO = MN +3 DS, unde:

MN - media martorilor negativi (4 martori negativi cel pugn)

DS - devia$a standard

Aprecierea reactivitk i$or. Se calculeazt reactivitatea fa$ tde
peptidele peliculizate sctzand din valoarea DO ob$nutk pentru godeul
imbrt.cat valoarea DO ob$nutk pentru godeul cu imbrt.care mock, pen-
tru aceeaki probt dcelaki martor. DO a unui pool de 30 martori negativi
testa$ individual este folositk. pentru calcularea DO medii (media aritme-

tick). Se calculeazt abatereafaSt d enedke@ fieckrui martor negativ
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ob$nand astfel media abaterilor (deviaga standard =DS). Se calculeazt
DS, devia$a standard ob$nutk este de + 0,071. Se apreciazt prezen®
IgG specifice pentru peptidele peliculizate nh probele testate, astfel:

- Negativt: dact DO a probei este < valoarea cut-off.

- Pozitivk: dact DO a probei este > valoarea cut off. Se poate
lua ]n considerare ki 0 zont gri de 10-15% din valoarea cut-
off, pentru care probele se considert indeterminate.

In Institutul de Virusologie s-au testat 27 de seruri provenite de la
pacien$ HCV-pozitivi din lotul selectat in etapele anterioare, foarte bine
caracteriza$ din punct de vedere serologic ki molecular. Genotiparea
probelor a indicat: 26 au genotipul lbkioprobk ar e genoti pul la

Testarea serologict imunoblotd e g e n e r -aD§disean EHCV 3
PLUS 7 BIORAD a fost realizatt., de asemenea, la toate probele. Pentru
peptidul 10/core, care reac$S i 0 n euaanticorpii anticore totali din serul
pacien$lor infecta$ HCV, indiferent de genotipul implicat, DO pentru pro-
bele testate este cu mult peste valoarea prag calculatt (DO medie =
1.279 + 0.537, la CO=0,450). Numai 2 probe sunt sub aceastt valoare,
ambele fiind de genotip 1b ki prezentand banda core pozitivk. n testul
imunoblotd e gener.aSia a 3a

Pentru peptidul 5/1, care reac$oneazt cu anticorpii anticore+1
din serul pacien$or infecta$ cu genotipul 1a HCV, DO variazt mai mult,
totuki distingandu-se 20 de teste pozitive, deki majoritatea paciendor
studia$ sunt infecta$ cu genotipul 1b.

Pentru peptidul 7 1b/4, care reac$oneazt cu anticorpii anti-
core+1 din serul pacientilor infecta$ i CU genot iDOwésitkb sau
eazt peste prag la majoritatea serurilor, 1b fiind genotipul regtsit in 26
dintre probe.

Atéat Tn studiile realizate Tn cadrul acestui proiect, cat ki din
literaturk se constatt ct la nivel u | r £t spuneuwnorald eoxri sitnku
crossr eactivitate antigenickt printfre prot

puri HCV diferite, " n | egktturt cu gradul “nalt de
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ale secvenSelor de aminoacidiiatal eepudtei
faSt decprettdi poate fi deent ic hdak €t & &1 mau S
HCV Ki Add o/t e r tpetf aross-reactive intre subtipurile de

HCV. Troesch .Ki206bB)almu studiat preval enSa
respunsur imedmteu mmouak kKitk cekd upraot diarga F a

| a pactienmficitacca cu HI V. Rezultat-ele stud

enSiiinfceoct a Si ¢lu pHoQV ckrie kHleV val ori |l e i mun
respunsurile | imfocitelor T citotoxice (
HCV.RLspunsurile imunologice sunt compar al
pacienS$Sii infecta$Si doar cu HCV.

Deoar ece sprateine cogeel saint constranse de pre-
zenSa structuril «r gecusnudparraep uARM ea pe s
core, nivelul lor de conservare intersubtip este important. Epitopii CTL

codi ficaS$Si "n aceastt regiune ar putea f
faSt de alte segmente ale genomul ui HCV,
CONCLuUzII

Rezultatele acestui proiect permit formularea urmttoarelor reco-
mandktri pentru laboratoarele de diagnostic ki pentru clinicienii implica$

in tratamentul ki monitorizarea paciendor cu infecSi e HCV:

1. Necesitatea utilizkr i i unui prag critic al react
pentru stabilirea r e penirut aprecetea r real
oportunitt&Sidi unor t est Stabdireard-i ment ar e

relagei dintre reactivitatea mare a serurilor in testele imunoenzi-
matice de triaj Ki prezenta unei replickri virale active per mi t e sct
derea semnificativk a costului asociat investigtrii paciengor.

2. Obligativitatea utilizLrii testelor moleculare ca element decisiv in
aprecier ea,carapeenit inicadrultdiag@dsticului HCV
monitori zar ea iopkiceearéatunesbazp andornmen S

de date clinice ki virusologice.
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3. Necesitatea unor noi studii pentru a determina eventuala contri-
buSie a genotipurilor HCV |l a-apari $
terminate cu PCR pozitiv, cu impact direct asupra perioadei de
administrare a tratamentului antiviral ki asupra monitoriztrii efici-

ente a acestuia.

In urma analizei f act ori |l or de risc |l a lotul
UMF Buc usruegketrieazt i mplicarea intervengSi
“n condi Si i nesterile, cu seringi K i ac
"nainte de 1989. Calea de transmitere
ales “"n Strile “"n curs de dezvoltare, e
aAut oSriiltotr de Stnttate Publict “n | i mi
strict | a cazur i | ntareafelasiai snatnumeentarului de mp |l e me
unict folosinSt. Dexki “n ultimele deca:
a fost I|limitat, totuxki acestea s-unt " n

rea anumi,tueeori, b mddiul extraspitalicesc. Acestea disemi-

neazt infecSiianfHELCVS i aHBWI K,i determi@aaoce ar |
crektere a morbidittSii acestor infecSi
HCV prin transfuzid.i de s©nge fiind mu
screening-ului sangelui, rtméne Tn acest fel prevalent riscul transmiterii

prin injecSii, intervenSii <chirdurSgiical e
improprii de sterilizare.

Studiul Institutului de Virusologiea ur mkr it eval uar ea
screening-ului prin EIA-3 in identificareapaci en Si | or potenSi a
capabili st transmitt infecSia c-u virus
tatelor testului EIA cu rezultatele testelor biochimice (nivelul ALT), ale
testelor de confirmare i munoHCVerin Ki mo
RT-PCR fiind consideratt mar ker uRe- st anda
zultatele ob$nute aratt ck o reactivitate mare in EIA anti-HCV este
aproape “ntotdeauna indicat o-serrecur-pent r u
ge direct |l a testaradeaARNHENVU pUlagsimat € gl) i ¢
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rt necesitatea unui t Leirforma$k @oate haph-i r mar e .
catk Tn toate laboratoarele care realizeazt. diagnosticul infecSi e i HCV.
Se recomandt testarea ARN-HCV pentru diagnosticarea infec3ei
HCV la paciend imunosupresa$ De asemenea, se propune introduce-
rea in clinict. a evalukrii timpurii a rkspunsului la tratament (la 12 stptt-
mani de la ini$ere) ca marker de prognostic pentru ob$nerea unui rks-
puns virusologic sus$ut, cu impact major asupra deciziei de a ini%a sau
opri tratamentul, ki asupra costurilor asociate trattrii rect.derilor sau eke-
curilor virusologice.
Conform analizelor efectuate in Spitalul Victor Babek, rata cea
mai mare de transmitere a infec$ei HCV o reprezintk tratamentele sto-
matologice (81%) ki interven$le chirurgicale (75%), urmate de tratamen-
tele injectabile multiple (48%) ki de transfuziile de sange (40%). Aceste
informad sunt extrem de importante pentru prevenirea infec$ilor legate,
in special, de tratamentele parenterale.
De asemenea, analiza atentt a ratei de diversificare a genotipu-
rilor circulante aduce informa$ valoroase privind extinderea epidemiei la
grupe populagonale vulnerabile (toxicomani, homosexuali, pacien$ cu
imunosupresie HIV-indust. pacien$ cu infec$ cu transmitere sexualtk) ki
permite formularea in timp real a unor strategii de preven$ek i cont r ol
Rata rect d e r poateofirredust la pacien$ cu rkspuns virusolo-
gic lent, extinzand durata terapiei combinate de la 48 la cel pu$n 72 stp-
tkmani. In aceste condigi, inciden@irect der i | or scade de | a 50
In rezumat, INCDMI Cantacuzino a proiectat dout sisteme de
RT-PCR in regiunile core ki NS5B, pe care le-a optimizat. Colectivul din
acestinstitutaf ost i mplicat "~ n test amReopt- mol ecul a
mi zar ea kKas ewsil ialriet  Si i reacsSi ei, genot
venSiere), anali zelionf «rimatniad i zaa SedWWemd
| NCDMI ACanat atceusztiantooun numbtr semnific
utilizén d mar ker i mo | encregiurale genordieezcore ki a Si
NS5bB. Genoti par ea & O0fNdpsRi andliza &dgmentaldrt " n
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de restricSie (RFLP) ki confirmat4 t prin
netickt “"n core Ki NS5B.
Din studiul molecular realizat in Institutul Cantacuzino, a rezul-
t at ct subtipul H CV (95%). Pallanngi tn aandae setsat e 1
ma i fost identi f i cumtsumt la (3%) il 36 €0,5%)u bt i pur
intalnite mai ales la utilizatorii de droguri, 2a (in Republica Moldova), dar
Ki un subtip endemxéncgipti daél,5%)i i nd
I NCDMI A Ca n teatat seeven@le din ragiunea core (sis-
tem in-house) pentru prezen$ proteinei in ORF decalat, core+1. A reali-
zat clonarea integralt. a genei codificatoare pentru capsida HCV i core
din gentipul 4a, izolat Tn Romania, utilizand primeri situa$in zonele adia-
cente cor e (kissBtehiulRle donareEFORFO TA Cloning. Atat
secvenS el e cor e ply,ccat kitsecver{@Bk @e integral au fost
aliniate cu programul C| u s t aanali2éte pentru evaluarea variabilitk i§
Ki a prezengi core+1 cu programul BioEdit. Atat secveng®le ob$ute in
zona RT-PCR in-house, cat ki core integral congn ki proteina core in
ORF decalat. Aceasta prezintt o variabilitate mult mai mare decat prote-
ina codificatt. in cadrul de citire normal. Clonele core sunt foarte asemt.-
nktoare intre ele, dar nu identice, reflectand prezen% cvasispeciilor la
acelaki pacient. Intre subtipurile genotipului 4, izolate in diferite zone
geografice, existt difereng importante. De asemenea, secvengle clone-
lor, ca ki ale multor subtipuri 4, sunt mai scurte (121aa) decat ale altor
subtipuri (4b, 4z «i 4r).
Au fost selectate zece peptide, care reprezintk epitopi imu-
nodominan$ pentru interac$a virusului cu limfocitele T, pentru a fi
utilizate Tn sistem ELISA pentru detectia anticorpilor anti-core+1.
Toate secvengle aliniate in zona core, desemnatt prin sistemul
nostru, prezintk ki proteina core +1. ldentificarea in silico a prezen®i
proteinei in ORF decalat core+1 la izolatele de diferite genotipuri din
Romania, a fost confirmatk intr-un sistem ELISA cu peptide sintetice,

derivate din secven®le tulpinilor circulante in Romania. Atat Co cét ki
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P1, au ob$ut rezultate pozitive in ELISA pentru core+1. Reactivitatea
Thcrucikatk. a anticorpilor anti-core+1 din serul paciendor cu genotip 1b

faS ide peptidele core+1 specifice genotipului 1a, poate fi explicatk prin

faptul cp proteinelecor e al ternative prezint.

genot i pur iBaig 20D4. K i 1b (

Dezvoltarea acestui sistem ELISA poate reprezenta un mijloc
complementar de diagnostic ki deschide perspectiva unor noi terapii,
care ntesc proteinele HCV sintetizate in cadru de citire alternativ. Avan-
tajul acestui sistem fa$ tde sistemele comerciale actuale este ct ar pu-
tea identifica prezen& infec$ei HCV indiferent de genotip.

Continuarea supravegherii tulpinilor virale circulante este indis-
pensabilt. in vederea ob$nerii unor date suplimentare asupra epidemiei
HCV in Romania. Rezultatele noastre indict o diversificare a genotipuri-
lor circulante, sugestivk pentru apari$a unor noi grupe de risc, cu cti de

transmitere distincte fa$ de cele recunoscute | a o r a TnaRomania |

Genotipurile 1a, dar ki 3a, sunt mai frecvent raportate la utilizato-
rii de droguri injectabile (UDIV). Istoria reconstruitt. a epidemiei HCV in-
registreazt o crektere exponen$alk a incidengi subtipurilor 1a ki 3a in

Europa, care tind st Tnlocuiasct genotipul 1b majoritar pant in prezent
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