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REZUMAT

Infectia cu virusul hepatitic D (VHD) este cunoscuta ca fiind una dintre infectiile care cauzeaza cele mai
severe forme de hepatita, avand prognosticul cel mai rezervat, cu rate inalte de hepatita fulminanta si insufi-
cienta hepatica. Pana in prezent, au fost descrise 8 genotipuri de VHD. Avand in vedere implicarea diferitelor
genotipuri in evolutia bolii hepatice, o abordare ideala a pacientului ar trebui sa cuprinda si genotiparea VHD.
Acest studiu a avut drept scop identificarea metodelor de genotipare a VHD descrise pana in prezent. Obiec-
tivele au constat in: identificarea metodelor folosite in genotiparea VHD, analiza comparativa a metodelor
identificate si aprecierea celei mai fiabile metode pentru utilizarea in practica medicala.

Pentru o abordare integrativa a metodelor de genotipare VHD utilizate pana in prezent, am efectuat o ca-
utare n principalele baze de date si am luat in considerare studii originale, peer-reviewed, realizate pe su-
biecti umani. Am identificat 4 metode de genotipare descrise in diferite studii de-a lungul anilor: hibridizare,
RT-LAMP (Reverse Transcription-Loop-Mediated Isothermal Amplifi-cation), PCR-RFLP (Polymerase Chain

INTRODUCERE

Infectia cu virusul hepatitic D (VHD) este cu-
noscuta ca fiind una dintre infectiile care cauzeaza
cele mai severe forme de hepatita, avand prognos-
ticul cel mai rezervat, cu rate inalte de hepatita ful-
minanta si insuficienta hepatica (1). Odata cu des-
coperirea virusului Delta in 1977 de catre Rizzetto,
au aparut diferite controverse in legatura cu modul
de actiune al acestui virus (2). In prezent, nu exista
un tratament specific impotriva infectiei VHD, te-
rapia bazatd pe interferon fiind singura arma utili-
zatd pentru a lupta impotriva acestei boli (3, 4).

Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) si PCR urmat de secventiere.
Studiul poate sa reprezinte un punct de plecare in stabilirea metodei standard de genotipare VHD.

Cuvinte cheie: virus hepatitic D, genotipare, diagnostic

VHD este un subiect care naste multiple contro-
verse din cauza diversitatii genetice care determina
evolutii diferite ale bolii si influenteaza raspunsul
la tratament si prognosticul (5). Au fost descrise
pana in prezent 8 genotipuri de VHD (numerotate
de la 1 la 8) (6). VHD-1 este ubicuitar, In timp ce
restul genotipurilor prezinta o distributie geografi-
ca specifica: VHD-2 este intdlnit mai frecvent in
Orientul Indepartat, Japonia, Taiwan §i anumite re-
giuni din Rusia; genotipul 3 se regaseste predomi-
nant in bazinul amazonian, in timp ce genotipul 4
este prezent in principal in Taiwan si Japonia, iar
genotipurile 5-8, la pacientii africani care au emi-
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grat spre Europa de Nord (7, 8). VHD-1 este asoci-
at atat cu forme severe de boala, cat si cu forme
usoare, iar VHD-2 — cu o simptomatologie clinica
moderata. VHD-3 determina un tablou clinic sever,
iar asocierea cu genotipul F al virusului hepatitic B
(VHB) a determinat hepatita fulminanta in majori-
tatea cazurilor din America de Sud. In ceea ce pri-
veste VHD-4, exista studii care au aratat ca in anu-
mite regiuni se asociaza cu o progresie mai rapida a
afectirii hepatice spre ciroza (9). In ultimul timp,
mai multe studii au aratat ca aceasta diversitate ge-
neticad a VHD poate influenta si metodele de cuan-
tificare a genomului ARN-VHD. Avand in vedere
cd majoritatea tehnicilor utilizeaza genotipul 1 al
VHD ca standard pentru validare, multe dintre me-
tode tind sa subestimeze Incarcatura virala in cazul
celorlalte genotipuri VHD (10).

Diagnosticul hepatitei D consta in determinarea
anticorpilor totali anti-VHD care sunt prezenti atat
in forma acuta de boala, céat si in cea cronica. To-
tusi, exista studii care au demonstrat ca acesti anti-
corpi pot lipsi la pacientii cu ARN-VHD prezent
(11). Astfel, diagnosticul infectiei VHD ar trebui sa
fie completat intotdeauna de determinarea si cuan-
tificarea ARN-VHD. Pentru aceasta, au fost descri-
se de-a lungul timpului diverse metode de identifi-
care a genomului VHD, unele mai rapide, altele
mai specifice, altele cu un risc mai mic de contami-
nare (12). Este dificil de apreciat cea mai buna me-
toda de genotipare deoarece majoritatea tehnicilor
descrise sunt tehnici in-house (realizate in propriul
laborator) care folosesc protocoale diferite. Cele
mai mari discrepante se intalnesc in design-ul pri-
merilor (corespunzator antigenului VHD sau regiu-
nii ribozomale) (13), in etapele de amplificare (rea-
lizate manual sau automat, intr-o singura etapa sau
mai multe, folosind hibridizarea sau probe modifi-
cate TagMan) (14,15) si in stabilirea standardului
intern de calitate (ARN-VHD transcris in vitro sau
plasmide ADN care contin secventele tinta ale
VHD) (16,17). Avand in vedere ca exista atat de
multe variabile care trebuie luate in considerare,
implementarea unei metode standard de cuantifica-
re a ARN sau ADNc este departe de a fi realizata.
Acest aspect a fost subiectul multor controverse in
ultimii ani, dezbateri care au condus la implemen-
tarea In 2013 de catre Organizatia Mondiala a Sa-
natatii — World Health Organization (WHO) a unui

standard de control pentru VHD-1, folosit in meto-
dele bazate pe tehnicile de amplificare a acizilor
nucleici (18). Totusi, exista studii ulterioare care au
aratat ca tehnicile care folosesc acest standard tind
sd subestimeze cuantificarea ARN-VHD in cazul
celorlalte genotipuri (10).

Luand in considerare implicarea diferitelor ge-
notipuri n evolutia clinica a pacientului cu hepatita
B, o abordare ideala a acestor pacienti ar trebui sa
fie finalizatd de determinarea genotipului VHD.
Astfel, in acest articol ne indreptam atentia spre ur-
matorul pas in diagnosticul VHD, respectiv genoti-
parea. La fel cum s-a observat in cuantificarea in-
carcaturii virale, exista, de asemenea, o diversitate
in tehnicile de genotipare ale VHD. In prezent, ge-
notiparea este folositd doar in scopul cercetarii. O
metoda rapida si eficienta de genotipare care ar pu-
tea fi utilizatd in practica medicala ar putea imbu-
natati managementul pacientului si ar putea repre-
zenta un punct de plecare in dezvoltarea terapiilor
tinta. Pana in prezent, nu exista metode standard de
genotipare a VHD. Multe studii au descris diverse
metode de identificare a genotipului VHD, dar nu
se poate aprecia care metoda este mai eficienta.

OBIECTIVE

Scopul acestui studiu este de a intelege mai bine
fiecare metoda de genotipare VHD descrisa in ulti-
mii ani. Obiectivele au fost reprezentate de: identi-
ficarea tehnicilor folosite in genotiparea VHD si
realizarea unei comparatii intre ele; aprecierea celei
mai bune metode de genotipare si estimarea proba-
bilitatii de a fi aplicate ca metode standard in geno-
tiparea genomului ARN-VHD.

MATERIALE $1 METODE

Strategii de cautare

Pentru a realiza o abordare integrativa a metode-
lor de genotipare VHD, am efectuat o cautare am-
pla in principalele baze de date: PubMed, Google
Scholar, Cochrane library si Embase. In acest scop,
am folosit urmatoarele cuvinte cheie: “HDV ge-
notyping”, “hepatitis D genotype”, “RT-PCR AND
HDV”, “RLFP AND HDV”, “direct sequencing
AND HDV”, “RT-LAMP AND HDV” si ,,Hybridi-
zation AND HDV”,
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Criterii de includere

Pentru a identifica metodele, am luat in conside-
rare articole originale, peer-reviewed, care descriu
metode de genotipare ale VHD realizate pe subiecti
umani. Nu s-au luat In considerare protocoalele de
studiu, rapoartele de caz, opiniile expertilor si stu-
diile realizate pe animale.

REZULTATE

In acest studiu am identificat patru metode de
genotipare descrise in diferite studii. Metodele
sunt: hibridizarea, RT-LAMP (Reverse Transcripti-
on Loop Mediated Isothermal Amplification), PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism) si PCR urmat de
secventiere (Tabelul 1).

TABELUL 1. Studiile si metodele identificate

Metode de genotipare Studii
Wu 1995 (19)
PCR-RFLP Mirshafiee 2009 (20)

Souza 2015 (21)

Sun 2004 (22)

Altuglu 2005 (23)

Shang 2012 (24)

Coller 2018 (25) (QRT-PCR on
automated platform)

Wang 2012 (26)

Hibridizare

PCR + secventiere directa

RT-LAMP

DISCUTII

Desi vaccinarea anti-VHB poate preveni infec-
tia cu virus Delta, infectiile cronice VHD inca re-
prezinta o problema majora de sanatate, diagnosti-
cul precoce fiind crucial. Markerii serologici
(antigenul si anticorpii) nu sunt suficienti pentru un
diagnostic complet. Genotiparea VHD este impor-
tantd deoarece reprezintd singurul mod prin care
putem aprecia evolutia pacientului, estima raspun-
sul la tratament si formula un prognostic.

Diferite metode au fost descrise de-a lungul tim-
pului pentru a atinge acest scop, de la hibridizare,
RT-LAMP la RFLP si PCR, urmat de secventiere.
Desi sunt studii care analizeaza fiecare metoda din
punct de vedere al acuratetei si aplicabilitatii in la-
boratoarele clinice, nu a fost inca publicata, pana in
prezent, nicio comparatie intre aceste metode.

Prima metoda de genotipare VHD a fost tehnica
hibiridizarii, descrisa de Gupta in 1989 (27). De
atunci, alte 5 genotipuri au fost identificate §i au

fost utilizate cel putin 2 tehnici noi de genotipare
(28). Genotiparea prin hibridizare este o metoda
care foloseste secvente de ADN cunoscute pentru a
hibridiza secventele complementare din ADN-ul
studiat, secvente care vor fi recunoscute ulterior
prin marcare fluorescenta. Aceasta tehnica foloses-
te secvente de ADN scurte (oligonucleotide) luate
dintr-o baza de date pentru a construi secventa tinta
care trebuie identificata (29).

Pana 1n prezent, nu exista studii care sa identifi-
ce acuratetea metodei de hibridizare In genotiparea
VHD. In 1994, Gallenger si colab. au descris o me-
toda de hibridizare pentru cuantificarea VHD si nu
pentru genotipare (30). In 2004, Sun si colab. au
prezentat o asociere intre PCR si hibridizare, ofe-
rind o potentiala solutie pentru diagnosticul diferi-
telor genotipuri VHD.

Hibridizarea prezinta o specificitate buna, insa o
sensibilitate scazuta, in timp ce PCR are un risc
crescut de contaminare (22). Cu trecerea timpului,
tehnicile bazate pe PCR au fost imbunatatite si, In
prezent, exista metode PCR intr-o singura etapa, cu
un risc minim de contaminare si sensibilitate si spe-
cificitate inalte (15). In plus, Sun si colab. au de-
scris metoda ca fiind foarte simpla cu un raport
cost-eficienta satisfacator care foloseste cip-uri cu
gene pentru diagnosticul clinic (22). La momentul
actual, nu existd metode de genotipare validate
pentru toate genotipurile VHD. Avantajul acestei
metode este abilitatea de a identifica un numar
mare de tinte omogene.

RFLP (sau polimorfismul lungimii fragmentului
de restrictie) este o metoda simpld de genotipare
care cliveaza produsii obtinuti prin PCR (amplico-
nii) folosind enzime de restrictie. A fost descrisa
pentru prima datd In 1995, cand Wu si colab. au
folosit Xho! si Sacll ca enzime de restrictie (19).
Dupa atagarea acestor enzime de restrictie, geno-
mul ADNc-VHD este clivat, rezultand fragmente
de diferite dimensiuni, care, odata incarcate in ge-
lul de electroforeza, vor migra in camp electric in
functie de greutatea moleculara. Astfel, pentru fie-
care genotip VHD exista un pattern caracteristic de
migrare a diferitelor secvente de ADNCc.

Genotiparea prin RFLP a fost comparata cu sec-
ventierea directa si s-a dovedit a fi o metoda mai
eficienta pentru cele 3 genotipuri VHD existente in
acel moment. Aceastd metoda s-a dovedit a fi de
ajutor in descoperirea celorlalte genotipuri mai tar-
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ziu, in 1998 (31). De asemenea, Mirshafiee si co-
lab. au afirmat despre aceastd metoda ca este una
simpla si fiabila (20). Recent, in 2015, Souza si co-
lab. au descris o tehnicd PCR-RFLP capabila sa
identifice toate genotipurile VHD (21). Pentru a
valida aceastd metoda, autorul citat a comparat re-
zultatele cu cele obtinute prin analiza filogenetica.
Astfel, RFLP s-a dovedit a fi o alta metoda fiabila,
usor de aplicat. Aceasta nu necesita marcare radio-
izotopica si poate fi folositd pentru analiza mai
multor probe, in studiile clinice si epidemiologice.

PCR este metoda clasica folosita in amplificarea
oricarui genom ARN sau ADN. In principiu, pentru
amplificarea genomului ARN, se recomanda tran-
scrierea Tn ADNc cu ajutorul unei reverstranscrip-
taze pentru o stabilitate mai mare a produsului ana-
lizat (18). Ulterior, genotiparea prin secventiere
directa presupune secventierea intregului genom
ARN-VHD, urmata de analiza filogenetica in care
secvente specifice din fiecare genotip sunt urmari-
te, identificate si stocate in diferite banci de gene,
de exemplu, GeneBank.

In ceea ce priveste PCR urmati de secventiere,
au fost descrise diferite metode de-a lungul anilor.
In 2005, Altuglu si colab. au folosit RT-PCR-sec-
ventiere aplicatd unui lot de pacienti infectati cro-
nic VHD din Turcia, afirmand, de asemeneca, ca
este o metoda eficienta (23). Mai tarziu, Shang si
colab. au propus in 2012 o tehnica bazata pe Real-
Time PCR, in care ampliconii au fost utilizati direct
pentru secventiere, evitand pasii de extractie ARN,
de reverstranscriptie si electroforeza utilizati in stu-
diul descris anterior de Altuglu si colab. (24). Ast-
fel, acest ultim studiu citat pare sa fie o alegere mai
buna in genotiparea VHD, avand in vedere riscul
redus de contaminare. Recent, Coller si colab. au
prezentat o metoda mult mai promitatoare in care
extractia si amplificarea sunt realizate pe o platfor-
ma automata (25).

RT-LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplifi-
cation — Amplificarea izotermica mediata prin bu-
cla) este o altd metoda de genotipare VHD descrisa
de Wang si colab. in 2012 (26). Spre deosebire de

PCR conventional si Real-Time PCR, aceastd me-
toda se realizeaza Tn mai putine etape si implica un
echipament mai economic. Sunt necesari doar 4
primeri special construiti care recunosc secvente
tinta ADN (32) si o temperatura constanta de 65°C
pentru 50 de minute pentru ca reactia de amplifica-
re sa aiba loc. Astfel, avantajele acestei tehnici sunt
simplitatea, eficacitatea amplificarii si riscul redus
de contaminare. De asemenea, aceasta metoda ne-
cesitd si mai putin timp (o ord) in comparatie cu
PCR (2 ore) pentru intreg procesul de analiza. In
plus, ofera posibilitatea de a identifica macroscopic
rezultatele. In acest studiu, Wang si colab. au evalu-
at potentialul de aplicabilitate al RT-LAMP testand
sensibilitatea si specificitatea metodei In compara-
tie cu Real-Time PCR, dar parametrii exacti nu au
fost calculati. Cel mai mare dezavantaj al acestei
tehnici este faptul ca a fost construita doar pentru a
identifica genotipul 1 VHD (26). In concluzie, si
aceasta metoda pare a fi o metoda fiabila care nece-
sita a fi testatd si in cazul celorlalte genotipuri
VHD.

CONCLuUzII

Avand 1n vedere cd toate aceste metode se ba-
zeaza pe utilizarea unor standarde construite de fie-
care laborator (in-house), o comparatie exacta intre
metode este dificil de realizat. Dintre toate tehnicile
prezentate, hibridizarea si RT-LAMP ar putea con-
stitui viitorul pentru diagnosticul rapid al genotipu-
lui VHD, in situatii de urgenta, in timp ce RFLP si
PCR-secventierea par a fi metodele de baza, fiabi-
le, care pot fi utilizate de rutinad in orice laborator
pentru cercetare si diagnostic clinic. RFLP ramane
o alegere bund pentru tarile subdezvoltate care nu
dispun de o platforma de secventiere. Acest studiu
ar putea reprezenta un punct de plecare pentru im-
plementarea unei metode standard de genotipare a
VHD. Sunt necesare studii ulterioare pentru descri-
erea unui standard in genotiparea VHD si pentru
dezvoltarea unor tehnici care ar putea fi utilizate si
in practica.



