Zastosowanie metod molekularnych
w praktyce klinicznej zakazen
wirusowych

Zaktad Immunopatologii Chordob Zakaznych
i Pasozytniczych



Diagnostyka molekularna

Grupa testow diagnostycznych, ktore okreslajg stan zdrowia
pacjenta na poziomie molekularnym, wykrywajgcych
specyficzne sekwencje w DNA i RNA.
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Diagnostyka molekularna jest jedna z najbardziej
dynamicznych dziedzin diagnostyki



ldentyfikacja wirusa w materiale
klinicznym pacjenta | powigzanie z
chorobg



Klasyczne metody molekularne w wirusologii

Dot-blot, Southern blot, hybrydyzacja in-
situ.

Zalezne od specyficznych sond DNA/RNA. ~ % /

T

‘. &; © Fluorescent Labeling
L 4 '/ of Probe DNA

Specyficznos¢ reakcji jest zalezna od
warunkow hybrydyzacji

Czutos¢ ograniczona

Czasochtonne, drogie, wymagajace uzycia
radioaktywnego badz fluorescencyjnego
znacznika

Znaczenie historyczne, nieuzywane w
laboratioriach rutynowych



Metody detekcji kwaséw
nukleinowych (NAT)

* Bardzo duza czutosc i specyficznosé
e Szybsze, niz metody hodowli

Target Signal Commercial
Method Amplification  Amplification  Thermocycling  Sensitivity Examples
PCR Exponential No Yes High Roche Amplicor
LCR No Exponential Yes High Abbot LCX
NASBA Exponential No No High Organon Teknika
TMA Exponential No No High Genprobe
QR-Replicase No Exponential No High None

Branched DNA No Linear No Medium Chiron Quantiplex




Metody namnazania materiatu genetycznego

e Zalety:

Bardzo duza czutos¢, detekcja od 10 genomow patogenu w ml ptynu
biologicznego (np. surowicy)

Duza specyficznosc
tatwe
Szybkie

Mozliwos¢ wykrycia materiatu genetycznego patogenu w materiale
biologicznym nawet po 1-2 dni od zakazenia (np. HCV RNA)

 Wady:

Bardzo podatna na zanieczyszczenia: rutynowe testy diagnostyczne
(Roche Cobas Amplicor) wymagajg minimalnej ingerencji
operatora> ograniczenie ryzyka zanieczyszczen;

Trudnosci interpretacji wyniku: odrdéznienie fazy ostrej od
przewlektej zakazenia

— Testy drogie



Inhibitory reakcji PCR

* Mocz
— zawiera wiele inhibitorow reakcji PCR, 9

— wymagane rozcienczenie materiatu badanego.

e Krew obwodowa

— antykoagulant — heparyna catkowicie hamuje amplifikacje
DNA (zalecany antykoagulant EDTA),

— zwigzki porfirynowe pochodzgce z hemu inhibitorami
reakcji PCR — dobre oddzielenie erytrocytow od
leukocytow, liza erytrocytow.




Detekcja patogendw oparta
o wykrywanie ich materiatu genetycznego
(NAT)

ochrona krwi w centrach
krwiodawstwa (HIV, HBV,
HCV);

potwierdzenie zakazenia
(HCV)

ochrona biorcow
przeszczepow narzadow

(CMV, EBV)

Diagnostyka z wyboru u

dzieci matek zakazonych Detekcja fragmentu genomu
, 5’UTR wirusa zapalenia

(H|V) oraz osob z watroby typu C na zelu

agarozowym

niedoborami odpornosci



Przyktad: Zastosowanie PCR w diagnostyce zakazen HCV

Materiat genetyczny wirusa: RNA
Metoda: ReverseTranscription-PCR (RT-PCR)
Test: jakosSciowy

— czutos¢ od 10-50 IU/ml

— HCV RNA wykrywalny w surowicy krwi juz od dwéch
dni po zakazeniu

Zastosowanie:

— Potwierdzenie ostrego lub przewlektego zakazenia
— Rozrdznienie zakazenia aktywnego od przebytego
— Weryfikacja odpowiedzi na leczenie

Interpretacja:

HCV RNA + u chorych z ostrym/przewlektym zakazeniem
HCV RNA — u niezakazonych, ozdrowiencow oraz
wyleczonych

Testy: COBAS AMPLICOR HCV TEST (Roche)
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Multipleks PCR — wykrywanie wielu patogenow

jednoczesnie

— Jednoczesna detekcja kilku sekwencji

docelowych DNA przy uzyciu kilku par primeréow

w tej samej mieszaninie reakcyjne;j

Zastosowanie:

— ldentyfikacja wielu patogendw w tym samym
oznaczeniu PCR

— Zwiekszenie szansy szybkiego wykrycia czynnika
etiologicznego zakazenia

— Oznaczenia jakosciowe/iloSciowe

Dostepne oznaczenia komercyjne dla patogenéow
drég oddechowych, osrodkowego uktadu
nerwowego, pokarmowego

Mozliwos$¢ jednoczesnego wykrycia bakterii,
wirusoéw, pasozytow
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Przyktad: diagnhostyka zapalen mozgu

* Detekcja materiatu genetycznego wirusa w ptynie mozgowo-rdzeniowym
(CSF) lub w bioptacie z mozgu (niewykorzystywane w rutynowej
diagnostyce)

* PCR/ qPCR: HSV-1, HSV-2, VZV, HHV-6, HHV-7, CMV, EBV, HIV, TBEV

* Multipleksowy PCR (Array Meningitis / Encephalitis Panel)— jakosciowa
analiza 16 potencjalnych czynnikow etiologicznych (bakterie, wirusy,
grzyby) w CSF

- Szeroki panel diagnostyczny

- Brak koniecznosci izolacji kwasow nukleinowych
- Procedura zautomatyzowana

- 200ul CSF niezbedne do analizy

- Oszczednosc czasu

- Wynik po 1h

Add Sample
Buffar and Sampla

Insert Pouch into
FilmArray and Start Run



Sample Hydration

Injection Solution
Port DNA/RNA Injection

7/ Purification PCR1 Port

Dilute100xi i s .

e

The FilmArray Meningitis /
Encephalitis Panel

FilmArray®

Meningitis / Encephalitis (ME) Panel

Run Summary
Sample ID: 0417_137

BIO FIRE

Run Date: 21 Apr 2014
534 PM
Detected: Epsiein-Barr virus Controls: FPassed
Waricella zoster virus |
‘& WARNING: The FilmArray ME pansl does not distinguish between |latent and active herpesvirus infections (e.g., CMV, EBV,
' HHWE). Herpesvirus results should be used in conjunction with other clinical, laboratory, and epidemiclegical data.

Result Summary

Bacteria
Mot Delected Ezcherichis coli K1
Mot Detected Haemophiluz influenzae
Mot Detected Lizfens monocytogenss
Mot Detected Neizzerns meningifidiz
Mot Detected Streptococcus sgalsctiae
Not Detected Streplococcus pneumaniae
Viruses
Mot Detected Cytomegalovinus
Mot Detected Enterovirus
4 Detected Epstein-Barr virus
Mot Detected Herpes simplex virus 1
Mot Detected Herpes simplex virus 2
Mot Detected Human herpesvirus 8
Mot Detected Human parechowvirus
o« Delecled aricella zoster virus
‘feast
Not Detected Cryplococcus neoformansa/gatiii
Run Details

Pouch: ME Panel vi.4
Rumn Status: Completed
Serial No.: 01422247
Lot No: 140411A

Protocol: CSF w20
Operator: Ashley Hunter (ah)
Instrument:  |TI FA "FAZ430"




Metody molekularne w diaghostyce
wirusologicznej choréb uktadu oddechowego

Etiologia wirusowa ostrego zapalenia drog oddechowych:

*Wirus grypy typu A

*Wirus grypy typu B

*Wirus paragrypy (wirus grypy rzekomej) — wszystkie typy
*Wirus RSV (Respiratory Syncytial Virus)

«Adenovirusy

*Rhinovirusy

*Koronawirusy

Human bocavirus (HBoV)

*Enterowirusy



Metody molekularne w diagnostyce
wirusologicznej chorob uktadu oddechowego

RT-PCR, NASBA
LAMP+RT (Loop mediated isothermal amplification)

RT-PCR - czutos¢ diagnostyczna wieksza od 5 do 10% w
poréwnaniu do metod hodowlanych (szczegodlnie w przypadku matej
wiremii)

Szereg testow opartych o metode multipleks PCR :

ResPlex Il assay (Qiagen); (12 wirusow)

MultiCode-PLx RVP assay, (EraGen Biosciences); (17 wirusow)
Seeplex RV assay (Seegene Inc,); (12 wirusow)

NGEN RVA ASR kit (Nanogen Inc); (12 wirusow)

XTAG RVP assay (Luminex Molecular Diagnostics); (19 wirusow)
ProFLu+ assay (Prodesse Inc.); (3 wirusy)



Metody molekularne w diagnostyce
wirusologicznej chorob uktadu pokarmowego

Wirusowe zakazenia uktadu pokarmowego:

« Rotawirusy (600 000 zgonow rocznie na swiecielll)
« Astrowirusy
* Norowirusy
e Adenowirusy

80% bez
stwierdzonej
etiologii

« Human bocavirus, Human coronavirus, Enterovirus, Parechovirus, Aichi virus, Human
cosavirus,



Metody molekularne w diagnostyce
wirusologicznej chorob uktadu pokarmowego

Dostepne na rynku panele diagnostyczne:

« XTAG Gastrointestinal Pathogen Panel:
(C. difficile, norovirus, E. coli, Salmonella,
rotavirus A, Campylobacter, Shigella)

* FilmArray Gastrointestinal Panel:

(22 czynniki zakazne, w tym Adenovirus F40/41,
Astrovirus, Norovirus GI/Gll, Rotavirus A Sapovirus (1, Il,
IV and V)



Ocena iloSciowa wirusa



Oznaczanie ilosciowe kwasow
nukleinowych

 Monitorowanie aktywnosci zakazenia
* Kwalifikacja do leczenia
 Monitorowanie efektywnosci leczenia

e Okreslanie skutecznosci leczenia

gPCR — quantitative PCR = real-time PCR




Przyktad: HCV

Oznaczanie wiremii (liczby kopii HCV RNA) w surowicy krwi
e Metoda: gPCR

— Monitorowanie ostrego lub przewlektego zakazenia;
— Rozrdznienie zakazenia aktywnego od przebytego;

— Kwalifikacja pacjenta do leczenia przeciwwirusowego;
— Monitorowanie leczenia.

ZAKRES BADANIA:

— Cobas Amplicor HCV Monitor v. 2 (qPCR);(Roche): 25
do 390 milionéw IU/mL

— Abbott RealTime HCV Assay (qPCR); (Abbott): 12
IU/mL to 100 milionéw IU/mL

— hermetycznos¢ systemu (automatyzacja procesu,
mate ryzyko zanieczyszczenia prébek)



Przyktad: HCV
Monitorowanie aktywnosci zakazenia

1. wartos$é do 4x10° IU/ml: poziom wiremii prognozujacy
mozliwos¢ samoistnego wyleczenia w fazie ostrej zakazenia;

2. wartos¢ 4x10° IU/ml: granica, do ktorej istnieje wieksze
prawdopodobienstwo udanej terapii wzw C;

3. wartos¢ 1x10° IU/ml: poziom wiremii, od ktérego istnieje
prawdopodobienstwo przechodzenia HCV przez tozysko u
matek HCV-dodatnich.



Etapy onkogenezy w szyjce macicy - od zakazenia HPV do raka szyjki macicy

80% Przejéciowa
" infeka HPV

Infekcja HPV

20%

wysokoonkogenny
typ HPV Zmiany przednowotworowe Inwazyjny rak szyjki

000
N
.

(na podstawie: zur Hausen H. 2002. Nat.Rev. Cancer. 2:342-350; Wheeler C.M. 2007. Nat. Clin. Pract. Oncol. 4(4):224-235)

> PRZETRWALA INFEKCJA HPV




Test HPV mRNA

. E?'Dzvnicowanie przygodnego i przetrwatego zakazenia

* Detekcja transkryptow onkogenow E6 i E7. Ich
obecnosc swiadczy o przetrwatym zakazeniu i
mozliwym rozpoczeciu procesu karcinogenezy

* |dentyfikacja kobiet zakazonych HPV z wysokim
ryzykiem rozwoju raka szyjki macicy.

 Wykrywa mRNA dla 5 najczestszych typéw HPV o
wysokiej onkogennosci

e Kontrola leczenia z powodu zmian dysplastycznych w
obrebie szyjki macicy — ocena ryzyka nawrotu CIN.

* Najwyzsza wartos¢ diagnostyczna | proinostyczna
rozwoju raka szyki macicy — u kobiet w kazdym wieku.



Przyktad: CMV
Monitorowanie aktywnosci zakazenia u biorcéw
przeszczepow

* Ocena wiremii CMV w surowicy krwi u biorcow
przeszczepow jest stosowana do odrdzniania
postaci aktywnej i latentne] zakazenia

e czas wykonania badania nie przekracza 24 godzin
(COBAS Amplicor CMV Monitor test)

« Wysokie wartosci wiremii - zakazenie aktywne —
leczenie przeciwwirusowe wyprzedzajgce
(valganciclovir lub ganciclovir)




Przyktad: EBV
Monitorowanie aktywnosci zakazenia po przeszczepie
narzadu

Czym jest PTLD?

 posttransplant lymphoproliferative disease - potransplacyjny zespot
limfoproliferacyjny

* heterogenna grupa chordb limfoproliferacyjnych o charakterze
nowotworowym, rozwijajgcym sie u pacjentdw po przeszczepieniu
(komorkowym lub narzgdowym) w wyniku jatrogennej immunosupres;i
limfocytow T

- Zwykle choroba pojawia sie w ciggu 6 m-cy po przeszczepie (1-20%
pacjentéw po przeszczepach narzadéw)

- Bardzo agresywny przebieg (jesli brak leczenia)

- Obowigzkowe badanie dawcéw i biorcow przeszczepow — anty-EBV



/apobieganie wystapienia PTLD

* Monitorowanie EBV-DNA
(PCR) — surowica, osocze lub

krew petna
LECZENIE
WYPRZEDZAJACE
* Poczatek monitorowania od ‘
dnia wykonania przeszczepu L AGODZENIE
WZROST EBV DNA IMMUNOSUPRESII
10° kopii/10°
e Raz na tydzien — jednojadrzastych ( :
pacjenci EBV-DNA krwi obwodowej cd20 MABS)

negatywni, dawca
EBV+)



Genotypowanie wirusa



Genotypowanie

* Okreslanie genotypu na podstawie charakterystycznych
sekwencji w genomie patogenu

« Wartosc prognostyczna i predykcyjna

v v

Ocena naturalnego Ocena szans na
przebiegu skutecznos¢
zakazenia leczenia



Przyktad: HCV

Wystepowanie genotypow HCV na swiecie

South
Africa

Australia

Region

Predominant HCV
genotype

Europe, North
America, Japan

Genotype 1q, 1b
(genotypes 2 & 3 are
less common)

Southeast Asia Genotype 3

Egypt, the Middle
East, Central Africa Genotype 4
South Africa Genotype 5
Asia Genotype 6

Genotyp HCV - kryterium rdznicujgce postepowanie
terapeutyczne (stosowane leki i czas trwania terapii)




Genotypowanie HCV

GENY KODUJACE
GENYKODUJACE BIALKA
BIALKA STRUKTURALNE NIESTRUKTURALNE

NS5a \ NS5b '3‘UTR

e Oznaczenie gPCR przy uzyciu genotypowo-specyficznych
oligonukleotydéw (Abbott RealTime HCV Genotype Il assay ), 5’UTR,
NS5b

e Hybrydyzacja produktu PCR przy uzyciu genotypowo-
specyficznych sond nukleotydowych (InnoLipa, Innogenetics),
5'UTR

* Genotypowanie serologiczne: RIBA HCV 3.0 SIA, Chiron
corporation



Skutecznos¢ leczenia WZW C — SCHEMAT
PODSTAWOWY:

PEG-IFN-a + RYBAWIRYNA

SKUTECZNOSC LECZENIA W ZALEZNOSCI OD GENOTYPU:
HCV 1: 42-52%
HCV 2, 3: 78-86 %

HCV 4, 5, 6: 50-77%



Specific drugs

Boceprevir

Telaprevir

\BT-333
ABT-450/r

Faldaprevir

Asunaprevir

1

Simeprevir

= Pre-2011 m—2()]] s— ()] s—()] 3 e— ()] 4§ — ()] 5 w— )] —

PEG-IFNa.

Ribavirin

Non-specific drugs

PEG-IFNA

] NS3/4A P

3 Nucleoside NS5B inhibitor
] NS5A inhibitor

B Non-Nuc NS5B inhibitor
L] Non-specific agent

Nature Reviews | Drug Discovery



SVR Rate (%)

100

90 -
8O -
70 7

&0
50
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30
20
10

a0
75
4 55
42 19
1 14 —
4 16
4 3]
—
IFN (6m) IFN (12m) IFN/RBV IFN/RBV PEG(12m) PEG/RBV BOC/TVR Sofos/Sime
(6m) [12m) (1Zm)
Antiviral Treatment

W ostatnich latach, dzieki wprowadzeniu specyficznych lekdw,
skutecznos¢ leczenia wzw C miedzy genotypami poréwnywalna



Przykiad: HPV

Typy 16 i 18 wirusa brodawczaka
ludzkiego sg zwigzane z wysokim ryzykiem
raka szyjki macicy (HR, high risk)

Typy 6 i1 11 sg zwigzane z brodawkami
ptciowymi

Typowanie szczepow HPV za pomocg NAT
(detekcja HPV DNA) — stosowane w celu
wykrycia szczepow zwigzanych ze
Zmianami nowotworowymi.,

W przypadku wykrycia szczepow wysoce
onkogennych pacjentki sg kierowane na
kolposkopie i cytologie

LINEAR ARRAY® HPV Genotyping Test
— Wykrywanie 37 typow HPV,
detekcja zakazenn mieszanych



Najwiekszy potencjat onkogenny
szczepow HPV

* HPV 51
* HPC 52
* HPV 56
* HPV 58
* HPV 59
* HPV35 * HPV 66
* HPV 39 * HPV 68




Badanie
lekoopornosci



Wyksztatcenie oraz ewolucja
opornosci

Selekcja lekoopornych wariantéw|| Ewolucja w kierunku wysokiej opornosci oraz kompensacji k[(@

e - e — e . .9

Pojedynczy mutant Podwdjny mutant Potréjny mutant

el



Przyktad: HIV-1 — badanie lekoopornosci na leki
antyretrowirusowe

Wystepowanie szczepow lekoopornych HIV-1
u pacjentow nieleczonych antyretrowirusowo

10

o
—
(X
o
s
L
=)
~J
o
0

Argentina

Brazil, Porto Alegre

Brazil, Rio

Brazil, S. Paulo

Brazil, S. Paulo*

Slovenia

Georgia*

H Any

ENRTI
Younde, Cameroon B NNRTI

—
—
Younde, Cameroon @Pl
O >1 class
Burkina Faso

Malaysm




Oznaczanie cech lekoopornosci — mutacje
warunkujace lekoopornos¢ HIV-1

e N\ ?’ =

L

Sekwencjonowanie genow
proteazy i polimerazy wirusowe]

: ddATP gﬂp ’ | n I “ n N H H n A ﬂ

(| NI
[ ddGTP> UL
| A
ddTTP 1N
- ocma || L

120 130
Dye—labeled dideoxynucleotides are used to
generate DNA fragments of different lengths GAT AAATCTGGTCTTATTTCC

—

Osocze/surowica

RT M184V
Met — Val
kodon 184 RT



Przyktad: CMV - badanie lekoopornosci na leki
antywirusowe u pacjentow z niedoborami odpornosci

* ryzyko nosicielstwa szczepu lekoopornego

* sekwencjonowanie gendw wirusa z surowicy (jesli zbyt %ra .
mata wiremia — hodowla wirusa i namnozenie miana)
- UL97 (phosphotransferase gene), UL54 (DNA polymerase gene)

Opornos¢ na gancyklowir: mutacje w kodonach 460, 594 595 UL97,
rzadko w UL54

Mutacje te powodujg lekoopornosc krzyzowg na cidofovir, lecz nie
foskarnet



Ocena genetycznych
parametrow gospodarza



Polimorfizm interleukiny 28B a odpowiedz na terapie
wzw C interferonem alfa i rybawiryng

1007 SVR Rates by IL28B Genotype

B African Americans
M Hispanic Americans
[T European Americans

80 -

60 -

40 -

20 -




Badania
epidemiologiczne



Zastosowanie badan zmiennosci wirusa
zapalenia watroby typu C do okreslania
transmisji HCV

Other high-risk
behaviors 23%

Unknown 7% IVDU 52%

Occupational 3%
Household 2%

Multiple sex partners 10%

Tranfusion 3%



Model transmisji HCV
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Poszukiwanie zrodta transmisji HCV — analiza
filogenetyczna wariantow genetycznych
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Schemat przebiegu klonowania oraz
sekwencjonowania regionu HVR1

Zbior Wektor Rekombinowany  yomerki E. coli Transformowane
sekwencji bakteryjny wektor komarki E. coli
HVR1 HCV

Transformacja

\D+ D&'_’OO-I-% @—g:®

[ ‘ i 1 u'l |*i %%— "‘1-.:11':5
”. i zﬂ; \gl i” nalrl.\: L M "]‘]"Il” — %% ==

I Izolacja plazmidu z Hodowla klonow
poszczegolnych bakteryjnych
Sekwencjonowanie kolonii k!onc’;w
poszczegolnych bakteryjnych

sekwencji HVR1



Detekcja wariantow wirusa — ograniczenia
metod klasycznych

100 Warianty wykrywane
- } przez metody klasyczne

= 10+ )
> Warianty wykrywane przez
‘Q > metody ultraczute
c 1-
0
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X3} 0.1
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o 0.01- > Naturalne tto
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0.001




Nowe metody sekwencjonowania DNA

NGS (Next-generation sequencing)

RNA v/ h? DNA
VAT — 2000000
V4
Fragmanted DNA
l Attach Adapters, PCR
C e— | c—
| l

T

’.‘- ‘l' —

Read Alignment/Assembly



Warianty HCV u zakazonego gospodarza w fazie przewlekiej zakazenia

—

klonowanie oraz , klasyczne”

sekwencjonowanie

[

sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)



Opis przypadku

Mezczyzna, lat piecdziesigt osiem — zgtosit sie do Szpitala Zakaznego z
objawami ostrego zapalenia watroby typu C, a jego 53 -letnia matzonka od ponad
10 lat wykazywata obecnos¢ przeciwciat anty-HCV. Probki surowicy krwi zebrano
zarowno od mezczyzny jak i kobiety. Region hiperzmienny 1 (HVR1) poddano
sekwencjonowaniu  nastepnej generacji (NGS) przy wuzyciu platformy
pirosekwencjonowania. Warianty genetyczne odtworzono metodg rekonstrukcii
Shorah i poréwnano przy pomocy analizy filogenetycznej i analizy réznorodnosci

sekwencji.
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F- kobieta; M- mezczyzna

Analiza filogenetyczna sekwencji wirusa od pary matzonkéw oraz od 10
niespokrewnionych nosicieli HCV



Przysztos¢ diagnostyki molekularnej



Zastosowanie NGS w wirusologii

Identyfikacja nowych lub niespodziewanych patogenow
wirusowych

- Badanie ,,na gorgco” ognisk zakazen: (np. szczep E. coli 0104:H4);

- Badanie etiologii zakazen wirusowych przy uzyciu podejscia
metagenomicznego (np. identyfikacja czynnika etiologicznego zapalenia
mozgu);

- Odkrycie nowych wiruséw onkogennych (np. Merkel Cell polyomavirus,
czynnik etiologiczny raka z komérek Merkla);

- Odkrycie nowych wiruséw patogennych (np. astrowirusy).

Diagnosis of Neuroinvasive
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Zastosowanie NGS w wirusologii

Sekwencjonowanie catego genomu znanych
patogendow

- Analiza ewolucji genomu (HIV, HCV, wirus grypy);

- Analiza mutacji wptywajacych na patogennosc i fitness (HIV,
HCV, HSV, HBV, CMV);

- Wykrywanie wariantow unikajgcych odpowiedzi humoralne;j,
badanie efektywnosci szczepionek (HIV i inne)

- Analiza filogenetyczna (wirus grypy, HIV);

- Badanie czynnikéw etiologicznych epidemii w historii (wirus ospy
prawdziwej)



%

/Zastosowanie metod molekularnych w
diagnostyce wirusologicznej — czes¢
praktyczna



Monitorowanie przebiegu leczenia na
podstawie obecnosci HCV RNA w surowicy u
dzieci przewlekle zakazonych genotypem 1 HCV



Wirusowe zapalenie watroby typu C - diagnostyka

wirus gospodarz

ELISA: Anti-HCV
diagnostyka [

T [eeRimovRva |
7/ \

kwalifikacja stopnia
do leczenia widknienia
watroby

—_—

monitorowanie leczenia

_—

Okreslenie




Cwiczenia

Technika: RT-PCR (odwrotna transkrypcja+PCR)
amplifikacja 5’UTR (fragment 270 bp)
Metoda weryfikacji: elektroforeza w zelu agarozowym

Probki pobrane: przed leczeniem (w0), w 4., 12 tyg.
leczenia (w4, wl2), na zakonczenie leczenia (w48) oraz
6 miesiecy od zakoriczenia leczenia (m6).

GENY KODUJACE
GENYKODUJACE BIALKA

BIAtKASTRUKTURALNE NIESTRUKTURALNE
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