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miento del genotipo del vi-
rus de la hepatitis C (VHC)
presente en un paciente po-
see, ademds de un interés
epidemiolégico, un impor-
tante valor prondstico que
orienta al médico sobre la
duracion y el éxito del trata-
miento farmacoldgico.
Objetivos: analizar la distribucién de genotipos en
pacientes VHC positivos y relacionar los mismos
con la carga viral pre y post tratamiento, evaluan-
do respuesta viral sostenida.

Pacientes y Métodos: se analizaron en forma retros-
pectiva los resultados de genotipificacion y carga viral
de VHC de 71 pacientes durante el periodo enero 2001
a mayo 2009. Los genotipos se determinaron por poli-
morfismo de los fragmentos de restriccién (RFLP), la
carga viral por NASBA HVC cuantitativo. El andlisis
estadistico se realiz6 con el programa Infostat.

factores de riesgo,
Argentina.

Viral hepatitis, he-
patitis C, genoty-
pe, viral load, risk

Hepatitis C virus genotype
(HCV) present in a patient
has an epidemiological in-
terest. In addition, it has an
important prognostic value
that guides the duration and
success of treatment.

Aims: To analyze the distri-
bution of genotypes in HCV-positive patients and
linking them with the viral load before and after
treatment, evaluating sustained viral response.
Patients and methods: We retrospectively analyzed
the results of genotyping and HCV viral load of 71
patients during the period January 2001 to May
2009. The genotypes were determined by RFLP (re-
striction fragment length polymorphism) and the
viral load by NASBA HVC quantitative. Statistical
analysis was performed using the Infostat program.
Results: 59% of patients were women. The frequen-
cy of genotypes was: 39% type 1, 58% type 2 and
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Resultados: Mujeres 59% de los pacientes. La fre-
cuencia de genotipos fue: tipo 1, 39%; tipo 2, 58%
y; tipo 3, 3%. No se encontrd un valor de corte de
carga viral para identificar los distintos genotipos,
aunque los pacientes con genotipo 1 presentaron
mayor nimero de copias virales que los de genoti-
po 2 (p < 0.0001). Luego del tratamiento, 95% de
los pacientes con genotipo 2 tuvo respuesta viral
sostenida en comparaciéon a 67% de los pacientes
con genotipo 1.

Conclusiones: El genotipo 2 fue el méas prevalen-
te en nuestra poblacion. Se corrobord, ademds, el
impacto del conocimiento del genotipo de VHC
sobre la respuesta viral sostenida. Se relaciond
a las intervenciones quirdrgicas al contagio por
VHC tipo 2.

m Infroduccion

Desde su descubrimiento por Choo y colaborado-
res! en 1989 el virus de la hepatitis C (VHC) se
ha convertido en la gran epidemia silente a nivel
mundial, dada su creciente prevalencia e inciden-
cia, y la alta frecuencia de portadores asintoma-
ticos que soélo tienen manifestaciones clinicas en
estadios avanzados de la infeccion.

El VHC es un virus envuelto, con ARN de po-
laridad positiva, perteneciente a la familia Flavi-
viridae, género Hepacivirus.>3 El genoma viral es
de aproximadamente 9600 pares de bases, codifica
una Unica poliproteina que es escindida por pro-
teasas celulares y virales en tres péptidos estruc-
turales que conforman el virion maduro (proteina
core, E1 y E2) y en siete no estructurales (p7, NS2-
NS5B). El genoma contiene secuencias nucleotidi-
cas en ambos extremos que no se traducen (5’ y 3’
UTRs o NCRs) y que intervienen en la regulacion
de la replicacién y la expresion del genoma viral.>*

El VHC muestra un alto grado de heterogenei-
dad genética. Actualmente existen 6 genotipos,
clasificados de acuerdo al andlisis nucleotidico
de un segmento en la regién 5 UTR. Algunos de ellos, a
su vez, se dividen en subtipos. Las diferencias
nucleotidicas entre genotipos son de 31% a 33%,
mientras que hay una divergencia de 20% a 25%
entre subtipos.>*® Los genotipos 1, 2, y 3 tienen
una distribucién mundial. Los subtipos la y 1b

3% type 3. We do not find a cutoff value of viral
load to identify the different genotypes, although
patients with genotype 1 had a higher number of
viral copies than those of genotype 2 (p <0.0001).
After treatment, 95% of patients with genotype 2
had a sustained viral response versus 67% of pa-
tients with genotype 1.

Conclusions: The genotype 2 was the most preva-
lent in our population. It also confirmed the impact
of knowledge of HCV genotype on sustained viral
response, which was related related surgical inter-
ventions to infection with HCV type 2.

son los mas comunes en Estados Unidos y en Eu-
ropa, mientras que el subtipo 1b es predominante
en Japén. Aungue los subtipos 2a y 2b son relati-
vamente frecuentes en América, Europa y Japdn,
el subtipo 2c es encontrado en el Norte de Italia. El
genotipo 3a es altamente frecuente en pacientes
que abusan de drogas intravenosas en Europa y
en Estados Unidos. El genotipo 4 es el principal en
Africay en el Medio Este. Los genotipos 5 y 6 estan
limitados a Sud Africa y Asia, respectivamente.”

La caracterizaciéon genotipica del VHC tiene
no sélo un interés epidemioldgico para conocer
la distribucién geografica o posibles rutas de di-
seminacion, sino que existen diferencias de rele-
vancia clinica asociadas al genotipo, entre las que
se encuentran la patogénesis de la infeccién, el
desempeno de algunos ensayos diagndsticos, y la
respuesta al tratamiento con interferén y ribavi-
rina. De esta forma y segun lo establecido por el
Consenso Argentino de Hepatitis C, la duracion
del tratamiento es de 24 semanas para los genoti-
pos 2 0 3 y de 48 semanas para los genotipos 1 o
4.%23% Se recomienda una determinacién de carga
viral a los seis meses de concluido el tratamiento
para establecer la respuesta viral sostenida.

Este estudio tiene como objetivo principal ana-
lizar la distribucién de genotipos del VHC en
pacientes con serologia positiva atendidos en un la-
boratorio de andlisis clinicos de la ciudad de
Cordoba, Republica Argentina. A partir de los datos
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encontrados, se buscd relacionar los genotipos con
la actividad de alanina-amino-transferasa (ALT) co-
mo marcador de dafo hepatico, con la carga viral
como marcador virolégico, y con el sexo, la edad y
los antecedentes de riesgo para contraer el VHC del
paciente al momento del diagndstico. Como dltimo
objetivo, se analiz6 una posible asociacién entre la
respuesta al tratamiento de los genotipos pre-
valentes con la actividad de ALT y la carga viral
seis meses después de finalizada la terapia (res-
puesta viral sostenida).

m Metodos

Se realiz6 un estudio observacional y retrospecti-
vo, considerando las muestras sanguineas anali-
zadas durante el periodo de enero de 2001 al mes
de mayo de 2009 en un laboratorio de analisis
clinicos especializados de la ciudad de Cérdoba,
Argentina. Se incluyeron todos los pacientes que
concurrieron a nuestro laboratorio y presentaron
reactividad en la prueba de ELISA para VHC y
tuvieron carga viral cuantificable. Se excluyeron
pacientes con valores de ALT causados por otra pa-
tologia o condicién conocida (v gr. receptores de
trasplante), pacientes con hepatitis C aguda y
aquellos con evidencia seroldgica de co-infeccién
con virus de la hepatitis B o virus de la inmunode-
ficiencia humana.

Se incluyeron en el andlisis final 71 pacientes
con diagnéstico de infeccién por VHC cuyas histo-
rias clinicas fueron extraidas de la base de datos del
laboratorio. Se realiz6 la revisién documentaria
de las mismas utilizando una planilla de recoleccion de
datos diseniada especialmente para este estudio con
el objetivo de conservar confidencialidad y anoni-
mato en los datos obtenidos en el presente estudio.

Para fines esta investigacion, se utilizaron las
siguientes definiciones operacionales:

Tiempo de seguimiento: el tiempo transcurrido en
anos desde la carga viral al momento del diagnds-
tico hasta la dltima carga viral control en nuestro
laboratorio.

Perfil epidemiologico: Edad (en anos), sexo
(masculino o femenino) y antecedentes de ries-
go (conducta o evento asociado a la infeccién por
VHC como transfusién sanguinea, cirugias, habito
sexual de riesgo, accidente laboral o causa desco-
nocida). Los pacientes de los cuales no poseiamos
datos sobre antecedentes de riesgo para contraer el
virus se clasificaron como indeterminados.
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Perfil de laboratorio: La actividad sérica de
alanina-amino-transferasa (ALT) fue determinada
por método UV optimizado (Wiener Lab. Rosario,
Argentina). La deteccién de anticuerpos contra el
VHC (anti-VHC) se realizé utilizando una técnica
de enzimoinmunoensayo (Wiener Lab. Rosario,
Argentina). La carga viral se hizo en el Centro
de Diagndstico Molecular (CDM- Biosydus) en
Buenos Aires, Argentina, utilizando NASBA HVC
cuantitativo (Organon Teknika - Biomeriux) que
realiza la amplificacién enzimatica de acidos nu-
cleicos con un limite de deteccién de 280 UI por
mililitro y posee un rango activo de medicién de
280 a 28 000 000 UI por mililitro (marca aprobada
sOlo en Argentina). El genotipo del VHC fue deter-
minado mediante técnica de restriccién enzimaéti-
ca y andlisis del polimorfismo de los fragmentos
de restriccién. La clasificacién de los genotipos fue
realizada de acuerdo con Simmonds y colabora-
dores.?

Andlisis estadistico: Las comparaciones cuanti-
tativas se realizaron utilizando prueba t para mues-
tras independientes, prueba de la mediana para dos
muestras, prueba F para igualdad de varianzas. Se
emplearon tablas de frecuencias y contingencia.
Una p < 0.05 fue considerada estadisticamente
significativa. Para el andlisis de datos se empled la
hoja electrénica de Excel 2003 con su componente
analitico y el programa Infostat 2007/2008 versién
libre.

m Resultados

Se recolectaron los datos de 71 pacientes que cum-
plian con los criterios de seleccién. El tiempo de se-
guimiento fue de 1.84 afios (rango: 0 a 8 afios).
La distribucién por sexo fue 59% mujeres y 41% de
hombres, con una edad promedio de 55 afios (rango:
29 a 72 anos). Para el andlisis estadistico cotejamos
la edad con cada uno de los genotipos y no encon-
tramos diferencias significativas (p = 0.23), al igual
due la edad con respecto al sexo, p = 0.11 (Tabla 1).

La frecuencias de genotipo del VHC encontra-
das fue la siguiente: genotipo 1: 39%; genotipo 2:
58% y; genotipo 3: 3%.

En relacién a los antecedentes de riesgo, 22
pacientes (31%) fueron indeterminados. Del resto
(n = 49), la mayor proporcién manifesté antece-
dentes de intervencién quirdrgica (n = 19, 27%),
seguida de transfusién sanguinea (n = 14, 20%) y
accidentes de trabajo (n = 2, 3%). Catorce pacientes

289

010Z ‘C "WNN ‘G/ "|OA ‘X8|l [0J3)UB0.SeY AdY



Distribucién de genotipos de hepatitis C en la ciudad de Cordoba, Argentina

290

M Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion en estudio.

Caracteristicas
Genotipos Género Edad (anos)
del VCH | Masculino | Femenino | Media

n() | n() | (DF | "€

1 13 (46) 15 (54) 52.3 (10.5) 31- 68

2 15 (37) 26 (63) 56.0 (11.5) 29-72

3 1 (50) 1 (50) 60.0 (2.8) 58- 62
Total 29 (41) 42 (59) | 54.7 (11.0) | 29-72

VHC, virus de la hepatitis C; DE, desviacion estandar.

(20%) no recordaron un antecedente claro de ries-
go de infeccién o lo desconocian. Al relacionar los
antecedentes de riesgo con los genotipos encontra-
mos que 35% de pacientes con genotipo 1 que des-
conocian la causa de contagio del VHC, mientras
que 39% de pacientes con genotipo 2 atribuyeron
el contagio a una cirugia (Tabla 2).

Para evaluar la relacién de los niveles de ALT
con los diferentes genotipos de VHC, analizamos
esta variable al momento del diagndstico en 42
muestras de la poblacién estudiada. No se encon-
tré una diferencia estadisticamente significativa al
comparar las medias en los dos genotipos de mayor
frecuencia. En muestras con genotipo 1, la media fue
de 78.86 + 55.25 (n = 21) y en muestras con el
genotipo 2 fue de 48.81 + 40.71 (n = 21); p = 0.051.

Se analizd la relacién de la carga viral al mo-
mento del diagndstico con respecto a los genotipos
encontrados en las muestras de los 71 pacientes
estudiados. La mediana de la carga viral fue de
310 000 UI/ mL (rango: 380 a 4 500 000). No se en-
contré un valor de corte de carga viral para identi-
ficar los distintos genotipos, pero al comparar las
medianas entre los genotipos de mayor frecuencia,
las muestras con genotipo 1 (n = 28) contenian un
numero mayor de copias del VHC que las muestras
con genotipo 2 (n = 41), con una diferencia esta-
disticamente significativa: p < 0.0001 (Tabla 3).

Se analizo0 la respuesta del paciente seis meses
después de finalizado el tratamiento, evaluando
los valores de carga viral. De la poblacién en es-
tudio, 42 pacientes concurrieron al laboratorio a
realizarse el control. Se encontré que los pacien-
tes con genotipo 2 presentaron una respuesta vi-
ral sostenida en 26 de 27 casos evaluados (96%),
mientras que en los pacientes con genotipo 1 se
obtuvo ese estado en 10 de 15 pacientes (67%).

M Tabla 2. Frecuencia de formas de contagio con respecto a los genoti-
pos prevalentes.

Genotipo 1 | Genotipo 2 Totales

n % n % n %
Accidente laboral 2 714 0 0.00 2 3.00
Cirugias 3 | 1071 | 16 | 39.02 | 19 | 27.00
;F;I;lfl‘;j;’n 6 | 2143 | 8 | 1951 | 14 | 20.00
Desconocido 10 | 3571 | 4 9.76 14 | 20.00
Indeterminados 7 | 25.00 | 13 | 31.71 | 20 | 30.00
Totales 28 | 100.00 | 41 |100.00| 69 |100.00

En este estudio la respuesta viral sostenida fue
independiente del valor inicial de carga viral en
los pacientes con genotipo 2, mientras que en los
pacientes de genotipo 1 se observé que niveles de
carga viral mayor a las 800 000 Ul/mL tuvieron
menor respuesta al tratamiento.

Los niveles de ALT post tratamiento no mos-
traron una diferencia estadisticamente significati-
va entre los genotipos prevalentes. El genotipo 1
presentd una media de 28.09 + 21.78 (n = 11) y
los pacientes con genotipo 2 una media de 39.46 +
31.73 (n = 13), p = 0.33. Al comparar las medias
de los valores de ALT antes y después del trata-
miento, los pacientes con genotipo 2 no mostraron
diferencias significativas (p = 0.89) al contrario de
los pacientes con genotipo 1 (p = 0.002).

m Discusion

En este estudio realizado en un laboratorio de ané-
lisis clinicos en la ciudad de Cérdoba, Argentina, el
genotipo de mayor frecuencia de los casos de in-
feccion con VHC fue el dos. El 58% de los pacien-
tes estudiados fueron infectados con VHC tipo 2,
39% con tipo 1 y 3% con tipo 3. Esta frecuencia
de genotipos del VHC fue similar a lo descrito en
otros estudios realizados en el area central de Ar-
gentina y algunos paises de Latinoamérica.'*!

En algunos trabajos publicados, la proporcién
de varones infectados por VHC predomina sobre el
género femenino,'*!* en contraste con nuestro es-
tudio y otros mas efectuados en esta zona de Amé-
rica'®* en que se observd predominio de mujeres.
La edad promedio de los casos fue similar a la des-
crita previamente,”® y no encontramos ninguna
relacién entre el género o la edad y algtn genotipo
en particular.'
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M Tabla 3. Valor de la carga viral al momento del diagnéstico.

Genotipo CARGA VIRAL (UI/mL)

de VCH Mediana Rango
1 28 440 000 380 4 500 000
2 41 210 000 610 2 400 000
3 2 244 000 18000 470 000

Totales 71 310 000 380 4 500 000

En relacién con los antecedentes de riesgo ma-
nifestados por los pacientes estudiados, la mayor
proporcién se debid al uso de material médico no
descartable y transfusiones sanguineas antes del
ano 1994, como ha sido publicado en Sudaméri-
ca.®>1? La frecuencia por accidentes laborales se
encontré dentro de los valores comunicados en
nuestro medio.’ Un alto porcentaje de los pacientes
con genotipo 1 desconocian la causa de contagio del
VHC, en contraste a los pacientes con genotipo 2 que
relacionaron el contagio con intervenciones quirtr-
gicas. Estos datos son los primeros publicados en
el area central del pais e implican considerar como
factor de riesgo a las intervenciones quirudrgicas y
realizar un seguimiento a los procedimientos em-
pleados.

En este trabajo analizamos los niveles de ALT
al momento del diagndstico pero no encontramos
relacién entre el genotipo y esta enzima al igual
que en otros estudios realizados en Argentina, Perd
y Estados Unidos.''*!* Tampoco encontramos di-
ferencia estadistica entre los genotipos y los nive-
les de ALT post- tratamiento, aunque los pacientes
con genotipo 1 presentaron mayor descenso de la
enzima que los pacientes infectados con genotipo
2. Sin embrago, este pardmetro no se considera til
para definir respuesta al tratamiento.!® Los pacien-
tes con ALT normal respondieron al tratamiento
antiviral de forma muy similar a los pacientes con
ALT elevadas como lo observado por Zeuzem y co-
laboradores.!*1¢18

La media de la carga viral fue similar a la en-
contrada en otras poblaciones americanas como
en México, Perd y Uruguay.'>* Mdrquez-Rosales
y colaboradores!* describieron la relaciéon entre ge-
notipo y carga viral en México, la cual no pudimos
encontrar en nuestro estudio y concuerda con lo
descrito por Colina y colaboradores en Uruguay.”
Sin embargo, podemos afirmar que las muestras de
pacientes con genotipo 1 mostraron cargas virales mas

Ruiz RD. et al.

altas lo que coincide a lo encontrado por Nainan y
colaboradores® en los Estados Unidos de Nortea-
mérica.

La combinacién de interferén pegilado con ri-
bavirina es la terapia de eleccién para pacientes in-
fectados con VHC segtin lo recomendado en 2007
por el Consenso Argentino de Hepatitis C.° Al eva-
luar la respuesta viral sostenida (RVS) en nuestra
poblacién encontramos que 96% de los pacientes
con genotipo 2 respondieron al tratamiento, supe-
rior a lo informado en Argentina y otros paises La-
tinoamericanos.”?"* De los pacientes con genotipo
1, 67% respondieron al tratamiento, lo que tam-
bién es mayor a lo esperado.”?** Observamos que
pacientes infectados con tipo 1 que tuvieron cargas
virales mayores a 800 000 UI/mL presentaron me-
nor respuesta al tratamiento. Muir y colaboradores
lo describen como una de las causas que dismi-
nuye las probabilidades de alcanzar una respuesta
viral sostenida.!¢1%-25

En conclusién, en los pacientes infectados por
el VHC que concurrieron a nuestro laboratorio el geno-
tipo 2 es el mds prevalente. Se corroboré ademads,
que la deteccion del genotipo de VHC es una herra-
mienta fundamental para planificar el tratamiento
antiviral. Consideramos que lo mds relevante de
nuestra investigacion fue poder determinar a las
intervenciones quirdrgicas como antecedente de
riesgo para contraer el VHC tipo 2.
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