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CARACTERIZACION GENOTIPICA DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE HEPATITIS C EN NINOS
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Resumen  El diagnéstico de la infeccion pediatrica y la genotipificacion del virus de hepatitis C (HCV) se realizé
por RT-PCR anidada de la region 5 no codificante (5"NC) del genoma viral combinada con el analisis
del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion. De una poblacién de 64 pacientes pediatricos, 32 mos-
traron RT-PCR anidadas positivas para ARN viral sérico. En 25/32 casos se pudo realizar un seguimiento de la
viremia a lo largo del tiempo. Como resultado del seguimiento se obtuvo: 36% (n=9) de los casos mantuvo su RT-
PCR anidada positiva, el 20% (n=5) presenté una disminucién de los niveles séricos de ARN viral por debajo del
limite de deteccion de la técnica, el 36% (n=9) de los casos presento niveles alternantes de viremia y el 8% (n=2)
inicialmente fue negativo por RT-PCR anidada y luego mostré resultados positivos a lo largo del seguimiento. La
distribucion de los genotipos de HCV se estudi6 en 27/32 nifios y en 9 madres, siendo el genotipo 1 el predominan-
te. El genotipo viral se mantuvo constante a lo largo del periodo estudiado y fue el mismo en todas las parejas
madre-hijo analizadas. No pudimos establecer una correlacién entre el genotipo viral y la transmisién vertical de
HCV. Este estudio sera de utilidad para caracterizar el comportamiento del HCV en la infeccion pediatrica y la res-
puesta de sus hospedadores durante la infeccion temprana.
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Abstract Genotype characterization of hepatitis C virus infection in children. Hepatitis C virus (HCV)
infection in children was assessed by RT-nested PCR of the 5 untranslated region (5"UTR) of the viral
genome combined with virus genotyping, performed by restriction fragment length polymorphism (RFLP). We analysed
HCV infection in 64 children and in 9 HCV chronically infected mothers corresponding to 10 of them. Thirty two
children were positive for serum HCV RNA as determined by RT- nested PCR. The viremia was analysed in
consecutive samples of 25 children. Nine children (36%) were always positive for HCV RNA, in 5 (20%) a positive
RT- nested PCR turned negative in subsequent samples, other 9 (36%) showed alternating RT- nested PCR results
and in 2 (8%) the RT- nested PCR turned positive after an initial negative result. The HCV genotype distribution
was studied in 27/32 children and in 9 mothers, and it was similar to that reported in the literature for adult and
pediatric patients in our country. Genotype 1 was predominant in our population. HCV genotype did not change in
the same patient during the time of this study. HCV genotype was the same in mother-infant pairs. We could not
establish a correlation between HCV genotype and vertical transmission of HCV. This study will be helpful to further
analyze HCV behavior during pediatric infection and the host’s response in the initial stages of it.
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El virus de la hepatitis C (HCV), perteneciente a la
familia Flaviviridae, es un virus hepatotropo, si bien se
han descripto localizaciones extrahepéticas del mismo?23,
La infeccion por HCV es poco frecuente en nifios y su
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historia natural poco conocida®. La infeccion crénica por
HCV en nifios es tipicamente asintomatica y detectada
solamente cuando se estudia a pacientes con factores
de riesgo 0 se encuentran transaminasas aumentadas
en andlisis solicitados de rutina®. La mayoria de las in-
fecciones por HCV en nifios estan relacionadas con el
antecedente de reiteradas transfusiones de sangre o sus
productos, contaminados. Las siguientes condiciones
estan asociadas a la infeccién por HCV en nifios y ado-
lescentes: talasemia, esferocitosis, hemofilia, anteceden-
te de tumores, hemodidlisis, transplantes de 6rganos
sdlidos, cardiocirugia, drogadiccion endovenosa, madre
con HCV crénica, conviviente con portador de HCV. La
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prevalencia de HCV en nifios con talasemia es de 60%5°,
con hemofilia llega al 98%7 y en nifios hemodializados
entre 15y 20%8. Desde la determinacion de los marca-
dores seroldgicos anti-HCV en bancos de sangre la
posibilidad de esta via de infeccion ha disminuido
significativamente. La drogadiccion endovenosa mater-
nay la transmisién perinatal contribuyen actualmente a
la diseminacion de la infeccion por HCV en la poblacién
pediatrica.

El HCV tiene un genoma ARN de polaridad positiva,
de aproximadamente 9,5 kb de longitud. Como otros vi-
rus con genoma ARN tiene una alta tasa de mutacion,
pero a pesar de ello presenta regiones conservadas que
se localizan en la regién 5' no codificante (5' NC) y en el
extremo 3.

La alta variabilidad genémica de los aislamientos de
HCV ha permitido su clasificacién en 6 genotipos dife-
rentes (designados del 1 al 6) con una homologia de
secuencias menor al 69%, a su vez cada genotipo inclu-
ye uno o mas subtipos con una homologia cercana al
79% (designados a - g, segun su fecha de descubri-
miento)*°.

Se ha observado que los genotipos de HCV tienen
una distribucién geogréfica particular. Algunos se encuen-
tran ampliamente distribuidos en todo el mundo (1a, 1b,
2a y 2c) mientras que otros se han hallado en ciertas
regiones especificas solamente (5a, 6a y 4)1* 12 13,

La genotipificacion de HCV ha adquirido relevancia
clinica y epidemiolégica ya que se lo ha relacionado con
la via de transmisién de la infeccién!4, por ejemplo el
genotipo 3 es el predominante en los pacientes droga-
dictos endovenosos?®, y en la respuesta al tratamiento
con interferén?2.

En el marco de un analisis exhaustivo de la infeccién
por HCV, en este trabajo nos propusimos caracterizar la
distribucién de genotipos de HCV en una poblacion de
pacientes que concurren a la Unidad de Hepatologia del
Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez, de la Ciudad de
Buenos Aires. Esto constituye el paso inicial en el anali-
sis del comportamiento del HCV en la poblacion pediatrica
estudiada, y nos permitirA conocer mas acerca de la
evolucion de la infeccion por HCV en su etapa tem-
prana.

Pacientes y métodos

Pacientes: Entre junio de 1998 y diciembre de 2000, estudia-
mos 64 pacientes (28 mujeres y 36 varones; mediana de edad
3 afios, rango 40 dias a 19 afios) que concurrieron a la Unidad
de Hepatologia del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez. Cin-
cuenta y siete pacientes fueron positivos y 7 negativos (2 so-
metidos a transplante hepatico, 2 con inmunodeficiencia prima-
ria 'y 3 HIV positivos) para el test de tamizaje de anticuerpos
anti-HCV utilizando la técnica de ELISA de tercera generacion
(Ortho Diagnostics Systems, Raritan, New Jersey). Se estudia-
ron también 9/21 madres HCV+ correspondientes a 10 de los
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pacientes pediatricos incluidos en este estudio, de las cuales
se contaba con muestra de suero.

Los factores de riesgo asociados a la infeccién por HCV en
la poblacién pediéatrica estudiada fueron: antecedentes de trans-
fusion de sangre y/o hemoderivados previa/s a 1991 (22/64),
antecedentes de infeccién materna por HCV (22/64) o
transplante hepéatico previo a la detecciéon de HCV (2/64). Cua-
tro pacientes presentaban hepatopatia crénica sin etiologia
conocida, por lo que se realizé la determinacién de RT-PCR
anidada para descartar una infeccién por HCV. Por ultimo, no
se detectaron factores de riesgo conocidos de transmision de
HCV en 14 pacientes.

Recoleccion de muestra: se tomaron 3-5 ml de sangre
periférica sin anticoagulante. El suero se separ6 dentro de las
5 horas de extraida la muestra y se conservé a -70°C hasta
Su procesamiento.

Extraccion del ARN viral: EI ARN presente en 200 mL de
suero se extrajo utilizando el reactivo de TRIZOL (GIBCO
BRL®), segun indicaciones del fabricante. Como control de
extraccion se utilizé ARN del fago MS2 (Boehringer Mannheim),
que fue procesado al mismo tiempo dentro de cada tubo. La
presencia de ARN del fago en el producto de extraccion
se visualiz6 mediante electroforesis de 10 pL de ARN extrai-
do en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio
(1.4 mg/mL).

Amplificacion de la regién 5’ no codificante (5"NC) del HCV:
Se realiz6 mediante la técnica de retrotranscripcion seguida de
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) anidada, en un
termociclador Perkin EImer GeneAmp PCR System 2400. La
mezcla de reacciéon de RT-PCR, cada 50 pl, contuvo 50 mM
KCl, 10 mM Tris-HCI (pH=8.4), 1.5 mM MgCl, 0.16 mM de cada
uno de los desoxinucleétidos trifosfatos (dNTPs), 0.4 uM de
cada iniciador, 1 U de Tag ADN polimerasa (Promega®) y 20
U de retrotranscriptasa M-MLV (Promega®). Las secuencias de
los iniciadores usados para la primera vuelta de la PCR fueron
las siguientes: Iniciador sentido 5° GTG AGG AAC TAC TGT
CTT CAC GCA G 3’ e iniciador antisentido 5° TGC TCA TGG
TGC ACG GTC TAC GAG A 3 (GIBCO BRL®). La segunda
vuelta de amplificacion se realizé a partir de 5 pL del producto
de la primera vuelta de PCR, siendo la mezcla de reaccién igual
a la de la primera vuelta, con excepcién de la MMLV-RT, que
no fue incluida. Los iniciadores utilizados en esta segunda etapa
fueron: Iniciador sentido 5" TTC ACG CAG AAA GCG TCT AG
3’ e iniciador antisentido 5° CAC TCT CGA GCA CCC TAT
CAG GCA GT 3’ (GIBCO BRL®). La amplificacién se realizé
de acuerdo al siguiente protocolo: un ciclo de retrotranscripcién
a 42° C 15 min, luego la primera vuelta a 95° C 3 min, 30 ci-
clos de 95° C 1 min, 62° C 1 min y un ciclo 72° C 7 min. La
segunda vuelta se realiz6 bajo las mismas condiciones de am-
plificacién, excepto la etapa de retrotranscripcion. Veinte pL del
producto de la segunda vuelta fueron sometidos a electroforesis
en gel de agarosa al 2% con 1.4 mg/mL de bromuro de etidio,
controlandose la obtencién de una banda de 251 pb. La sensi-
bilidad de la RT-PCR anidada utilizada alcanza las 10 copias/
mL de suero.

Analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de res-
triccién (RFLP): Se realiz6 la digestion enzimética de 10 pL de
producto de la 22 vuelta de PCR en un volumen final de 20 pL.
Las restricciones con a) Rsal/Haelll, b) Hinfl/Mval y c) ScrFl
se efectuaron a 37° C durante 4 hs, mientras que cuando se
utilizé BstUI las condiciones de digestion fueron una hora a 60°
C. Los productos de restriccion se resolvieron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% en buffer TBE 1
X. El gel se tifié con bromuro de etidio (1 mg/mL) y se visualizé
con un transiluminador con luz UV. Los patrones de restriccién
fueron analizados segun lo descripto por Davidson y col.’¢. La
técnica de genotipificacion utilizada permite clasificar a las
muestras estudiadas en genotipos 1 a 6 a partir de la primera
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restriccién enzimatica. Para caracterizar el subtipo viral se rea-
liza la segunda digestion, que permite discriminar los subtipos
al/c y b para el genotipo 1, los subtipos a/c y b/c para el 2y los
subtipos a/c/d/e y b/f para el genotipo 3.

Resultados

De los 64 pacientes, 32 resultaron positivos para HCV
determinado por RT-PCR anidada de la region 5'NC (Ta-
bla 1). Dado que los pacientes tanto positivos como ne-
gativos con factores de riesgo se siguen en el tiempo
por control clinico, a 25 de los 32 pacientes positivos
para HCV por RT-PCR anidada se les realizé un segui-
miento en el tiempo, ya que pudo obtenerse més de una
muestra. En 9/25 casos, el ARN viral sérico se mantuvo
positivo durante todo el periodo de seguimiento, en 5/25
pacientes se observd una disminucién de los niveles
séricos de ARN viral por debajo del limite de deteccion
de la RT-PCR anidada, en 9/25 pacientes los resultados
de RT-PCR anidada fueron alternantes, tanto positivos
como negativos y finalmente en 2/25 pacientes el ARN
viral fue indetectable inicialmente y a lo largo del segui-
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miento la viremia aumenté a niveles detectables por RT-
PCR anidada.

Dentro de las transmisiones verticales, a partir del
conocimento del status HIV materno, se observé que 4/
11 (36.4%) madres HIV y HCV positivas constituyeron
el tnico factor de riesgo de infeccion por HCV para sus
5 hijos; por otro lado, 6/10 (60%) madres HIV negativas
y HCV positivas también constituyeron el Gnico factor de
riesgo de infeccién por HCV para sus 6 hijos (Tabla 3).

Del total de 21 madres se pudo obtener muestras de
suero en 9 casos. La infeccion por HCV en 2/9 madres
constituyé el Unico factor de riesgo conocido para 3 ni-
flos HCV positivos determinado por RT-PCR anidada
(una madre tenia dos hijos). Sélo 1/2 madres era HIV
positiva. No pudo determinarse si hubo cotransmision
de HIV y HCV, ya que por su edad los nifios se encuen-
tran aun en el periodo de seguimiento de su infeccion
por HIV al momento de realizarse este trabajo.

Se realiz6 el analisis de los genotipos de HCV pre-
sentes en 27/32 pacientes positivos de los cuales se dis-
ponia de suficiente muestra (Figuras 1y 2) (Tabla 2). El
genotipo predominante fue 1 (92%) y no se encontrd

TABLA 1.— Datos generales de la poblacién estudiada

Via de transmisién de HCV

Total Transfusional Vertical Desconocida
Pacientes estudiados 64 22 22 20
Rango de edades (mediana) 40d - 19a (3a) 3m - 17a (11a) 40d — 5a (6m) 1m - 15a (3a)
Relacion varones:mujeres 36:28 2:1 2:3 3:2
HIV + 16 3 8 5
RT-PCR+ para HCV 5'NC 32 16 11 5

d: dias; m: meses; a: afios; HCV: Virus de hepatitis C.

Fig. 1.— Mapa de restriccion de productos de RT-PCR de la re-
giéon 5'NC de HCV. Los productos de RT-PCR fueron so-
metidos a electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% y
posterior tincién con bromuro de etidio. 1: Marcador de PM
25 bp; 2,4,6: Producto de RT-PCR digerido con Hinfl/Mval;
3,5,7: Producto de RT-PCR digerido con Haelll/Rsal; 8:
Producto de RT-PCR sin digerir. (Genotipo 1: calles 6-7;
genotipo 2: calles 2-5).

Fig. 2.— Mapa de restriccion de productos de RT-PCR de la re-
gion 5'NC de HCV. 1: Marcador de PM 25 bp; 2-3: Produc-
to de RT-PCR digerido con ScrFl; 4-7: Producto de RT-PCR
digerido con BstUl; 8: Producto de RT-PCR sin digerir.
(Genotipo 2alc: calles 2-3; genotipo la/c: calles 4-5;
genotipo 1b: calles 6-7)
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TABLA 2.— Genotipificacion del HCV presente en muestras de nifios y madres

Genotipo
Total lalc 1b 2alc  2b/c 3alcldle 3blf

n n n n n n n
Madres
Transmision vertical de HCV 2 1 - - - -
Ausencia de transmisién de HCV 7 3 - - 1 -
Nifios
Madre HCV positiva 10 6 3 1 - - -
Transmisién transfusional 12 4 7 - - 1 -
Via de transmisién desconocida 5 5 - - - - -

TABLA 3.— Transmision vertical de HCV: Efecto de la
coinfeccion materna por HIV*

Madre HIV + Madre HIV -
n n
Nifios HCV + 5 6
HCV - 7

* Sin significacién estadistica. P>0.05, Test exacto de Fisher

muestra alguna perteneciente al genotipo 4,5 0 6. En los
casos en los que se contaba con mas de una muestra,
el genotipo viral infectante se mantuvo constante duran-
te todo el periodo de seguimiento. Se evalud el genotipo
viral presente en las 9 muestras de sangre materna. Los
genotipos hallados en las parejas madre-hijo fueron coin-
cidentes en los 3 casos en que el Unico factor de riesgo
conocido de transmisién de HCV fue la infeccion ma-
terna.

Discusién

En los 25 pacientes en los cuales se pudo realizar un
seguimiento se observaron diferentes comportamientos
en cuanto a la presencia de viremia. Un 36% de los ca-
s0s mantuvo una infeccion activa a lo largo del tiempo,
en tanto en el 20% de ellos las viremias fueron negati-
vas luego de una primera RT-PCR anidada para HCV
positiva. Esto podria indicar que en estos ultimos el vi-
rus se localiza en otro reservorio no sérico, tal como los
monocitos, lo cual ha sido previamente descripto por otros
autores®!8, Por otra parte en el 36% de los casos se
observaron resultados alternantes positivos y negativos
de RT-PCR anidada para HCV lo cual coincide con lo
descripto en otros estudios con pacientes pediatricos®°.

Dadas las diferencias que se observan en cuanto al
comportamiento de los hospedadores frente al virus, es
nuestro objetivo futuro evaluar la respuesta inmune ce-
lular en estos pacientes frente a péptidos sintéticos deri-
vados de HCV, para poder establecer correlaciones en-
tre marcadores bioldgicos y progresion de la enferme-
dad.

En lo referente a la distribucion de los genotipos de
HCV hallados en la poblacion pediatrica en estudio se
observo un predominio de genotipo 1 (92 %) siendo a su
vez un 60% genotipo la/c y un 40% genotipo 1b. No se
observé una relacion entre genotipo 1la/c o 1b y la via de
transmisién. La prevalencia de genotipo 1 es coinciden-
te con lo descripto por otros autores en nuestro pais en
estudios con pacientes adultos? 2!, en grupos mixtos
adultos y pediatricos?* # y pacientes pediatricos
hemofilicos?’. Sin embargo, no se detect6 coinfeccion
por multiples genotipos en nuestra poblacion pediatrica
a diferencia de lo hallado por otros investigadores en
pacientes pediatricos y en grupos mixtos de pacientes
adultos y pediatricos en nuestro pais> %,

A pesar de que otros autores en nuestro pais han
descripto la presencia de genotipo 4% 2% 24 y genotipo
52, en este trabajo no se encontr6 muestra alguna per-
teneciente a los genotipos 4, 5 ni 6 lo cual coincide con
lo observado por Quarleri y col?.

La persistencia del mismo genotipo viral a lo largo del
periodo de seguimiento en las muestras estudiadas per-
mite suponer que el virus ha podido adaptarse satisfac-
toriamente a su nuevo hospedador. Otros autores han
descripto la variacion del genotipo viral infectante en
muestras seguidas a lo largo del tiempo!”%. En conse-
cuencia, el futuro seguimiento de los pacientes incluidos
en este estudio permitira establecer si el genotipo de
HCV sigue siendo constante como hasta ahora o pre-
senta variacion.

La via de transmision no estuvo relacionada con el
genotipo viral infectante, ya que se han observado los
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mismos genotipos en muestras de pacientes con distin-
tas vias de transmisién. En este sentido, hemos obser-
vado que los nifios infectados por via vertical presenta-
ron distintos genotipos de HCV (la/c, 1b, 2a/c), de acuer-
do a lo presentado en la Tabla 2. Ademas, en los tres
casos de transmision vertical en que se contaba con una
muestra de suero materna, los genotipos virales halla-
dos en dichas muestras maternas y en las de sus hijos
fueron la/c o 1b. La evaluacién de un mayor nimero de
casos de transmision vertical permitira elucidar la ten-
dencia observada de que la transmision por via vertical
del HCV no esté asociada a genotipo viral alguno.

Los genotipos virales encontrados en las madres es-
tudiadas permitieron disponer de una herramienta adi-
cional para sustentar la via de transmision vertical. Para
confirmar la misma, hemos iniciado la secuenciacion de
otras regiones del genoma de HCV, a fin de realizar es-
tudios filogenéticos que permitan establecer relaciones
entre los genomas virales hallados en las muestras de
las parejas madre-hijo analizadas. Nuestros resultados
indican que el genotipo viral hallado en las madres se
transmitié al nifio en las 3 parejas madre-hijo estudia-
das.

En lo que respecta al incremento de la transmision
vertical de HCV en los casos de coinfeccién materna
por HIV, el Test exacto de Fischer no revel6 significa-
cién estadistica. Existen datos contradictorios sobre este
tema. Zucotti y col publicaron datos concordantes con
los obtenidos en el presente trabajo, en los que la tasa
de transmision vertical de HCV no se vio incrementada
en los casos de coinfeccion materna por HIV#. Sin em-
bargo, otros autores han demostrado que la transmisién
vertical de HCV se ve incrementada en estos casos®® %,
El andlisis de un mayor nimero de casos permitira de-
terminar cudl es el efecto de la coinfeccion HIV-HCV
sobre la transmisién vertical en nuestra poblacion. Por
otra parte, existen otros factores que pueden favorecer
la transmision vertical de HCV, por ejemplo varios auto-
res la han relacionado directamente con la carga viral
materna para HCV?® 20.27. 28 Adem@s, la presencia de
HCV en células mononu-cleares de sangre periférica ha
sido bien documentada? * %°; y éstas podrian actuar como
un reservorio para el virus, cumpliendo un rol fundamental
en la reactivacion de la infeccion?®. Azzariy col han rela-
cionado recientemente el hallazgo de ARN viral (tanto
de polaridad positiva como negativa) en células
mononucleares maternas en la sangre fetal con la trans-
mision vertical de HCV?8. La correlacion entre estos fac-
tores y la transmisién vertical de HCV sera explorada
por nosotros en futuros estudios.

El presente trabajo constituye el paso inicial en la
evaluacion del comportamiento del virus durante la in-
feccion pediatrica y la respuesta de sus hospedadores
en las etapas tempranas de la infeccién por HCV.
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... Estas reflexiones de un investigador que esta terminando su trayectoria no tienen otro propdsito
que despertar la responsabilidad y el entusiasmo de la gente joven que ensefia e investiga. Si me
contemplo yo mismo cuando tenia 30 afios, me doy cuenta que me equivoqué respecto a lo que
pensaba que seria el pais casi 40 afios después. Pequé de optimista pero, sin embargo, no de iluso
pues las condiciones estan dispuestas para un desarrollo mucho mas rapido y efectivo que el que
existia en la década del 30. No en vano se han creado organismos que adquirieron experiencia en
estos "afios arduos”, como dice Borges, y también en los anteriores, que nunca fueron placidos. Las
Universidades, la Secretaria de Ciencia y Tecnologia, los Consejos de Investigacion, las Fundacio-
nes de Ayuda a la Investigacion, etc. existen y necesitan el apoyo de todos, el entusiasmo y el talento
de los jovenes y la comprension de los gobernantes, que saben la importancia de la educacion y la
investigacion para alcanzar la situacion que nos corresponde en el concierto de las naciones. No
estaremos en la primera fila pero si en la digna compafiia de los paises que contribuyen, sin ser

superpotencias, al desarrollo de la humanidad.

Alfredo Lanari (1910-1985)

Vision retrospectiva mirando hacia adelante.
Medicina (Buenos Aires) 1978; 38: 206



