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Dificultades en la deteccidon de infecciones con multiples
genotipos del virus de la hepatitis C

El virus de la hepatitis C (HCV) fue identificado por primera vez en los EE.UU. en el afio 1989 como
el mayor causante de las llamadas hepatitis no A no B post transfusionales. En aproximadamente el
85% de los casos, el sistema inmune no es capaz de erradicar la infeccion y el virus persiste en el
individuo. Los individuos con infeccion crénica tienen un riesgo elevado de desarrollar enfermedades
hepaticas crénicas con un amplio espectro de manifestaciones clinicas que incluyen la cirrosis y el
hepatocarcinoma?.

El virus de la hepatitis C presenta una variabilidad genética muy amplia que da como resultado la
existencia de diversos genotipos y subtipos virales.

A pesar de que el genotipo de HCV no predice la progresion de la infeccion, se correlaciona con la
respuesta al tratamiento de manera independiente y determina la duracion y la dosis de droga a admi-
nistrar?2. Como predictor independiente de la respuesta a la terapia antiviral, se han propuesto distintos
regimenes terapéuticos en relacion con el genotipo infectante. El genotipo 1 esta asociado a una menor
respuesta, por lo cual son necesarias mayores dosis y tiempos de tratamiento mas prolongados. Por el
contrario, los genotipos 2 y 3 necesitan menores dosis y son suficientes tiempos mas cortos para lograr
la respuesta al antiviral®.

La ausencia de inmunidad protectora luego de la exposicion inicial al virus posibilita las reinfecciones
con otras cepas de HCV. En consecuencia, en poblaciones de individuos con mayor riesgo de exposi-
cion (drogadictos endovenosos, hemofilicos, pacientes en hemodidlisis) es frecuente observar infeccio-
nes mixtas de HCV o con multiples genotipos del virus®®.

En presencia de infecciones mixtas, algunas cepas pueden prevalecer sobre otras y desplazarlas,
resultando estas Ultimas indetectables por las técnicas utilizadas habitualmente en la genotipificacion.
Sin embargo, determinadas presiones de seleccion pueden traer aparejado el resurgimiento de la cepa
desplazada, que puede influir en la respuesta a la terapia antiviral® . En consecuencia, la deteccion de
infecciones con multiples genotipos de HCV tiene relevancia clinica y puede ser importante para la
eleccion de un régimen terapéutico adecuado, pues existe la posibilidad de que alguna cepa minoritaria
de HCV responda desfavorablemente a la terapéutica y altere la respuesta al tratamiento.

Diversas técnicas han sido propuestas para poder detectar las infecciones en las que intervienen
multiples genotipos. Entre ellas se pueden mencionar las técnicas con sondas de hibridacién especifi-
cas (INNO-LIPA Innogenetics)* ¢, cortes de productos de amplificacion obtenidos por PCR con enzimas
de restriccion especificas para cada genotipo (RFLP)" 8, PCR con primers especificos para los distintos
genotipos®, el clonado de productos de amplificacién con posterior analisis de secuencias® y la
serotipificacion?, entre otras. Todas ellas varian en la sensibilidad y capacidad para detectar las cepas
minoritarias, por lo que se observa una amplia variacion en los datos informados de prevalencia de
infecciones mixtas por HCV® 8,

El principal inconveniente de las técnicas de genatipificacion que se utilizan hasta el momento esta
constituido por la imposibilidad de detectar con la misma habilidad distintos genotipos presentes que se
hallen en diferente proporcién en la muestra* " 8. Todas las técnicas de genotipificacion requieren un
paso inicial de amplificacion de material genético a través del cual se generan cantidades de virus
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adecuadas para realizar el estudio. El andlisis se realiza luego de una amplificacién por PCR de las
especies virales presentes en el plasma/suero del individuo infectado. Desde un principio, distintas
caracteristicas de la técnica de PCR vy los primers elegidos para realizarla determinaran las especies
virales que se amplifiquen para ser genotipificadas posteriormente. La informacién generada por estos
procedimientos estard siempre limitada o circunscrita por la eleccion de la técnica de genotipificacion
utilizada.

En el caso de individuos infectados con mdltiples genotipos virales, el material genético amplificado
puede haber sido generado por la especie predominante, aquella de mayor concentracion en el plasma,
por aquella especie de mayor afinidad por los primers elegidos para la amplificacion, o por la especie
gue haya sido favorecida por las caracteristicas de la técnica desarrollada (métodos de extraccion de
ARN, retrotranscripcion, temperaturas, etc). Asimismo, a pesar de que la secuenciacion de distintas
regiones del genoma es la técnica que brinda mayor exactitud y precision acerca del genotipo viral,
siempre involucra un paso previo de amplificacion por PCR que estara condicionado por las ventajas y
desventajas asociadas a esta técnica.

Por cualquiera de estas causas, el analisis del genotipo podria no estar reflejando la verdadera
situacion del individuo, y la informacién clinica generada podria resultar equivoca y provocar una falla
terapéutica.

Recientemente, un grupo de investigadores aplicé una metodologia en la cual, eliminando la cepa
predominante amplificada mediante cortes especificos con enzimas de restriccion, purifica y concentra
los amplificados que no fueron digeridos y realiza un clonado de los mismos para identificar los genotipos
mediante un analisis de sus secuencias!'. Sin embargo, el limite de sensibilidad sumado a determina-
das combinaciones de genotipos que no pueden ser discriminadas y las distintas proporciones en que
se encuentran los distintos genotipos sigue siendo una limitacion que dificulta revelar las infecciones
mixtas.

Por otra parte, es importante tener en cuenta que las especies virales que se determinan en el
plasma provienen mayoritariamente del higado, pero que existen sitios extrahepaticos de replicacion
viral que podrian actuar como reservorio. A pesar de que las células mononucleares periféricas (CMP)
no son el sitio principal de replicacion del virus, distintas publicaciones indican que existe replicacion
independiente en estas células'?, incluso con persistencia del virus luego de la desaparicion de niveles
detectables de viremia en plasma. Se demuestra la presencia de pequefias cantidades de ARN de HCV
persistentes en macrofagos y linfocitos, hasta 60 meses después de terminado el tratamiento exitoso
con respuestas virales sostenidas®. Los autores advierten sobre el hecho de que estos reservorios
pueden constituir una fuente a partir de la cual se propague el virus determinando una reactivacion de la
enfermedad ya sea espontanea o por finalizacion del tratamiento. La evidencia de que el HCV es capaz
de replicar en CMP de pacientes infectados cronicamente fue creciendo, sustentada, sobre todo, por el
hallazgo de la compartimentalizacion del HCV. Distintos investigadores hallaron en una pro-porcion
significativa de individuos, variantes virales altamente divergentes en las CMP, que no fueron halladas
en el plasma y que pudieron haber sido adquiridas por coinfecciones o superinfecciones* . Incluso fue
posible encontrar genotipos distintos en plasmay CMP en el 9% de los casos estudiados*. A través de
una técnica de cultivo prolongado de CMP derivadas de pacientes hemofilicos con infeccién crénica por
HCV1¢, se identificaron especies virales adicionales a aquellas detectadas en plasma. A pesar de no
haber estudiado la variabilidad viral, los casos hallados con genotipos discordantes en plasma y cultivos
de CMP en nuestros experimentos, también sustentan el hecho de que independientemente de las
cepas virales predominantes en hepatocitos, podemos hallar otras cepas que solo se haran evidentes
durante el cultivo (Parodi et al, enviado a J Clin Microbiol, 2006).
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Sin importar la técnica utilizada, la informacion del andlisis de genotipo obtenida debe ser evaluada

en el contexto de cada paciente, de la via de infeccion y de las conductas de riesgo, teniendo en cuenta

que la especie viral detectada puede estar acompafiada por otras especies virales concomitantes. Es

I6gico plantear si el analisis del genotipo viral necesita ser repetido por la posibilidad de que la cepa

detectada varie debido a cambios en el entorno del paciente, durante el tratamiento o durante la progre-

sién de la enfermedad.

Por lo anteriormente expuesto, encontrar la manera de desenmascarar la presencia de estas cepas

minoritarias en las infecciones por HCV constituye un desafio de gran trascendencia e importancia

clinica, sobre todo cuando el estudio involucra poblaciones de individuos que fueron expuestos al virus

en repetidas ocasiones.
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