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O diagnostico laboratorial da hepatite C pode ser realizado através de andlises soroldgicas e baseadas em técnicas de
biologia molecular. Esse Gltimo é considerado "padrdo-ouro™ por ser o Unico capaz de discriminar pacientes com
infecgdo cronica, daqueles considerados "curados”, porém apresenta alto custo e falta de validagdo no pais. Em razao
destas dificuldades, novas técnicas de biologia molecular tém sido propostas como alternativa. O presente estudo
teve como objetivo o aprimoramento de uma metodologia in house para purificagdo do RNA do HCV, bem como sua
deteccdo e genotipagem, utilizando hibridizacdo do produto amplificado (PA) em microplacas, a partir da analise de
24 amostras de plasma. A metodologia de extracdo baseou-se no protocolo descrito por Boom et al (1990) com
algumas modificacBes e o resultado da mesma foi comparado com um método comercial. Os métodos foram
analisados através da técnica de RT-PCR com o kit SuperScript™ One-Step RT-PCR, seguido de visualizacio PA em
UV, apés eletroforese em gel de agarose. A regido 5’'NCR do HCV foi selecionada como alvo para amplificagdo com
primers biotinilados. Os PAs foram entdo hibridizados em microplaca para sua deteccdo e genotipagem. Foram
utilizados no teste conjugado de estreptavidina-peroxidase e o substrato TMB. O resultado dessa reagdo de cor foi
quantificado em espectrofotdmetro. A porcentagem de concordancia entre as técnicas de extragdo utilizando a
metodologia in house e a comercial foi de 95, 8% (23/24). Testes para estabelecer as condi¢cBes do protocolo
colorimétrico foram realizados utilizando amostras com resultado prévio conhecido para a presenca/auséncia do
RNA viral e o seu gendtipo. Sendo assim, tanto o protocolo in house de purificagdo do RNA quanto o protocolo
colorimétrico parecem apresentar um bom potencial para serem usados no diagndstico e genotipagem de HCV. Um
nGmero maior de amostras seréa testado a fim de verificar a acuracia do método proposto.
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