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Vy‰etfiení genotypu HCV pomocí kombinace testu
Cobas Amplicor HCV 2.0 a reverzní hybridizace 
Versant HCV Genotype Assay

Nemcová J., Nûmeãek V.

NRL pro virové hepatitidy, SZÚ Praha

Souhrn

Genotypizace viru hepatitidy C /HCV)má v˘znam zejména pro stanovení schématu léãby pacientÛ
s chronickou VHC a pro prognózu úspû‰nosti léãby. U souboru 62 sér pozitivních na HCV RNA
v testu Cobas Amplicor HCV 2.0 (CA) byl zji‰Èován genotyp HCV metodou reverzní hybridizace
(Versant HCV Genotype Assay (LiPA) Bayer), modifikovanou tím zpÛsobem, Ïe jako v˘chozí ampli-
fikovan˘ materiál pro reakci byl pouÏit pfiímo produkt CA. Z 57 vzorkÛ (92 %) reaktivních v reverz-
ní hybridizaci byl u 56 urãen genotyp. U jednoho vzorku neodpovídal profil Ïádnému urãitému
genotypu, pût vzorkÛ bylo nereaktivních a jeden nebyl v tomto uspofiádání testován. U dvou
z tûchto 5 nereaktivních a u jednoho netestovaného séra byl urãen genotyp reverzní hybridizací
vycházející z nested PCR. Lze shrnout, Ïe produkt získan˘ po jednostupÀové amplifikaci HCV
RNA v testu CA je pro vût‰inu vzorkÛ vhodn˘m v˘chozím materiálem pro genotypizaci reverzní
hybridizací. Pro laboratofie pouÏívající k detekci HCV RNA v séru Cobas Amplicor HCV 2.0 by ten-
to postup vedl ke zjednodu‰ení genotypizace a k ãasové a materiálové úspofie. U sér s niÏ‰í kon-
centrací viru, která nejsou typizovatelná touto kombinací metod, lze vycházet z nested PCR.
âtyfiicet osm vybran˘ch vzorkÛ bylo typizováno vedle reverzní hybridizace také sérologicky sou-
pravou Murex HCV Serotyping 1–6 Assay (Abbot Murex). Typ byl urãen u 37 ze 48 testovan˘ch sér
(77 %) vãetnû v‰ech tfií sér negativních v reverzní hybridizaci. PfiestoÏe je sérologická typizace
ménû citlivá, mÛÏe b˘t v˘znamná pfii typizaci nûkter˘ch sér s nízkou hladinou HCV RNA a sér
neobsahujících jiÏ detekovatelnou virovou NK, která nejsou typizovatelná reverzní hybridizací.
U 33 sér, jeÏ byla genotypovatelná obûma metodami, byly tyto metody ve vzájemné shodû. Pouze
ve dvou pfiípadech zjistila sérologická metoda pfiítomnost jednoho typu viru navíc (smí‰en˘ geno-
typ) oproti reverzní hybridizaci.

Klíãová slova: genotypizace HCV – reverzní hybridizace – sérotypizace.

Summary

Nemcová J., Nûmeãek V.: HCV Genotyping by Combination of Cobas Amplicor
HCV 2.0 Test and Versant HCV Genotype Assay

Genotyping of hepatitis C virus (HCV) is of relevance to scheduling the treatment of patients with
chronic hepatitis C (VHC), making their prognosis and monitoring the treatment efficacy. A set of
62 sera testing HCV RNA positive in Cobas Amplicor HCV 2.0 test (CA) were genotyped using Ver-
sant HCV Genotype Assay (LiPA) Bayer, i.e. the reverse hybridization method, with the CA ampli-
fied product being directly used in the assay. Fifty-six out of 57 samples reactive in reverse hyb-
ridization (92 %) were genotyped. One sample showed a profile differing from any genotype, five
samples were not reactive and one sample was not tested within this study design. Two out of five
non-reactive sera and one non-tested serum could be genotyped by nested PCR based reverse hyb-
ridization. It can be concluded that the CA product resulting from one-step HCV RNA amplificati-
on is suitable for use in genotyping by reverse hybridization. The CA product based genotyping
procedure is easier to perform, less time-consuming and less costly. The nested PCR based proce-
dure could be used for typing of sera with lower HCV concentrations nontypeable with the com-
bination of CA and Versant HCV Genotype Assay. Forty-eight selected samples were typed not only
by reverse hybridization but also by a serological kit Murex HCV Serotyping 1–6 Assay (Abbot
Murex). Thirty-seven (77 %) of these sera, including all of three sera negative in reverse hybridi-
zation, appeared typeable by this kit. Although less sensitive, serotyping may be of relevance to
typing of sera with low HCV levels or not containing detectable viral NA which are nontypeable
by reverse hybridization. Thirty-three sera appeared genotypeable by both of the methods tested
with the results being in good agreement. In two cases only the serotyping method revealed one
more type of virus (mixed genotype) compared to the reverse hybridization.

Key words: HCV genotyping – reverse hybridization – serotyping.
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Virus hepatitity C (HCV) se vyznaãuje velkou
variabilitou mezi jednotliv˘mi izoláty. Na základû
molekulární anal˘zy rÛzn˘ch ãástí genomu byly
varianty klasifikovány do 6 hlavních typÛ (1–6)
a fiady subtypÛ (11), které se vzájemnû li‰í sv˘m
geografick˘m i ãasov˘m v˘skytem. Genotyp viru
ovlivÀuje odpovûì pacienta na léãbu interferonem
nebo interferonem v kombinaci s ribavirinem.
Léãba pacientÛ infikovan˘ch typem 2 a 3 má lep-
‰í prognózu neÏ u infekce typem 1 (9). Proto je
urãení genotypu v˘znamné pro stanovení sché-
matu léãby. Metody urãení genotypu vût‰inou
vycházejí z reverzní transkripce a amplifikace
virové RNA pomocí PCR. Patfií k nim amplifikace
s pouÏitím typovû specifick˘ch primerÛ (8) nebo
metody analyzující produkt PCR: sekvenace (12),
RFLP (2, 7) a reverzní hybridizace s typovû speci-
fick˘mi sondami (14). Metoda reverzní hybridiza-
ce, vypracovaná do podoby diagnostického testu
Versant HCV Genotype Assay (LiPA; Bayer) vy-
uÏívá variability v 5’ nekódující oblasti (NCR)
virového genomu. Díky konzervativnosti této
oblasti patfií sice k nejcitlivûj‰ím (v typovû nespe-
cifickém amplifikaãním kroku zachytí vût‰inu
izolátÛ), ale neumoÏÀuje vÏdy rozli‰ení nûkter˘ch
subtypÛ (1a versus 1b, 2a versus 2c) (14).

Nepfiímo lze genotyp stanovit také sérotypizaã-
ním testem, zaloÏen˘m na reakci protilátek
vy‰etfiovaného séra proti syntetick˘m peptidÛm
odvozen˘m z oblasti genomu NS4 kódující
nestrukturální proteiny viru (HCV Serotyping
1–6 Assay, Abbot Murex). Sérotypizace je jedno-
du‰‰í, ale ménû citlivá a specifická (v˘‰e uveden˘
test neumoÏÀuje urãení subtypÛ) neÏ metody
zaloÏené na PCR (1, 13).

V fiadû laboratofií, vãetnû NRL pro virové hepati-
tidy se v souãasné dobû k prÛkazu HCV RNA
v séru vyuÏívá test Cobas Amplicor HCV 2.0 (CA)
(Roche) zaloÏen˘ na jednostupÀové amplifikaci
úseku 5’ NCR virového genomu. Cílem této práce
bylo zjistit, zda je amplifikovan˘ produkt CA vhod-
n˘ k pfiímému stanovení genotypu viru hepatitidy
C metodou reverzní hybridizace, která standardnû
vychází z nested PCR. Tato kombinace metod by
vedla k ãasové a materiální úspofie. Dal‰ím cílem
bylo porovnat v˘sledky urãení genotypu modifiko-
vanou reverzní hybridizací a metodou sérotypizace
soupravou HCV Serotyping 1–6 Assay.

Materiál a metody

Séra
Bylo pouÏito 63 pacientsk˘ch sér zaslan˘ch do NRL pro

virové hepatitidy na vy‰etfiení HCV RNA, která byla v CA
pozitivní na HCV RNA. S v˘jimkou skupiny 10 sér byla séra
bez známé epidemiologické vazby.

Metody
Izolace virové RNA. HCV RNA byla izolována z 200 µl

séra pomocí kitu QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) podle
návodu v˘robce.

Reverzní transkripce a PCR. K reverzní transkripci,
amplifikaci a detekci HCV RNA byl u v‰ech sér pouÏit auto-
matizovan˘ systém Cobas Amplicor HCV 2.0 (Roche). CA je
kvalitativní test, v nûmÏ je v˘sledné mnoÏství PCR produktu
vyjádfieno jako jeho absorbance pfii 660 nm (hodnoty 0–4).
Hranice pozitivity je pfii absorbanci 0,1–0,2, coÏ odpovídá pfii-
bliÏnû 100 kopiím virové RNA v 1 ml séra (3).

Vzorky, jejichÏ absorbance v CA byla niÏ‰í neÏ 3, byly
amplifikovány také v nested RT-PCR s pouÏitím kitu Titan
One Tube RT-PCR System (Roche). Pfied prvním bûhem PCR
bylo 50 µl reakãní smûsi (10 µl HCV RNA, 10 µl biotinylova-
n˘ch vnûj‰ích primerÛ ze soupravy LiPA, 1 µl smûsi polyme-
ráz, 200 µM dNTP, 10 U inhibitoru RNáz, 5 mM DTT) inku-
bováno 30 min pfii 42 °C (reverzní transkripce). Poté byla
smûs denaturována 1 min pfii 94 °C a amplifikována (40 cyk-
lÛ: 94 °C 15 s, 55 °C 30 s, 72 °C 30 s). V druhém bûhu PCR byl
1 µl produktu prvního bûhu amplifikován spolu s 10 µl bio-
tynilovan˘ch vnitfiních primerÛ ze soupravy LiPA ve smûsi
o jinak stejném sloÏení jako pro první PCR a pfii stejném pro-
gramu. Produkty obou bûhÛ PCR byly detekovány elektrofo-
reticky (v 2% PCR agaróze (Top-Bio); 100 V).

Genotypizace. Genotyp byl stanoven metodou reverzní
hybridizace soupravou Versant HCV Genotype Assay (LiPA)
(Bayer) podle návodu v˘robce s tím rozdílem, Ïe jako v˘chozí
materiál pro hybridizaci byl kromû produktu nested PCR po-
uÏíván také produkt CA.

Sérologická genotypizace. Genotyp byl nepfiímo (na
základû typovû specifick˘ch protilátek v séru) stanoven sou-
pravou Murex HCV Serotyping 1–6 Assay (Abbot Murex) pod-
le návodu v˘robce. Séra vyhovující pouze jednomu z interpre-
taãních kritérií pro urãit˘ typ byla hodnocena jako typovû
nespecifikovatelná.

Stanovení protilátek anti-HCV. Protilátky proti HCV
byly stanoveny soupravou CHIRON RIBA HCV 3.0 SIA, Chi-
ron, která pracuje na principu imunoblotu. V̆ sledek byl hod-
nocen jako pozitivní, pokud protilátky ve vy‰etfiovaném séru
reagovaly aspoÀ se 2 antigeny, jako neurãiteln˘ pfii reakci pou-
ze s jedním antigenem a jako negativní, pokud nereagovaly
ani s jedním antigenem.

V˘sledky

Genotypizace pomocí kombinace CA
a reverzní hybridizace

U 63 sér pozitivních na HCV RNA v CA jsme
urãovali genotyp metodou reverzní hybridizace
(viz tabulka 1). V‰echny vzorky, jejichÏ absorban-
ce v CA byla vy‰‰í neÏ 3 (n=55; 87%), byly v geno-
typizaci reaktivní. Pouze u jednoho z tûchto 55
vzorkÛ neodpovídal profil Ïádnému urãitému
genotypu. Z osmi vzorkÛ s absorbancí v CA niÏ‰í
neÏ 3 byly dva v reverzní hybridizaci reaktivní,
pût negativních a jeden nebyl testován. Tûchto
osm sér bylo genotypizováno také po amplifikaci
v nested PCR (NP) s pouÏitím primerÛ z 5’NCR
dodávan˘ch k soupravû LiPA. U pûti z nich byly
produkty NP detekovatelné elektroforeticky
a reaktivní v genotypizaci. Tfii vzorky se v NP
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nepodafiilo amplifikovat (dva z nich mûly v CA
absorbanci niÏ‰í neÏ 1, coÏ svûdãí o nízké kon-
centraci virové RNA, a v‰echny tfii byly negativní
v genotypizaci po CA).

Z 59 sér, u nichÏ byl pomocí reverzní hybridiza-
ce urãen genotyp, byl ve 45 pfiípadech zji‰tûn sub-
typ 1b, v 8 pfiípadech 3a, v 5 pfiípadech byl stano-
ven typ 1 (bez rozli‰ení subtypu) a v jednom
pfiípadû 1a. Toto rozloÏení genotypÛ nemusí
ov‰em vzhledem k v˘bûru sér v na‰í studii odpo-
vídat jejich zastoupení v populaci.

Porovnání v˘sledkÛ genotypizace reverzní 
hybridizací a sérologickou metodou

Celkem 48 z 63 sér bylo typizováno vedle
reverzní hybridizace také sérologicky. V̆ sledky
shrnuje tabulka 2. Sérotypizací byl urãen typ u 37
sér (77 %), z toho 31 sér mûlo genotyp 1, tfii geno-
typ 3, jedno genotyp 4 a dvû smí‰en˘ genotyp 1+2.
Ze 31 sér se stanoven˘m genotypem 1 byla ve 28
pfiípadech shoda s reverzní hybridizací, ve 3 pfií-
padech byly vzorky v reverzní hybridizaci nere-
aktivní. V‰echny tfii vzorky genotypu 3 byly shod-
nû urãeny i reverzní hybridizací. Vzorek se
sérologicky urãen˘m typem 4 mûl v reverzní hyb-
ridizaci opakovanû neinterpretovateln˘ genotyp
(reaktivní, ale neodpovídající Ïádnému urãitému

typu). U dvou vzorkÛ se smí‰en˘m typem 1+2 byl
v reverzní hybridizaci zji‰tûn pouze subtyp 1b.
Celkem devût sér (18 %) bylo v sérotypizaãní
reakci negativních, u dvou sér (4 %) byly zji‰tûny
typovû nespecifikovatelné protilátky.

U tfií sér (6 %), která byla negativní v reverzní
hybridizaci (nízká hladina HCV RNA) se podafiilo
stanovit genotyp pouze sérologicky.

U celkem 11 sér pozitivních v reverzní hybridi-
zaci ale s negativním (n=9) nebo neinterpretova-
teln˘m (n=2) v˘sledkem sérotypizaãního testu
byla pfiítomnost protilátek ovûfiována imunoblo-
tem na stanovení anti-HCV (RIBA HCV 3.0 SIA).
Osm vzorkÛ bylo konfirmováno jako anti-HCV
pozitivní, dva jako neurãitelné a pouze jeden jako
negativní.

Diskuse

Genotypizace pomocí kombinace CA
a reverzní hybridizace

U 62 sér pozitivních na HCV RNA jsme urão-
vali genotyp kombinací amplifikace virové RNA
v CA a reverzní hybridizace soupravou Versant
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Tab. 1. Stanovení genotypu reverzní hybridizací v závislosti na absorbanci amplifikovaného produktu v CA
Table 1. Genotyping by reverse hybridization and absorbance of the CA amplified product

*neposkytující pozitivní signál
**poskytující profil, kter˘ nelze pfiifiadit k urãitému genotypu
*yielding no positive signal
**yielding a profile differing from any known genotype

V˘sledek genotypizace
Absorbance v CA

genotypovateln˘ nereaktivní* neinterpretovateln˘** netestováno celkem
a>4 44 0 1 0 45

3<a<4 10 0 0 0 10
1<a<3 2 3 0 1 6

a<1 0 2 0 0 2

*neposkytující pozitivní signál
**poskytující profil, kter˘ nelze pfiifiadit k urãitému genotypu
*yielding no positive signal
**yielding a profile differing from any known genotype
#non-type specific

Tab. 2. Stanovení genotypu reverzní hybridizací ve srovnání se sérotypizací u 48 pacientsk˘ch sér
Table 2. Genotyping by reverse hybridization and serotyping of 48 patient sera

GENOTYP
Reverzní hybridizací

Sérotypizací 1 1a 1b 3a neinterpretovateln˘** nereaktivní* Celkem
1 3 1 24 3 31
3 3 3
4 1 1

1+2 2 2
nespecifikovateln˘# 1 1 2

nereaktivní* 7 2 9
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HCV Genotype Assay. Celkem 57 z tûchto sér
(92 %) bylo v reverzní hybridizaci reaktivních
a pouze u jednoho z nich neodpovídal profil Ïád-
nému urãitému genotypu. Podobnou modifikaci
reverzní hybridizace provedli Gargiulo et al.,
kdyÏ k amplifikaci HCV RNA pro reverzní hyb-
ridizaci pouÏili produkt kvantitativního jedno-
stupÀového testu na stanovení HCV RNA Cobas
Amplicor HCV Monitor 2.0 (Roche) (CAM),
amplifikujícího stejnou oblast genomu jako CA
(4). Pro stanovení pfiítomnosti virové RNA
v séru se ov‰em ãastûji vyuÏívá CA, kter˘ je cit-
livûj‰í – zachytí 102 kopií virové RNA/ml (3)
oproti 103–104 kopií virové RNA/ml u CAM –
a levnûj‰í neÏ CAM. V‰echny vzorky pozitivní
v CAM byly v genotypizaci reaktivní (4).
V na‰em uspofiádání bylo v genotypizaci nega-
tivních 5 sér z 62 (8 %) s absorbancí v CA niÏ‰í
neÏ 3. PfiestoÏe se v testu CA nedá stanovit pfií-
má závislost mezi absorbancí produktu a kon-
centrací virové RNA v séru (jde o kvalitativní
test), bylo zji‰tûno, Ïe séra s absorbancí niÏ‰í
neÏ 3 obsahují pfiibliÏnû 102–103 kopií viru/ml
(3). Skuteãnost, Ïe CAM má niÏ‰í citlivost neÏ
CA a vût‰inu sér s absorbancí v CA niÏ‰í neÏ 3
tudíÏ nezachytí, mÛÏe vysvûtlovat rozdíl v pro-
centu vzorkÛ genotypovateln˘ch obûma modifi-
kovan˘mi testy. U sér s nízkou koncentrací
HCV RNA v séru nemusí b˘t mnoÏství produk-
tu po jednostupÀové amplifikaci pro reverzní
hybridizaci dostateãné. U dvou z pûti negativ-
ních a u jednoho netestovaného séra jsme geno-
typ stanovili po pouÏití nested PCR, která zaji‰-
Èuje vy‰‰í míru amplifikace neÏ CA.

Porovnání v˘sledkÛ genotypizace reverzní 
hybridizací a sérologickou metodou

Pomocí sérologického testu HCV Serotyping
1–6 Assay jsme urãili genotyp u 37 ze 48 vy‰etfio-
van˘ch sér (77 %), coÏ je ve shodû s prací Gishe et
al., ktefií sérologicky typizovali 144 ze 187 PCR
pozitivních sér (77 %) (5). U pacientÛ s chronic-
kou hepatitidou C byl urãen genotyp sérologicky
dokonce u 183 z 210 (87 %) sér obsahujících viro-
vou RNA (1).

U 31 z 33 sér, u nichÏ jsme genotyp urãili reverz-
ní hybridizací i sérotypizací, byly v˘sledky ve vzá-
jemném souladu. U zb˘vajících dvou sér byl pomo-
cí sérotypizace zji‰tûn smí‰en˘ genotyp (1+2),
zatímco reverzní hybridizací byl zji‰tûn pouze
genotyp 1b; to znamená, Ïe shoda nastala u jedno-
ho ze dvou typÛ urãen˘ch sérologicky. Je zajímavé,
Ïe oba pacienti se smí‰en˘m genotypem viru byli
ve vzájemné epidemiologické souvislosti. Ve studii
Prescotta (10) byly pfiípady, kdy byl sérotypizací
zji‰tûn smí‰en˘ a reverzní hybridizací jedin˘ geno-
typ, rozhodnuty pomocí klonování a sekvenace ve
prospûch v˘sledku reverzní hybridizace. Sérologic-

ká detekce smí‰ené infekce mÛÏe také odráÏet pro-
tilátkovou odpovûì na virus, kter˘ uÏ není proka-
zateln˘ reverzní hybridizací, nebo tvorbu quasis-
pecies s variacemi v polymorfních místech NS4 (6).
Jeden vzorek se sérologicky stanoven˘m genoty-
pem 4 neodpovídal v reverzní hybridizaci Ïádnému
urãitému genotypu. Opakovanû reagoval kromû
amplifikaãní kontroly pouze se subtypizaãními
sondami pro subtypy 1a a 1b, nikoli se sondami pro
typ 1. Podle návodu v˘robce testu reaguje s tûmito
subtypov˘mi sondami zkfiíÏenû vût‰ina genotypÛ,
takÏe v˘sledek reverzní hybridizace není v pfiímém
rozporu s v˘sledkem sérotypizace. Ani fakt, Ïe
genotyp 4 se v âeské republice vyskytuje velmi
vzácnû a je roz‰ífien pfieváÏnû na Stfiedním v˘cho-
dû, nezpochybÀuje v˘sledek sérotypizace, protoÏe
se jednalo o sérum cizince. Jednoznaãnû by geno-
typ mohl b˘t v tomto pfiípadû urãen pouze po srov-
nání v˘sledkÛ s nûkterou dal‰í genotypizaãní
metodou, nejlépe sekvenací, která je povaÏována
za referenãní metodu (12).

U devíti sér, která byla v sérotypizaãní reakci
negativní, jsme konfirmovali pfiítomnost protilá-
tek anti-HCV testem RIBA zaloÏen˘m na princi-
pu imunoblotu. ·est z tûchto devíti sér bylo pozi-
tivních na anti-HCV, u dvou byl v˘sledek
neurãiteln˘ a pouze jedno bylo negativní. U séra,
v nûmÏ nebyly protilátky anti-HCV potvrzeny
pomocí imunoblotu, byla pfiítomnost protilátek
stanovena pomocí dvou nezávisl˘ch imunoenzy-
matick˘ch souprav (MONOLISA anti-HCV PLUS
version 2 BIO-RAD a ORTHO HCV 3.0 ELISA
Test Systém Enhanced SAVe, ORTHO).

Závûr

Stanovení genotypu viru hepatitidy C má
v˘znam hlavnû pro prognózu onemocnûní a sta-
novení schématu léãby. Lze shrnout, Ïe produkt
získan˘ po jednostupÀové amplifikaci HCV RNA
testem CA je pro vût‰inu vzorkÛ vhodn˘m v˘cho-
zím materiálem pro genotypizaci reverzní hybri-
dizací. Pro laboratofie pouÏívající k detekci HCV
RNA v séru Cobas Amplicor HCV 2.0 by tento
postup vedl ke zjednodu‰ení genotypizace
a k ãasové a materiálové úspofie. U sér s niÏ‰í
koncentrací viru, která nejsou typovatelná touto
kombinací metod, lze vycházet z nested PCR.

PfiestoÏe sérologická typizace je ménû citlivá
(otypovali jsme pouze 77 % testovan˘ch sér pozi-
tivních na HCV RNA), mÛÏe b˘t v˘znamná pfii
typizaci nûkter˘ch sér s nízkou hladinou HCV
RNA a sér neobsahujících jiÏ detekovatelnou viro-
vou NK, která nejsou typizovatelná reverzní hyb-
ridizací.

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 37

Epidemiologie 1/05  25.1.2005 9:57  Stránka 37

proLékaře.cz | 19.5.2024



Seznam pouÏit˘ch zkratek:
VHC – virová hepatitida C
HCV – virus hepatitidy C
RNA – ribonukleová kyselina
PCR – polymerázová fietûzová reakce
RFLP – restriction fragment lengths 

polymorfism
NCR – nekódující oblast genomu
CA – Cobas amplicor HCV 2.0
RT – reverzní transkripce
DTT – dithiotreitol
NK – nukleová kyselina
NP – nested PCR
CAM – Cobas Amplicor HCV Monitor 2.0
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