Investigacion Clinica
Investigacion ISSN: 0535-5133
Clinkco N .
riclinicas@gmail.com
Universidad del Zulia

Venezuela

Zulay Sulbaran, Maria; Montafio, Lérida; Sulbaran, Yoneira; Loureiro, Carmen Luisa;
Flores, Carmen Rosa; Farias, Yurviris; Maldonado, Antonio; Guillen, Genny; Rangel,
Héctor; Pujol, Flor
Caracterizacion molecular del virus de la Hepatitis C en pacientes remitidos al
Laboratorio Regional de Salud Publica del Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”, Cumana, Venezuela.

Investigacion Clinica, vol. 57, nim. 1, marzo, 2016, pp. 13-24
Universidad del Zulia
Maracaibo, Venezuela

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=372945290003

Coémo citar el articulo ' &\ ,/.L

Numero completo Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3729
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3729
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=372945290003
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=372945290003
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3729&numero=45290
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=372945290003
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3729
http://www.redalyc.org

Invest Clin 57(1): 13 - 24, 2016

Caracterizacion molecular del virus de la Hepatitis
C en pacientes remitidos al Laboratorio Regional
de Salud Pablica del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala”, Cumana, Venezuela.

Maria Zulay Sulbaran', Lérida Montano?, Yoneira Sulbaran3, Carmen Luisa Loureiro3,
Carmen Rosa Flores?*, Yurviris Farias?, Antonio Maldonado?, Genny Guillen?,
Heéctor Rangel? y Flor Pujol?

"Laboratorio de Virologia, Postgrado en Biologia Aplicada, Universidad de Oriente, Ntcleo Sucre,
Cumana Venezuela

“Departamento de Bioanalisis, Universidad de Oriente, Nucleo Sucre, Cumana, Venezuela

3 Laboratorio de Virologia Molecular, Centro de Microbiologia y Biologia Celular, Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas, Caracas, Venezuela

“Laboratorio de Regional de Salud Publica, Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”,
Cumana, Venezuela.

Palabras clave: VHC; ELISA; 5’NC; NS5b; genotipos.

Resumen. La Organizacion Mundial de la Salud estima que aproximadamente 170
millones de personas estan cronicamente infectadas por el virus de la hepatitis C (VHC). En
este estudio se evaluo la presencia de anticuerpos contra el VHC en pacientes remitidos
durante enero de 2010 a febrero de 2013, al Laboratorio Regional de Salud Publica del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” en Cumana, Venezuela. La presencia
de anticuerpos se hizo mediante dos ensayos de ELISA y se determinaron los genotipos
circulantes a través de analisis filogenéticos de fragmentos de genoma viral amplificados por
la region 5’ no codificante (5’NC) y region no estructural 5b (NS5b) usando la transcripcion
reversa y reaccion en cadena de la polimerasa en dos rondas (RT-PCR). Se encontré una
prevalencia de anticuerpos contra el VHC del 0,57 % (17/3005), siendo el grupo etario
mayor de 41 afios el mas afectado (0,9 %). Un total de 16 muestras resultaron positivas
para la presencia del ARN viral por RT-PCR en la region 5’'NC (16/17, 94 %). El analisis
filogenético de la region 5'NC permiti6 identificar la circulacion del genotipo 2 y 1 y de
un genotipo 3 y uno 4. Mediante andlisis filogenéticos de la regidon NS5b, se observo la
presencia de diversos subtipos dentro del genotipo 2 (2a, 2j y 2s), lo que concuerda con
estudios anteriores que muestran que este genotipo es relativamente diverso en nuestro pais.

Autor de correspondencia: Maria Zulay Sulbaran. Laboratorio de Virologia, Postgrado en Biologia Aplicada. Universidad de
Oriente, Nucleo Sucre, Cumana, Venezuela. Telf.: 0293-4002270; 04147699863. Correo electronico: mzulay@yahoo.com.
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Molecular characterization of hepatitis C virus in patients referred to a reference laboratory
of public health, University Hospital “Antonio Patricio de Alcala”, Cumanad, Venezuela.

Invest Clin 2016, 57(1): 13-24
Keywords: VHC; ELISA; 5’NC; NS5b; genotypes.

Abstract. The World Health Organization estimates that approximately 170 million
people are chronically infected with hepatitis C virus (HCV). This study evaluated the
presence of antibodies against HCV by two immunoassays. HCV genotypes were analyzed
by phylogenetic analysis of viral genome fragments amplified from the 5 ‘non-coding
(5’NC) region and non-structural region 5b (NS5b), using reverse transcription and nested
polymerase chain reaction (RT-PCR), in patients referred from January 2010 to February
2013 to the Reference Laboratory of Public Health, University Hospital “Antonio Patricio
de Alcala”. The prevalence of anti-HCV antibodies was 0.57% (17/3005), being the
group of patients older than 41 years the most affected (0.9%). A total of 16 samples were
found positive for HCV RNA by RT-PCR in the 5’NC region (16/17, 94%). Phylogenetic
analysis of the 5'NC region allowed to identify the circulation of genotypes 2 and 1, and
one genotype 3 and one 4. By phylogenetic analysis of the NS5b region, diverse subtypes of
HCYV genotype 2 were identified (2a, 2j and 2s). This finding is in accordance with previous

studies that indicate that this genotype is relatively diverse in our country.

Recibido: 19-11-2014. Aceptado: 29-10-2015

INTRODUCCION

Se ha estimado que el 3% de la poblacion
mundial (aproximadamente 170 millones de
personas) esta cronicamente infectado por el virus
de la hepatitis C (VHC). Este virus se considera
el agente causal del 80% de las hepatitis cronicas
con posible evolucidén a cirrosis o carcinoma
hepatocelular, consideradas como unas de las
posibles causas de morbilidad y mortalidad en el
futuro (1-3).

El virus de la hepatitis C (VHC) es un
virus hepatotropico del género Hepacivirus
perteneciente a la familia Flaviviridae (4,5). Esun
virus envuelto con genoma de acido ribonucleico
(ARN) de simple cadena de sentido positivo, de
aproximadamente 9600 nucleodtidos de longitud.
Se han descrito 7 principales genotipos del
VHC (numerados del 1 al 7) y un gran niimero
de subtipos (designados a,b,c,d,e,...) (6,7). La
secuencia de nucledtidos varia de 31 a 33% entre

genotipos y de 20 a 25% entre subtipos (6,8).
Esta alta variabilidad genética se debe no solo
al alto nivel de replicacion viral (10'? particulas
virales diarias) (9), sino también a la alta tasa
de mutacion (1,1 y 1,5 x 10° mutaciones por
sitio y por ano) (10,11) y a la falta de actividad
correctora de la  ARN polimerasa (12). Por
consiguiente, en el individuo infectado, el virus
circula como un complejo de cuasiespecies virales
(13) cuya composicion estd sujeta a cambios
continuos debido a seleccion competitiva (14) y
las interacciones entre variantes con diferentes
niveles de fitness (15).

Esta tasa de fijacion de mutaciones no se
distribuye uniformemente a lo largo del genoma
debido a que presenta regiones altamente variables
como los genes que codifican las proteinas de
envoltura y regiones bien conservadas, tales
como la region 5 ‘ no codificante (5’NC). La
consecuencia practica de la alta conservacion de
la 5’NC en la genotipificacion es que esta region

Investigacion Clinica 57(1): 2016
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varia muy poco para resolver la clasificacion
a nivel de los subtipos virales (16,17) mientras
que la region NS5B, menos conservada, conocida
como la “region de Okamoto “ (nt 8282 a
8.610 segun el genoma de referencia H77) (16)
proporciona una mejor concordancia con la
filogenia del genoma de longitud completa, para
la precisa identificacion de genotipos y subtipos.

En Canada, Australia y Europa se calcula que
la prevalencia de la infeccion por el VHC esta
alrededor del 1%; en la mayoria de paises de
Africa y Asia Oriental se estima que esta por
encima del 2%; en Egipto entre 11% y 14%,
pudiendo llegar hasta 60%; en Francia e Italia
1,7% (18) y en Argentina entre 1,5% y 2,5% (19).
En Venezuela, se han reportado prevalencias de
1,1% y 2,1%, en poblaciones urbanas, rurales y
amerindias (20), y de 0% a 71% en poblaciones
de riesgo, como trabajadoras sexuales (0%),
usuarios de drogas intravenosas (1%), crack oral
(43,1%), receptores de transfusiones multiples
(24%) y pacientes hemodializados (39% a 71%)
(21-23).

La caracterizacion genotipica del VHC tiene
interés clinico y epidemiologico. Ademas, es critica
para el correcto manejo terapéutico del paciente
infectado. En efecto, el genotipo viral es un factor
prondstico con significacion estadistica propia e
independiente de otros factores (carga viral o dafno
hepatico previo) de respuesta virologica sostenida al
tratamiento antiviral (interferon estandar o pegilado
en monoterapia o en combinacion con ribavirina e
inhibidores de proteasa) (24-26). Por ello se considerd
oportuno determinar la frecuencia y distribucion
genotipica de la infeccion por el VHC en muestras
de sueros colectados de pacientes remitidos a un
laboratorio regional, con el proposito de aportar una
valiosa informacion epidemiologica y molecular,
ademas de tener importantes consecuencias para las
politicas de salud publica.

MATERIALES Y METODOS

Durante el periodo enero 2010 a febrero 2013,
un total de 3005 muestras de sueros fueron

colectadas de pacientes con diversas patologias,
remitidos al Laboratorio de Regional de Salud
Publica del Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala”, Cumand, Venezuela. La edad
y el sexo de los pacientes fueron obtenidos de las
fichas epidemiologicas de cada uno de ellos.

La determinacion de anticuerpos anti-VHC
se realizo a través del ensayo inmunoenzimatico
ELISA de tercera generacion, en la presentacion
comercial UMELISA VHC-SUMA. Es una
técnica indirecta que utiliza como fase solida
placas de tiras de ultramicroELISA recubiertas
con péptidos sintéticos, correspondientes a la
region del core, region no estructural NS4 y NS5
y una proteina recombinante de la region NS3 del
VHC, que capturan a los anticuerpos especificos
presentes en las muestras de suero. Alos complejos
formados, se unen anticuerpos conjugados (anti-
IgG humana/fosfatasa alcalina) y al afiadir el
sustrato fluorigénico (4-metilumbeliferil fosfato),
éste se hidroliza y la intensidad de la fluorescencia
emitida es directamente proporcional a la
presencia de anticuerpos anti-VHC en la muestra
(27). La validacion, interpretacion e impresion de
resultados fueron efectuadas automaticamente por
el lector SUMA mediante el programa UMELISA
VHC. Las muestras negativas por RT-PCR y con
valores indeterminados (en la franja inferior del
valor umbral) fueron evaluadas por un segundo
estuche comercial con el fin de confirmar la
positividad serologica (HCV Ab Sistedia).

Los sueros que resultaron positivos a IgG
anti-VHC fueron sometidos a RT-PCR. Para la
amplificacion del RNA y genotipificacion inicial
se uso la region 5 ‘NC y la region NS5b para
la tipificacion adicional. Se extrajo ARN de
140 pl de suero mediante el uso de la Qldamp
Viral RNA Mini Kit (Qiagen Hilden, Alemania),
segin las instrucciones del fabricante. Se
aplicaron estrictamente las medidas para prevenir
contaminacion (28). Se utilizaron iniciadores
especificos que permitieron la amplificacion
de la region 5'NC del VHC (29). En esta RT-
PCR anidada, se uso el iniciador 209N para la
generacion del ADNc y para la primera ronda
de amplificacion se utilizaron los iniciadores
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externos 939P y 209N, que limitan la region
del genoma entre los nucledtidos 45 y 349 de la
cepa de referencia H77-AF009069 subtipo la,
obteniéndose un producto de 304 pb; mientras
que los iniciadores internos 940P (sentido) y
211N (antisentido), los cuales bordean la region
entre los nucleodtidos 63 y 313, generaron un
producto de 250 pb. Para amplificar la region
NS5b se utilizaron los iniciadores sugeridos por
Sulbaran y col. (17). En la RT-PCR semianidada,
se uso el iniciador 8645N para la generacion del
ADNCc y para la primera ronda de amplificacion
se utilizaron los iniciadores externos 8245P y
8645N, que bordean la regiéon comprendida entre
los nucledtidos 8245 y 8645 de la cepa H77-
AF009069 subtipo 1a, obteniéndose un producto
de 400 pb; mientras que los iniciadores internos
8276P y 8645N, los cuales bordean la region
entre los nucledtidos 8276 y 8645, generaron un
producto de 369 pb (17).

Los sueros controles positivos que se
utilizaron para amplificar las regiones 5’NC y
NS5b fueron muestras previamente identificadas
como francamente positivas para el ARN del
VHC y como controles negativos se usaron
mezclas de reactivos sin ADN. Los productos
de la PCR fueron sometidos a electroforesis en
geles de agarosa al 1,5 % y fueron visualizados
usando bromuro de etidio bajo luz ultravioleta. Se
realizo la purificacion de los productos usando el
kit QIAquick PCR segln las recomendaciones del
fabricante, para su posterior secuenciacion en el
Centro de Servicios Macrogen (Seul, Corea).

Las secuencias de nucledtidos obtenidas,
correspondientes a la region 5’NC y NS5b del
VHC, fueron comparadas utilizando el programa
BLASTN v2.0.8 para establecer las relaciones
filogenéticas con cepas de otros paises y asi
identificar los genotipos correspondientes. Las

secuencias obtenidas fueron alineadas con un
panel de secuencias de referencias depositadas en
la base de datos del GenBank para la construccion
de arboles filogenéticos. Se aplico el método
de “el vecino mas cercano” (Neighborjoining),
basado en matrices de distancias, estimadas por
el método de Kimura dos parametros, usando el
programa DNAman version 5.2.2. Los analisis
fueron avalados con valores de confianza
(bootstrap) basados en 1000 réplica.

Las muestras fueron consideradas positivas
para la infeccion o exposicion por el VHC si
observaba la presencia de reactividad a los dos
ensayos seroldgicos o al ARN viral. Para los
analisis estadisticos se aplico la prueba de Chi
cuadrado o prueba Exacta de Fisher (cuando
un valor de celda fue inferior a 5) a un nivel de
confianza de 95% (30).

RESULTADOS

De las 3005 muestras, 76 muestras resultaron
inicialmente reactivas: 17 positivas y 59 con
valor indeterminado (en la franja del 10% por
debajo del valor umbral de positividad). Estas
59 muestras resultaron negativas cuando fueron
evaluadas por un segundo ensayo comercial y
negativas para la presencia del ARN viral. De
este analisis se concluye que la prevalencia de
infeccion o exposicion al VHC fue de 0,57 %
(17/3005) (Tabla I). No se observaron diferencias
significativas en la prevalencia de anticuerpos
anti-VHC en funcion del sexo. Se observo una
tendencia a una mayor prevalencia de exposicion
al VHC en el grupo de pacientes con edades
mayores a los 41 anos (0,8 %) con respecto a
los menores de 18 afios (0,15 %), aunque esta
diferencia no alcanz¢ significancia estadistica.

Investigacion Clinica 57(1): 2016
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TABLA I

FRECUENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA EL VHC EN PACIENTES DEL LABORATORIO

REGIONAL DE SALUD PUBLICA, HOSPITAL UNIVERSITARIO “ANTONIO PATRICIO DE
ALCALA”, CUMANA, VENEZUELA (ENERO 2010-FEBRERO 2013)

Anti-VHC positivo

N/tot (%)

Edad (afios)
0-17
18-41
>41
Sexo
Femenino
Masculino
Total

1/661 (0,15 %)
8/1.343 (0,6 %)
8/1001 (0,8 %)

8/1.447 (0,55%)
9/1.558 (0,58%)
17/3005 (0,57%)

N: niimero de pacientes positivos, tot: total

VHC: virus de la hepatitis C

El analisis y la distribucion de los genotipos
y subtipos del VHC se realizé por amplificacion
de las regiones 5'NC y NS5B del ARN del virus
de la hepatitis C por RT-PCR. Se logr6é amplificar
por la region 5'NC 16 muestras de las 17 con
evidencia de exposicion al VHC (94 %). Los
analisis con el programa BLASTN v2.0.8 y los
analisis filogenéticos por el programa DNAman
de esta region, evidenciaron que el genotipo 2 fue
el mas frecuente (56%, 9/16) en los individuos

infectados, seguido por el genotipo 1 (31 %,
5/16), hallandose igualmente un genotipo 3 y uno
4 (Tabla II, Fig. 1). El analisis filogenético de 6
muestras para las cuales se logrd la amplificacion
de la region NS5b permitié obtener con mayor
definicion los subtipos de las mismas (Fig.2),
encontrandose una diversidad de subtipos dentro
de los aislados genotipo 2 (2a, 2j y 2s) (Fig. 2,
Tabla III).

TABLA 11
GENOTIPOS Y SUBTIPOS ASIGNADOS DE LOS AISLADOS DEL VHC, USANDO
SECUENCIAS DE LA REGION 5’ NO CODIFICANTE (5'NC)

X Subtipo VHC 5’NC
Genotipo VHC N (%) .
N: subtipo (%)
1 5(31%) 5: laeh (31%),
2: 2ajk (13%)
0,
2 9 (56%) 6: 2b (38%)
1: 2" (6%)
3 1 (6%) 1: 3a (6%)
4 1 (6%) 1: 4adn (6%)
Total 16 16

N: numero de pacientes con genotipo, VHC: virus de la hepatitis C
'para este aislado no fue posible la asignacion de subtipo mediante el analisis

de la region 5'NC.

Vol. 57(1): 13 - 24, 2016
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Fig. 1. Arbol filogenético de 50 aislados del VHC de los subtipos 1aeh,1b,2ajk,2b,3a,3b,3k,4adn,6a,6b,7
correspondiente a un fragmento de 192pb de la region no codificante 5” (nucleétidos 96 al 286
segtin la cepa H77- AF009069, subtipo 1a). Los aislados de referencia son designados por el nimero
de acceso en el banco de genes (en azul). Estos aislados de referencia para asignar genotipo fueron
las siguientes: genotipos 1a (AF009606, D10749, FJ024282, KC118277), genotipos 1b (AF139594,
ABO016785), genotipo 1e (KC248194), genotipo 1h (KC248198), genotipos 2a (AB047639, AF169002),
genotipos 2b (AY232730, AY232749, AB030907, AF238486, D01221), genotipo 2k (AB031663),
genotipo 2j (HM777358), genotipo 3a (AF046866, X76918, D28917, NC009824), genotipo 3b
(D49374), genotipo 3k (D63821), genotipos 4a (DQ418782, DQ418784, NC009825), genotipo 4d
(462437), genotipo 4n (JX227970), genotipo 5a (AF064490), genotipo 6a (DQ480524, DQ480522,
Y'12083), genotipo 6b (D84262) y genotipo 7 (EF108306). Al lado del nombre se indica el genotipo y
lugar de aislamiento de la cepa. En azul se sefialan los nombres de las secuencias correspondientes a este
estudio. Para comprobar el nivel de confianza del agrupamiento se utilizo el programa BOOTSTRAP
del paquete (ADNman version 5.2.2) para generar 1000 arboles replicas a partir del alineamiento de las
secuencias. La escala de la barra esta en unidades de sustituciones de nucledtidos por sitio.

@
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Fig. 2. Arbol filogenético de 85 aislados del VHC de los subtipos 1a,1b,1¢c,1g,2a,2b,2¢,2d,2e,2f,2i,2j,2k,2
1,2m,20,2r,2s,32,3b,3k,4a,4d,4n,5a,6a,6b,7 correspondiente al fragmento de 246 pb de parte de
la region no estructural 5b (nucle6tidos 8364 al 8610 segtin la cepa H77- AF009069, subtipo 1a).
Los aislados de referencia son designados por el nimero de acceso en el banco de genes (en azul). Estos
aislados de referencia para asignar genotipo fueron las siguientes: genotipo la (AF009606, D10749,
EU155345, FJ024282, EU155380), genotipo 1b (AY460204, AF139594, AB016785), genotipos 1c
(D14853, AY05C1292), genotipo 1g (AM910652), genotipo 2a (AB047639, AF169002, D00944,
AY 746460, NC009823), genotipos 2b (AY232730, AY232749, AB030907, AF238486, D01221), geno-
tipo 2¢ (AY257445, D50409, EF116047, L38367), genotipo 2d (AF037242, AF037244), genotipo 2e
(D49760, D49780), genotipo 2f (D49769, D49777), genotipo 2i (AF515968, DQ155561, L48492),
genotipo 2j (AY 894526, AY894550, D86530, DQ220919, HM777358), genotipo 2k (AB031663,
DQ220893, DQ220896, DQ220900), genotipo 21 (AY257430, DQ220945, DQ220944, 148491,
DQ220947), genotipo 2m (AY434117, AY434144, AY754634), genotipo 20 (L38373), genotipo 2r
(EF116040, EF116051, EF116059), genotipo 2s (HM777330, HM777332, HM777331), genotipo 3a
(AF046866, D28917, NC009824, X7691833), genotipo 3b (D49374), genotipo 3k (D63821), geno-
tipos 4a (DQ418782, DQ418783, DQ418784, NC009825), genotipo 4n (JX227970), genotipo 4d
(DQ418786, FJ462437), genotipo Sa (AF066490, NC009826), genotipo 6a (EU246930, DQ480524,
DQ480522, Y12083), genotipo 6b (D84262) y genotipo 7 (EF108306). Al lado del nombre se indica
el genotipo y lugar de aislamiento del aislado. En azul se sefialan los nombres de las secuencias corre-
spondientes a este estudio. Para comprobar el nivel de confianza del agrupamiento se utiliz6 el programa
BOOTSTRAP del paquete (ADNman version 5.2.2) para generar 1000 arboles replicas a partir del
alineamiento de las secuencias. La escala de la barra esta en unidades de sustituciones de nucledtidos
por sitio.
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TABLA III
CONCORDANCIA Y DISCRIMINACION EN LA ASIGNACION DE SUBTIPOS DE SEIS
AISLADOS DEL VHC, AL ANALIZAR SECUENCIAS DE LA REGION 5’ NO CODIFICANTE
(5'NC) Y REGION NO ESTRUCTURAL 5B (NS5B).

Aislado del VHC S“btslf’; CV HE Subtipo VHC NS5b
5CLR 2ajk 2a
60CLR 2ajk 2j
62CLR 2 2s
66CLR 2b 2b
34CLR 3a 3a
46CLR 4adn 4d
DISCUSION 71% (21,31-34). Se observo la tendencia esperada

En el presente trabajo se encontrd una
prevalencia de anticuerpos IgG anti-VHC de 0,57
% en 3005 pacientes remitidos al Laboratorio
de Regional de Salud Publica del Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”,
durante el periodo enero 2010 a febrero 2013, en
Cumana, estado Sucre, Venezuela. Es importante
sefialar que la poblacion estudiada es un buen
reflejo de la poblacion general de Cumana y sus
zonas aledafias, dado que estos pacientes acudieron
a consulta por diversas patologias no relacionadas
con sintomatologia hepatica. Esta prevalencia es
algo inferior a las publicadas en otros estudios
realizados en Venezuela y en otros paises de
América Latina (Argentina, Brasil, México, Pert,
Puerto Rico) donde se han reportado prevalencias
promedios de 1 a 2,3 % (19).

La prevalencia de la infeccion por el
VHC es variable seglin la zona geografica y los
diferentes grupos de riesgo. En Venezuela, no
existen muchos estudios dirigidos especificamente
a determinar la frecuencia de la infeccion en la
poblacion general. Sin embargo, se han reportado
prevalencias de infeccion para el VHC de 1,1%
a 2,1% (20). La mayoria de los estudios de
seroprevalencia en Venezuela se han centrado
principalmente en pequefias comunidades o
grupos de alto riesgo, con prevalencias de 1% a

de aumento de prevalencia de exposicion al VHC
en funcion de la edad.

En los paises en desarrollo, las
pruebas complementarias como las basadas en
neutralizacion o ensayos de inmunotransferencia
recombinante (RIBA) a menudo se omiten debido
a su costo. La confirmacion del diagnoéstico del
VHC se realiza a través de la determinacion del
ARN viral o de la realizacion de un segundo
test inmunoenzimatico (35). La presencia de
anticuerpos contra el VHC indica infeccion
presente o pasada por el virus, mientras que
la presencia de ARN del VHC en suero revela
una infeccion activa. En el presente estudio se
observo una relativa alta frecuencia de muestras
inicialmente reactivas (indeterminadas) a los
antigenos virales, que resultaron luego negativas a
la presencia del ARN viral y a un segundo ensayo
inmunoenzimadtico, sugiriendo fuertemente la
presencia de resultados falsos positivos mediante
la evaluacion por un solo ensayo. Es conveniente
mencionar que el ensayo inmunoenzimatico
Tecnosuma, en un estudio de comparacion de
estuches diagnosticos comerciales, arrojo el mas
alto nimero de falsos positivos en poblaciones
amerindias, aunque es importante sefialar que
estudios en poblaciones amerindias no son
forzosamente extrapolables a otros grupos
poblacionales (36). Sin embargo, este estudio
sugiere que es frecuente encontrar numerosos
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resultados falsos positivos al usar este estuche
comercial en poblacidon venezolana.

Los analisis filogenéticos mostraron que
el genotipo 2 fue el mas comtin (56 %), seguido por
los genotipos 1, 3 y 4 (Tabla II). Estos resultados
contrastan con investigaciones realizadas en
varios paises de América Latina, donde sefialan al
genotipo 1 como el mas prevalente en Argentina
(37,38), Brasil (39,40), México (41,42), Puerto
Rico (43), Pera (44) y Venezuela (21,22,45).
Aunque el genotipo 1 es el mas frecuente en los
aislados venezolanos, un trabajo reciente indica
una tendencia al aumento del genotipo 2 en
nuestra poblacion en los proximos afios (17). Sin
embargo, la relativa alta frecuencia observada para
el genotipo 2 puede deberse también al nimero
reducido de muestras estudiadas.

La secuenciacion directa es el estandar de
oro para el analisis de la secuencia genomica del
VHC. La region 5'NC es una zona del genoma
altamente conservada que se utiliza para la
genotipificacion de los aislados del VHC. Sin
embargo, el andlisis de subtipos utilizando la
region 5'NC no permitié agrupar a todos los
aislados del virus dentro de subtipos particulares
(Fig. 1). Debido a ello se requirid extender
el andlisis a la region codificante NS5B. La
amplificacion de esta region del genoma solo se
obtuvo en 6/16 muestras positivas para la region
5'NC. En resumen, los analisis filogenéticos
de la region NS5B permitio dilucidar el subtipo
de muestras no subtipificadas por la region
5'NC (Figs. 1 y 2, Tabla IV). El hallazgo del
subtipo 2s corrobora la circulaciéon del mismo
en Venezuela y la presencia de diversos subtipos
(2a,2b,2j,2s) dentro del genotipo 2 demuestra la
heterogeneidad de este genotipo en el pais (17).
Investigaciones en el Oeste de Africa (46,47),
Canada (48), Martinica (49) y Francia (50, 51), han
demostrado la existencia de una mayor diversidad
del genotipo 2 de la inicialmente reportada. Por
otra parte, la mayor frecuencia del genotipo 2b en
lugar del 2j -de amplia circulacion en el centro del
pais (17)- merece investigar si el subtipo 2j esta
menos representado en zona Oriental. A pesar de
la importancia de la informacion epidemiologica

aportada por la region NS5b, el inconveniente real
de usar esta region fue el bajo nimero de muestras
amplificadas (6/16), lo cual limita el conocimiento
deladistribucion de los subtipos (17). Lapresencia
del genotipo 2 en varias muestras es un hallazgo
relevante debido a que en los pacientes infectados
por este genotipo la respuesta al tratamiento es
mas efectiva, reduciendo la duracién del mismo
y el costo del tratamiento (52,53). Aunque existen
en la actualidad tratamientos muy eficaces contra
esta enfermedad (54), el costo de los mismos limita
todavia su uso masivo en Venezuela, por lo que el
tratamiento con IFN-pegilado y ribavirina sigue
siendo una alternativa en el pais, en particular
para los pacientes infectados con genotipo 2.
Finalmente, este estudio proporciona informacion
epidemioldgica para mejorar las politicas de
vigilancia y hacer frente a esta infeccion silenciosa.
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