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2

DESCRIPCIÓN

Método para determinar mutaciones de resistencia a fármacos en cualquiera de las regiones de proteína no 
estructural NS3 a NS5B del virus de la hepatitis C (HCV) para los genotipos 1 a 6

5
La presente invención se refiere a un método para determinar mutaciones de resistencia a fármacos en cualquiera 
de las regiones de proteína no estructural NS3 a NS5B del virus de la hepatitis C (HCV) para los genotipos 1 a 6, 
más en particular para los genotipos específicos de subtipo 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a y 4d.

El HCV es un virus de ARN de cadena positiva monocatenario, con un genoma de aproximadamente 9.600 bases 10
que pertenece a la familia Flaviviridae de virus del género hepacivirus. La región NS5B del poligen de ARN codifica 
un ARN de 65 kDa dependiente de ARN polimerasa (RdRp), que es esencial para la replicación viral. Después de la 
infección aguda inicial, la mayoría de los individuos infectados desarrolla hepatitis crónica porque HCV se replica 
preferentemente en hepatocitos pero no es directamente citopático. En particular, la ausencia de una respuesta 
vigorosa de linfocitos T y la alta propensión del virus a mutar parecen promover una alta tasa de infección crónica. 15
La hepatitis crónica puede progresar hasta fibrosis hepática, conduciendo a cirrosis, enfermedad hepática de fase 
final, y HCC (carcinoma hepatocelular), haciendo que sea la causa principal de trasplantes de hígado.

La transmisión de HCV puede suceder a través de contacto con sangre o productos sanguíneos contaminados, por 
ejemplo después de transfusión sanguínea o uso de fármacos intravenosos. La introducción de ensayos de 20
diagnóstico usados en exploración de sangre ha conducido a una tendencia descendente en la incidencia de HCV 
post-transfusión. Sin embargo, dada la lenta progresión hasta la enfermedad hepática de fase final, las infecciones 
existentes continuarán presentando una carga médica y económica importante durante décadas.

Existen seis genotipos principales de HCV y más de 50 subtipos, que están distribuidos geográficamente de forma 25
diferente. El HCV de genotipo 1 es el genotipo predominante en Europa y los Estados Unidos. La extensiva 
heterogeneidad genética de HCV tiene implicaciones clínicas y de diagnóstico importantes, que quizá explican las 
dificultades en el desarrollo de vacunas y la ausencia de respuesta a las terapias actuales.

La variabilidad genética de HCV complica los procesos de amplificación, secuenciación y genotipado. Estos 30
procesos dependen del uso de los llamados cebadores complementarios a y capaces de hibridar con secuencias 
correspondientes de ácido nucleico del genoma de HCV. Debido al alto grado de variabilidad del genoma de HCV, 
los cebadores complementarios a una especie de HCV pueden no ser complementarios para otra especie.

Para determinar el subtipo de un aislado clínico de HCV un método preciso y directo es secuenciar el genoma viral 35
en una región que es suficientemente divergente entre diversas especies para distinguir entre genotipos y subtipos 
de HCV consecuentemente. Se usa el análisis filogenético de las secuencias generadas a partir de estas regiones 
para determinar el subtipo de aislados clínicos.

Actualmente se están evaluando varios fármacos antivirales selectivos y potentes contra infección por virus de la 40
hepatitis C crónica (HCV) en ensayos clínicos. La aparición de mutaciones de resistencia a fármacos se demostró en 
ensayos previos, creando una necesidad de controlar a los pacientes para el desarrollo de dichas mutaciones de 
resistencia a fármacos.

Para mejorar la identificación de los tipos y subtipos de HCV con fines de análisis clínico y la toma de decisiones 45
terapéuticas por un médico asistente, sigue existiendo una necesidad continuada de mejorar los ensayos de HCV 
basados en secuenciación.

El virus de la hepatitis C está clasificado actualmente, como se ha mencionado anteriormente, en al menos 6 
genotipos principales (Fig. 1). Cada genotipo difiere de los otros en un 30% a un 35% a nivel de nucleótidos y puede 50
dividirse adicionalmente en varios subtipos con diversidad de secuencia típicamente entre el 20% y el 25% 
(Simmonds et al., Hepatology 2005; 42(4), 962-973).

La presente invención se refiere al desarrollo de ensayos específicos de subtipo para el análisis de resistencia del 
genotipo de HCV adecuado para ensayos clínicos y documentos reguladores.55

En más detalle, la invención se refiere a ensayos de genotipado que cubren la región codificante completa desde 
NS3 hasta NS5B desarrollados en un gran panel de muestras clínicas incluyendo protocolos para los subtipos 1a, 
1b, 2a, 2b, 3a, 4a y 4d.

60
La presente invención se refiere a un ensayo de subtipado basado en secuencia de NS5B que detecta los seis 
genotipos de HCV y discrimina entre los diferentes subtipos.

Un aspecto de la invención se refiere a un método para determinar mutaciones de resistencia a fármacos en 
cualquiera de las regiones de proteína no estructural NS3 a NS5B del virus de la hepatitis C (HCV) para los 65
genotipos 1 a 6, más en particular para los genotipos específicos de subtipo 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a y 4d, presentes en 
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una muestra que comprende:
a) obtener dicha muestra de un paciente,
b) extraer el material genético viral de dicha muestra,
c) amplificar la región NS5B de HCV para generar un amplicón de ADN de 388 pares de bases usando 
cebadores que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 1-5,5
d) secuenciar el amplicón para obtener una secuencia de 329 pares de bases usando las secuencias 
seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 3-5,
e) realizar análisis de árboles filogenéticos usando la información de secuencia de 329 pares de bases de NS5B 
para obtener información del subtipo de HCV en dicha muestra del paciente,
f 1) usar cebadores específicos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste 10
en las SEC ID Nº 6-9, 42-45, 104-107. 120-123, 145-148 ó 180-183 para la generación de un amplicón de ADN 
que comprende la proteína no estructural NS3 (181 aminoácidos N-terminales),
g 1) secuenciar el amplicón de NS3 para obtener una secuencia de 543 pares de bases usando las secuencias 
seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 8 y 9; 43 y 45-46; 104 y 106; 120 y 122; 146 y 148 ó 
180 y 18215
o
f 2) usar cebadores específicos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste 
en las SEC ID Nº 13-16, 54 y 59-66, 124-133, 158 y 160-168 ó 194-197 para la generación de un amplicón de 
ADN que comprende la polimerasa NS5B,
g 2) secuenciar el amplicón de la polimerasa NS5B para obtener una secuencia de 1776 pares de bases usando 20
las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 15-16 y 87-92; 54, 59 y 61-66; 124 y 
127-133; 158-159, 161 y 163-168 ó 197-204
o
f 3) usar cebadores específicos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste 
en las SEC ID Nº 30-33, 67-70, 93-96, 108-111, 134-137 ó 169-172 para la generación de un amplicón de ADN 25
que comprende NS3/4A,
g 3) secuenciar el amplicón de la proteasa NS3/4A para obtener una secuencia de 2055 pares de bases usando 
las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 34-41; 68 y 71-77; 95 y 97-103; 112-
119; 136 y 138-144 ó 171 y 173-179
o30
f 4) usar cebadores específicos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste 
en las SEC ID Nº 47-50, 78-81, 149-151 y 159 ó 184-187 para la generación de un amplicón de ADN que 
comprende NS4B/5A,
g 4) secuenciar el amplicón de NS4B/5A para obtener una secuencia de los dos genes NS4B y NS5A usando las 
secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 51-57; 79 y 81-87; 152-159 ó 185 y 187-35
193;
h) alinear la secuencia obtenida en la etapa (g 1), (g 2), (g 3) o (g 4) con una secuencia de HCV de referencia o 
de tipo silvestre,
i) determinar una o más mutaciones de resistencia a fármacos en el material genético viral presente en la 
muestra del paciente.40

Otra realización de la presente invención es que el método anterior comprende adicionalmente las etapas de realizar 
un ensayo de fenotipado de NS3 por

j) generación de un amplicón de NS3 partiendo del amplicón de ADN que comprende el NS3 (181 aminoácidos 
N-terminales) obtenido en la etapa (f 1) de la reivindicación 1 usando cebadores que tienen la secuencia de las 45
SEC ID Nº 11 y 12,
k) inserción, por clonación mediante InFusion™ o recombinación in vitro, de dicho amplicón obtenido en la etapa 
j) en un vector lanzadera que contiene marcador de replicación incompetente con NS3 delecionado que tiene la 
secuencia de las SEC ID Nº 10 para obtener un replicón de HCV recombinante competente en replicación de 
NS3,50
l) generación de ARN, por transcripción in vitro, a partir de dicho replicón de HCV obtenido en la etapa (k)
m) transfección de dicho ARN en células adecuadas,
n) determinación, en base a la expresión del gen marcador, del valor de CE50 y/o el cambio factorial como una 
medida para la presencia de mutaciones de resistencia a fármacos en una muestra.

55
En otra realización, la invención se refiere al método mencionado anteriormente que comprende adicionalmente las 
etapas de realizar un ensayo de fenotipado de NS5B por

o) generación de un amplicón de NS5B partiendo del amplicón de ADN que comprende el NS5B obtenido en la 
etapa (f 2) de la reivindicación 1 usando cebadores que tienen la secuencia de las SEC ID Nº 28 y 29,
p) inserción, por recombinación in vitro, de dicho amplicón obtenido en la etapa (o) en un vector lanzadera que 60
contiene marcador de replicación incompetente con NS5B delecionado que tiene la secuencia de las SEC ID Nº 
21 o SEC ID Nº 27 para obtener un replicón de HCV recombinante competente en replicación de NS5B,
q) generación de ARN, por transcripción in vitro, a partir de dicho replicón de HCV obtenido en la etapa (p)
r) transfección de dicho ARN en células adecuadas,
s) determinación, en base a la expresión del gen marcador, del valor de CE50 y/o el cambio factorial como una 65
medida para la presencia de mutaciones de resistencia a fármacos en una muestra.
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También se describe un vector que comprende el genoma de HCV y una deleción que abarca la región de 181 
aminoácidos N-terminal de NS3 de HCV, en particular el vector pFK l341 PI luc NS3 7-192_ET (SEC ID Nº 10) y un 
vector que comprende el genoma de HCV y una deleción que abarca la región NS5B de HCV, en particular el vector 
pFK_l341_PI_NS3-3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Scal (SEC ID Nº 21) y el vector que comprende el genoma de 
HCV y una deleción que abarca la región NS5B de HCV, en particular el vector pFK_l341_PI_NS3-5
3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Xbal (SEC ID Nº 27).

Además del uso de cualquiera de los vectores anteriores en cualquiera de los métodos mencionados, se describen 
los cebadores con las SEC ID Nº 1-5 para la amplificación de la región NS5B de HCV, obtenida de una muestra de 
un paciente infectado con HCV.10

También se describe el uso de los cebadores con las SEC ID Nº 1-5 para la preparación de un ensayo para 
subtipado de HCV basado en secuencia para detectar los genotipos de HCV 1, 2, 3 y 4 y para discriminar entre los 
subtipos 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a y 4d.

15
Explicación de las Figuras.

Figura 1: Árbol filogenético de las secuencias completas de fase de lectura abierta de HCV que muestra los 6 
genotipos principales y sus subtipos más comunes. (Simmonds et al. 2005 Hepatology 2005; 42(4), 962-
973)20

Figura 2: Sinopsis de amplicones para la plataforma HCV integrada.
Figura 3: Estado del desarrollo de los ensayos de subtipado y genotipado específico de subtipo de HCV y sus 

características de rendimiento.
Los números en paréntesis muestran la cantidad de muestras ensayadas.

Figura 4: Vector pFK l341 PI luc NS3 7-192_ET (SEC ID Nº 10)25
Figura 5: Sinopsis del proceso.

Se recogió un panel de 603 muestras clínicas que cubren los seis genotipos (G). Se desarrollaron dos sistemas de 
ensayo: un ensayo de subtipado basado en secuencia de NS5B y una serie de ensayos de genotipado específico de 
subtipo para determinar mutaciones de resistencia a fármacos en las siguientes regiones diana: (1) inhibidores de 30
proteasa (NS3/4A completo y los 181aa N-terminales de NS3), (2) inhibidores de polimerasa (NS5B completo), y (3) 
otros (región NS4B/5A completa). Todas las series de cebadores se han optimizado para la especificidad de subtipo 
y para permitir el uso del mimo protocolo de PCR para una región diana independiente del subtipo (Figura 2). Todos 
los métodos y protocolos se optimizaron y validaron para soportar un procesamiento de alto rendimiento de los 
ensayos de resistencia genotípica en un entorno operativo rutinario.35

El ensayo de subtipado basado en secuencia de NS5B ser ensayó en una serie de 603 muestra clínicas que 
contenían los seis genotipos con una sensibilidad clínica (tasa de éxito de amplificación de muestras de alta carga 
viral) del 91%.

40
Para los ensayos de genotipado específico de subtipo, se ensayaron series de muestras clínicas de, en promedio, 
n=94 para G1a/b, n=16 para G2a/b, n=76 para G3a, y n=83 para G4a/d en los diferentes ensayos para evaluar la 
sensibilidad clínica. Se consiguieron tasas de éxito de amplificación de entre el 90% y el 100%, y tasas se éxito de 
secuenciación de entre el 95% y el 100% (Figura 3).

45
Sección de ejemplos

Resumen general:

El flujo general del proceso se visualiza en la Figura 5. Comienza con la determinación del subtipo de HCV de una 50
muestra clínica (Subtipado). Esta información de subtipo se usa después en el posterior proceso de genotipado para 
seleccionar los cebadores específicos de subtipo apropiados para la amplificación y secuenciación de la región 
diana de interés. El resultado final del proceso de genotipado es la información de la secuencia de nucleótidos y 
aminoácidos de esa región. Por comparación con una secuencia viral de tipo silvestre o de referencia se proporciona 
información acerca de la existencia de cambios de aminoácidos. Se usarán los productos de PCR del proceso de 55
genotipado en el proceso de fenotipado para generar replicones subgenómicos quiméricos para la evaluación de 
susceptibilidad a fármacos. Los resultados del fenotipado son valores de CE50 que pueden usarse para la 
interpretación de la susceptibilidad a fármacos (es decir, calculando los valores de cambio factorial de CE50) del 
aislado clínico. Puede compararse la información de secuencia de la región diana y la susceptibilidad a fármacos.

60
1. Subtipado

Se generó un amplicón a partir del ARN plasmático viral derivado de pacientes por RT-PCR de una etapa seguido 
por PCR anidada. Este amplicón, mencionado adicionalmente como el amplicón de subtipado de NS5B, contiene 
una secuencia de 329 pb del dominio de polimerasa NS5B, que se usa para el análisis de árboles filogenéticos para 65
obtener información del subtipo del aislado clínico. El ensayo se llama el ensayo de subtipado basado en 
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secuencia de NS5B. La información de subtipo del aislado clínico se usará en una siguiente etapa para seleccionar 
los cebadores apropiados de amplificación específica de subtipo y secuenciación para obtener información de 
secuencia de la región de interés en el ensayo de genotipado.

2. Genotipado5

Usando cebadores específicos de subtipo, se genera un amplicón del dominio de proteasa NS3 del ARN plasmático 
viral derivado del paciente por RT-PCR de una etapa seguido por PCR anidada. Este amplicón, mencionado 
adicionalmente como el amplicón de NS3, contiene el dominio catalítico de la proteasa NS3. Este amplicón va a ser 
secuenciado con cebadores de secuenciación específicos de subtipo en el ensayo genotípico de proteasa NS3 de 10
HCV.

Usando cebadores específicos de subtipo, también puede generarse un amplicón de la polimerasa completa NS5B a 
partir del ARN plasmático viral derivado del paciente por RT-PCR de una etapa seguido por PCR anidada. Este 
amplicón, mencionado adicionalmente como el amplicón de NS5B, contiene el gen completo de NS5B. Este 15
amplicón va a ser secuenciado con cebadores de secuenciación específicos de subtipo en el ensayo genotípico de 
polimerasa NS5B de HCV.

Puede conseguirse lo mismo usando cebadores específicos de subtipo para otras regiones HCV específicas como 
NS3/NS4A o NS4B/NS5A y similares.20

3. Fenotipado

Se ha generado un vector lanzadera incompetente en replicación con NS3 delecionado, mencionado adicionalmente 
como la estructura delta[NS3], basado en la secuencia con 1b del replicón subgenómico. Se genera el amplicón de 25
NS3, a partir del material derivado del paciente, el ADN plasmídico del replicón, genes sintéticos o productos de 
PCR del ARN de replicón, por PCR usando el producto de RT-PCR de una etapa del ensayo genotípico de proteasa 
NS3 de HCV. La clonación por In-Fusion™ (Clontech) del amplicón de NS3 generado por PCR y la estructura 
delta[NS3] produjo un replicón de HCV recombinante competente en replicación que se usó en experimentos para 
evaluar la resistencia fenotípica a fármacos de NS3 de HCV.30

Se ha generado un vector lanzadera incompetente en replicación con NS5B delecionado, mencionado 
adicionalmente como la estructura delta[NS5B], basado en la secuencia con 1b del replicón subgenómico. Se 
genera el amplicón de NS5B, a partir del material derivado del paciente, el ADN plasmídico del replicón, genes 
sintéticos o productos de PCR del ARN de replicón, por PCR usando el producto de RT-PCR de una etapa del 35
ensayo genotípico de polimerasa NS5B de HCV. La clonación in vitro (usando BD In-Fusion™, Clontech 
Laboratories Inc.) del amplicón de NS5B generado por PCR y la estructura delta[NS5B] produjo un replicón de HCV 
recombinante competente en replicación que se usó en experimentos para evaluar la resistencia fenotípica a 
fármacos de NS5B de HCV.

40
Ejemplo 1

Ensayo de subtipado basado en secuencia de NS5B

A. Extracción de ARN45

A partir de un total de 500 µl de plasma, se extrajo el ARN total usando la plataforma de extracción de ARN 
EasyMAG™ (BioMerieux). Después de elución en 60 µl de tampón de elución, el ARN se almacenó a -80ºC hasta su 
uso para la generación del amplicón.

50
B. RT-PCR de una etapa

Se mezclaron 5 µl de ARN con tampón de reacción 2x, 120 ng/ml de ARNt de levadura (Ambion Inc., Woodward, 
EE.UU.), cebador NS5Bsubtype_A (TGGGGTTCGCGTATGATACCCGCTGCTTTGA) (SEC ID Nº 1) 0,2 µM, 
cebador NS5Bsubtype_B (TGGGGTTTTCTTACGACACCAGGTGCTTTGA) (SEC ID Nº 2) 0,2 µM, cebador Pr2 0,2 55
µM (publicado en Sandres-Saunes et al. 2003) y 0,5 µl de la mezcla enzimática Superscript™ III RT/Platinum Taq 
High Fidelity del sistema de RT-PCR de una etapa Superscript™ III (Invitrogen) en un volumen total de 25 µl. La 
síntesis del ADNc se realizó durante 30 min a 52°C seguido por una etapa de desnaturalización a 94°C durante 2 
min. El ciclado térmico consistía en 50 ciclos de desnaturalización a 94°C durante 15 seg, hibridación a 63°C durante 
30 seg y elongación a 72°C durante 30 seg. La extensión final tuvo lugar a 72°C durante 5 min. Se usó una alícuota 60
del producto de amplificación resultante para una etapa de PCR anidada.

C. PCR interna

Para una PCR anidada, se mezclaron 2,5 µl del producto de RT-PCR de una etapa con tampón 2 10x del kit 65
Expand™ High Fidelity (Roche), dNTP 0,35 mM (Promega), cebador NS5Bsubtype_C 
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(CCGTATGATACCCGCTGCTTTGACTCAAC) (SEC ID NO: 3) 0,3 µM, cebador NS5Bsubtype_D 
(TCCTAGGACACCAGGTGCTTTGATTCAAC) (SEC ID Nº 4) 0,4 µM, cebador NS5Bsubtype_E 
(AATTCCTGGTCATAGCCTCCGTGAAGACTC) (SEC ID Nº 5) 0,4 µM y 0,075 U/µl de ADN polimerasa (Roche, 
Basilea, Suiza) para dar un volumen total de 50 µl. La desnaturalización inicial fue a 94°C durante 2 min y el ciclado 
térmico consistió en 30 ciclos de desnaturalización a 94°C durante 15 seg, hibridación a 56°C durante 30 seg y 5
elongación a 72°C durante 30 seg. La extensión final tuvo lugar a 72ºC durante 5 min. Los amplicones se purificaron 
usando el kit de purificación de PCR QIAQuick 96 (Qiagen). El volumen final de los amplicones purificados fue de 
100 µl.

D. Análisis de secuencia sin procesar10

La reacción de secuenciación se realizó de acuerdo con procedimientos convencionales usando los cebadores de la 
PCR anidada para secuenciar ambas direcciones, directa e inversa. Se recuperaron los electroferogramas del 
secuenciador capilar ABI3730 y se importaron a Seqscape v2.5 (Applied Biosystems). Los extremos de las 
secuencias se recortaron en base a valores de calidad y la longitud de 329 pb de la secuencia de referencia de 15
subtipado; abarcando la última las regiones entre los cebadores de amplificación. No se permitió que aparecieran 
inserciones, deleciones o codones de parada en las secuencias.

E. Análisis de árboles filogenéticos
20

Se combinaron las secuencias de muestra con una longitud de 329 pb con secuencias de referencia de subtipo en 
BioEdit (Ibis Therapeutics; fuente pública, internet: www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) y posteriormente se 
analizaron en MEGA v3.1 (fuente pública, internet: http://www.megasoftware.net/) usando el árbol de Neighbour-
Joining y el modelo de distancia de Jukes-Cantor.

25
Resultados:

Secuencias de subtipado de NS5B de pacientes infectados con HCV-1b:

>Subtipado de NS5B Pt 130
AGTCACCGAGAATGATATCCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGCTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACAGG
CCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTAT
CGCCGGTGCCGCGCGAGCGGCGTGCTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACCTGTTACTTGAAGGCCACC
GCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGGGACGACCTTGTCGTTATCTGTG
AAAGCGCGGGAACCCAAGAGGACGCGGCGAACCTAC35

> Subtipado de NS5B Pt 2
TGTCACYGAGAGTGACATCCGYGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACAGG
CCATAAAGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCCGTGACTAAYTCAAAAGGRCAGAACTGCGGYTAT
CGCCGGTGCCGCGCGAGCGGCGTGCTGACGACTAGGTGCGGYAACACCCTCACMTGTTACYTGAAGGCCTCT40
GCAGCCTGTCGAGCTGCRAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGGGACGACCTTGTCGTTATCTGCG
AGAGTGCTGGGACCCAGGAGGACGYGGCGAGCCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 3
GGTCACTGAGAATGACATTCGTGTCGAGGAGTCGATCTACCAATGCTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACARG45
CCATAAGGTCGCTCACGGAGCGGCTTTATATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTAT
CGCCGGTGCCGCGCGAGCGGTGTACTGACGACCAGCTGTGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCTCTG
CGGCCTGTCGAGCTGCCAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGAACGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGA
GAGCGCGGGAACCCAARAGGACGCAGCGAACCTAC

50
> Subtipado de NS5B Pt 4
RGTCAGCGAGAGKGACATCCGTGTTGAGGAGTCRATYTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACAG
GCCATAAAGTCGCTCACRGAGCGGCTCTATATCGGGGGCCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTA
TCGCCGGTGCCGCGCCAGGGGCGTRCTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCTCT
GCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTTGTGTGYGGAGACGACCTYGTCGTTATCTGTG55
AGAGCGCGGGGACCCAGGAGGACGCGGCGAGCCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 5
GGTCACTGAGAGTGAYATCCGTGTYGAGGAGTCAATATACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACAGG
CCATAAAGTCGCTCACAGAGCGGCTCTATGTTGGGGGTCCCCTGACTAAYTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTAT60
CGCCGGTGCCGCGCCAGCGGCGTGCTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACTTGTTACTTGAAAGCCTCTG
CRGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGTGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGCGA
AAGCGCGGGAACCCAGGAGGACGCGGCGAGCCTAC

65
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> Subtipado de NS5B Pt 12
AGTCACTGAGAGTGACATCCGCGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACAGG
CCATAAAGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGCTAT
CGCCGGTGCCGCGCCAGCGGCGTACTGACGACCAGCTGTGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAAGCCTCTG
CGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGA5
GAGCGCGGGAACCCAGGAGGACGCGGCGAGCCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 13
GGTCACTGAGAGTGATATCCGTACTGAGGAGTCTATTTACCAATGTTGTGACCTGGCCCCCGAAGCTAGACAAG
TCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATYGGGGGCCCCCTGACYAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTAT10
GGCCGGTGCCGYGCGAGCGGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCTCTG
CGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCGGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGAGACGACCTCGTCGTTATCTGTGA
AAGCGCGGGGACCCAGGAGGACGCGGCTAGCCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 1415
AGTCACCGAGAATGATATCCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGCTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACAGG
CCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTAT
CGCCGGTGCCGCGCGAGCGGCGTGCTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACCTGTTACTTGAAGGCCACC
GCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGGGACGACCTTGTCGTTATCTGTG
AAAGCGCGGGAACCCAAGAGGACGCGGCGAACCTAC20

> Subtipado de NS5B Pt 15
GGTCACYGAGAGYGACATCCGTACTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACAGG
TTATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTATATCGGGGGTCCTYTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGCTAT
CGCCGGTGTCGCGCAAGCGGCGTGCTGACGACCAGCTGCGGCAATACCCTCACATGTTACCTGAAGGCCACTG25
CAGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACAATGCTTGTGTGTGGGGACGACCTTGTCGTYATCTGTGA
GAGCGCGGGGACCCAAGAGGACGCAGCGAGCCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 16
GGTCACTGAGAATGACATYCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCYCCCGAAGCCAGACAGG30
YCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCYCTAACCAATTCAAAAGGGCAAAACTGCGGTTAT
CGCCGGTGTCGCGCRAGCGGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGCAAYACCCTTACATGTTACTTGAARGCCTCTG
CRGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGAGACGACCTCGTCGTTATCTGTGA
GAGCGCGGGGACCCACGAGGATGCGGCGAGCCTAC

35
Estas secuencias se subtiparon usando análisis filogenético. La Tabla 1 muestra el resultado.

Tabla 1

ID de muestra
Secuencia de NS5B basada en información 
de subtipo después de análisis filogenético

P t  1 1b
P t  2 1b
P t  3 1b
P t  4 1b
P t  5 1b
Pt 12 1b
Pt 13 1b
Pt 14 1b
Pt 15 1b
Pt 16 1b

En base a la información de subtipo basada en secuencia de NS5B, se seleccionaron los cebadores específicos de 40
subtipo apropiados para la amplificación del dominio de proteasa NS3.

Ejemplo 2

Ensayo de genotipado de NS3 de HCV45

A. RT-PCR de una etapa

Se mezclaron cinco l de ARN con tampón de reacción 2x, 120 ng/ml de ARNt de levadura, cebador directo 1b-
NS3_out_F (GCGTGTGGGGACATCATCTTAGG) (SEC ID Nº 6) 0,2 M, cebador 1b_NS3_out_R 50
(GCTGCCAGTGGGAGCGTG) (SEC ID Nº 7) y 0,5 l de la mezcla de enzimas Superscript™ III RT/Platinum Taq 
High Fidelity del sistema de RT-PCR de una etapa Superscript™ III (Invitrogen) en un volumen total de 25 l. La 
síntesis de ADNc se realiza durante 30 min a 52ºC seguido de una etapa de desnaturalización a 94ºC durante 2 min. 
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El ciclado térmico consistió en 50 ciclos de desnaturalización a 94ºC durante 15 s, hibridación a 58ºC durante 30 s y 
elongación a 72ºC durante 1 min. La extensión final tuvo lugar a 72ºC durante 5 min. Se usó una alícuota del 
producto de amplificación resultante para una etapa de PCR anidada.

B. PCR interna5

Para la PCR anidada, se mezclaron 2,5 l del producto de RT-PCR de una etapa con tampón 2 10x del kit Expand™ 
High Fidelity (Roche), dNTP 0,35 mM (Promega), cebador 1b_NS3_in_F (TCATCTTAGGCCTGCCCGTCTC) (SEC 
ID Nº 8) 0,4 M, cebador 1 b_NS3_in_R (GGGAGCGTGTAGATGGGCCAC) (SEC ID Nº 9) 0,4 M y 0,075 U/l de 
ADN polimerasa Expand™ High Fidelity (Roche) para dar un volumen total de 50 l. La desnaturalización inicial fue10
a 94ºC durante 2 min y el ciclado térmico consistió en 30 ciclos de desnaturalización a 94ºC durante 15 s, hibridación 
a 58ºC durante 30 s y elongación a 72ºC durante 1 min. La extensión final tuvo lugar a 72ºC durante 5 min. Los 
amplicones se purificaron usando el kit de purificación de QIAQuick 96 PCR (Qiagen). El volumen final de los 
amplicones purificados fue 100 l.

15
C. Análisis de secuencia sin procesar

La reacción de secuenciación se realizó de acuerdo con procedimientos convencionales usando los cebadores de la 
PCR anidada para secuenciar en ambas direcciones, directa e inversa (SEC ID Nº 8-9). Se recuperaron los 
electroferogramas del secuenciador capilar ABI3730 y se importaron en Seqscape v2.5 (Applied Biosystems). Los 20
extremos de las secuencias se recortaron en base a valores de calidad y la longitud de 543 pb (secuencia 
codificante para los 181 aa N-terminales de NS3) de la secuencia de referencia de subtipado; abarcando la última 
las regiones entre los cebadores de amplificación. No se permitió que aparecieran inserciones, deleciones o 
codones de PARADA en las secuencias.

25
Resultado:

Secuencias de proteasa NS3 de cinco (5) aislados de HCV-1b de pacientes

>NS3 Pt 130
GCGCCTATCACGGCCTACGCCCARCAAACACGGGGCTTGTTTGGCTGTAT 
CATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAAGAACCAGGTCGAGGGGGAGGTC
CAAGTGGTTTCCACCGCCACACAATCTTTCCTGGCGACCTGTGTCAACGG
TGTKTGTTGGACTGTCTTCCACGGCGCCGGTTCAAAGACCCTGGCTGGCC
CAAAGGGYCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAGGACCTCGTC35
GGCTGGCCGGCCCCCCCYGGGGCGCGCTCTCTRACACCATGCACCTGTG
GCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCTGATGTTATCCCGGTG
CGCCGGCGGGGCGACAGTAGGGGRAGCCTACTCTCCCCCAGGCCTGTG
TCCTACTTAAAAGGCTCTTCGGGTGGWCCRCTGCTCTGCCCCTCGGGGC
ACGCTGTGGGCGTCTTCCGGGCTGCTGTGTGCACCCGGGGGGTCGCGA40
AGGCGGTGGACTTTGTACCCGTAGAGTCTATGGAGACTACCATGCGGTCC

>NS3 Pt 2
GCGCCCATCACGGCCTACGCCCAACARACGAGGGGCCTACTTGGCTGTA
TCATCACCAGCCTCACAGGCCGGGACAAGAACCAGGTYGAGGGGGAGGT45
TCAGGTGGTCTCCACTGCAACACAGTCCTTCCTGGCRACTTGCATCAACG
GCGTGTGTTGGACTGTCTTTCATGGAGCCGGCTCTAAGACCCTAGCCGGC
CCAAAGGGGCCGATCACCCAGATGTACACCAATGTAGACCAGGACCTCGT
CGGCTGGCAAGCGCCCCCYGGGGCGCGTTCCTTGACACCGTGCAGCTGC
GGCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCGGATGTCATTCCGGT50
GCGCCGGCGAGGTGACAGCAGGGGGAGCTTGCTCTCCCCCCGGCCCAT
TTCYTACTTRAAAGGCTCTTCGGGTGGTGCRYTGCTCTGCCCCTCGGGGC
ACGCYGTGGGCATCTTCCGGGCTGCCGTGTGCACYCGGGGGGTTGCCAA
GGCRGTGGATTTTGTACCCGTTGAGTCTATGGAAACTACYATGCGGTCC

55
>NS3 Pt 3
GCGCCTATTACGGCCTACGCCCAACAGACGAGGGGCCTATTAGGCTGCA
TCATCACTAGCCTCACAGGCCGAGACAAGAACCAGGTCGAGGGGGAGGT
TCAGGTGGTTTCTACCGCAACACAATCCTTCCTAGCGACTTGCGTCAACG
GCGTGTGTTGGACTGTCTATCATGGCGCCGGCTCTAAGACCTTAGCCGGC60
CCAAAGGGGCCTGTCACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAAGACCTCGT
CGGCTGGCCAGCGCCCCCCGGGGCGCGTTCCTTGACACCATGTACTTGC
GGCAGTTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGACATGCCGATGTCATTCCGGT
GCGCCGGCGGGGCGACAGCAGGGGGAGCCTGCTCTCCCCCAGGCCTGT
CTCCTATTTGAAGGGCTCTTCGGGTGGTCCACTGCTCTGCCCTTCAGGGC65
ACGCCGTGGGCATCTTCCGGGCTGCCGTGTGCACCCGAGGGGTTGCCAA 
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GGCGGTGGACTTTGTGCCCGTCGAGTCCATGGAAACTACTATGCGGTCT

>NS3 Pt4
GCGCCTATCACGGCTTACTCCCAACAGACGCGGGGCCTGCTTGGCTGCA
TCATCACYAGCCTCACAGGCAGRGACAAGAACCAGGTCGAGGGGGAAGT5
CCAAGTGGTTTCCACCGCAACACAATCTTTTCTAGCGACCTGTGTCAACG
GCGTGTGTTGGACTGTTTTCCATGGCGCCGGCTCAAAAACCTTAGCGGGG
CCAAAGGGCCCGGTCACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAGGACCTCGT
CGGCTGGCAGGCGCCTACCGGGGCGCGTTCTTTAACACCATGCACGTGC
GGCAGCTCGGACCTTTATTTGGTCACGAGGCATGCTGATGTCATTCCGGT10
GCGCCGGCGGGGCGACAGCCGGGGGAGTCTACTCTCCCCCAGGCCCGT
CTCCTACTTGAAGGGCTCCTCGGGTGGTCCGCTGCTCTGCCCCTCGGGG
CATGCAGTGGGCATCTTCCGGGCTGCCGTGTGCACCCGGGGGGTCGCAA
AGGCAGTGGACTTGATACCCGTTGAGTCTATGGAAACTACTATGCGGTGC

15
>NS3 Pt5
GCGCCTATCACAGCCTACTCCCAACAGACGCGGGGCCTGCTTGGCTGCA
TCATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAAGAACCAGGTCGAGGGGGAGGT
TCAAGTGGTTTCCACCGCGACACAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAACG
GCGTGTGTTGGACTGTCTACCATGGTGCCGGCTCGAAGACCCTAGCGGG20
CCCAAAGGGCCCGATGACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAGGACCTCG
TCGGCTGGCCGGCGCCCTCCGGAGCGCGCTCCTTGACACCGTGCACCTG
CGGCAGCTCAGACCTYTACTTGGTCACGAGGCATGCTGATGTTGTTCCGG
TGCGCCGGCGGGGCGACAGCAGGGGAAGCCTACTCTCCCCCAGGCCCA
TTTCCTACTTGAAGGGCTCTTCGGGTGGCCCGCTGCTTTGCCCCTCGGGG25
CACGCGGTGGGCATCTTCCGGGCTGCTGTATGCACCCGGGGGGTCGCGA
AGGCGGTGGACTTTGTACCCGTTGAGTCTATGGAAACCACCATGCGGTCT

D. Alineación de secuencias con la secuencia de referencia
30

La alineación muestra la secuencia de nucleótidos del dominio proteasa NS3 de un aislado de HCV-1b de un 
paciente no tratado. Las secuencias se alinearon frente a una secuencia de referencia. Las homologías entre las dos 
secuencias se representan como puntos.

35
Los siguiente muestra la secuencia de aminoácidos del dominio proteasa NS3 de un aislado de HCV-1b de un 
paciente no tratado. Las secuencias se alinearon frente a una secuencia de referencia. Las homologías entre las dos 
secuencias se representan como puntos.
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Los amplicones de NS3 de estos cinco aislados de HCV-1b se usaron adicionalmente en el ensayo de fenotipado 
del replicón de NS3.

Ensayo de genotipado de la polimerasa NS5B de HCV
5

RT-PCR de una etapa:

Se mezclaron cinco l de ARN con tampón de reacción 2x, 120 ng/ml de ARNt de levadura (Ambion Inc.), cebador 
1b_NS5B_out_F (TAGAGTCCTGGAAGGACCCGG) (SEC ID Nº 13) 0,2 M, cebador 1 b_NS5B_out_R
(GGCCTGGAGTGGTTAGCTCCCC) (SEC ID Nº 14) 0,2 M y 0,5 l de la mezcla de enzimas Superscript™ III 10
RT/Platinum Taq High Fidelity del sistema de RT-PCR de una etapa Superscript™ III (Invitrogen) en un volumen 
total de 25 l. La síntesis de ADNc se realiza durante 30 min a 47ºC seguido de una etapa de desnaturalización a
94ºC durante 2 min. El ciclado térmico consistió en 50 ciclos de desnaturalización a 94ºC durante 15 s, hibridación a
59ºC durante 30 s y elongación a 68ºC durante 2 min 30 s. La extensión final tuvo lugar a 68ºC durante 5 min. Se 
usó una alícuota del producto de amplificación resultante para una etapa de PCR anidada.15

PCR interna:

Para la PCR anidada, se mezclaron 2,5 l del producto de RT-PCR de una etapa con tampón 1 10x del kit Expand™ 
Long Template High Fidelity (Roche, Basilea, Suiza), dNTP 0,35 mM (Promega), cebador 1b_NS5B_in_F 20
(TGGAAGGACCCGGACTACG) (SEC ID Nº 15) 0,4 M, cebador 1b_NS5B_in_R (GAGTGGTTAGCTCCCCGTTCA) 
(SEC ID Nº 16) 0,4 M y 0,075 U/l de ADN polimerasa Expand™ High Fidelity (Roche,) para dar un volumen total 
de 50 l. La desnaturalización inicial fue a 94ºC durante 2 min y el ciclado térmico consistió en 30 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC durante 15 s, hibridación a 59ºC durante 30 s y elongación a 68ºC durante 2 min 30 s. La 
extensión final tuvo lugar a 68ºC durante 5 min. Los amplicones se purificaron usando el kit de purificación de PCR 25
QIAQuick 96 (Qiagen). El volumen final de los amplicones purificados fue 100 l.

Análisis de secuencia sin procesar

La reacción de secuenciación se realizó de acuerdo con procedimientos convencionales usando 8 cebadores de 30
secuenciación (SEC ID Nº 15-16 y 87-92) para cubrir ambas direcciones, directa e inversa. Se recuperaron los 
electroferogramas del secuenciador capilar ABI3730 y se importaron en Seqscape v2.5 (Applied Biosystems). Los 
extremos de las secuencias se recortaron en base a valores de calidad y la longitud de 1776 pb (secuencia 
codificante de la polimerasa NS5B) de la secuencia de referencia específica de subtipo; abarcando la última las 
regiones entre los cebadores de amplificación. No se permitió que aparecieran inserciones, deleciones o codones de 35
PARADA en las secuencias.

Resultado:
Secuencias de polimerasa NS5B de cinco aislados clínicos de HCV-1b

40
>NS5B Pt12
TCGATGTCCTACACGTGGACGGGCGCCCTGATCACGCCGTGCGCCGCGG 
AGGAAAGCAAGCTGCCTATCAATGCATTGAGCAACTCACTGCTGCGTCAC 
CACAATATGGTTTATGCTACAACATCCCGCAGCGCAAGCCAGCGGCAGAA 
GAAGGTCACTTTTGACAGACTGCAAGTCCTGGACGACCACTACCGGGACG45
TGCTCAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAGCTTCTA
TCTGTAGAGGAAGCCTGTAAACTGACGCCCCCACATTCGGCCAGATCCAA
ATTTGGCTAYGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAGCAAGGCCGTTA
ACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACCA
ATTGACACCACCATCATGGCAAAAAACGAGGTYTTCTGCGTCCAACCAGA50
GAAAGGAGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTGTTCCCAGACTTGGGA
GTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGACGTGGTCTCCACTCTTCC
TCAAGCCGTGATGGGCTCCTCATATGGATTCCAGTACTGTCCTGGACAGC
GGGTTGAATTCCTGGTGAATGCCTGGAAGTCGAAGAAGAACCCTATGGGC
TTCGCATATGACACCCGCTGTTTTGACTCAACAGTCACTGAGAGTGACATC55
CGCGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAA
ACAGGCCATAAAGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGTCCCCTG
ACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGCTATCGCCGGTGCCGCGCCAGCG
GCGTACTGACGACCAGCTGTGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAAGCC
TCTGCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGT60
GCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAGAGCGCGGGAACCCAGGAGGA
CGGGGCGAGCCTACGAGTCTTCACGGAGGCTATGACTAGGTACTCCGGC
CCCCCCGGGGACCCGCCCCAGCCAGAGTACGACTTGGAGTTGATAACAT
CATGCTCCTCCAACGTGTCGGTCGCGCACGATGCATCCGGCAAACGGGT
GTATTACCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTCGCGAGGGCTGCGTGG65
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GAAACAGCTAGACACACTCCAGTTAATTCTTGGCTAGGCAACATCATTATG
TATGCGCCCACCCTGTGGGCAAGGATGATTTTGATGACTCACTTCTTCTCC
ATCCTTCTAGCTCAAGAACAACTTGAAAAAGCCCTGGATTGTCAGATCTAC
GGGGCCTGCTACTCCATTGAGCCACTTGACCTACCTCAGATCATTCARCG
ACTCCATGGTCTTAGCGCATTTTCACTCCACAGTTACTCTCCAGGTGAGAT5
CAATAGGGTGGCTTCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCGA
GTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAAGCTACTGTCCCAGG
GGGGGAGGGCTGCCATTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCRGTAAG
GACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCCCGGCAGCGTCCCAGTTGGACTTGT
CCGACTGGTTCGTTGCCGGCTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCT10
GTCTCGTGCCCGACCCCGCTGGTTCCTGTGGTGCCTACTCCTGCTTTCTG
CGGGGGTAGGCATCTACTTGCTCCCCAACCGATGA

>NS5B Pt13
TCGATGTCCTACACATGGACAGGCGCTTTAATCACACCATGCGCTGCGGA 15
GGAAAGCAAGCTGCCCATCAACGCGCTGAGCAACTCCCTGCTGCGYCAC 
CACAATATGGTGTATGCCACAACATCCCGCAGCGCAAGCCARCGGCAGAA 
GAARGTCACTTTTGACAGACTGCAAGTCCTGGACGAYCATTACCGGGACG
TRCTCAAGGAGGTGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCYAAACTTCTA
TCCGTAGAAGAGGCCTGCAAACTSACGCCCCCACACTCAGCCAAATCCAA20
RTTTGGCTATGGGGCRAAGGACGTCCGGAACCTATCCAGCAAGGCCGTY
AACCACATCCACTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAGGACACTGAAACACC
AATTGACACTACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTTCAACCGGA
AAAGGGAGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTGTTCCCAGACCTGGGG
GTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTCTACGACGTGGTYTCYACCCTTCC25
TCAGGCCGTGATGGGCCCCTCATACGGGTTCCAGTACTCTCCTGGACAG
CGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAATCAAAGAAATGCCCTATGGG
CTTCGCATATGACACCCGCTGTTTTGACTCAACGGTCACTGAGAGTGATAT
CCGTACTGAGGAGTCTATTTACCAATGTTGTGACCTGGCCCCCGAAGCTA
GACAAGTCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATYGGGGGCCCCCT30
GACYAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTATCGCCGGTGCCGYGCGAGC
GGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGC
CTCTGCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCGGGACTGCACGATGCTCGTG
TGCGGAGACGACCTCGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGGACCCAGGAGG
ACGCGGCTAGCCTACGAGTCTTCACGGAGGCTATGACTAGGTACTCAGCC35
CCCCCCGGGGACCCGCCCCAACCAGAGTACGACTTGGAGTTGATAACAT
CATGCTCCTCCAACGTGTCGGTCGCGCACGACGCATMTGGCAAGAGGGT
GTACTACCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTCGCGCGGGCTGCGTGG
GAGACAGCTAGACACACTCCAATTAACTCCTGGCTAGGCAACATCATCAT
GTATGCGCCCACYYTATGGGCAAGGATGATTCTGATGACTCACTTCTTCTC40
CATCCTTCTRGCYCAGGAACAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGCCARATCTA
YGGGGCCTGTTACTCCATTGAACGACTTGACCTACCTCAGATCATTCAGC
GACTCCATGGTCTYAGCGCATTTTCACTCCATAGTTACTGTCCAGGTGAGA
TCAATAGGGTGGCTTCAAGCCTCAGGAAACTTGGGGTGCCRCCCTTGCGA
GTCTGGAGACATCGGGCCAGGAGYGTCCGCGCTAAGCTACTGTCCCARG45
GAGGGAGGGCYGCCACGTGTGGTAAGTACCTCTTCAACTGGGCAGTAAG
GACCAAGCTYAAACTCACTCCAATCCCGGCTGCGTCCCAGCTGGACTTGT
CCAGCTGGTTCGTYGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTG
TCTCGTGCCCGRCCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTACTCCTACTCTCTGT
AGGGGTAGGCATCTAYCTGCTCCCCAAYCGATGA50

>NS5B Pt14
TCGATGTCCTACACAfGGACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGG 
AGGAAAGCAAGCTGCCCATCAACCCGTTGAGCAACTCTTTGCTGCGTCAC 
CATAAYATGGTATACGCTACAACATCCCGCAGCGCAAGCCTACGGCAGAA 55
GAAGGTCACTTTTGACAGACTGCAAGTCCTGGACGACCACTACCGGGACG
TGCTTAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAGCTTCTA
TCTGTAGAAGAAGCCTGCAAACTGACACCCCCACACTCGGCCAGATCCAA
ATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAGCCTATCCAGCAAGGCCGTC
AACCACATCAACTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACC60
AATTGACACCACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCAGA
GAAAGGAGGCCGCAAGCCAGCCCGCCTTATCGTGTTCCCAGACTTAGGG
GTTCGCGTGTGCGAGAAGATGGCCCTTTATGACGTGGTCTCCACCCTTCC
TCAGGCCGTGATGGGCTCCTCGTACGGATTCCAATACTCTCCTGGACAGC
GGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAATCAAAGAAATGCCCTATGGGC65
TTCTCATATGACACCCGCTGTTTTGACTCAACAGTCACCGAGAATGATATC
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CGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGCTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAA
ACAGGCCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCCCTG
ACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTATCGCCGGTGCCGCGCGAGCG
GCGTGCTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACCTGTTACTTGAAGGCC
ACCGCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGT5
GCGGGGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGAACCCAAGAGGA
CGCGGCGAACCTACGAGTCTTCACGGAGGCTATGACTAGGTATTCTGGCC
CCCCCGGGGACCCGCCCCAACCAGAATACGACTTGGARTTGATAACATCA
TGCTCCTCCAACGTGTCGGTCGCGCACGATGCATCTGGCAAGCGGGTGT
AYTACCTCACCCGCGACCCCACCACCCCCCTYGCACGGGCTGCGTGGGA10
RACAGCTAGACACACTCCAGTTAACTCCTGGCTAGGCAACATTATCATGTA
TGCGCCCACCTTATGGGCAAGGATGATCCTGATGACTCACTTCTTCTCCAT
CCTTCTAGCTCAGGAAGAACTTGAAAAAGCCCTGGATTGYCAAATCTACG
GGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACGTACCTCAGATCATTCAGGGA
CTCCATGGCCTTAGCGCATTTTCACTCCACAGTTACTCTCCAGGTGAGATC15
AATAGGGTGGCTTCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCACCCTTGCGAGT
CTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAAGCTACTGTGCCAGGGA
GGGAGGGCCGCCACTTGTGGCAGGTACCTCTTCAATTGGGCAGTAAGGA
CCAAGCTTAAACTCACTCCAATCCCGGCTGCGTCCCAGTTGGACTTGTCC
GGCTGGTTCGTTGCTGGGTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTGT20
CTCGTGCCCGACCCCGCTGGTTCCTGTGGTGCCTACTCCTACTTTCTGTA
GGGGTAGGCATCTACCTGCTCCCCAACCGATGA

>NS5B Pt15
TCGATGTCCTAYACATGGACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCCGCGG 25
ARGAAAGCAAGCTGCCCATCAATGCGTTGAGCAACTCTTTGCTGCGTCAC 
GATAAYATGGTCTACGCCACAACATCCCGCAGCGCAAGCCAGCGGCAGA 
AGAAGGTCACCTTTGAGAGACTGCAGGTCCTGGACGACCACTACCGGGA
CGTGCTTAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAGACTTC 
TATCYGTAGAAGAAGCCTGCAAGCTGACGCCCCCACACTCAGCCAGATCC 30
AAATTTGGCTATGGGGCGAAGGACGTCCGGAACCTATCTAGCAAGGCCGT 
TAACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAAACAC 
CAATCGACGCTACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCA 
GAGAAAGGAGGTCGCAAGCCRGCTCGCCTTATCGTGTTCCCAGATTTGG 
GAGTCCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGACGTGGTCTCCACCCTT 35
CCTCAGGCCGTGATGGGCCCCTCATACGGATTCCAATACTCTCCTGGACA 
GCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCGTGGAAATCAAAGAAAAACCCTATGG 
GCTTCTCATATGACACCCGCTGYTTTGACTCTACGGTCACYGAGAGYGAC 
ATCCGTACTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGC 
CAGACAGGTTATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTATATCGGGGGTCCTY 40
TGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGCTATCGCCGGTGTCGCGCAAG 
CGGCGTGCTGACGACCAGCTGCGGCAATACCCTCACATGTTACCTGAAG 
GCCACTGCAGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACAATGCTTG 
TGTGTGGGGACGACCTTGTCGTYATCTGTGAGAGCGCGGGGACCCAAGA 
GGACGCAGCGAGCCTACGAGTCTTCACGGAGGCTATGACTAGGTACTCT45
GCTCCCCCCGGGGACCCGCCCCGGCCGGAATACGACTTGGARTTAATAA 
CATCATGCTCCTCCAACGTGTCGGTCGCGCACGACGCACAYGGCAAAAG 
GGTGTACTACCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCGCGGGCYGCA 
TGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAACTCCTGGCTAGGCAACATCAT 
CATGTATGCGCCCACCTTGTGGGCAAGGATGATYCTGATGACYCATTTCTT 50
CTCCATCCTTCTAGCCCAGGAGCAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGAT 
CTACGGGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACCTACCTCAGATCATTCA 
GCGACTCCATGGTCTTAGCGCATTTTCACTCCACAGTTACTCTCCAGGTGA 
GATCAATAGGGTGGCTTCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCACCCCTGC 
GAGTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAAGCTGCTGTCCCG 55
GGGGGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCRGTA 
AGGACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCCCGGCTGCGTTCAAGCTGGACTT 
GTCCGGCTGGTTCGTTGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGC 
CTGTCTCGTGCCCGACCCCGCTGGTTYRTGTGGTGCCTACTCCTACTTTC 
TGTAGGGGTAGGCATCTACCTGCTCCCCAACCGATGA60

>NS5B Pt16
TCGATGTCCTACACATGGACAGGCGCCTTGATCACACCGTGCGCTGCGG 
ARGAGAGCAAGCTGCCCATCAAYGCGCTGAGCAAGTCTTTGYTGCGYCAC 
CATAACATGRTCTATGCCACAACATCCCGCAGCGCYAGCCAAMGGCAGAR 65
GAAGGTCACTTTTGAYAGACTGCARGTCCTGGACGACCACTACCGGGACG
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TGCTYAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTCAAGGCTAAACTTCTA
TCCGTAGARGAAGCCTGYAAGCTGACRCCCCCACACTCGGCCAGATCYAA
ATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAGCAAGGCCGTTA
ACCACATCCACTGCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGACACACCA
ATTGACACCACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGYATCCAACCAGAG5
AAAGGAGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTRTACCCAGACCTGGGGG
TCCGRGTGTGCGAGAAGATGGCTCTTTAYGATGTGGTCTCCACYCTTCCT
CAGGCCGTGATGGGCCCCTCRTACGGATTTCAGTACTCTCCTGGACAGC
GGGTTGAGTTCCTGGTGAAWGCCTGGAARTCAAAGAAATGGCCTATGGG
CTTCGCRTATGACACCCGCTGCTTYGACTCRACGGTCACTGAGAATGACA10
TYCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCYCCCGAAGCC
AGACAGGYCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCYCT
AACCAATTCAAAAGGGCAAAACTGCGGTTATCGCCGGTGTCGCGCRAGC
GGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGCAAYACCCTTACATGTTACTTGAARGC
CTCTGCRGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGOTCGTG15
TGCGGAGACGACCTCGTCGTTATCTGTGAGAGCGCGGGGACCCACGAGG
ATGCGGCGAGCCTACGAGTCTTYACGGAGGCTATGACTAGGTACTCCGG
CCCCCCYGGGGACCCGCCTCAGCCAGAATACGACTTAGAGCTGATAACAT
CATGCTCTTCCAAYGTGTCRGTCGCGCACGATGCATCYGGCAAAAGGGTR
TACTACCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCRCGGGCTGCGTQGG20
ARACAGCTAGACACACTCCAGTYAACTCCTGGCTAGGCAACATCATCATG
TAYGCGCCCACCYTATGGGCAAGGATGATCCTGATGACTCATTTCTTGtCC
ATCCTTCTAGCTCAGGAGCAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGATCTAY
GGGGCCTGTTACTCCATTGAACCACTTGACCTACCTCAAATCATTCARGGA
CTCCATGGTATTAGCGCGTTTTCACTCCAYAGTTACTCTCCAGGWGAGAT25
CAATAGGGTGGCTTCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCRCCCTTGCGAG
TCTGGAGACATCGGGCCAGGAGTGTCCGCGCTAAGYTACTGTCCCAGGG
GGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAARTACCTCTTCAACTGGGCAGTAARAA
CCAAGCTTAATCTCACTCCAATTCCGGCTGCGTCCAAGCTGGATTTATCCR
GCTGGTTGGTTGCCGGYTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCGTGTCT30
CMTGCCCGACCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTRCTGCTACTKTCTGTAGG
RGTAGGCATCTACCTGCTYCCCAACCGATGA

D. Alineación de secuencias con la secuencia de referencia
35

La alineación muestra la secuencia de nucleótidos del dominio polimerasa NS5B de un aislado de HCV-1b de un 
paciente no tratado. La secuencia se alineación frente a una secuencia de referencia. Las homologías entre las dos 
secuencias se representan como puntos.
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Ejemplo 3

Ensayo de fenotipado de NS3
5

Construcción de vector lanzadera Delta [NS3]

El plásmido 11pFK I341 PI luc NS3-3'_ET se basa en la construcción descrita en Krieger et al. 2001 y la proporcionó 
amablemente el Prof. Bartenschlager (Heidelberg, Alemania). Para generar un vector lanzadera para el fenotipado 
de NS3, se modificó por mutagénesis dirigida al sitio para introducir dos sitios de restricción Sacll en la posición 333810
y 3899. En una siguiente etapa, el plásmido modificado se digirió con Sacll y posteriormente se religó para dar el 
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vector lanzadera delta[NS3] pFK I341 PI luc ΔNS3 7-192_ET (SEC ID Nº 10).

Para la clonación InFusion, se linealizó la estructura delta[NS3] pFK I341 PI luc ΔNS3 7-192_ET (SEC ID Nº 10) por 
digestión con SacII.

5
Ejemplo 4

Clonación de los amplicones de PCR de NS3 de pacientes infectados en el vector lanzadera delta[NS3]

A. Generación del amplicón de NS3 a partir de aislados de pacientes infectados con HCV10

Para la PCR, se mezcló 1 l del producto de RT-PCR de una etapa del ensayo de genotipado de NS3 con cebador 
1b_lnFu_NS3_F (SEC ID Nº 11) 0,2 M, cebador 1b_lnFu_NS3_R (SEC ID Nº 12) 0,2 M y mezcla maestra 
Herculase™ Hotstart (Stratagene) 2x para dar un volumen total de 50 l. La desnaturalización inicial fue a 95ºC
durante 2 min y el ciclado térmico consistió en 10 ciclos seguidos de otros 20 ciclos que consistían en15
desnaturalización a 95ºC durante 30 s, hibridación a 60ºC durante 30 s y elongación a 72ºC durante 1 min (más 10 s 
por ciclo). La extensión final tuvo lugar a 72ºC durante 10 min. Los amplicones se purificaron usando el kit de 
purificación de gel QlAQuick (Qiagen).

B. Preparación del vector lanzadera delta [NS3]20

Se digirió la estructura lanzadera subgenómica de NS3 con un exceso de la endonucleasa de restricción SacII (NEB)
y tampón 4 de enzima de restricción (NEB) 1x a 37ºC durante una noche. En una siguiente etapa, se añadió 
fosfatasa intestinal de ternera y la mezcla se incubó durante 40 min a 37ºC para desfosforilar la estructura lanzadera 
linealizada. El vector desfosforilado se purificó mediante electroforesis en gel de agarosa (violeta cristal) seguido de25
extracción del gel usando el kit de QIAGEN. El vector linealizado se almacenó a -20ºC hasta uso adicional.

C. Clonación de NS3 derivado de aislados de pacientes en el vector lanzadera delta [NS3] linealizado

Los productos de PCR y el vector linealizado se descongelaron y el producto de PCR se almacenó en hielo hasta la 30
clonación. Inmediatamente antes de la clonación por In-Fusion™, el vector linealizado se desnaturalizó durante 5
min a 60ºC y posteriormente se puso en hielo. Para la reacción de clonación, se añadió 1 l del producto de PCR y 1 
l de la preparación de vector a 8 l de agua libre de Dnasa/Rnasa. La mezcla completa (10 l) se añadió en un tubo 
que contenía mezcla de reacción Dry-Down In-Fusion™ (Clontech) y se pipeteó cuidadosamente arriba y abajo. Las 
etapas de pipeteo se realizaron en hielo. Los tubos de PCR que contenían la mezcla de clonación In-Fusion™ se 35
transfirieron posteriormente a un termociclador y se incubaron durante 30 min a 42ºC. Después de la incubación los 
tubos se transfirieron inmediatamente a hielo.

D. Transformación del ADN de replicón recombinante
40

La transformación de células de Escherichia coli se realizó inmediatamente después de la etapa de clonación por In-
Fusion™. Se usaron células Ultracompetentes XL10-Gold® (Stratagene) para la transformación. Se transformaron 
50 l de las células con 5 l de la mezcla de clonación In-Fusion™ de acuerdo con el protocolo de Stratagene. La 
mezcla de transformación completa se sembró en placas LB Petri que contenían ampicilina y se incubaron durante 
una noche a 37ºC. Las colonias se combinaron aplicando 1 ml de medio LB que contenía ampicilina a las placas 45
Petri y retirando las colonias por raspado. La suspensión bacteriana se transfirió a un tubo Falcon de 15 ml. Las 
placas Petri se lavaron una segunda vez con 1 ml del medio LB que contenía ampicilina y la solución se transfirió de 
nuevo al tubo Falcon. Se añadieron 2 ml de medio LB que contenía ampicilina y las células se cultivaron a 37ºC
hasta que alcanzaron la fase logarítmica (aproximadamente 4-5 horas). Se usaron 1,5 ml del cultivo celular para la 
inoculación de 200 ml de medio LB que contenía ampicilina. Las células se cultivaron durante una noche a 37ºC50
para la preparación de ADN. El ADN se preparó usando el kit de purificación de ADN Maxiprep de QIAGEN.

Ejemplo 5

Ensayo fenotípico de replicón de NS355

A. Linealización del ADN plasmídico del replicón recombinante

El ADN plasmídico del replicón (10 g por muestra) se linealizó usando 1,5 l de Asel (NEB) y 3 l de Seal (NEB) 
junto con 4 l de tampón 3 de NEB para dar un volumen total de 40 l. La mezcla de reacción se incubó durante 460
horas a 37ºC. El vector linealizado se separó de los fragmentos resultantes mediante electroforesis en gel de 
agarosa y se purificó usando el kit de extracción de gel de QIAGEN. La concentración de ADN se midió usando el 
espectrofotómetro Nanodrop® (proporción DO260 nm/DO280 nm). El ADN purificado se almacenó a -20ºC hasta su 
uso adicional.

65
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B. Preparación de ARN de replicón transcrito in vitro

La transcripción in vitro se realizó usando el kit de transcripción de alto rendimiento MEGAscript (Ambion) de 
acuerdo con el protocolo HCV_SP_038.vs2 en la Laboratory Operation Unit en Tibotec. En resumen, se usó 1 g del 
ADN de replicón linealizado y purificado por reacción para transcripción in vitro y se añadió a una mezcla que 5
contenía 44 l de agua sin nucleasa, 4 l de solución de ATP, 4 l de solución de CTP, 4 l de solución de GTP, 4 l 
de solución de UTP y tampón de reacción 10x. Se añadieron posteriormente cuatro l de la mezcla de enzimas. El 
pipeteo se realizó a temperatura ambiente. La mezcla de reacción se incubó durante 4 horas a 37ºC. Se añadieron 
posteriormente dos l de DNasa TURBO (Ambion) y la mezcla se incubó durante 15 min a 37ºC para destruir el 
modelo de ADN. El ARN se purificó usando el kit MEGAclear™ (Ambion). El ARN se cuantificó usando el 10
espectrofotómetro Nanodrop® (proporción DO260 nm/DO280 nm). El ARN purificado se almacenó en alícuotas de 
10 g a -80ºC hasta su uso adicional.

C. Línea celular de hepatoma
15

Se cultivó la línea celular de hepatoma curada Huh7 a 37ºC en una atmósfera humidificada con CO2 al 5% en medio 
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Biowhittaker, Cat nº BE12-917F) suplementado con L-Glutamina y FCS
al 10%.

D. Determinación de replicación transitoria del replicón20

Se transfectaron 4x106 células con 10 g de ARN de replicón transcrito in vitro mediante electroporación. Para la 
determinación de la CE50, se sembraron 4.000 células/pocillo en un volumen de 30 l de medio en placas blancas de 
compuesto de 384 pocillos. Las placas de compuesto contenían 10 l/pocillo de la dilución respectiva de compuesto
en medio (que contenía DMSO al 2%), lo que conduce a un volumen total de 40 l por pocillo con una concentración 25
final de DMSO al 0,5%. Las diluciones de compuesto se prepararon por cuadruplicado. Las placas de cultivo celular 
se incubaron durante 48 h a 37ºC y CO2 al 5%. Los experimentos se realizaron por triplicado. La lectura de 
quimioluminiscencia de luciferasa de luciérnaga se realizó usando el reactivo Steady-Lite (PerkinElmer). Los valores 
de CE50 se evaluaron como la concentración inhibidora a la que se observó una reducción del 50% en el nivel de 
indicador luciferasa de luciérnaga en comparación con el nivel de señal de luciferasa de luciérnaga sin la adición de 30
compuestos. Los resultados de los estudios que ensayan el efecto inhibidor de un inhibidor de proteasa ejemplar, 
SCH 503034, sobre la replicación de replicón WT y replicones con secuencias de NS3 derivadas de pacientes se 
muestran en la Tabla 2.

La Tabla 2 muestra que el vector lanzadera con NS3 restablecido se replica. GND sirve como control de replicón sin 35
replicación.

La Tabla 3 muestra los valores de CE50 de un inhibidor de proteasa de HCV ensayado en el sistema lanzadera de 
replicón de NS3 con 5 aislados de pacientes.

40
Resultados:

Tabla 2: Nivel de replicación de replicones (formato de 96 pocillos*)
Plásmido Estructura del vector Nivel RLU

1
Nivel de replicación

2

rep PI-luc/ET (WT) rep PI-luc/ET (WT) 1637 ±348
rep PI-luc/ET NS3 7-192 InFu 
restablecido

Rep PI-luc/ET delta [NS3 7-192] Sacll 1047 ± 151 Nivel WT

GND 17 ±2 Sin replicación
Se sembraron 15000 células por pocillo en placas de 96 pocillos.
1 RLU representa el nivel de señal de luciferasa de luciérnaga observado después de 48 horas post-transfección.45
2 El nivel de replicación es comparado con el vector de tipo silvestre (WT).

Tabla 3: Valores de CE50 (formato de 384 pocillos)
Secuencia de NS3 SCH 503034 CE50 [M]*
rep PI-luc/ET (WT) 0,140 ± 0,069
Aislado clínico Pt 1 0,341 ± 0,130
Aislado clínico Pt 2 0,090 ± 0,046
Aislado clínico Pt 3 0,124 ± 0,023
Aislado clínico Pt 4 0,126 ± 0,018
Aislado clínico Pt 5 0,120 ± 0,068
* Inhibición por SCH 503034 de la replicación transitoria de ARN del replicón de HCV que contiene NS3 de aislados 
clínicos del genotipo 1b insertado en el vector lanzadera pFK Pl-luc delta[NS3 7-192]_ET; valor medio de EC50 de al 50
menos n=3 experimentos.
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Ejemplo 6

Ensayo de fenotipado de NS5B

Construcción de estructura delta[NS5B]5

El plásmido 11pFK I341 PI luc NS3-3'_ET se basa en la construcción descrita en Krieger et al. 2001 y la proporcionó 
amablemente el Prof. Bartenschlager (Heidelberg, Alemania). Para generar un vector lanzadera, se modificó por 
mutagénesis dirigida al sitio para introducir dos sitios de restricción AfIII en la posición 7481 y 9287. Primero, se 
introdujo un sitio de restricción Aflll por mutagénesis dirigida al sitio en el 3' NCR directamente después del codón de 10
parada de NS5B en Medigenomix (Múnich, Alemania) produciendo el plásmido pFKi341 luc_NS3-3'-ET-AfIII (SEC ID 
Nº 17). A continuación, se introdujo un segundo sitio de restricción AfIII 8 aa cadena arriba del sitio de escisión de 
NS5A/NS5B usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio Quick Change (Stratagene La Jolla, CA, EEUU) de 
acuerdo con las recomendaciones del fabricante con el par de cebadores SDM AfIII-5A-fwd (5'-
accgtaagcgaggagcttaaggctagtgaggacgtc-3') (SEC ID Nº 18) y AfIII-5A-rev (5'-gacgtcctcactagccttaagctcctcgcttacggt-15
3') (SEC ID Nº 19) produciendo el plásmido pFKi341 luc_NS3-3'-ET-2xAfIII (SEC ID Nº 20). En una siguiente etapa, 
el plásmido modificado se digirió con AfIII y posteriormente se religó produciendo la estructura delta[NS5B] 
pFK_I341_PI_NS3-3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-ScaI (SEC ID Nº 21).

En paralelo, se generó una construcción de fenotipado de NS5B con un sitio de restricción Xbal en el extremo 3' 20
usando el plásmido pFKi341 luc_NS3-3'-ET-2xAfIII (SEC ID Nº 20) como molde. Primero, se mutó un sitio Xbal en el 
gen de la luciferasa de luciérnaga mediante un enfoque de mutagénesis dirigida al sitio, produciendo una mutación 
silenciosa, usando el par de cebadores Xbal-mut-fwd (5'-ggcgccattctatccactagaggatggaacc-3') (SEC ID Nº 22) y 
Xbal-mut-rev (5'-ggttccatcctctagtggatagaatggcgcc-3') (SEC ID Nº 23). En una segunda reacción SDM, se introdujo un 
sitio de restricción Xbal en el extremo 3' del 3' NCR de HCV en lugar del sitio ScaI usando el par de cebadores XbaI-25
add-fwd (5'-gagtgctgatactggcctctctgcagatcaagtctagaaagtccctttagtgagggttaattc-3') (SEC ID Nº 24) y Xbal-add-rev (5'-
gaattaaccctcactaaagggactttctagacttgatctgcagagaggccagtatcagcactc-3') (SEC ID Nº 25) produciendo el plásmido 
pFKi341 luc_NS3-3'-ET-2xAfIII-Xbal (SEC ID Nº 26). En una siguiente etapa, el plásmido modificado se digirió con 
AfIII y posteriormente se religó produciendo la estructura delta[NS5B] pFK_I341_PI_NS3-3_ET_dNS5a/b_5a440-
5b591-Xbal (SEC ID Nº 27).30

La linealización con Xbal produce un extremo 3' de HCV auténtico y ofreció la posibilidad de amplicones lanzadera 
de aislados clínicos que albergan un sitio ScaI en la secuencia codificante de NS5B.

Para la clonación por InFusion, se linealizó la estructura delta[NS5B] pFK_I341_PI_NS3-3_ET_dNS5a/b_5a440-35
5b591-Scal (SEC ID Nº 21) o pFK_I341_PI_NS3-3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Xbal (SEC ID Nº 27) por digestión 
con AfIII.

Ejemplo 7
40

Clonación de los amplicones de PCR de NS5B de pacientes infectados con HCV en el vector lanzadera delta [NS5B]

A. Generación de amplicón de NS5B a partir de aislados de pacientes infectados con HCV

Para la PCR InFusion™, se mezcló 1 l del producto de RT-PCR de una etapa del ensayo de genotipado de NS5B45
con cebador 1b_NS5B_F_AfIII-lnfusion (5'-AAGCGAGGAGCTTAAGGCYRGTGAGGACGT-3') (SEC ID Nº 28) 0,2 
M, cebador 1b_NS5B_R_AfIII-lnfusion (5'-AGCTCCCCGTCTTAAGTCAYCGGTTGGGG-3') (SEC ID Nº 29) 0,2 M 
y mezcla maestra Herculase™ Hotstart (Stratagene La Jolla, CA, EEUU) 2x para dar un volumen total de 50 l. La 
desnaturalización inicial fue a 95ºC durante 2 min y el ciclado térmico consistió en 10 ciclos seguidos de otros 20 
ciclos que consistían en desnaturalización a 95ºC durante 30 s, hibridación a 60ºC durante 30 s y elongación a 72ºC50
durante 1 min 30 s (más 10 s por ciclo). La extensión final tuvo lugar a 72ºC durante 10 min. Los amplicones se 
purificaron usando el kit de purificación de gel QIAQuick (Qiagen, Hilden, Alemania). El volumen final de los 
amplicones purificados fue 30 l.

B. Preparación de vector lanzadera delta [NS5B]55

Se digirió la estructura lanzadera subgenómica de NS5B con un exceso de la endonucleasa de restricción AflIII
(NEB) y tampón 4 de enzima de restricción (NEB) 1x a 37ºC durante una noche. En una siguiente etapa, se añadió 
fosfatasa intestinal de ternera y la mezcla se incubó durante 1 h a 37ºC para desfosforilar la estructura lanzadera 
linealizada. El vector desfosforilado se purificó mediante electroforesis en gel de agarosa (violeta cristal) seguido de60
extracción del gel usando el kit de QIAGEN. El vector linealizado se almacenó a -20ºC hasta su uso adicional.

C. Clonación de NS5B derivado de aislados de pacientes en el vector lanzadera delta [NS5B] linealizado

Los productos de PCR y el vector linealizado se descongelaron y el producto de PCR se almacenó en hielo hasta la 65
clonación. Inmediatamente antes de la clonación por In-Fusion™, el vector linealizado se desnaturalizó durante 5

E09740083
11-09-2015ES 2 546 190 T3

 



18

min a 60ºC y posteriormente se puso en hielo. Para la reacción de clonación, se añadieron 2 l del producto de PCR
y 1-3 l de la preparación de vector a 5-8 l de agua sin Dnasa/Rnasa. La mezcla completa (10 l) se añadió en un 
tubo que contenía la mezcla de reacción Dry-Down In-Fusion™ (Clontech) y se pipeteó cuidadosamente arriba y 
abajo. Las etapas de pipeteo se realizaron en hielo. Los tubos de PCR que contenían la mezcla de clonación In-
Fusion™ se transfirieron posteriormente a un termociclador y se incubaron durante 30 min a 42ºC. Después de la 5
incubación los tubos se transfirieron inmediatamente a hielo.

D. Transformación de ADN de replicón recombinante

La transformación de células de Escherichia coli se realizó inmediatamente después de la etapa de clonación por In-10
Fusion™. Se usaron las células Ultracompetentes XL10-Gold® (Stratagene) para la transformación. Se 
transformaron 50 l de las células con 5 l de la mezcla de clonación In-Fusion™ de acuerdo con el protocolo de 
Stratagene. La mezcla de transformación completa se sembró en placas LB Petri que contenían ampicilina y se 
incubaron durante una noche a 37ºC. Las colonias se combinaron aplicando 1 ml de medio LB que contenía 
ampicilina a las placas Petri y retirando las colonias por raspado. La suspensión bacteriana se transfirió a un tubo 15
Falcon de 15 ml. Las placas Petri se lavaron una segunda vez con 1 ml del medio LB que contenía ampicilina y la 
solución se transfirió de nuevo al tubo Falcon. Se añadieron 2 ml de medio LB que contenía ampicilina y las células 
se cultivaron a 37ºC hasta que alcanzaron la fase logarítmica (aproximadamente 4-5 horas). Se usaron 1,5 ml del 
cultivo celular para la inoculación de 200 ml de medio LB que contenía ampicilina. Las células se cultivaron durante 
una noche a 37ºC para la preparación de ADN. El ADN se preparó usando el kit de purificación de ADN Maxiprep de 20
QIAGEN.

Ejemplo 8

Ensayo fenotípico de replicón de NS5B25

A. Linealización del ADN plasmídico del replicón recombinante

El ADN plasmídico del replicón (10 g por muestra) se linealizó usando 3 l de Xbal (NEB) junto con 10 l de 
tampón NEB 4 y 1 l de una solución madre de BSA concentrada 100x (NEB) para dar un volumen total de 100 l. 30
La mezcla reacción se incubó durante 4 horas a 37ºC. El vector linealizado se separó de los fragmentos resultantes 
mediante electroforesis en gel de agarosa y se purificó usando el kit de extracción de gel de QIAGEN. La 
concentración de ADN se midió usando el espectrofotómetro Nanodrop® (proporción DO260 nm/DO280 nm). El 
ADN purificado se almacenó a -20ºC hasta su uso adicional.

35
B. Preparación de ARN de replicón transcrito in vitro

La transcripción in vitro se realizó usando el kit de transcripción de alto rendimiento MEGAscript (Ambion) de 
acuerdo con el protocolo HCV_SP_038.vs2 en la Laboratory Operation Unit en Tibotec. En resumen, se usó 1 g del 
ADN de replicón linealizado y purificado por reacción para la transcripción in vitro y se añadió a una mezcla que 40
contenía 44 l de agua sin nucleasa, 4 l de solución de ATP, 4 l de solución de CTP, 4 l de solución de GTP, 4 l 
de solución de UTP y tampón de reacción 10x. Posteriormente se añadieron cuatro l de la mezcla de enzimas. El 
pipeteo se realizó a temperatura ambiente. La mezcla de reacción se incubó durante 4 horas a 37ºC. Posteriormente 
se añadieron dos l de DNasa TURBO (Ambion) y la mezcla se incubó durante 15 min a 37ºC para destruir el molde 
de ADN. El ARN se purificó usando el kit MEGAclear™ (Ambion). El ARN se cuantificó usando el espectrofotómetro 45
Nanodrop® (proporción DO260 nm/DO280 nm). El ARN purificado se almacenó en alícuotas de 10 g a -80ºC hasta 
su uso adicional.

C. Línea celular de hepatoma
50

Se cultivó la línea celular de hepatoma curada Huh7 a 37ºC en una atmósfera humidificada con CO2 al 5% en medio 
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Biowhittaker, Cat n° BE12-917F) suplementado con L-Glutamina y FCS
al 10%.

D. Determinación de replicación transitoria del replicón55

Se transfectaron 4x106 células con 10 g de ARN de replicón transcrito in vitro mediante electroporación. Para la 
determinación de CE50 se sembraron 4.000 células/pocillo en un volumen de 30 l de medio en placas blancas de
compuesto de 384 pocillos. Las placas de compuesto contenían 10 l/pocillo de la dilución respectiva de compuesto 
en medio (que contenía DMSO al 2%), lo que conduce a un volumen total de 40 l por pocillo con una concentración 60
final de DMSO al 0,5%. Las diluciones del compuesto se prepararon por cuadruplicado. Las placas de cultivo celular 
se incubaron durante 48 h a 37ºC y CO2 al 5%. Los experimentos se realizaron al menos por duplicado. La lectura 
de quimioluminiscencia de luciferasa de luciérnaga se realizó usando el reactivo Steady-Lite (PerkinElmer). Los 
valores de CE50 se evaluaron como la concentración inhibidora a la que se observó una reducción del 50% en el 
nivel de indicador de luciferasa de luciérnaga en comparación con el nivel de señal de luciferasa de luciérnaga sin la 65

E09740083
11-09-2015ES 2 546 190 T3

 



19

adición de compuestos. Los resultados de estudios que ensayan el efecto inhibidor de un inhibidor de polimerasa
ejemplar, ácido tiofene-2-carboxílico, sobre la replicación de replicón WT y replicones con secuencias NS5B 
derivadas del paciente se muestran en la Tabla 4.

La Tabla 4 muestra los valores de CE50 de un inhibidor de polimerasa de HCV ensayado en el sistema lanzadera de 5
replicón de NS5B con 5 aislados de pacientes.

Resultados:

Tabla 4: Valores de CE50 (formato de 384 pocillos)10
Secuencia de NS5B Ácido tiofeno-2-carboxílico CE50 [M]*
Rep PI-luc/ET (WT) 0,58
Aislado clínico Pt 1 2 0,28
Aislado clínico Pt 13 0,59
Aislado clínico Pt 14 1,0**
Aislado clínico Pt 15 0,63
Aislado clínico Pt 16 3,96
* Inhibición por ácido tiofeno-2-carboxílico de replicación transitoria de ARN del replicón de HCV que contiene NS5B 
de aislados clínicos de genotipo 1b insertado en el vector lanzadera pFK Pl-luc delta[NS5B]_ET; valor medio de CE50

de al menos n=2 experimentos.
** medido una vez

15
Tabla 5
SEC ID
Nº

Nombre de cebador Secuencia (5' a 3') Observación Amplificación/ 
Secuenciación

1 NS5Bsubtype_A TGGGGTTCGCGTA 
TGATACCCGCTGC 
TTTGA

ensayo de subtipado 
basado en secuencia 
de NS5B

Amplificación

2 NS5Bsubtype_B TGGGGTTTTCTTA
CGACACCAGGTG
CTTTGA

ensayo de subtipado 
basado en secuencia 
de NS5B

Amplificación

3 NS5Bsubtype_C CCGTATGATACCC 
GCTGCTTTGACTC AAC

ensayo de subtipado 
basado en secuencia 
de NS5B

Amplificación y
secuenciación

4 NS5Bsubtype_D TCCTACGACACCA 
GGTGCTTTGATTC AAC

ensayo de subtipado 
basado en secuencia 
de NS5B

Amplificación y
secuenciación

5 NS5Bsubtype_E AATTCCTGGTCAT
AGCCTCCGTGAA
GACTC

ensayo de subtipado 
basado en secuencia 
de NS5B

Amplificación y
secuenciación

6 1b_NS3_out_F GCGTGTGGGGAC 
ATCATCTTAGG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

7 1b_NS3_out_R GCTGCCAGTGGG 
AGCGTG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

8 1b_NS3_in_F TCATCTTAGGCCT 
GCCCGTCTC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación

9 1b_NS3_in_R GGGAGCGTGTAG 
ATGGGCCAC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación

10 pFK I341 PI luc 
deltaNS3 7-192 ET

Secuencia plasmídica de 
estructura delta[NS3]

Fenotipado de 
estructura lanzadera

NA

11 1b_InFu_NS3_F ATGGCGCCTATTA 
CCGCCTACTCCCA 
ACAGACG

Fenotipado de cebador 
de amplificación

Amplificación

12 1b_InFu_NS3_R AATGTCTGCGGTA
CCGCCGGGGGGG
ATGAGTTGTC

Fenotipado de cebador 
de amplificación

Amplificación

13 1b_NS5B_out_F TAGAGTCCTGGA 
AGGACCCGG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación

14 1b_NS5B_out_R GGCCTGGAGTGG 
TTAGCTCCCC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación
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SEC ID
Nº

Nombre de cebador Secuencia (5' a 3') Observación Amplificación/ 
Secuenciación

15 1b_NS5B_in_F TGGAAGGACCCG 
GACTACG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación y
secuenciación

16 1b_NS5B_in_R GAGTGGTTAGCTC 
CCCGTTCA

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación y
secuenciación

17 pFKi341 luc NS 3-3'-
ET-AflII

plásmido con 1er sitio AfIII 
(plásmido intermedio)

Fenotipado de 
estructura lanzadera

NA

18 AflII-5A-fwd (5'-accgtaagcgaggag 
cttaaggctagtgaggacgtc -3') 
cebador SDM

Fenotipado para 
clonación

19 AflII-5A-rev (5'-gacgtcctcactagcctt 
aagctcctcgcttacggt-3' 
cebador SDM

Fenotipado para 
clonación

20 pFKi341 luc NS 3-3'-
ET-2xAflII

plásmido con 2o sitio AfIII 
(plásmido intermedio)

Fenotipado de 
estructura lanzadera

NA

21 pFK_I341 PI NS 3-3 ET 
dNS5A/b_5a440-
5b591-Scal

Secuencia plasmídica de 
estrcutura delta[NS5B] 
ScaI

Fenotipado de 
estructura lanzadera

NA

22 Xbal-mut-fwd (5'-ggcgccattctatccac 
tagaggatggaacc-3') 
cebador SDM

Fenotipado para 
clonación

23 Xbal-mut-rev (5'-ggttccatcctctagtg 
gatagaatggcgcc-3') 
cebador SDM

Fenotipado para 
clonación

24 Xbal-add-fwd (5'-gagtgctgatactggcc 
tctctgcagatcaagtctaga 
aagtccctttagtgagggtta
attc-3')

Fenotipado para 
clonación

25 Xbal-add-rev (5-gaattaaccctcactaaa 
gggactttctagacttgatctg 
cagagaggccagtatcagc
actc-3')

Fenotipado para 
clonación

26 pFKi341 luc NS 3-3'-
ET-2xAfl II-Xbal

Plásmido intermedio Fenotipado de 
estructura lanzadera

NA

27 pFK_I341 PI NS 3-
3_ET dNS5A/b_5a440-
5b591-Xbal

Secuencia plasmídica de 
estructura delta[NS5B] 
XbaI

Fenotipado de 
estructura lanzadera

NA

28 1b_NS5B_F_AflI I-
Infusion

AAGCGAGGAGCT 
TAAGGCYRGTGA 
GGACGT

Fenotipado de cebador 
de amplificación

Amplificación

29 1b_NS5B_R_AflI I-
Infusion

AGCTCCCCGTCTT
AAGTCAYCGGTT
GGGG

Fenotipado de cebador 
de amplificación

Amplificación

30 1a_NS3/4A_out_R GGGACCTCACCG Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación
CTCATGAT

31 1a_NS3/4A_in_R CTCACCGCTCATG 
ATCTTGAATGC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

32 1a_NS3/4A_out_F CGGAGGTCATTA Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación
CGTGCAAATG

33 1a_NS3/4A_in_F CGTGCAAATGGC 
CATCATCAAG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

34 1a_NS2_F1sb GCGCTTACTGGCA 
CCTATG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

35 1a_NS3_F1s AGGCACGCCGAT 
GTCAT

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

36 1a_NS3_R2s CGGGACCTTGGT 
GCTCTT

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

37 1a_NS3_F2s CGGCACTGTCCTT 
GACCA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

38 1a_NS3_R3s GAGTCGAAGTCG 
CCGGTA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

39 1a_NS3_F3s CC GAGACTACAG 
TTAGGCTACG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación
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SEC ID
Nº

Nombre de cebador Secuencia (5' a 3') Observación Amplificación/ 
Secuenciación

40 1a_NS3_R4s GCATGTCATGATG 
TATTTGGTG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

41 1a_NS4B_R1s ACGAGGACCTTC 
CCCAGT

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A) y 
NS4B/5A

Secuenciación

42 1a_NS3_out_R GCTGCCGGTGGG 
AGCATG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

43 1a_NS3_in_R GAGCATGCAGGT 
GGGCCAC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación

44 1a_NS3_out_F GCGGCGACATCA 
TCAACGG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

45 1a_NS3_in_F CATCAACGGCTTG 
CCCGTCTC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación

46 1a_NS3_Fs_BU GACCTTTACCTGG 
TCACGAG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Secuenciación

47 1a_NS4B/5A_out_R GCTGTCCAGAACT 
TGCAGTCTGTC

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

48 1a_NS4B/5A_in_R CCTTTGGCAAGCA 
CTGCGTG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

49 1a_NS4B/5A_out_F CTGCGTGGTCATA 
GTGGGCAG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

50 1a_NS4B/5A_in_F TGTCTTGTCCGGG 
AAGCCGG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

51 1a_NS4B_F2s CGTCACTGCCATA 
CTCAGCA

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

52 1a_NS5A_R1s CGTCCCGTTTTTG 
ACATG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

53 1a_NS5A_R2s TGACTCAACCCTG 
GTGATGTT

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

54 1a_NS5A_F2s CGGTGGTCCTCAC 
CGAA

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A y 
polimerasa (NS5B)

Secuenciación

55 1a_NS4A_F1s TTGTCCGGGAAGCCG Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

56 1a_NS5B_R1s TGGCAAGCACTGCGTG Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

57 1a_NS5A_F1s TTGACGTCCATGC 
TCACTG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

58 1a_NS5B_out_R AGGCC GGAGTGT 
TTACCCCAAC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación

59 1a_NS5B_in_R GGAGTGTTTACCC 
CAACCTTCA

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación y
secuenciación

60 1a_NS5B_out_F TGACTATGAACC 
ACCTGTGGTCC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación

61 1a_NS5B_in_F CACCTGTGGTCCA 
TGGCTG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación y
secuenciación

62 1a_NS5B_F1s CATCAACTCCGTG 
TGGAAAG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

63 1a_NS5B_R1s CAGCGGGTATGA 
TAGGAGAA

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

64 1a_NS5B_F2s GCACCATGCTCGT 
GTGTG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

65 1a_NS5B_R2s GTCATCAGTATCA 
TCCTCGCC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

66 1a_NS5B_F3s CGACTC CATGGTC 
TTAGCG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación
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SEC ID
Nº

Nombre de cebador Secuencia (5' a 3') Observación Amplificación/ 
Secuenciación

67 1b NS3/4A out R GAGCGCCTTCTGT 
TTGAATTG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

68 1b_NS3/4A_in_R CTGTTTGAATTGC 
TCGGCGAG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación y
secuenciación

69 1b_NS3/4A_out_F ATGCATGCTGGTG 
CGGAA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

70 1b_NS3/4A_in_F TGGTGCGGAAAG 
TCGCTGG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

71 1b_NS2_F1s GGTCATTATGTCC 
AAATGGC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

72 1b_NS3_F1s CGGCAGCTCGGA 
CCTTTA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

73 1b_NS3_R2s CACTTGGAATGTC 
TGCGGTAC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

74 1b_NS3_F2s GATGAGTGCCAC 
TCAACTGACT

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

75 1b_NS3_R3s CGTCTGTTGCCAC 
GACAA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

76 1b_NS3_F3s CTATGACGCGGG 
CTGTG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

77 1b_NS3_R4s AGCCGTATGAGA 
CACTTCCAC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

78 1b_NS4B/5A_out_R GCATAGACCATG 
TTGTGGTGACG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

79 1b_NS4B/5A_in_R GTGACGCAGCAA 
AGAGTTGCTCA

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación y
secuenciación

80 1b_NS4B/5A_out_F AGCGTGGTCATTG 
TGGGCAG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

81 1b_NS4B/5A_in_F GGGC AGG ATC AT 
CTTGTGCGG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación y
secuenciación

82 1b_NS4B_R1s TTCCCAAGGCCTA 
TGCTG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

83 1b_NS4B_F2s GGATGAACCGGC 
TGATAGC

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

84 1b_NS5A_R1s ATGGAACCGTTTT 
TGACATGT

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

85 1b_NS5A_F1s GGGCATGACCAC 
TGACAAC

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

86 1b_NS5A_R2s CCACAGGAGGTT 
GGCCT

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

87 1b_NS5A_F2s CACGGGTGCCCA TTGC Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A y 
polimerasa (NS5B)

Secuenciación

88 1b_NS5B_F1s AAGGAGATGAAG 
GCGAAGG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

89 1b_NS5B_R1s CATCACGGCCTG 
AGGAAG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

90 1b_NS5B_F2s TCGCTCACAGAG 
CGGCT

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

91 1b_NS5B_R2s TGGAGGAGCATG 
ATGTTATCA

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

92 1b_NS5B_F3s CGACTCCATGGTC 
TTAGCG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

93 2a_NS3/4A in_F GTAGGTGGACTG
GCACTTACATCTA
TGA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

94 2a_NS3/4A out_F CGCTATTAGCCCT 
TGGTAGGTGG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

95 2a_NS3/4A in_R AAATGCCCGCAC 
CATACCC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación y
secuenciación
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SEC ID
Nº

Nombre de cebador Secuencia (5' a 3') Observación Amplificación/ 
Secuenciación

96 2a_NS3/4A out_R GGCTTCTCGCCAG 
ACATGATCTT

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

97 2a_NS2_F2sb CACGGACTTCCCG 
TGTC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

98 2a_NS3_R1sb TGCCAGTTGGGG CATG Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

99 2a_NS3_F1s TCCGGGCAGCTGT GTG Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

100 2a_NS3_R2s CGTCTTGAGGGA 
CAGTCTGTG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

101 2a_NS3_F2s GGAGGGTGAGAT 
CCCCTTCTA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

102 2a_NS4B_R1s GAAGTTCCACAT 
GTGTTTGGC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

103 2a_NS3_F3s GTAGTGCTCTGTG 
AGTGCTACG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

104 2a_NS3_in_F ATCTTAGACGGAC 
TCCCCGTGTC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación

105 2a_NS3_out_F ATGCGGGGACAT 
CTTACACGG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

106 2a_NS3_in_R TGGGGCATGCAA 
GTACCCGAC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación

107 2a_NS3_out_R CACTGCCAGTTGG 
GGCATG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

108 2b_NS3/4A_in_F TACGGATACCAT 
AGTTTGTGAGGGC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

109 2b NS3/4A out F TCTCTGCT AC GG A 
TACCATACTTTG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

110 2b_NS3/4A_in_R TCCACCAGTATCT 
TACCCAGGCCTA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

111 2b NS3/4A_out_R ACGTCCACCAGT 
ATCTTACCCA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

112 2b_NS2_F1s ACGAGTGTGTAC 
CCTGGTGA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

113 2b_NS3_F1s GACCCCTGTACCT 
GCGG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

114 2b_NS3_R2s GCAAGTAGCCCA 
CCTGGTAAG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

115 2b_NS3_F2s GCCATTCAGTGG 
ACGCCAC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

116 2b_NS3_R3s CCTTGAGTTGGTA 
TAACGGAGAC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

117 2b_NS3_F3s GCTCTGTGAGTGC 
TATGATGC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

118 2b_NS3_R4s GGTAGGACCAGT 
CAGTGTAGGTTT

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

119 2b_NS4B_R1s CAACGAAGCCAG 
TGGCTC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

120 2b_NS3_in_F TGCATGGCCTCCC 
GGTTTC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación

121 2b_NS3_out_F CATGTGGAGACA 
TCCTGCATGG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

122 2b_NS3_in_R TTGGTGCATGCAA 
GTAGCCCAC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación
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SEC ID
Nº

Nombre de cebador Secuencia (5' a 3') Observación Amplificación/ 
Secuenciación

123 2b_NS3_out_R CGCTGCCTGTTGG 
TGCATG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

124 2b_NS5B_in_F CTTCTGTACCATC
AGAGTACCTGAT
CA

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación y
secuenciación

125 2b_NS5B_out_F GTGAGCCTTCTGT
ACCATCAGAGTA
C

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación

126 2b_NS5B_out_R ATGGAGTGTAGC 
TAGGGTTTGCC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación

127 2b_NS5B_R_in TGTAGCTAGGGTT 
TGCCGCTCTA

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación y
secuenciación

128 2b_NS5A_F2s GAACCACCCACT 
GTCCTAGG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

129 2b_NS5B_F1s GCACACTATGACT 
CAGTCTTGCA

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

130 2b_NS5B_R1s CATCTTTTCGCAC 
ACCCTG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

131 2b_NS5B_F2s TAG GTAGG AGGG 
CCCATG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

132 2b_NS5B_R2s AGCGCTACCGAT 
ACGTTTG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

133 2b_NS5B_F3s CCGGGCATAATTG 
AAAGG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

134 3a_NS3/4A_in_F ATGCTCGTGCGCT 
CCGTGAT

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación '

135 3a NS3/4A_out F CTTTGCATGCTCG 
TGCGCTC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

136 3a_NS3/4A_in_R TACTATGGGCTCA 
ATGACAGC TTGTT G

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación y
secuenciación

137 3a NS3/4A_out_R GGTAGCTACTATG
GGCTCAATGACA
GC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

138 3a_NS2_F1s TACTTCCAGATGA 
TCATACTGAGC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

139 3a_NS3_F1s ACTTATACTTGGT 
TACGCGCG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

140 3a_NS3_R2s TCTTACCGCTGCC 
GGTC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

141 3a_NS3_F2s TCTTAGATCAGGC 
TGAGACGG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

142 3a_NS3_R3s CTGTTGTTGGTAT 
GACGGACA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

143 3a_NS3_F3s AGCCCGCTGAGA 
CCACA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

144 3a_NS3_R4s ATGTAGTGTTGGC 
TTAAGCCG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

145 3a_NS3_out_R CTGCCGGTCGGG 
GCATG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

146 3a_NS3_in_R GGTCGGGGCATG 
AAGGTATCCTAC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación

147 3a_NS3_out_F CTTGCGGAGATAT 
TCTTTGCGG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

148 3a_NS3_in_F TTGCGGGCTGCCC 
GTCTC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación
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SEC ID
Nº

Nombre de cebador Secuencia (5' a 3') Observación Amplificación/ 
Secuenciación

149 3a NS4B/5A_out _R CGACGTTGAATA 
GACTAGGTTATG 
ATGTCT

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

150 3a NS4B/5A_out_F CCCTAGCGGCCTA 
CTGCTTG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

151 3a NS4B/5A_in_F GGCCTACTGCTTG 
TCAGTCGG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

152 3a_NS4A_F1s GCCTACTGCTTGT 
CAGTCGG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

153 3a_NS4B_R1s ATACCCCCTATGG 
CAGCG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

154 3a_NS4B_F2s ACAGTGGATGAA 
CAGGCTCAT

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

155 3a_NS5A_R1s TGACAGGAAATG 
AAGGGCAG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

156 3a_NS5A_Fls TGAAGTGGATGG 
GGTGAGA

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

157 3a_NS5A_R2s TGAGGCCTATGC 
GTCTGG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

158 3a_NS5A_F2s CACCAACTGTCG 
ATGGATG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A y 
polimerasa (NS5B)

Secuenciación

159 3a NS4B/5A_in_R TTATGATGTCTCA
ACAAGGAGTTGC
TGA

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación y
secuenciación

160 3a_NS5B_out_R AGTGTTATCTTAC
CAGCTCACCGAG
C

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación

161 3a_NS5B_in_R ATCTTACCAGCTC 
ACCGAGCTGGC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación y
secuenciación

162 3a_NS5B_out_F GTATCCTCCAGCC 
CTTCCTATCTG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación

163 3a_NS5B_in_F CAGCCCTTCCTAT 
CTGGGCTAG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación y
secuenciación

164 3a_NS5B_F1s TCGGGTATAGTGC 
GAAGGA

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

165 3a_NS5B_R1s CTTCAGCAGACGT 
TCGACC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

166 3a_NS5B_F2s TACATCAAGGCC 
ACAGCG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

167 3a_NS5B_R2s CTGGAGTGTGAC 
GAGCTGTT

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

168 3a_NS5B_F3s CTTGGAGACATC 
GGGCAC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

169 4a/d NS3/4A_in_F GCGCGTCCCTTAC 
TTCGTGAG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

170 4a/d NS3/4A_out_F GCTCCTGCGCGTC 
CCTTAC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

171 4a/d NS3/4A_in_R GTAGCCAGCGAG 
GATGTCCACTAG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación y
secuenciación

172 4a/d NS3/4A_out_R CATCTCGCCGCTC 
ATGATCTT

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Amplificación

173 4a/d_NS2_F1s GCGTCC CTTACTT 
CGTGAG

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

174 4a/d_NS3_F1s CCGTGCGCAGGA GAGG Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

175 4a/d_NS3_F2s C AC GGTCTTGG AC 
CAAGC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

176 4a/d_NS3_F3s GCCTGGTACGAA 
CTGACACC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

177 4a/d_NS3_R2s GCCACTTCCTGTT 
GGTGC

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación
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SEC ID
Nº

Nombre de cebador Secuencia (5' a 3') Observación Amplificación/ 
Secuenciación

178 4a/d_NS3_R3s CTGAGTCAAAGT 
CGCCGGT

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

179 4a/d_NS3_R4s GACATGCAGGCC 
ATGATGTA

Ensayo de genotipado 
de proteasa (NS3/4A)

Secuenciación

180 4a/d_NS3_in_F TAAGGGGATTAC 
CTGTCTCGGC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación

181 4a/d_NS3_out_F AGTTGTGTTCACG 
CCCATGGAG

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

182 4a/d_NS3_in_R GGGACTTTGGTGC 
TCTTGCC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación y
secuenciación

183 4a/d_NS3_out_R TCGATGCCATATG 
CCTTGGAC

181 aa N-terminales 
del ensayo de 
genotipado de NS3

Amplificación

184 4a/d_NS4B/5A_out_F TTTCAGTGGGCAG 
CGTGGT

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

185 4a/d NS4B/5A_in_F AGCGTGGTGATC 
GTCGGGAG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación y
secuenciación

186 4a/d_NS4B/5A_out_R CCTGCAGGCGGT 
CGAAGG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación

187 4a/d NS4B/5A_in_R CGAAGGTCACCTT 
CTTCTGCCG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Amplificación y
secuenciación

188 4a/d_NS4B_R1s AGACATGAGGGA 
AGCAATGG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

189 4a/d_NS4B_F1sb TGTGCAGTGGAT 
GAACCG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

190 4a/d_NS5A_R1s ACTCTGCGAACCT 
CCACG

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

191 4a/d_NS5A_F1s GTTGACAGACCC 
ATCACACAT

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

192 4a/d_NS5A_R2s TCGTCTGTCTCAA 
CCCTGGT

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

193 4a/d_NS5A_F2sb TCTTACTCGTCAA 
TGCCTCC

Ensayo de genotipado 
de NS4B/5A

Secuenciación

194 4a/d NS5B_out_F CGGGGTAACACA 
AGATAACATCAA G

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación

195 4a/d NS5B_out_R ACCCTAAGGTCG 
GAGTGTTAAGCT

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación

196 4a/d_NS5B_in_F ACAAGATAACAT 
CAAGTGCCCCTG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación

197 4a/d_NS5B_in_R AAGGTCGGAGTG 
TTAAGCTGCCTA

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Amplificación y
secuenciación

198 4a/d_NS5A_F2sc CTTATTCGTCAAT 
GCCTCCAC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

199 4a/d_NS5B_F1s ATCATGGCCAAA 
AATGAGGT

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

200 4a/d_NS5B_F2s GCCTTCACGGAG 
GCTATGAC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

201 4a/d_NS5B_F3bs TGTGGCATATACC 
TCTTTAACTGG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

202 4a/d_NS5B_R2s GGAGTCAAAGCA 
GCGGG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

203 4a/d_NS5B_R3s CAGGAATTGACT 
GGAGTGTGTC

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación

204 4a/d_NS5B_R4s GCACAGGAGTAA 
ATAGCGGG

Ensayo de genotipado 
de polimerasa (NS5B)

Secuenciación
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Virco BVBA

<120> Método para determinar mutaciones de resistencia a fármacos en cualquiera de las regiones de las 5
proteínas no estructurales NS3 a NS5B del virus de la hepatitis C (VHC) para los genotipos 1 a 6

<130> VIP 030 PCT

<150> EP0816594910
<151> 06-10-2008

<160> 204

<170> Patentln versión 3.315

<210> 1
<211> 31
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C20

<400> 1
tggggttcgc gtatgatacc cgctgctttg a 31

<210> 225
<211> 31
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 230
tggggttttc ttacgacacc aggtgctttg a 31

<210> 3
<211> 29
<212> ADN35
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 3
ccgtatgata cccgctgctt tgactcaac 29

40
<210> 4
<211> 29
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

45
<400> 4
tcctacgaca ccaggtgctt tgattcaac 29

<210> 5
<211> 3050
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 5
aattcctggt catagcctcc gtgaagactc 3055

<210> 6
<211> 23
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C60

<400> 6
gcgtgtgggg acatcatctt agg 23

<210> 765
<211> 18
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 7
gctgccagtg ggagcgtg 185

<210> 8
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C10

<400> 8
tcatcttagg cctgcccgtc tc 22

<210> 915
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 920
gggagcgtgt agatgggcca c 21

<210> 10
<211> 12003
<212> ADN25
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 10

30

E09740083
11-09-2015ES 2 546 190 T3

 



29

E09740083
11-09-2015ES 2 546 190 T3

 



30

E09740083
11-09-2015ES 2 546 190 T3

 



31

E09740083
11-09-2015ES 2 546 190 T3

 



32

E09740083
11-09-2015ES 2 546 190 T3

 



33

E09740083
11-09-2015ES 2 546 190 T3

 



34

E09740083
11-09-2015ES 2 546 190 T3

 



35

<210> 11
<211> 33
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 11
atggcgccta ttaccgccta ctcccaacag acg 33

10
<210> 12
<211> 35
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

15
<400> 12
aatgtctgcg gtaccgccgg gggggatgag ttgtc 35

<210> 13
<211> 2120
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 13
tagagtcctg gaaggacccg g 2125

<210> 14
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C30

<400> 14
ggcctggagt ggttagctcc cc 22

<210> 1535
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 1540
tggaaggacc cggactacg 19

<210> 16
<211> 21
<212> ADN45
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 16
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gagtggttag ctccccgttc a 21

<210> 17
<211> 12573
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 17

10
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<210> 18
<211> 36
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 18
accgtaagcg aggagcttaa ggctagtgag gacgtc 36

10
<210> 19
<211> 36
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

15
<400> 19
gacgtcctca ctagccttaa gctcctcgct tacggt 36

<210> 20
<211> 1257920
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 20
25
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<210> 21
<211> 10773
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 21
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<210> 22
<211> 31
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 22
ggcgccattc tatccactag aggatggaac c 31

10
<210> 23
<211> 31
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

15
<400> 23
ggttccatcc tctagtggat agaatggcgc c 31

<210> 24
<211> 6320
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 24
25

<210> 25
<211> 63
<212> ADN30
<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 25

<210> 265
<211> 12579
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 2610
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<210> 27
<211> 12579
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 27

10
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<210> 28
<211> 30
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 28
aagcgaggag cttaaggcyr gtgaggacgt 30

10
<210> 29
<211> 29
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

15
<400> 29
agctccccgt cttaagtcay cggttgggg 29

<210> 30
<211> 2020
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 30
gggacctcac cgctcatgat 2025

<210> 31
<211> 24
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C30

<400> 31
ctcaccgctc atgatcttga atgc 24

<210> 3235
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 3240
cggaggtcat tacgtgcaaa tg 22

<210> 33
<211> 22
<212> ADN45
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 33
cgtgcaaatg gccatcatca ag 22

50
<210> 34
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

55
<400> 34
gcgcttactg gcacctatg 19

ES 2 546 190 T3

 



72

<210> 35
<211> 17
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

5
<400> 35
aggcacgccg atgtcat 17

<210> 36
<211> 1810
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 36
cgggaccttg gtgctctt 1815

<210> 37
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C20

<400> 37
cggcactgtc cttgacca 18

<210> 3825
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 3830
gagtcgaagt cgccggta 18

<210> 39
<211> 22
<212> ADN35
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 39
ccgagactac agttaggcta cg 22

40
<210> 40
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

45
<400> 40
gcatgtcatg atgtatttgg tg 22

<210> 41
<211> 1850
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 41
acgaggacct tccccagt 1855

<210> 42
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C60

<400> 42
gctgccggtg ggagcatg 18

<210> 4365
<211> 19
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 43
gagcatgcag gtgggccac 195

<210> 44
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C10

<400> 44
gcggcgacat catcaacgg 19

<210> 4515
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 4520
catcaacggc ttgcccgtct c 21

<210> 46
<211> 20
<212> ADN25
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 46
gacctttacc tggtcacgag 20

30
<210> 47
<211> 24
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

35
<400> 47
gctgtccaga acttgcagtc tgtc 24

<210> 48
<211> 2040
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 48
cctttggcaa gcactgcgtg 2045

<210> 49
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C50

<400> 49
ctgcgtggtc atagtgggca g 21

<210> 5055
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 5060
tgtcttgtcc gggaagccgg 20

<210> 51
<211> 20
<212> ADN65
<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 51
cgtcactgcc atactcagca 20

<210> 525
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 5210
cgtcccgttt ttgacatg 18

<210> 53
<211> 21
<212> ADN15
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 53
tgactcaacc ctggtgatgt t 21

20
<210> 54
<211> 17
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

25
<400> 54
cggtggtcct caccgaa 17

<210> 55
<211> 1530
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 55
ttgtccggga agccg 1535

<210> 56
<211> 16
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C40

<400> 56
tggcaagcac tgcgtg 16

<210> 5745
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 5750
ttgacgtcca tgctcactg 19

<210> 58
<211> 22
<212> ADN55
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 58
aggccggagt gtttacccca ac 22

60
<210> 59
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

65
<400> 59
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ggagtgttta ccccaacctt ca 22

<210> 60
<211> 23
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 60
tgactatgaa ccacctgtgg tcc 23

10
<210> 61
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

15
<400> 61
cacctgtggt ccatggctg 19

<210> 62
<211> 2020
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 62
catcaactcc gtgtggaaag 2025

<210> 63
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C30

<400> 63
cagcgggtat catacgagaa 20

<210> 6435
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 6440
gcaccatgct cgtgtgtg 18

<210> 65
<211> 21
<212> ADN45
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 65
gtcatcagta tcatcctcgc c 21

50
<210> 66
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

55
<400> 66
cgactccatg gtcttagcg 19

<210> 67
<211> 2160
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 67
gagcgccttc tgtttgaatt g 2165
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<210> 68
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

5
<400> 68
ctgtttgaat tgctcggcga g 21

<210> 69
<211> 1810
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 69
atgcatgctg gtgcggaa 1815

<210> 70
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C20

<400> 70
tggtgcggaa agtcgctgg 19

<210> 7125
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 7130
ggtcattatg tccaaatggc 20

<210> 72
<211> 18
<212> ADN35
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 72
cggcagctcg gaccttta 18

40
<210> 73
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

45
<400> 73
cacttggaat gtctgcggta c 21

<210> 74
<211> 2250
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 74
gatgagtgcc actcaactga ct 2255

<210> 75
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C60

<400> 75
cgtctgttgc cacgacaa 18

<210> 7665
<211> 17
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 76
ctatgacgcg ggctgtg 175

<210> 77
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C10

<400> 77
agccgtatga gacacttcca c 21

<210> 7815
<211> 23
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 7820
gcatagacca tgttgtggtg acg 23

<210> 79
<211> 23
<212> ADN25
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 79
gtgacgcagc aaagagttgc tca 23

30
<210> 80
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

35
<400> 80
agcgtggtca ttgtgggcag 20

<210> 81
<211> 2140
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 81
gggcaggatc atcttgtccg g 2145

<210> 82
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C50

<400> 82
ttcccaaggc ctatgctg 18

<210> 8355
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 8360
ggatgaaccg gctgatagc 19

<210> 84
<211> 21
<212> ADN65
<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 84
atggaaccgt ttttgacatg t 21

<210> 855
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 8510
gggcatgacc actgacaac 19

<210> 86
<211> 17
<212> ADN15
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 86
ccacaggagg ttggcct 17

20
<210> 87
<211> 16
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

25
<400> 87
cacgggtgcc cattgc 16

<210> 88
<211> 1930
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 88
aaggagatga aggcgaagg 1935

<210> 89
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C40

<400> 89
catcacggcc tgaggaag 18

<210> 9045
<211> 17
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 9050
tcgctcacag agcggct 17

<210> 91
<211> 21
<212> ADN55
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 91
tggaggagca tgatgttatc a 21

60
<210> 92
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

65
<400> 92
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cgactccatg gtcttagcg 19

<210> 93
<211> 28
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 93
gtaggtggac tggcacttac atctatga 28

10
<210> 94
<211> 23
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

15
<400> 94
cgctattagc ccttggtagg tgg 23

<210> 95
<211> 1920
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 95
aaatgcccgc accataccc 1925

<210> 96
<211> 23
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C30

<400> 96
ggcttctcgc cagacatgat ctt 23

<210> 9735
<211> 17
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 9740
cacggacttc ccgtgtc 17

<210> 98
<211> 16
<212> ADN45
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 98
tgccagttgg ggcatg 16

50
<210> 99
<211> 16
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

55
<400> 99
tccgggcagc tgtgtg 16

<210> 100
<211> 2160
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 100
cgtcttgagg gacagtctgt g 2165
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<210> 101
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

5
<400> 101
ggagggtgag atccccttct a 21

<210> 102
<211> 2110
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 102
gaagttccac atgtgtttgg c 2115

<210> 103
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C20

<400> 103
gtagtgctct gtgagtgcta cg 22

<210> 10425
<211> 23
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 10430
atcttacacg gactccccgt gtc 23

<210> 105
<211> 21
<212> ADN35
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 105
atgcggggac atcttacacg g 21

40
<210> 106
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

45
<400> 106
tggggcatgc aagtacccga c 21

<210> 107
<211> 1950
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 107
cactgccagt tggggcatg 1955

<210> 108
<211> 25
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C60

<400> 108
tacggatacc atactttgtg agggc 25

<210> 10965
<211> 25
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 109
tctctgctac ggataccata ctttg 255

<210> 110
<211> 25
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C10

<400> 110
tccaccagta tcttacccag gccta 25

<210> 11115
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 11120
acgtccacca gtatcttacc ca 22

<210> 112
<211> 20
<212> ADN25
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 112
acgagtgtgt accctggtga 20

30
<210> 113
<211> 17
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

35
<400> 113
gacccctgta cctgcgg 17

<210> 114
<211> 2140
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 114
gcaagtagcc cacctggtaa g 2145

<210> 115
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C50

<400> 115
gccattcagt ggacgccac 19

<210> 11655
<211> 23
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 11660
ccttgagttg gtataacgga gac 23

<210> 117
<211> 21
<212> ADN65
<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 117
gctctgtgag tgctatgatg c 21

<210> 1185
<211> 24
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 11810
ggtaggacca gtcagtgtag gttt 24

<210> 119
<211> 18
<212> ADN15
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 119
caacgaagcc agtggctc 18

20
<210> 120
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

25
<400> 120
tgcatggcct cccggtttc 19

<210> 121
<211> 2230
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 121
catgtggaga catcctgcat gg 2235

<210> 122
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C40

<400> 122
ttggtgcatg caagtagccc ac 22

<210> 12345
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 12350
cgctgcctgt tggtgcatg 19

<210> 124
<211> 27
<212> ADN55
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 124
cttctgtacc atcagagtac ctgatca 27

60
<210> 125
<211> 26
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

65
<400> 125
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gtgagccttc tgtaccatca gagtac 26

<210> 126
<211> 23
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 126
atggagtgta gctagggttt gcc 23

10
<210> 127
<211> 23
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

15
<400> 127
tgtagctagg gtttgccgct cta 23

<210> 128
<211> 2020
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 128
gaaccaccca ctgtcctagg 2025

<210> 129
<211> 23
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C30

<400> 129
gcacactatg actcagtctt gca 23

<210> 13035
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 13040
catcttttcg cacaccctg 19

<210> 131
<211> 18
<212> ADN45
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 131
tacgtaggag ggcccatg 18

50
<210> 132
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

55
<400> 132
agcgctaccg atacgtttg 19

<210> 133
<211> 1860
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 133
ccggccataa ttgaaagg 1865
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<210> 134
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

5
<400> 134
atgctcgtgc gctccgtgat 20

<210> 135
<211> 2010
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 135
ctttgcatgc tcgtgcgctc 2015

<210> 136
<211> 27
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C20

<400> 136
tactatgggc tcaatgacag cttgttg 27

<210> 13725
<211> 27
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 13730
ggtagctact atgggctcaa tgacagc 27

<210> 138
<211> 24
<212> ADN35
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 138
tacttccaga tgatcatact gagc 24

40
<210> 139
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

45
<400> 139
acttatactt ggttacccgc g 21

<210> 140
<211> 1750
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 140
tcttaccgct gccggtc 1755

<210> 141
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C60

<400> 141
tcttagatca ggctgagacg g 21

<210> 14265
<211> 21
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 142
ctgttgttgg tatgacggac a 215

<210> 143
<211> 17
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C10

<400> 143
agcccgctga gaccaca 17

<210> 14415
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 14420
atgtagtgtt ggcttaagcc g 21

<210> 145
<211> 17
<212> ADN25
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 145
ctgccggtcg gggcatg 17

30
<210> 146
<211> 24
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

35
<400> 146
ggtcggggca tgaaggtatc ctac 24

<210> 147
<211> 2240
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 147
cttgcggaga tattctttgc gg 2245

<210> 148
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C50

<400> 148
ttgcgggctg cccgtctc 18

<210> 14955
<211> 30
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 14960
cgacgttgaa tagactaggt tatgatgtct 30

<210> 150
<211> 20
<212> ADN65
<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 150
ccctagcggc ctactgcttg 20

<210> 1515
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 15110
ggcctactgc ttgtcagtcg g 21

<210> 152
<211> 20
<212> ADN15
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 152
gcctactgct tgtcagtcgg 20

20
<210> 153
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

25
<400> 153
atacccccta tggcagcg 18

<210> 154
<211> 2130
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 154
acagtggatg aacaggctca t 2135

<210> 155
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C40

<400> 155
tgacaggaaa tgaagggcag 20

<210> 15645
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 15650
tgaagtggat ggggtgaga 19

<210> 157
<211> 18
<212> ADN55
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 157
tgaggcctat gcgtctgg 18

60
<210> 158
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

65
<400> 158
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caccaactgt cgatggatg 19

<210> 159
<211> 28
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 159
ttatgatgtc tcaacaagga gttgctga 28

10
<210> 160
<211> 26
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

15
<400> 160
agtgttatct taccagctca ccgagc 26

<210> 161
<211> 2420
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 161
atcttaccag ctcaccgagc tggc 2425

<210> 162
<211> 24
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C30

<400> 162
gtatcctcca gcccttccta tctg 24

<210> 16335
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 16340
cagcccttcc tatctgggct ag 22

<210> 164
<211> 19
<212> ADN45
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 164
tcgggtatag tgcgaagga 19

50
<210> 165
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

55
<400> 165
cttcagcaga cgttcgacc 19

<210> 166
<211> 1860
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 166
tacatcaagg ccacagcg 1865
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<210> 167
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

5
<400> 167
ctggagtgtg acgagctgtt 20

<210> 168
<211> 1810
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 168
cttggagaca tcgggcac 1815

<210> 169
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C20

<400> 169
gcgcgtccct tacttcgtga g 21

<210> 17025
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 17030
gctcctgcgc gtcccttac 19

<210> 171
<211> 24
<212> ADN35
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 171
gtagccagcg aggatgtcca ctag 24

40
<210> 172
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

45
<400> 172
catctcgccg ctcatgatct t 21

<210> 173
<211> 1950
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 173
gcgtccctta cttcgtgag 1955

<210> 174
<211> 16
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C60

<400> 174
ccgtgcgcag gagagg 16

<210> 17565
<211> 18
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 175
cacggtcttg gaccaagc 185

<210> 176
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C10

<400> 176
gcctggtacg aactgacacc 20

<210> 17715
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 17720
gccacttcct gttggtgc 18

<210> 178
<211> 19
<212> ADN25
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 178
ctgagtcaaa gtcgccggt 19

30
<210> 179
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

35
<400> 179
gacatgcagg ccatgatgta 20

<210> 180
<211> 2240
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 180
taaggggatt acctgtctcg gc 2245

<210> 181
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C50

<400> 181
agttgtgttc acgcccatgg ag 22

<210> 18255
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 18260
gggactttgg tgctcttgcc 20

<210> 183
<211> 21
<212> ADN65
<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 183
tcgatgccat atgccttgga c 21

<210> 1845
<211> 19
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 18410
tttcagtggg cagcgtggt 19

<210> 185
<211> 20
<212> ADN15
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 185
agcgtggtga tcgtcgggag 20

20
<210> 186
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

25
<400> 186
cctgcaggcg gtcgaagg 18

<210> 187
<211> 2230
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 187
cgaaggtcac cttcttctgc cg 2235

<210> 188
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C40

<400> 188
agacatgagg gaagcaatgg 20

<210> 18945
<211> 18
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 18950
tgtgcagtgg atgaaccg 18

<210> 190
<211> 18
<212> ADN55
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 190
actctgcgaa cctccacg 18

60
<210> 191
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

65
<400> 191
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gttgacagac ccatcacaca t 21

<210> 192
<211> 20
<212> ADN5
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 192
tcgtctgtct caaccctggt 20

10
<210> 193
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

15
<400> 193
tcttactcgt caatgcctcc 20

<210> 194
<211> 2520
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 194
cggggtaaca caagataaca tcaag 2525

<210> 195
<211> 24
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C30

<400> 195
accctaaggt cggagtgtta agct 24

<210> 19635
<211> 24
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 19640
acaagataac atcaagtgcc cctg 24

<210> 197
<211> 24
<212> ADN45
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 197
aaggtcggag tgttaagctg ccta 24

50
<210> 198
<211> 21
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

55
<400> 198
cttattcgtc aatgcctcca c 21

<210> 199
<211> 2060
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 199
atcatggcca aaaatgaggt 2065
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<210> 200
<211> 20
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

5
<400> 200
gccttcacgg aggctatgac 20

<210> 201
<211> 2410
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 201
tgtggcatat acctctttaa ctgg 2415

<210> 202
<211> 17
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C20

<400> 202
ggagtcaaag cagcggg 17

<210> 20325
<211> 22
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 20330
caggaattga ctggagtgtg tc 22

<210> 204
<211> 20
<212> ADN35
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 204
gcacaggagt aaatagcggg 20

40
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REIVINDICACIONES

1. Métodos para determinar mutaciones resistencia a fármacos en cualquiera de las regiones de proteína no 
estructural NS3 a NS5B del virus de la Hepatitis C (HCV) para los genotipos 1 a 6, más en particular para los 
genotipos específicos de subtipo 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a y 4d, presentes en una muestra que comprende:5

a) obtener dicha muestra de un paciente,
b) extraer material genético viral de dicha muestra,
c) amplificar la región NS5B de HCV para generar un amplicón de ADN de 388 pares de bases usando 
cebadores que tienen secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 1-5,10
d) secuenciar el amplicón para obtener una secuencia de 329 pares de bases usando las secuencias 
seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 3-5,
e) realizar análisis de árboles filogenéticos usando la información de secuencia de 329 pares de bases de NS5B 
para obtener información de subtipo de HCV en dicha muestra del paciente,
f 1) usar cebadores específicos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste 15
en las SEC ID Nº 6-9, 42-45, 104-107, 120-123, 145-148 o 180-183 para la generación de un amplicón de ADN
que comprende la proteína no estructural NS3 (181 aminoácidos N-terminales),
g 1) secuencia el amplicón de NS3 para obtener una secuencia de 543 pares de bases usando las secuencias 
seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 8 y 9; 43 y 45-46; 104 y 106; 120 y 122; 146 y 148 o 
180 y 18220
o
f2) usar cebadores específicos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste 
en las SEC ID Nº 13-16, 54 y 59-66, 124-133, 158 y 160-168 o 194-197 para la generación de un amplicón de 
ADN que comprende la polimerasa NS5B,
g 2) secuenciar el amplicón de la polimerasa NS5B para obtener una secuencia de 1776 pares de bases usando 25
las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 15-16 y 87-92; 54, 59 y 61-66; 124 y 
127-133; 158-159, 161 y 163-168 o 197-204
o
f 3) usar cebadores específicos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste 
en las SEC ID Nº 30-33, 67-70, 93-96, 108-111, 134-137 o 169-172 para la generación de un amplicón de ADN30
que comprende NS3/4A,
g 3) secuenciar el amplicón de la proteasa NS3/4A para obtener una secuencia de 2055 pares de bases usando 
las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 34-41; 68 y 71-77; 95 y 97-103; 112-
119; 136 y 138-144 o 171 y 173-179
o35
f4) usar cebadores específicos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste 
en las SEC ID Nº 47-50, 78-81,149-151 y 159 o 184-187 para la generación de un amplicón de ADN que 
comprende NS4B/5A,
g 4) secuenciar el amplicón de NS4B y NS5A para obtener una secuencia de los dos genes NS4B y NS5A 
usando las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID Nº 51-57; 79 y 81-87; 152-159 o 40
185 y 187-193;
h) alinear la secuencia obtenida en la etapa (g1), (g2), (g3) o (g4) con una secuencia de HCV de referencia o de 
tipo silvestre,
i) determinar una o más mutaciones de resistencia a fármacos en el material genético viral presente en la 
muestra del paciente.45

2. Método de acuerdo con la reivindicación 1 que comprende adicionalmente las etapas para realizar un ensayo de 
fenotipado de NS3 por

j) generación de un amplicón de NS3 partiendo del amplicón de ADN que comprende NS3 (181 aminoácidos N-50
terminales) obtenido en la etapa (f1) de la reivindicación 1 usando cebadores que tienen la secuencia de la SEC
ID Nº 11 y 12,
k) inserción, por clonación InFusion™ o recombinación in vitro, de dicho amplicón obtenido en la etapa (j) en un 
vector lanzadera que contiene marcador incompetente en replicación con NS3 delecionado que tiene la 
secuencia de la SEC ID Nº 10 para obtener un replicón de HCV recombinante competente en replicación de 55
NS3,
l) generación de ARN, por transcripción in vitro, a partir de dicho replicón de HCV obtenido en la etapa (k)
m) transfección de dicho ARN en células adecuadas,
n) determinación, en base a la expresión del gen marcador, del valor de CE50 y/o el cambio factorial como una 
medida para la presencia de mutaciones de resistencia a fármacos en una muestra.60

3. Método de acuerdo con la reivindicación 1 que comprende adicionalmente las etapas para realizar un ensayo de 
fenotipado de NS5B por

o) generación de un amplicón de NS5B partiendo del amplicón de ADN que comprende NS5B obtenido en la 65
etapa (f2) de la reivindicación 1 usando cebadores que tienen la secuencia de la SEC ID Nº 28 y 29,
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p) inserción, por recombinación in vitro, de dicho amplicón obtenido en la etapa (o) en un vector lanzadera 
incompetente en replicación con NS5B delecionado que tiene la secuencia de la SEC ID Nº 21 o SEC ID Nº 27 
para obtener un replicón de HCV recombinante competente en replicación de NS5B,
q) generación de ARN, por transcripción in vitro, de dicho replicón de HCV obtenido en la etapa (p)
r) transfección de dicho ARN en células adecuadas,5
s) determinación, en base a la expresión del gen marcador, del valor de CE50 y/o el cambio factorial como una 
medida para la presencia de mutaciones de resistencia a fármacos en una muestra.

4. Uso del vector pFK I341 PI luc ΔNS3 7-192_ET (SEC ID Nº 10) que comprende el genoma de HCV con una 
deleción que abarca la región de 181 aminoácidos N-terminales de NS3 HCV en el método de acuerdo con la 10
reivindicación 2.

5. Uso del vector pFK_I341_PI_NS3-3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Scal (SEC ID Nº 21) que comprende el genoma 
de HCV con una deleción que abarca la región de NS5B de HCV o el vector pFK_I341_PI_NS3-
3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Xbal (SEC ID Nº 27) que comprende el genoma de HCV con una deleción que abarca 15
la región de NS5B de HCV en el método de acuerdo con la reivindicación 3.
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en %;
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