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1. Wprowadzenie

koto 300 milionéw ludzi na Swiecie jest nosicielami wirusa zapalenia

watroby typu B (HBV), a w nastepstwie zapalenia umiera rocznie ponad

2 miliony chorych. Wiele probleméw zwigzanych z patogenezg i klinicznym
przebiegiem choroby pozostaje jeszcze nie wyjasnionych, stad state zaintere-
sowanie réznymi aspektami zakazenia HBV.

W wyniku zakazenia HBV moze rozwing¢ sie ostre zapalenie watroby
(25%), przejsciowe zakazenie o przebiegu subklinicznym (65%) oraz prze-
wlekte zapalenie watroby obserwowane z czestoscig okoto 10%. Z klinicznego
punktu widzenia istotng cecha HBV jest zdolnos¢ wywotywania zapatenia
przewlektego, co w konsekwencji prowadzi¢ moze do marskosci watroby
i pierwotnego raka watroby (rys.l). Wczesne okre$lenie klinicznej postaci za-

Rys. 1. Schemat ilustrujgcy mozliwe nastepstwa zakazenia HBV.
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kazenia HBV lub tendencji do jej zmiany ma podstawowe znaczenie w pod-
jeciu wiasciwego, skutecznego leczenia.

Dotychczas stosowane oznaczenia markeréw zakazenia HBV obejmuja:
antygen powierzchniowy — HBsAg, rozpuszczalng pochodng antygenu rdze-
niowego — HBeAg oraz przeciwciata: anty-HBs, anty-HBe i skierowane prze-
ciw biatku rdzeniowemu, anty-HBc, zaréwno IgG jak i IgM. W badaniach
tych nie wszystkie przypadki zakazenia HBV zostaja ujawnione, ze wzgledu
na niewystarczajaca czutos¢ stosowanych metod immunoenzymatycznych
(najnizsze stezenie HBsAg wykrywane metoda ELISA wynosi 0,38 ng/ml)
oraz mozliwo$¢ trafienia w badaniach na tzw. ,,okienko serologiczne”.

Dzieki nowej technice tzw. tanncuchowej reakcji polimerazowej (PCR) stata
sie mozliwa detekcja wirusowego kwasu nukleinowego (DNA HBV) w przy-
padkach, gdy przy oznaczaniu HBsAg metodg ELISA uzyskuje sie wynik
ujemny. Metodg PCR mozna wykry¢ réwniez obecno$s¢ DNA HBV w surowicy
0s6b, u ktorych nastgpita serokonwersja w uktadzie e (pojawienie sie prze-
ciwciat anty-HBe), czyli u tych ktorzy wedtug dotychczas stosowanych Kiy-
teriow uwazani byli za osoby niezakazne. Wprowadzenie oznaczania DNA
HBV metodg PCR ma zatem podstawowe znaczenie w weryfikacji dotad przy-
jetych w diagnostyce kryteriéw zakaznosci HBV. Oprdcz tego stosowanie me-
tody PCR umozliwia ocene rozwoju zapalenia watroby od postaci ostrej do
przewleklej, a takze do okreslania réznych stanéw nosicielstwa, wykrywania
zakazenia mutantami HBV oraz monitorowania przebiegu terapii interfero-
nowej. W dalszej czesci artykutu przesledzimy doktadniej specyficzne cechy
metody PCR stosowanej do wykrywania HBV.

2. Budowa HBV

w surowicy 0sOb zakazonych HBV wystepuja trzy formy morfologiczne
zawierajgce antygen powierzchniowy — HBsAg (1). HBsSAg wystepuje na
powierzchni petnych czastek wirusa oraz wchodzi w skiad czagstek subwiral-
nych: kulistych, o $rednicy 22 nm oraz podtuznych (tzw. filamentéw) o gru-
bosci 20 nm. Obie te formy uwaza sie za niepetne struktury otoczki HBV.
Whytwarzanie znacznych ilosci czgstek subwiralnych przez hepatocyty jest
spec3frczng cechg zakazenia HBV. Pelna czastka HBV ma S$rednice ok. 42 nm.
Wyréznia sie w niej elektrogesty rdzeh (22 nm) zbudowany z okoto 180
monomerow biatka rdzeniowego — HBCcAg. W wewnetrznej otoczce utworzo-
nej przez HBcAg ukryty jest genom HBV (okoto 3200 pz). Struktura genomu
HBV ma charakter unikatowy (2). Jest to czeSciowo dwuniciowa kolista cza-
steczka DNA (rys. 2) z jedna nicig niekompletng (-h). Zwigzana jest z nia,
obecna w dojrzatym wirionie, endogenna polimeraza. Cenom HBV zawiera
kilka otwartych ramek odczytu (ORF). ORF dla antygenu powierzchniowego
zawiera trzy miejsca inicjacji, co w efekcie prowadzi do powstawania trzech
réznych biatek HBsAg. OkreSlone zostaty one jako biatko S, (mate), biatko
M, (Srednie), zawierajace oprdocz sekwencji biatka S dodatkowa domene preS2
oraz biatko L (duze), na ktére sklada sie domena S, preS2 i preSt. Gen
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Pre-S2 Mutacje

Rys. 2. Schemat struktury ge-
nomu HBV z zaznaczonymi cztere-
ma, czesciowo nakladajgcymi sie
ORF: preS/S, preC/C, X i P oraz
miejscami znanjmii z genetycznej
zmiennos$ci. Diuga ni¢ genomowego
DNA {) ma dtugos¢ okoto 3,2 kz.

preC/C odpowiedzialny jest za ekspresje antygenu rdzeniowego — HBCcAg,
ktérego obecnos¢ stwierdza sie tylko w zakcizonych hepatocytach oraz anty-
genu e, ktéry w formie rozpuszczalnej wystepuje w surowicy zakazonych
HBV (3). Mutacje w rejonie preC genomu mogg powodowaé powstawanie
kodonu ,stop” i uniemozliwia¢ sekrecje HBeAg, przy zachowaniu ciggtosci
wytwarzania catych czgstek wirusowych (4). Rejon P genomu koduje wiru-
sowg polimeraze o wiasciwosciach odwrotnej transkryptazy, za$ najmniejszy
wirusowy gen okreslony jako x odpowiada za ekspresje polipeptydu x, kto-
rego rola w cyklu zyciowym wirusa nie jest do tej pory wyjasniona.

3. Metody oznaczania markeréw replikacji HBV

Oprocz wspomnianych markeréw zakazenia HBV, tj. HBsAg, HBeAg, anty-
HBs, anty-HBe oraz anty-HBc i anty-HBc IgM w wielu przypadkach bardzo
istotne jest oznaczanie markeréw replikacji, takich jak DNA HBV i polimeraza
HBV (pDNA). Oznaczanie pDNA opiera sie na zdolnosci endogennej polime-
razy do tworzenia z czeSciowo dwuniciowego genomu HBYV, catkowicie dwu-
niciowej molekuty DNA, poprzez wbudowywanie do nici krotszej nukleoty-
déw, z ktérych jeden jest znakowany. Miarg aktywnosci polimerazy, a tym
samym miarg poziomu replikacji jest uzyskiwana radioaktywno$¢ proby (5).
Oznaczanie pDNA jest czesto stosowane do oceny przebiegu leczenia alfa-
interferonem o0s6b z przewlektym zapaleniem watroby (6). W wielu przypad-
kach, np. ze wzgledu na niski poziom replikacji HBV, obecno$¢ w surowicy
inhibitoréw pDNA lub przeciwciat anty-pDNA nie udaje sie wykry¢ aktyw-
nosci polimerazy i konieczne jest oznaczanie bezposredniego markera repli-
kacji czyli DNA HBV. Wykrywanie DNA HBV mozliwe jest dzieki uzyciu te-
chniki hybrydyzacji oraz dzieki zastosowaniu metody polimerazowej reakcji
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tancuchowej (PCR). Wykrywanie DNA HBV teehnikg hybrydyzacji polega na
swoistej reakeji komplementarnyeh taneuchéw wirusowego DNA z sondg mo-
lekularng znakowang piei*wiastkiem radioaktywnym (7), zwiagzkiem fluore-
seencyjnym (8), enzymem (9), itp. Do oznaezania DNA HBV w surowicy sto-
suje sie hybrydyzacje typu Southern blott lub dot blott. W obu przypadkach
limit wykrywalnosci wynosi okoto 10® czastek wirusa/ ml (rys. 4). W prly-
padku zastosowania polimerazowej reakcji tancuchowej mozliwe jest wykry-
cie HBV juz przy stezeniu 10® ezgstek/ml (10).

4. Metoda PCR w oznaczaniu DNA HBV

Polimerazowa reakeja tancuehowa (PCR) opraeowana zostata w 1985 r.
przez naukowcow z korporacji Cetus (11). O wartosci intelektualnej i nie-
zwykle szerokim spektrum zastosowania tej metody swladezy najlepiej fakt
uhonorowania jej gtéwnego twércy Mullisa w 1993 r. nagrodg Nobla.

Do amplifikacji fragmetu DNA metodg PCR wystarcza aby wybrany frag-
ment (tzw. fragment doeelowy) zmieszany zostat w buforze trisowym z czte-
rema trifosforanami deoksynukleozydéw i termostabilna polimeraza DNA izo-
lowana z Thermos aquaticus (tzw. Taq polimeraza) oraz dwoma oligonukleo-
tydami komplementarnymi do przeciwstawnych miejsc na dwdéch niciach se-
kwencji docelowej. Te oligonukleotydy najezesciej okreslane mianem prime-
réw wigzac sie z odpowiednig nieig DNA dostarezajg krétkiego, dwuniciowego
odcinka DNA, stanowigcego punkt startu dla polimerazy Tag. W tych wa-
mnkach moze ona dotgczajgc kolejne nukleotydy do primera kopiowac nic
komplementarng. Miejsea wigzaee primery sg z reguty oddalone od siebie
0 100 do 500 zasad.

PCR rozpoczyna sie od denaturacji podwdjnej nici stanowiacej cel ampli-
fikaeji (30 s do 2 min w 92-95°C). Po tym etapie nastepuje szybkie ozigbienie
do 40-60°C (1 do 2 min), ktére pozwala primerom potgezy¢ sie z pojedynezg
nicig docelowego DNA [annealing). Kolejnym etapem jest sama reakcja po-
limeryzacji czyli wydtuzania primeréw prowadzona przez 30 s do 2 min w op-
timum temp. dla Taq polimerazy czyli w 72°C. Po pojedynczym cyklu kom-
plementarne niei docelowe zostajg skopiowane. Poniewaz kazdy eykl podwaja
ilos¢ docelowego DNA, po 30-35 cyklaeh doehodzi do siegajaeej miliondw razy
amplifikaeji DNA. Skuteezno$¢ metody PCR wynika z powtarzajgeych sie eykli
denaturaeji, przytgezania i wydtuzania primeréw. Fakt, ze Taq polimeraza jest
odporna na dziatanie temperatury umozliwia przeprowadzenie catego procesu
w zamknietej probéwce w automatycznym termocyklerze w ciagu kilku godzin.

4.1. Wybér primerow

Wybér primeréw jest gtébwnym elementem w amplifikacji DNA. Ma on
szczegoblne znaezenie w przypadku HBV, wykazujgeego duzg zmiennos¢ ge-
netyezng ("vs. 2), wynikajgcg z udziatu odwrotnej transkryptazy w procesie
replikaeji tego wirusa. Wyboér primerow komplementarnyeh do najbardziej
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zachowanych ewolucyjnie rejonéw genomu HBV umozliwia wykrywanie naj-
wiekszej liczby wariantéw HBV (10,12,13,14). Przykiady zestawow primerow
uzywanych przez rdzne zespoty przedstawiono w tab. 1. Niektére primery
zaprojektowane sg tak, aby doprowadzi¢ do amplifikacji specyficznych pod-
typéw serologicznych (15) czy tez umozliwi¢ wykrycie mutantow HBV
(16,17,18,19,20).

Tabela 1
P:LZYKLADY primeréw uzywanych do wykrywania dna HBV

Rejon Ni¢ Sekwencja (5' do 3j Pozycje nt Literatura
C S GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAA 1893-1922
A CTGACTACTAATTCCCTGGATGCTGGGTCT 2162-2133 (10)
pre-C, C S GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAA 1763-1793 12
A CTGACTACTAATTCCCTGGATGCTGGGTCT 2032-2002
pre-C, C S GACGAATTCCATTGACCCGTATAAAGAATT 1778-1808 13)
A  ATGGGATCCCTGGATGCTGGGTCTTCCAAA 2017-1987
P,SI,S2 S (CCGAG)CTCCACCAATCGGCAGTCAGGAAG 3140-3163 1)
S, X A (CGATC)GATTCAGCGCCGACGGACGTA 1449-1428
P. S Sw), TCATCCTGGGCTTTCGGAAA 626-635
S(adr) TCATCCTGGGCTTTCGCAAG 626-535 (15)
A (CTCAAGCTDCATCATCCATATA 750-738
pre-C, C S AAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTA 1748-1770
X, P A ATAGCTTGCCTGAGTGCTGTA 1950-1930 (16)
pre-C, C S ATGCAACTTTITCACCTCTGCC 1814-1835
P A ATACGGGTCAATGTCCAGGGCC 1918-1897 S
P, SI, S2 s GTCACCATATTCTTGG 2816-2833
A GTCCTAGGAATCCTGATG 187-170 (18)
preC, C s*  GTGCCTTGGGTGGCTTTA 1879-1896
S GTGCCTTGGGTGGCTITG 1879-1896 (19
A AGTGCGAATCCACACTCC 2287-2270
P, Cc S (CGGGATCC)GAGGAGN'GGGGGAGGAGATT 1736-1756 20)
A (GAGAATTC)TCCAAGGGATACTAACATTGA 2471-2451

Pokazano sekwencje i pozycje nukleotydowe (nt) primeréw hybiydyzujacych odpowiednio z ni-
cig minus (S) i nicig plus (A) genomu HBV. Przedstawiono rejon genomu amplifikowany dzieki
odpowiednim primerom oraz odnosniki literaturowe, z ktérych zaczerpnieto przyktady. Primer S*
stuzy do bezposredniego wykrywania kodonu ,stop” w rejonie pre-C, a primery S(w) i S(adr)
odpowiednich podtypéw HBV.
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4.2. Ocena produktéw annplifikacji DNA wirusa

Po amplifikacji prébki moga by¢ analizowane w rézny sposéb. Najprostszg
metodg jest elektroforeza w zelu agarozowym lub poliakrylamidowym z do-
datkiem bromku etydyny, ktéry umozliwia obserwacje zamplifikowanego ma-
terialu w Swietle uv. Pojawiajacy sie prazek — produkt PCR — powinien
mie¢ diugo$¢ odpowiadajaca odlegtosci miedzy dwoma primerami. Jest to
podstawowa analiza, ktéra potwierdza obecnos¢ sekwencji docelowej w ba-
danym materiale. Fragmenty wieksze lub mniejsze moga pojawia¢ sie na
skutek niespecyficznego tgczenia pomiedzy primerami a sekwencjg docelowa,
podwojeniu rejondw komplementarnych, nieprzewidzianych insercji lub de-
lecji w rejonie docelowym.

Aby zwiekszy¢ czutos¢ i swoistos¢ metody PCR wprowadza sie dodatkowe
etementy weryfikacji, np. trawienie przy uzyciu specyficznego enzymu restry-
kcyjnego (17), sekwencjonowanie otrzymanego materiatu (19) lub tez analize
z uzyciem testow hybrydyzacyjnych (21). Bardzo skuteczng metoda jest za-
stosowanie podwdjnej amplifikacji tzw. nested PCR, w ktérej produkt pier-
wszej amplifikacji, uzyskany przy zastosowaniu primer6éw zewnetrznych, stuzy
jako sekwencja docetowa w drugiej amplifikacji z primerami wewnetrznymi (22).

Nieco bardziej skomplikowana jest analiza produktow przy ilosciowej me-
todzie PCR. Amplifikacja prob badanych odbywa sie réwnolegle z amplifikacjg
prob zawierajacych znane ilosci docelowego fragmentu DNA. Po PCR i Sout-
hern blott sygnat hybrydyzacyjny prob wzorcowych oznaczany jest ilosciowo
przez densytometr lub licznik scyntylacyjny (23). Na podstawie sporzadzonej
w ten sposdb krzywej standardowej okresla sie ilos¢ DNA w analizowanych
prébach. Wysoka czutos¢ PCR wynikajgca z ekspotencjalnej amplifikacji se-
kwencji docelowej powoduje, ze po 30-35 cyklach 100 fg wyjsciowego doce-
lowego DNA mozna zobaczy¢ produkt amplifikacji w zelu agarozowym po
wybarwieniu bromkiem etydyny. Jesli za$ produkt amplifikacji przenoszony
jest na btone nylonowsg i poddawany hybrydyzacji, limit detekcji obniza sie
nawet do 1000 razy osiggajgc 100 ag (24).

5. Kliniczne znaczenie amplifikacji w wykrywaniu DNA HBV

5.1. Przejscie ostrego zapalenia wqtroby w zapalenie przewlekie

U okoto 10% pacjentow, ktorzy maja ostre zapalenie watroby nie eliminuje
sie wirusa i przechodzi ono w stan przewleklego zapalenia watroby (rys. 3).
O przewlektosci méwi sie, wtedy gdy HBsAg utrzymuje sie w surowicy dtuzej
niz 6 miesiecy, za$ HBeAg utrzymuje sie ponad 12 tygodni lub tez DNA HBV
jest wykrywane w surowicy diuzej niz 10 tygodni. Bardzo duze znaczenie
ma w tym przypadku oznaczanie DNA HBV przy udziale PCR (25). Wczesne
rozpoznanie tendecji do przewlektosci jest bardzo istotne, gdyz umozliwia
wczesniejsze wprowadzenie leczenia interferonem i zwieksza szanse catkowi-
tego wyeliminowania wirusa z ustroju.
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Rys. 3. Zmiany podsta-

wowych parametréw serolo-

gicznych wystepujace w: (A)

przebiegu ostrego zapalenia

watroby (wzw B) oraz (B)

w zapaleniu przechodzacym

Czas w postac przewlekts (pwz B).

5.2. Réznicowanie stanéw nosicielstwa HBsAg

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze nosicieli HBV podzieli¢
mozna na dwie grupy (26). Pierwsza charakteryzuje sie podniesionym pozio-
mem enzymoOw watrobowych w surowicy oraz postepujacym rozwojem cho-
roby, sa to przypadki wykazujgce dodatnie wyniki w badaniu HBsAg, HBeAg
i DNA HBV. U 20% tych chorych nie mozna wykry¢ DNA HBV bez amplifi-
kacji (25).

Nosiciele nalezacy do drugiej grupy majg normalny poziom enzymow wa-
trobowych, nie majg widocznych objawéw chorobowych, tacznie z brakiem
zmian histologicznych w watrobie i do niedawna okreslani byli jako ,,zdrowi”
nosiciele HBV. Wykazano, ze 50% z tych bezobjawowych nosicieli HBsAg
wykazuje obecnos¢ HBV DNA, jesli do detekcji uzywdL sie amplifikacyjnej
metody PCR. Réznica pozioméw DNA HBV pomiedzy objawowymi i bezobja-
wowymi nosicielami HBsAg wynosi¢ moze nawet do 10" czastek wirusa/ml
(rys. 4).
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liczba czastek wirusa/ml

100 103 106
przewlekle zapalenie N
watroby typu B \
/
bezobjawowi
nosiciele

bez amplifikacji

po amplifikacji
limit wykrywalnosci

Rys. 4. R6znice w poziomie DNA-HBV u 0s6b z replikujaca postacig przewlekiego zapatenia
watroby oraz u bezobjawowych nosicieti HBsAg.

5.3. Wykrywanie mutantéw HBV

Do naturalnie wystepujacych mutantéw HBV zaliczy¢ mozna serologiczne
podtypy HBsAg (d, y, w, r, ). ROznice wystepujagce miedzy nimi, nie majg
jednak zasadniczego wpltywu na przebieg kliniczny wzw B (27). W Polsce
wystepujg gtéwnie dwa podtypy serologiczne HBV: ayw lub adw, ktére roz-
réznia¢ mozna na podstawie zastosowania metody PCR i ,rodzimych” pri-
merow (28).

Mutanty, ktore budzag najwieksze zainteresowanie, gdyz w zasadniczy spo-
sob zmienity nasze poglady na temat patogenezy HBV to tzw. mutanty ,e-
minus”, czyli nie tworzace HBeAg ze wzgledu na mutacje w rejonie pre-C
(4). Najczesciej wystepujaca mutacja to substytucja G w A w pozycji 1896,
ktéra powoduje zmiane przedostatniego kodonu w kodon ,,stop” i zahamo-
wanie ekspresji HBeAg (29). Podobny efekt zwigzany jest z mutacjg w rejonie
promotora genu C (30). Do czasu wykrycia tych mutacji przyjmowano, ze
obecnos¢ w surowicy HBeAg jest skorelowana z obecnoscia DNA HBV, a tym
samym replikacjg wirusa. Pojawianie sie przeciwciat anty-HBe traktowane
byto jako etap, w ktorym zanika replikacja i dochodzi do eliminacji wirusa.
Zakazenie mutantem ,,e-minus” charakteryzuje sie obecnoscig w surowicy
HBsAg, brakiem HBeAg, przy aktywnej replikacji HBV, o ktorej $wiadczy
obecnos¢ DNA HBV.

Wiadomo, ze tylko oznaczanie DNA HBYV jest bezposrednim i jednozna-
cznym dowodem obecnosci HBV w organizmie.
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Drugim intensywnie badanym, dzieki technice PCR, wariantem HBV jest
mutant ,,a-minus” (20). Powoduje on rozwoj zakazenia nawet u 0sOb szcze-
pionych, wykazujacych wiasciwy do ochrony przed szczepem dzikim poziom
przeciwciat anty-HBs. Mutacja polega na zamianie G w A w pozycji 587
i wywotuje w konsekwencji zmiane Gty w Arg w pozycji 145 (31). Powoduje
to zmiane w strukturze determinanty ,a" HBsAg, co pozwala wirusowi na
unikniecie neutralizacji przez indukowane przez szczepionke przeciwciata.

Pojawianie sie mutantéw HBV jest wynikiem presji immunologicznej na
szczep dziki.

5.4. Monitorowanie terapii interferonowej

Interferon alfa wywotujacy nieswoistg aktywnos$¢ antywirusowsg i immu-
noregutacyjng byt w ostatnim dzisiecioleciu z powodzeniem stosowany do
leczenia przewlekiego zapalenia watroby typu B. Wskazaniem do terapii in-
terferonowej jest obecno$s¢ DNA HBV i HBeAg oraz podniesiony poziom en-
zymow watrobowych (32). Wspomniano juz, ze okoto 20% mozliwych kan-
dydatow do leczenia nie spetnia tych kryteriow jesli DNA HBV wykrywane
jest przy zastosowaniu innej metody niz PCR (25). Amplifikacja in vitro, a je-
szcze lepiej amplifikacja typu iloSciowego jest najlepszg metoda kwalifikacji
do leczenia. Niemniej istotne znaczenie ma Sledzenie obecnosci DNA HBV
w trakcie i po zakoriczeniu leczenia interferonem (6,33).

5.5. Wykluczanie zakaznosci produktow krwiopochodnych

Metody immunochemiczne sg z pewnoscig niewystarczajgce do oceny
zakaznosci pacjentow (34,35). U pewnej, niewielkiej grupy nosicieli HBsAg,
poziom krazacych, czastek HBsAg znajduje sie ponizej limitu wykrywalnosci.
W tych przypadkach wykazuje sie obecnos$¢ anty-HBc i brak HBsAg, co jed-
nak nie wyklucza zakaznosci. W takiej sytuacji tylko detekcja DNA HBV
przy uzyciu czutej metody amplifikacji in vitro jest w stanie zréznicowacé krew
zakaZzng od niezakaznej (25).

6. Podsumowanie

Wysoka czutos$¢ i swoistos¢ metody PCR umozliwia wykrywanie DNA HBV
w probach, ktére wedtug standardéw serologicznych nie powinny zawierac
materiatu genetycznego wirusa. Okreslanie obecnosci w surowicy HBeAg
i anty-HBe nie jest, jak sie okazuje, wystarczajagcym wyktadnikiem zakaz-
nosci. Dopiero taczna interpretacja wynikéw badarn immunoenzymatycznych
i oznaczanie obecnosci DNA HBV metodg PCR stanowi miarodajng informacje
0 postaci zakazenia i umozliwia wilasciwe postepowanie terapeutyczne
(13,36).

Oprocz znaczenia diagnostycznego, uzycie metody PCR miato olbrzymi
wplyw na ro*woéj badan nad strukturg genomu HBV, przyczynito sie do wy-
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krycia szeregu mutantéw HBV, z ktérych wiele ma bezposredni wpltyw na
przebieg kliniczny zakazenia HBV.
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Clinical importance of PCR method for detection of hepatitis B virus DNA

Summary

Although a variety of hepatitis B marker are available to discriminate different states of

hepatitis B virus (HBV) infection, there is a serious need to detect HBV DNA itself. For this
reason, polymerase chain reaction (PCR), the most sensitive new technology, seems to be the
best method. Indications for analysis of HBV DNA include early recognition of chronic hepatitis
B, detection of HBV mutants, the study of interferon therapy results and many others.
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