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Resumen

Introduccién: las hepatitis causadas por €l virus de la hepatitis C (VHC) se han transformado en
uno de los principales problemas asociados a las infecciones emergentes. El VHC posee una alta
variabilidad genética identificandose desde su descubrimiento a la fecha seis tipos principales y
un ndmero creciente de subtipos virales asociados a diferente respuesta al tratamiento y a la
evolucion natural de la enfermedad.

Objetivo: contribuir al diagnéstico, al seguimiento de los infectados y al conocimiento de la
epidemiologia a través del analisis molecular determinando el genotipo y la carga viral.

Material y método: se analizaron las muestras de 175 pacientes referidos entre marzo de 1997 y
junio de 2001 para €l diagnostico de infeccion por VHC. En todos los casos se realizo
determinacion de anticuerpos por enzima inmuno analisis (ELISA) e inmunoblot y amplificacién
del genoma de VHC mediante técnicas de transcripcion reversa y reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). A una submuestra de pacientes PCR positivos se determiné el genotipo y
carga viral.

Resultados: se estableci6 viremia en 125 pacientes de un total de 175 (173 con serologia positiva
y dos casos con serologia negativa para VHC). El andlisis de los polimorfismos de restriccion
(RFLP’s) y de la secuencia nuclectidica en 51 portadores cronicos mostro la siguiente
distribucion de genotipos y sus correspondientes subtipos: a) genotipo 1: 35 casos [ subtipos 1a
(17), 1b (16), variante (Monl y Mon2)]; b) genotipo 2: 3 casos [(subtipos 2a (1) y 2b (2)] y €)
genotipo 3:13 casos [subtipos 3a (13)].

Conclusiones. en el presente trabajo se muestra la importancia de la implementacion de técnicas
moleculares aplicadas al diagndstico y seguimiento de portadores de HVC, constituyendo una
nueva herramienta, altamente precisa, sensible y especifica. La gran capacidad analitica, a través
de la secuenciacion automatica y el posterior anélisis filogenético, nos ha permitido identificar en
dos pacientes una nueva variante genética de HCV que no habia sido descrita, y que plantea
nuevas interrogantes. Estas fueron publicadas e ingresadas al Gen-Bank con los nombres Mon 1y
Mon 2. Con respecto a la determinacion de la carga viral no se evidencié ningin tipo de
correlacion entre el genotipo infectante y el valor de carga obtenido, siendo por €ello la viremia

genotipo independiente.
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Introduccién

L as hepatitis causadas por €l virusdelahepatitisC (VHC)
se han transformado en uno de los principal es problemas
de enfermedades infecciosas emergentes, estimandose a
nivel mundia 170 millones deindividuosinfectados®. No
existen datos en nuestro pais sobre la prevalencia de la
infeccidn por VHC enlapoblacién general. Los estimados
por tamizaje en bancos de sangre muestran una seropre-
valencia menor a 2%®. El VHC es reconocido como la
principal causa de hepatitis cronica constituyendo 70%
delasmismasy 20% de las hepatitis agudas. Delas hepa-
titis cronicas, 20% evolucionaalacirrosishepéticay 4%
a carcinoma hepato-celular, siendo por ello una de las
razones més frecuentes de indicacion de trasplante®.

Lainfeccién ocurre mayoritariamente luego de la ex-
posicion directa parenteral o percuténea. De acuerdo con
ello, los receptores de sangre o sus derivados, |0s usua-
rios dedrogasintravenosas, los pacientesen hemodidlisis
asi como los que sufren accidentes por puncién con agu-
jas contaminadas, representan 1os grupos de mayor inci-
dencia. Su viade transmisién reconocidaes fundamental -
mente sanguinea.

El VHC pertenecealafamiliaFlaviviridaey fue descu-
bierto en 1989 mediante técnicas de clonacién y secuen-
ciacion ya que hastalafechano ha podido ser aislado en
cultivos celulares®. El genomaviral esté constituido por
una monocadena positiva de &cido ribonucleico (ARN)
de aproximadamente 9.400 nucl edti dos caracterizada por
una alta variabilidad genética como otros virus de ARN.
Losaidamientosde VHC indican lapresenciade distintos
niveles de variabilidad genética: tipo, subtipoy quasies-
pecies®. Basandose en esta variabilidad el VHC hasido
clasificado en seistipos mayoritarios (del 1 al 6) y dentro
de cada uno de estos en subtipos denominados 1a, 1b, 23,
2b, etcétera. Laliteraturaindicaqueladistribucién delos
genotipos se presenta en forma diferencial dependiendo
de la region geogréfica. Los genotipos también han sido
asociados aladiferente respuestaal interferon (IFN)® "y
alacombinacion I FN/ribavirina®.

Lametodol ogiadiagnostica utilizada hasta el presente
parael tamizaje diagndstico eslaserologia. Ellapermitela
deteccidn de anticuerposeindicalaexposicién previadel
paciente a virus, pero no brindainformacién sobrelaac-
tividad replicativa del mismo. Las técnicas de biologia
molecular queanalizanlosécidosnucleicos(ADN y ARN)
han sido laherramientaque hapermitido conocer laexisten-
ciadd VHC através de laidentificacion de su genoma. A
nivel diagndstico han contribuido aladeterminacion dela
persistencia del virus en la personainfectada, a establecer
su genotipo asi como a cuantificar € virus circulante® 19,

Con €l fin de contribuir al diagndstico clinicoy auna
mejor comprensi 6n delaepidemiol ogiadelainfeccion por
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VHC en Uruguay, seimplement6 unametodol ogia basada
en lareaccién en cadenade lapolimerasa (PCR) que per-

mitelaidentificacion directadel genomadeVHCy su pos-

terior tipificacion con gran especificidad y sensibilidad®
19, En e presente trabajo se exponen los resultados de la
deteccion molecular del VHC mediantelatécnicade PCR

en 175 pacientesy latipificacion atravésdel andlisisde
los polimorfismos de restricccion (RFLP's) y secuencia-

cién, en unamuestrapreliminar, de 51 portadores crénicos
dedicho virus.

Material y método

Muestraestudiada: en el periodo comprendido entreel 1°
deabril de 1997 a 30 dejunio de 2001 se analizaron 341
muestras de sueros provenientes de 175 pacientes envia-
dosal Laboratorio de Andlisis Clinicos-Seccion Biologia
Molecular delaAsociacién Espafiola Primerade Socorros
Mutuos (AEPSM) procedentes de éstay de otros centros
asistenciales de Montevideo, Uruguay.

Estudios serol gicosy moleculares: atodos|os pacientes
se les determiné la presencia de anticuerpos para VHC
mediantetest de Elisay seconfirmé atravésdeinmunoblot
(LiaTek, Organon Teknica). En todos|os casos serealizo
laamplificacion del genomade virusde VHC mediantelas
técnicas de transcripcion reversay reaccion en cadenade
lapolimerasa(RT-PCR).

A una submuestra de pacientes PCR positivos para
VHC sedetermind el genotipoy lacargaviral.

Desarrollo de metodologiamolecular parael diagnéstico
y tipificacion del virusde VHC: seimplement6 latécnica
de transcripcién reversa (RT)-PCR paralaamplificacion
del genomaviral seguidadel andlisisde RFLP' sy la se-
cuenciacion nucleotidicaparalatipificacion viral.

A) Amplificacion del genoma de VHC mediante RT-
PCR: partiendo de 100 pl deplasmaseais 6 ARN total por
el método del Trizol y seredlizé lasintesis de &cido desoxi-
rribonucleico (ADN copia) mediante transcripcion rever-
sa. Seamplificé atravésdelatécnicade nested-PCR (PCR
anidado) una region compartida por todos los tipos de
VHC (regiodn conservadadel genomadenominada5’ Non-
Coding Region 0 5’ NCR) utilizando losiniciadores espe-
cificos 209, 939y 211, 940 como hasido descrito previa-
mente por Chany colaboradores en 199209, A efectosde
evitar resultados fal sos positivos o negativos se tomaron
las siguientes precauciones en el laboratorio: se estable-
cieron dos areas independientes: 1) unade preamplifica-
cion dondeserealizo laextraccion de ARN, lasintesis del
ADNCcYy lapreparacion delas soluciones de los reactivos
paralareaccion de PCR; 2) en el &readeposamplificacion
selocalizo €l termociclador (modelo Perkin-Elmer 9600y
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2400) y seredlizaron laselectroforesisen gelesde agarosa,
las digestiones delos productos amplificadosy lasecuen-
ciacion (ABI 310 Perkin Elmer); 3) en cadaexperimento se
utiliz6, como minimo, un control negativo de amplifica
cion proveniente de un paciente sano y un control nega-
tivo delareaccién.

Losproductosdelaamplificacion por nested-PCR fue-
ron visualizados mediante el ectroforesisen gel deagarosa
dealtaresolucion a 3%, observandose en |os casos posi-
tivos una banda de 250 pares de bases (pb) correspon-
dientesa genomade VHC. Sedeterminé laespecificidad
delatécnicade RT-PCR amplificando inicialmente mues-
trasde ARN provenientes de sueros de 15 pacientes posi-
tivosy 10 pacientes negativos paraVHC, quefueron pre-
viamente eval uados por al menos dos reactivos comercia-
les. Dicha especificidad fue confirmada por € andisisy
comparacion de las secuencias nucleotidicas de los pro-
ductos de PCR obtenidos, con secuencias del banco de
datos pertenecientesalaregion 5’ NCR de VHC. Lasensi-
bilidad de lamismase determiné amplificando diluciones
seriadas de sueros de cuatro muestras PCR positivos pre-
viamente cuantificados (VHC monitor 2.0 Roche), quere-
presentando los genotipos encontrados fueron seleccio-
nados por € niimero de copias que poseen.

B) Tipificacion de VHC através del andlisis de poli-
morfismos de restriccion (RFLP's: Restriction fragments
length polimorphisms) y secuenciaci 6n automética:

Latipificacion del virus VHC se realiz6 a través del
andlisis de polimorfismos de restriccion y secuenciacion
autométicadel producto de 250 pb previamente obtenido
por RT-PCR.

Los productos del nested-PCR provenientes de 51
casos VHC positivos fueron sometidos a dos digestiones
simultaneas con las siguientes enzimas de restriccion: a)
Haelll y Rsal y b) Bstoy Hinfl. En los casos en que estas
digestionesidentificaron losgenotipos 1, 2 0 3, serealizé
unaterceradigestion apartir del producto de PCR con las
enzimas Scrfl 0 Bst | para establecer el subtipo. Lasreac-
cionesserealizaron a37°C durante cuatro horas de acuer-
do alo descrito por Davidsony colaboradoresen 1995,
Los productos de la digestién fueron resueltos en gel de
agarosa a 4% teflido con una solucién de bromuro de
etidiode0,5 (g/ml, visualizadosbgjo luz UV y analizados
en el procesador deimégenes PharmaciaBiotech (modelo
ImageMaster VDS).

Los productos de amplificacién fueron purificados y
secuenci ados bidireccional mente mediante el método del
dideoxinucledtido en un secuenciador automético ABI 310
PE. Las secuencias obtenidas de cada paciente fueron
comparadas con secuencias correspondientes a cepas de
VHC dedistintostipos aisladas en diversas regiones geo-
gréficas del mundo. Las secuencias fueron primeramente
alineadas utilizando el programa Clustal W. A continua-
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€ion se cred unamatriz de distancias genéticas por €l mo-
delo Kimura-dos parametros que se utilizd en la genera-
cion de arboles filogenéticos mediante el método de
Nei ghbour-Joining. Estos métodos fueron implementados
utilizando & programa Mega®®, El ARN del VHC fue
cuantificado enlos 51 pacientes mediante el uso de un kit
comercia VHC monitor 2.0 Roche (COBASAmplicor) con
unalinealidad de 650-850.000 UI/ml de plasma?.

Resultados

Se estudiaron 175 pacientes. La distribucion por sexo en
lamuestrafue de 72,5% del sexo masculinoy 27,5% del
sexo femenino con un promedio de edad de 35,1 afiosen €
caso de los hombres 'y 46,5 afios en las mujeres. Cuatro
pacientes fueron detectados por tamizaje en bancos de
sangre; dos cursaban un episodio agudo de hepatitis;
seis con antecedentes de drogadiccion, VIH positivos 'y
con enzimas normales y |os restantes presentaban eleva-
cion de los niveles de transaminasas.

Serologia: 1) Los 175 pacientes analizados correspon-
dieron a: 173 pacientes con serologia reactiva para virus
C; 2) dos pacientes que mostraron modificaciones enzi-
maéticas hepéticas y hepatomegalia tenian serologia no
reactiva. Deellos, 125 fueron PCR positivo paraVHC, in-
cluyendo los dos pacientes con serologia negativa. En
tanto 50 no presentaron amplificacidn del genomacorres-
pondienteadicho virus. Laregion 5’ NCR del genomade
VHC se evidenci6 en los casos positivos por una banda
de 250 pb luego del PCR anidado(figura1). Nuevas mues-
tras de 70 pacientes PCR positivos se obtuvieron en €l

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los
productos de RT-PCR para el virus de la hepatitis C.
Carriles: 1=control (+); 2, 4 y 5 = pacientes HCV (+);
6=control (-) 3: ADN de 100 pb.
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114 pb

56 pb

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR digeridos con las enzimas de restriccion:
a) BstO1 — Hinfl y b) Haelll — Rsal) de cuatro pacientes HCV positivos (carriles 2, 3, 4 y 5). Carril 1: peso
molecular de 100 pb. Casos 2 y 4 muestran patron de restriccién correspondiente al genotipo 1; los casos 3y 5

indeterminados.

curso del estudio, repitiéndose la positividad en todos|os
casos con una banda de 250 pb. El andisis delas 15 se-
cuencias nucleatidicas iniciales junto con los resultados
delas 36 restantes correspondi6 a cepas de VHC, confir-
mando laespecificidad delatécnica Lasensibilidad dela
técnicadesarrollada en nuestro laboratorio es de 100-500
copiaspor mililitro de plasma.

Delos 125 pacientes PCR positivos, 51 fueron tipifica
dos mediante el anadlisisde RFLP' sy secuenciacion. Los
resultados obtenidos por ambas metodol ogias mostraron
la siguiente distribucion de genotipos y sus correspon-
dientes subtipos: a) genotipo 1: 35 casos (68,6%) [subti-
pos1a(17), 1b(16), indeterminado(2)]; b) genotipo 2: 3 ca-
s0s(5,8%) [subtipos2a(1) y 2b(2)], y genotipo 3:13 casos
(25,5%) [subtipos 3a(13)] (figura 2, tabla 1). En los dos
casos, con genotipo 1y subtipo indeterminado, el estudio
delasecuenciamediante € andlisisfilogenético confirmé
gue ambos pertenecen a genotipo 1 representando una
nueva variante del mismo. Estas variantes genéticas han
sido registradasen el Gen Bank con el niimero AJO12831
y AJO12832 y denominadas Monl y Mon2 respectiva
mentets 19,

Los seis pacientes coinfectados con VHC y VIH co-
rrespondieron a genotipo 1, distribuyéndose entre los
subtipos 1lay 1b.

Lametodol ogiade determinacion delacargavira para
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Tabla 1. Correlacién entre subtipo y su
correspondiente carga viral

Carga viral
N Subtipo Promedio Desvio STD#
17 la 584.920 UI* 837.951
16 1b 618.130 Ul 624.126
13 3a 268.760 Ul 307.612
1 2a 850.000 Ul -
2 2b 182.000 Ul 313.259

*Ul. Unidades internacionales / ml de plasma.
# 1 Desvio estandar

VHC fue efectivaen ladeteccién del nlmero de copiasen
los pacientes evaluados. No se encontré correlacion en-
trelosvaloresde cargaviral y genotipo tal como se mues-
traenlatablal.

Discusion
Las técnicas serolégicas utilizadas en € diagndstico de
VHC detectan anticuerpos contrael virus pero no estable-

cen actividad replicativa del mismo, lo cual tieneinterés
dado latendenciade VHC aestablecer infeccion cronica
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en un ato porcentaje de casos una vez que infecta a un
individuo®.

Hemosimplementado un método directo de deteccion
del ARN de VHC en suero o plasmahumano basado enla
amplificacion mediante la técnica de PCR de unaregion
conservada y por tanto presente en todos los genotipos
virales, o que evitala obtencién de resultados falsos ne-
gativosy confirmalaviremia®d.

Delos 175 pacientes analizados en nuestro laborato-
rio reviste especial interés € caso de dos pacientes con
serologia negativa para VHC en quienes el diagndstico
fue establecido luego de la amplificacién positiva por la
técnica de PCR, reiterada en muestras sucesivas.

Estos hallazgos, junto con lareiteracion delapositivi-
dad del PCR en muestras sucesivas de los pacientesy la
confirmacion de la viremia a través de la cuantificacion
establecidapor lacargaviral, evidencian laespecificidad
y sensibilidad delametodol ogiamolecular. Asmismo, con-
firman laimportanciadelamismaen €l diagnéstico delos
casos serol 6gicamente positivos como negativos. Even-
tualmente se presentan pacientes con serologia positiva
y PCR negativo, pudiendo estos, durante la evolucion,
presentarse con PCR positivos.

En los 50 casos analizados en este trabajo que tuvie-
ron serologia positivay PCR negativa, la negatividad se
determind en una sola muestra. La negatividad del PCR
podria corresponder a una de las siguientes situaciones:
a) recuperacion delainfeccion; b) viremiaintermitente, en
€l curso de unainfeccion crénica, y ) viremiapor debgjo
del limite de deteccion delatécnica

Comotodovirusde ARN, € VHC secaracterizapor su
atavariabilidad genéticasiendo por ello de fundamental
importanciaanalizar unaregion conservadaque permitala
identificaciony posterior tipificacion delasdiferenteses-
tirpes virales*®, Estudios realizados sobre la variabili-
dad genética en genomas compl etos de VHC establecie-
ronquelaregion 5’ NCR del mismo eslamas conservaday
contiene un alto grado de informaci 6n*3., Nuestro ensayo
dePCRYy laposterior genotipificacion tienen como blanco
laamplificacion delaregion 5" NCR, indicando que nues-
tros resultados son confirmatorios de lo ya comunicado
enlaliteraturainternacional 13,

En lapoblacion analizada se estableci6 € genotipo en
51 pacientes VHC positivos mediante las técnicas de
RFLP sy secuenciacion. El presente trabajo muestra que
ambas metodologias son efectivas y sus resultados
concordantes en la mayoria de los infectados. Si bien la
técnicade RFL P'sesinternacionalmente aceptaday adop-
tada por los laboratorios de biologiamolecular como una
herramienta detipificacion muy eficiente, estametodol o-
gia puede presentar patrones de digestion que impiden la
asignacion de un genotipo. En tanto la secuenciacion de
laregion 5'NCR del genomaviral nosbrindamayor infor-
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macién y es més precisa en el andlisis y en la correcta
asignacion del genotipo problema. Tal esla situacion en
los dos casos en los cuales los RFLP's establecieron un
genotipo indeterminado y el andlisisfilogenético através
de la secuencia permitié asignar |os mismos a unaforma
hasta ahora no descritadel genotipo 1, alas que se deno-
minaron Mon 1y Mon 2 por ser descritas por primeravez
por nuestro grupo detrabajo en Montevided#19. Lacom-
binaci6n de ambos métodosfuelo que permitid laasigna
cion de los genotipos y subtipos a total de la muestra
analizada hastael momento.

La distribucion de los genotipos en nuestra muestra
es similar a la descrita por los grupos de Estados Uni-
dos®), Europa®, Australia® y de la region®+2) obser-
vandose una predominancia de los genctipos 1 y 3, pero
diferente delapresente en €l este asidtico®?). Sin embar-
go, con respecto alos pacientes coinfectados con VHC y
VIH nuestros resultados, a diferencia de lo comunicado
en la serie europea®, muestran una predominancia del
genotipo 1. Russi y colaboradores® determinaron, por
técnicas seroldgicas indirectas, la distribucion de seroti-
pos del VHC en poblacion de dializados y donantes de
sangre. Nuestros resultados de genotipificacion coinci-
den con los encontrados en esta Ultima poblacién.

Con respecto a la determinacion de la carga viral se
evidencio que no hay una relacion entre el genotipo
infectantey el valor de cargaviral obtenido pretratamiento,
siendo por ellolaviremiagenotipo independientetal como
ha sido sefialado por distintos autores®.

Conclusiones

L os resultados obtenidos en €l presente trabajo permiten
arribar alas siguientes conclusiones:

Las técnicas moleculares (RT-PCR) brindan un diag-
noéstico directo, rapido y sensible de actividad viral de
VHC. Ello esrelevante en | os casos serol 6gicamente ne-
gativos, confirmando la negatividad o estableciendo €l
diagndstico, asi como en pacientes en los que interesa
determinar actividad viral.

En nuestra muestra de 175 pacientes con serologia
positiva, 71,8% tuvo actividad replicativa del virus de-
mostrada por PCR positivo.

El andlisis de |os genotipos mediante |as técnicas de
RFL P'sy secuenciacién automaticamuestraen lamayoria
delos casosresultados similares, siendo lasecuenciacion
muy relevante paralaidentificacion de nuevasvariantesy
paracaracterizar molecularmentea VHC.

El establecimiento delos diferentes genotiposvirales,
asi como el descubrimiento de la existenciade unanueva
variante genética del VHC, aportan los primeros datos
sobrelaepidemiol ogiamolecular delainfeccion por VHC
en el pais.
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Summary

Background. Hepatitis C virus infection appearsto be as
one of the main problems associated with emerging infec-
tious diseases. VHC has considerably genetic plasticity;
since its categorisation, six primary strains (and an in-
creasingly high number of types) associated with treat-
ment responses and the natural progress of the disease
have been identified.

Objectives. To improve diagnosis and follow up for
patients with VHC, and to broad epidemiological knowl-
edge using molecular analysis in determining genotype
andviral charge.

Methods. We analysed samples of 175 patients with
VHC infectiousdiseasereferred from March 1997 to June
2001. All patientsunderwent EL1SA, immunoblot and am-
plification of VHC through reverse transcription and poly-
merase chain reaction (RT-PCR). Genotypeand viral charge
were determined in a sub-sample of patients positive for
PCR.

Results. Viremiawasfoundin 125 out of 175 patients
(173 positive serology for VHC and 2 negative serology
for VHC). Analysisof restriction polymorphism (RFLP's)
and nucleotide sequence in 51 chronic carriers showed
the following distribution of genotypes and types:

a) genotypel: 35 cases[typela(17), 1b (16), variants
(Mon1 and Mon2)]; b) genotype 2: 3 cases [(type 22 (1)
and 2b (2)], and c) genotype 3: 13 cases [type 3a (13)].

Conclusions. Molecular techniques applied to diag-
nosis and follow up of patients with HV C infectious dis-
ease showed to be anew, specific and highly precisetool.
Trough automatic sequential ordering and the subsequent
philological analysis two HCV variants have been de-
scribed. They were been entered at the Gen-Bank asMon
1 and Mon 2. As there was not been found any associa-
tion between infectious genotype and viral charge, vire-
mia was genotypically non-dependent.

Résumé

Introduction: Les hépatites provoquées par le virus C
(VHC) sont devenues un des principaux problémes
associés aux infections émergentes. Le VHC possede une
haute variabilité génétique; jusqu’ anosjours, on aidentifié
Six types principaux et un nombre croissant de sous-types
viraux associésaune réponse différente au traitement et a
I’évolution naturelle de la maladie. But: contribuer au
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diagnostic, au suivi des infectés et ala connaissance de
I’ épidémiologie au moyen de I’ analyse moléculaire qui
détermine le génotype et la charge virale. Matériel et
méthodes. on analyseleséchantillonsde 175 patientsentre
mars 1997 et juin 2001 pour le diagnostic d' infection par
VHC. atousles cas, on réalise une détermination d’ anti-
corps par enzymeimmuneanayse (ELISA) et immunobl ot
et amplification du génome de VHC au moyen de
techniques de transcription reverse et réaction en chaine
de la polymérase (RT-PCR). A un sous-échantillon de
patients PCR positifs on a déterminé le génotype €t la
charge virale. Résultats: on a constaté virémie chez 125
patientsd’ un total de 175 (173 ayant sérologie positive et
2 cas a sérologie négative pour VHC). L' analyse des
polymorphismesderestriction(RFLP's) et delaséquence
nucléotide chez 51 porteurs chroniques, a révélé la
distribution de génotypes et leurs sous-types correspon-
dants suivante: a) génotype 1:35 cas [sous-types 1a (17),
1b (16), variante (Monl et Mon2)]; b) génotype 2:3 cas
[sous-types2a(1) et 2b (2)] et ¢) génotype 3:13 cas[sous-
types3a(13)].

Conclusions: dans cetravail, on signale I’ importance
de I’emploi de techniques moléculaires appliquées au
diagnostic et au suivi des porteurs de HVC, qui sont un
nouvel instrument, trés précis, sensible et spécifique. La
grande capacité analytique, a travers le séquencement
automatique et I’ analyse phylogénétique postérieure, nous
apermisd'identifier chez deux patients une nouvelle va-
riante génétique de HV C qui n’ avait pas été décrite et qui
pose de nouvealx questionnements. Ils ont été publiés e
inclusalaGen-Bank souslenom Mon 1 et Mon 2. Ence
qui concerne ladétermination de lachargevirale, aucune
relation entre le génotype infestant et lavaleur de charge
obtenue n’ aété mise en évidence, restant alorslavirémie
génotype indépendante.
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