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RESUMEN
Objetivo: determinar la frecuencia de los genotipos y subtipos virales del virus de la hepatitis C (VHC) en
pacientes colombianos estableciendo sus posibles asociaciones con variables como edad, sexo y carga viral.
Metodologia: se realizé la determinacién del genotipo y subtipo del VHC en pacientes con infeccién crénica
atendidos en una entidad prestadora de servicios médicos de tercer nivel con sede en diferentes ciudades
de Colombia, mediante el uso del sistema TRUGENE HCV 5NC, que consiste en secuenciar el ADNc del virus
de la hepatitis C obtenido a través de una RT-PCR del ARN viral de cada muestra de los pacientes incluidos en
el estudio. Resultados: se realiz6 el andlisis de genotipo de VHC en 284 pacientes atendidos en diferentes
ciudades del pais, durante 2008, 2009 y primer trimestre de 2010. Fue posible la deteccién de los genotipos
1, 2,3 Y 4 del virus de la hepatitis C y de los subtipos 1a, 1b, 2a, 2b, 3a y 4c, con las siguientes frecuencias
16.20%, 71.13%, 2.11%, 2.11%, 0.35%, 0.35%, respectivamente. Ademés se destacé en el 7.8% de los casos
la infeccién mixta por los subtipos 1ay 1b. De los casos incluidos en el estudio se encontré una mayor pro-
porcién de mujeres con el 56.7% del total de los pacientes incluidos; asi mismo, el rango etéreo con mayor
representacion estuvo entre los 45 a los 64 afios con un 83.1% de la poblacién analizada. La carga viral de
VHC fue mayor en hombres con un p=0,004. Se observaron valores de carga viral con una tendencia mas alta
en pacientes en los cuales fue detectado el subtipo 1a. Conclusiones: se presentd una mayor prevalencia
del genotipo 1, observado en el 95% de los casos analizados y dentro de este el subtipo viral mas frecuente
fue el 1b encontrado en el 71.13% de la poblacién analizada.
Palabras clave: Genotipo, VHC, Secuencia de ADN, DNAc, RNA.

GENOTYPE AND SUBTYPES FREQUENCY OF HEPATITIS C VIRUS IN
COLOMBIAN PATIENTS WITH CHRONIC INFECTION

ABSTRACT
Objectives: to determine the frequency of viral genotypes and subtypes of hepatitis C virus (HCV) in Colom-
bian patients observing possible associations with variables such as age, sex and viral load. Methodology: we
performed genotyping and subtype of HCV in chronically infected patients treated at different sites of the cli-
nical laboratory of a third level health care service providing entity present in different cities in Colombia using
the HCV TRUGENE 5NC system. The system consists of the sequencing of the cDNA obtained from the virus
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by RT-PCR from each sample of patients included in the study. Results: we performed HCV genotype analysis

in 284 patients treated in different cities during the years 2008, 2009 and first quarter of 2010. It was possible

to detect genotypes 1, 2, 3 and 4 of hepatitis C virus subtypes and 1 a, 1b, 2a, 2b, 3ay 4c, with the following
frequencies 16.20%, 71.13%, 2.11%, 2.11%, 0.35%, 0.35%, respectively. Mixed infection by subtypes 1a and 1b
were detected in 7.8% of the cases. Women represented a high proportion of the cases included in the study

(56.7%), while 45 - 64 years was the age range mostly represented (83.1%) in the sample analyzed. HCV viral

load was usually higher in men (p = 0.004); and as a trend, men presenting subtype 1a also showed the highest

viral loads. Conclusions: we showed a higher prevalence of genotype 1, observed in 95% of the cases analyzed.

Among these cases, viral subtype 1b was the most frequently found in the population analyzed (71.13%).

Key words: genotype, HCV, sequences of DNA, cDNA, RNA.

INTRODUCCION

El agente causal de la hepatitis C es un pequefio virus
envuelto compuesto por una cadena sencilla positiva de
RNA de cerca de 9.6 kb (1); posee una alta heterogeneidad
genética y pertenece a la familia flaviviridae (2). Hasta ahora
seis principales genotipos del virus de la hepatitis C (VHC
1 a VHC 6) han sido descritos, cada uno contiene multiples
subtipos (Ej: 1a, 1b, etc). Los aislados con anterioridad cono-
cidos como genotipos 7 a 11 son ahora considerados subtipos
dentro del genotipo 3 (genotipo 10) y genotipo 6 (genotipo 7,
8,9y 11) (3-4). Los genotipos y subtipos pueden aparecer en
cualquier parte del mundo, pero existen diferencias en cuan-
to a la distribucién geogréfica. Por ejemplo, los genotipos 1a,
1b, 2a, 2b, 2c y 3a constituyen el 90% de todas las infeccio-
nes en América, Europa, China, antigua Unién Soviética y
Australia. Los genotipos 1a y 1b son los causantes del 40%
de todas las infecciones de los Estados Unidos y del 80% en
Colombia (5). El genotipo 3 es altamente prevalente en India,
Pakistdn e Irdn, el genotipo 4 en Egipto y en Africa Central,
el genotipo 5 es responsable del 50% de las infecciones en
Sudaéfrica y el genotipo 6 es mds frecuente en el Sudeste
Asidtico. A pesar de las variaciones geogréficas, se observan
diferencias dentro de un d4rea segun los diferentes grupos de
poblacién (6).

El virus es transmitido por procedimientos iatrogénicos y
el uso de drogas intravenosas (7). Varios genotipos y subti-
pos han sido asociados con particulares rutas de transmisién
parenteral, por ejemplo, el 1b y 2 con transfusiones; el la
y 3a con uso de drogas intravenosas (8), y el 4a con inyec-
ciones no seguras, en Egipto (9). La infeccién por el virus
de la hepatitis C (VHC) se considera un problema de salud
publica. Se estima que alrededor del mundo hay entre 85 y
170 millones de portadores crénicos, lo cual representa una
prevalencia que alcanza el 3% en la poblacién mundial (10).
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En los Estados Unidos la prevalencia global es del 1.8%,
en donde la mayoria de los pacientes no son conocedores
de su infeccién ni de los riesgos a los que estdn expuestos
para desarrollar cirrosis y carcinoma hepatocelular (11).
En Colombia, la prevalencia de infeccién en donantes es de
0.97% (1992) en grupos de riesgo, hemodializados de 42 %
a 60%, en hemofilicos de 6.5% a 35% y en poli transfundi-
dos del 13% (12, 15). La historia natural de la enfermedad
indica que del 100% de los infectados agudamente, un 15 a
30% erradica la infecciéon espontdneamente, mientras que un
70 a 85% desarrolla la infeccién en un lapso de mds de seis
meses. De estos infectados crénicos, un 25% desarrolla la
infeccién severa con riesgo de cirrosis con descompensacién
hepética y riesgo de desarrollar hepatocarcinoma, por lo que
generalmente fallecen (16). La determinacién del genotipo
de hepatitis C es de especial utilidad para determinar la seve-
ridad y agresividad de la infeccién hepdtica (18), asi como
para definir la conducta terapéutica, su duracién y predecir la
respuesta a tratamiento (19). Las infecciones que involucran
los genotipos 2 y 3 son curables en mdas del 80% de los casos,
mientras que los genotipos 1 y 4 solo en el 40 al 50% de los
casos (15, 20) siendo el genotipo 1 el de mds pobre respuesta
y el que requiere una terapia prolongada (21).

MATERIALES Y METODOS

- Disefio y poblacion: es un estudio retrospectivo descriptivo
que incluyé a 284 pacientes atendidos en las ciudades de
Bogotd, Cali, Barranquilla, Medellin, Villavicencio, Armenia,
Bucaramanga y Cartagena, a quienes se les realizé genotipifi-
cacion para el virus de la hepatitis C (VHC) en el Laboratorio
de Biologia Molecular de la Clinica participante, la cual es de
tercer nivel, en el periodo comprendido entre enero de 2008
y marzo de 2010.
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- Definicion de variables: las caracteristicas demograficas
(sexo, edad, lugar de atencién para toma de muestras), los
genotipos encontrados y la carga viral fueron las variables
de interés para este estudio.
- Extraccion y amplificacion de ARN: las muestras de los
pacientes fueron recolectadas por el sistema vacutainer en
tubos EDTA con gel de separaciéon de plasma y fueron conge-
ladas a - 20° C hasta su procesamiento en el tubo primario.
Se realizo la extraccion de ARN de VHC a partir de 200 ul de
cada uno de los plasmas obtenidos mediante el kit Amplicor
HCV Specimen Preparation (Roche). Se siguieron las indica-
ciones del fabricante y posteriormente se realizé la amplifi-
cacién del virus de la hepatitis C mediante el sistema Cobas
Amplicor. La prueba COBAS AMPLICOR HCV V2.0 contem-
plé tres procesos antes de realizar la reaccion de secuencia
de ADN complementario (ADNCc).
1. Transcripciéon reversa del ARN de VHC para generar
ADNCc.
2. Amplificaciéon por PCR del ADNc usando iniciadores com-
plementarios especificos para el VHC.
3. Hibridacién de los productos amplificados a sondas oligo-
nucledtidas especificas.

Esta prueba permitié realizar de forma simultanea la
transcripcion reversa y la amplificacion mediante PCR del
ARN de VHC para la posterior realizacién de la reaccién de
secuencia.

- Purificacion de los amplicones: una vez realizada la ampli-
ficacion se realizo la purificacién de los productos obtenidos,
usando el kit QUIAGEN QIAquick PCR Purification, siguien-
do las instrucciones del fabricante, a partir de 50ul de ampli-
con y se obtuvo un producto purificado de 30ul, el cual fue
utilizado para realizar la reaccion de secuencia.

- Reaccion de secuencia: se realizo la determinacién del ge-
notipo de VHC, mediante el sistema TRUGENE HCV 5°NC,
un método con el cual se obtuvo la secuencia bidireccional
desde la regién no codificante 5°.

Los productos de secuenciacién de la regién 5° NC fueron
generados a partir del producto amplificado previamente de
la misma regién mediante la secuenciacion, permitiendo que
ambas direcciones del amplicén blanco fueran secuenciadas
simultdneamente en el mismo tubo usando dos diferentes
primers marcados con colorante (Cy5 y Cy5.5) para cada
reacciéon. Los segmentos de secuenciacion resultantes se
detectaron usando el sistema de secuenciacion Open Gene
DNA. Las secuencias directa y reversa fueron combinadas
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para formar la secuencia buscada, la cual se compara con

aislados previamente caracterizados en el médulo TRUGENE

HCV 5’ del software Gene Objects, en orden a determinar el

genotipo de HCV de la muestra analizada. El procedimiento

contemplo los siguientes pasos:

1. Preparacién de la reacciéon de secuencia: se prepard la
mezcla maestra segun las indicaciones del fabricante; se
adicionaron 5 ul del producto amplificado a la mezcla y
se procedié a servir en cada uno de los 4 pozos que con-
tenian los terminadores A, C, G, T, respectivamente. Este
procedimiento se realiz6 para cada una de las muestras
y controles analizados.

2. Una vez preparada la reaccion, se realizé la amplifica-
cion en el termociclador Gene Amp PCR System 9700
de Applied Biosystems, mediante el siguiente programa:
una desnaturalizacion inicial a 95° C por 1 minuto,
seguida de 30 ciclos de amplificacién, que contempla-
ban: una desnaturalizacién a 95° C 30 segundos, unién
del primer al ADN blanco a 45° C por 30 segundos y una
extension a 70° C por 1 minuto; terminando con un ciclo
de enfriamiento a 4° C.

3. Desnaturalizacion del producto de la reaccién de secuen-
cia: después de terminar el proceso de amplificacién se
adiciond una solucion de parada y se realizé la desnatu-
ralizacion del producto durante 3 minutos a 85° C.

4. Preparacion de la corrida y electroforesis: se preparé un
gel de poliacrilamida al 6%, utilizando el sistema Gel
Toaster. Se realizé una pre corrida en el secuenciador
del Open Gene System, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Posterior a esto se realizd la electroforesis
bajo los siguientes pardmetros: temperatura del gel 60°
C, 1300V, poder del laser 50% durante 25 minutos.

- Analisis de secuencia: una vez terminada la electroforesis,
se procede a realizar el andlisis de cada caso teniendo en
cuenta que por cada montaje realizado se incluyé un control
negativo y uno positivo; se efectué cada montaje con un
promedio de 12 pacientes. Los pasos que se llevaron a cabo
para realizar el andlisis y la asignacién del genotipo y subtipo
viral fueron los siguientes:

1. Validacién del control negativo.

2. Validacion del control positivo.

3. Evaluacion de la presencia de una region de poly C en la
secuencia VHC 5’NC en 27pb: se evidencié la presencia
de una regién de 5 a 8 citocinas en esta regién, en cada
una de las muestras analizadas.

9/9/10 1:12 AM ‘



PREMIO INTERNACIONAL DE INVESTIGACION EN CIENCIAS DE LA SALUD JUAN JACOBO MUNOZ DELGADO - PRIMER PUESTO

4. Andlisis de la presencia de una regién de Poly G/C com-
prendida entre 140 a 148 pb.

5. Andlisis de la secuencia, la cual comprende 183 pb: se
efectud el andlisis completo de la secuencia de ADNc de
cada una de las muestras mediante la observacién del
electrofluorograma y la correlacién entre lo observado y
la asignacion hecha por el software.

6. Correccidon: se efectuaron las correcciones necesarias
en la secuencia teniendo en cuenta el electrofluorogra-
ma obtenido con el fin de corroborar por completo la
asignacién y verificar el porcentaje de similitud con la
genoteca TRUGENE 5NC. Asi mismo, se verificé el score
obtenido al realizar la comparacién con los aislados
virales disponibles en la base de datos de la genoteca
utilizada para finalmente determinar el subtipo hallado
en cada una de las muestras analizadas.

7. Emisién del resultado, subtipo viral.

- Analisis estadistico: se realizé el cdlculo de proporciones
para variables cualitativas. La comparacién de dos o mds
proporciones se realizé con la prueba de Chi cuadrado. El
resultado del valor de p fue ajustado con el método exacto
de Fisher, si existfa alguna celda menor a cinco observa-
ciones. El cumplimiento del supuesto de normalidad en
las variables cuantitativas se evaludé con métodos gréficos
y la estadistica de Shapiro-Wilk. Las distribuciones de las
variables son mostradas grdficamente usando histogramas
(mostrando desviaciones estdndar; d.e.) y grédficos de cajas.
En las variables cuantitativas no normales se utilizaron la
mediana y los cuartiles con su respectivo rango intercuar-
tilico (RIC) como medidas de resumen y la comparacion se
realizé con la prueba de la mediana para muestras indepen-
dientes. Los valores de p menores o iguales a 0.05 se con-
sideraron significativos. El software usado para el andlisis
fue Stata SE/9.0.5.1

- Consideraciones éticas: este es un estudio retrospectivo
que utilizé datos de pacientes cuyas muestras ya habian
sido recolectadas y procesadas; por lo tanto, no hubo riesgo
adicional, teniendo en cuenta que no se realizé ninguna
intervenciéon o modificacién intencionada de variables bio-
légicas, fisioldgicas, sicoldgicas o sociales de los individuos
participantes. Esta investigacion es catalogada como investi-
gacion sin riesgo de acuerdo con la clasificacién establecida
en la resoluciéon 8430 del Ministerio de Salud de 1993. Las
muestras habian sido recolectadas previo consentimiento del
paciente con orden médica y cumpliendo las condiciones

necesarias para este tipo de prueba. En todos los procesos
que se realizaron para llevar a cabo el presente estudio se
protegi6é la confidencialidad de la informacién y se cum-
plieron todas las normas que garantizaron el control de los
factores de riesgo bioldgico del personal involucrado.

La presente investigacion se llevo a cabo después de la
aprobacién por parte del grupo de investigaciones en pato-
logia clinica de la entidad participante.

RESULTADOS

- Caracteristicas demograficas: el andlisis del genotipo del
VHC se realizé a 284 pacientes, en quienes se recolect6 la
muestra de sangre entre enero de 2008 y marzo de 2010. La
mayoria de los pacientes era del sexo femenino y mayores
de 50 afos, encontrdndose una frecuencia mds alta en el
rango comprendido entre 45 a 64 afos. La distribucién de
los pacientes atendidos teniendo en cuenta las variables
demogréficas se muestra en la Tabla 1. Del total de los
pacientes, 137 (48,2%) fueron atendidos para genotipifica-
ciodén viral en 2008; 113 (39,8%) en 2009, y 31 (11,9 %) en
los primeros tres meses del 2010.

Tabla 1. Distribucién de los pacientes con hepatitis C segtin

las caracteristicas demogréficas.

Variable n % % acumulado
Sexo

Femenino 161 56,7 56,7
Masculino 123 43,3 100,0
Edad (afios)

<15 1 0,4 0,4
15-44 70 24,6 25,0
45 -64 165 58,1 83,1
65+ 48 16,9 100,0
Ciudad de recoleccién de la muestra

Bogota 189 66,5 66,5
Cali 42 14,8 81,3
Barranquilla 24 8,5 89,8
Medellin 16 5,6 95,4
Otros* 13 4,6 100,0

*Incluye las ciudades de Bucaramanga, Cartagena, Armenia y Villavicencio.

Se analiz6 la variable ciudad de recoleccién de muestra,
dicha variable puede indicar lugar de habitacién, pero dado
que no existen centros de atencién en todos los municipios,
normalmente los pacientes tienen que desplazarse al sitio
mas cercano a su domicilio, o por ser la entidad participante
un centro de referencia para esta prueba algunas muestras
que provenian de ciudades cercanas fueron directamente
remitidas a la ciudad de Bogotd.
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La figura 1 muestra la distribucién cuantitativa de la
edad de los pacientes con hepatitis C, a quienes se les reali-
z0 el andlisis gendmico viral y se observé una lateralizacién
a la derecha, con un pico hacia los 60 afos.
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Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, Clinica Colsanitas S.A.

Fig. 1. Distribucién de los pacientes con Hepatitis C atendidos
para examen de genotipo segtn la edad.

La edad mediana de las mujeres fue mayor que la de los
hombres (57 y 51 afos, respectivamente), siendo esta dife-
rencia estadisticamente significativa (Pearson Chi2, prueba
de mediana=5,4; p=0,019). Esta diferencia en edad, segin
el sexo, se mantuvo en Bogotd, pero no en Cali (p=1,000) o
en las demds ciudades agrupadas (p=0,089) (figura 2).
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Fig. 2. Distribucién de los pacientes segtin las caracteristicas
de la infeccién.

- Genotipos y subtipos del virus de la hepatitis C: el ana-
lisis gendmico muestra que es mds frecuente la infeccién
Gnica y por el genotipo 1 del virus de la Hepatitis C en la
poblacién analizada. La infeccién por genotipo 1 aparece
como la mds frecuente, presentdindose en un 95% de los
casos, seguida por el genotipo 2 con el 4,2% y con un Unico
caso para los genotipos 3 y 4, que corresponden a un 0.4%
para cada uno de ellos. La infecciéon mixta fue observada en
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22 pacientes que equivale al 7.8% del total de los casos ana-
lizados. (Tabla 2) Al realizar el andlisis a nivel de subtipos,
se observa una frecuencia mads alta de subtipo 1b (71.13%),
seguida por la (16.20%), y con baja frecuencia fue posible
detectar los subtipos 2a y 2b (2.11%), que corresponde a 6
casos de cada uno. Adicionalmente, se hizo la deteccién de
un solo caso de los subtipos 3c y 4c (0.40%). (Figura 3)

Tabla 2. Distribucion de los pacientes segtn las caracteristicas

de la infeccidn.

Variable n % % acumulado
Tipo de Infeccién
Unica 262 92,2 92,2
Coinfeccién 22 7.8 100,0
Genotipo viral
1* 270 95,0 95,0
2 12 4,2 99,2
3 1 0,4 99,6
4 1 0,4 100,0
*Incluye a los pacientes con coinfeccidon.
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Fig. 3. Distribucién de los pacientes con infeccién por virus de
la Hepatitis C por subtipo genético.

El genotipo 1 del VHC se hall6 con mayor frecuencia en
mujeres (n=155/270; 57,4%), mientras que el genotipo 2 se
encontré mas en hombres (n=7/12; 58,3%). Sin embargo, no
hubo diferencias significativas en estas proporciones (Pear-
son Chi2 entre proporciones= 1,15; p=0,282). Por otro lado,
el genotipo 3 se encontré en una mujer y el genotipo 4 en un
hombre. Entre los 22 pacientes con coinfeccién viral, el por-
centaje de homologia genémica con los dos subtipos virales
la y 1b en relacién a los aislados de la genoteca TRUGENE
SNC varié entre 68,9 y 99,5 con un valor mediano de 97,9.

- Carga y subtipo viral: al realizar el andlisis de carga viral
y su relacién con el subtipo encontrado, fue posible obtener
informacion de 211 pacientes del total de los casos analiza-
dos. El valor mediano de carga viral del VHC fue de 333.379,0
Ul/ml con un rango entre 731 Ul/mly 13°610.917 Ul/ml entre
los 211 (74,3%) pacientes con informacién en esta variable.
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La carga viral fue mayor en hombres (mediana=623.857,5
Ul/ml; RIC=179.741,0-2’001.975,0) que en mujeres (media-
na=234.017,0 Ul/ml; RIC= 95.110,0-832.514,0), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (Pearson Chi2,
prueba de mediana=8,2; p=0,004). De los casos analizados
con estas dos variables, el mayor porcentaje correspondid
a las mujeres (61,1%) con 129 casos; de los 211 casos, 195
presentaron infeccién tinica y 16 (7,6%) tuvieron infeccién
mixta; sin embargo, no hubo diferencias significativas
en los valores medianos de la carga viral al comparar los
pacientes con infeccién tnica o mixta (mediana=333.379
Ul/ml; RIC= 117.711-1’368.097 y mediana=336.934,5 Ul/ml;
RIC= 76.342-1’729.889, respectivamente; p= 0,984).

Al realizar la descripcion de la poblacién respecto a las
variables carga viral de VHC y subtipo viral, se encontrd
para subtipo la un rango intercuartil comprendido entre
156702 y 2530880 Ul/ml, cuyos valores son los mds altos
respecto a los demds subtipos virales. De igual forma, es
posible observar una mediana de 745.288 Ul/ml de este
mismo subtipo y también representa el valor mas alto res-
pecto a los demads. No obstante, estos datos no son esta-
disticamente significativos, ya que no hubo diferencia de
los valores medianos de carga viral entre ellos, incluso, al
realizar comparaciones adicionales en el mismo genotipo.
(Tabla 3) En estos andlisis y con el logaritmo de la carga
viral del VHC, que es utilizado para realizar la evaluacién
del estado de la infecciéon y seguimiento de la misma, la

poblacién analizada presenté valores de la carga viral en un
rango comprendido entre 2.86 a 7.13 logaritmos (log).

Se observd una mayor proporciéon de pacientes de sexo
femenino con cargas virales con log de 4 a 6 (99 casos);
sin embargo, al evaluar el rango de 6 a 8 logaritmos que
corresponden a las cargas virales més elevadas se evidencié
un mayor numero de casos en pacientes de sexo masculino.
(Figura 4) Al correlacionar el subtipo viral con los rangos de
log de carga viral del VHC se observa que la mayor cantidad
de los pacientes que exhiben el subtipo 1b se encuentran en
un rango entre 4-6 log (105 pacientes) y entre 6-8 log (38
pacientes). En cuanto a los pacientes que presentaron infec-
cién mixta con los subtipos 1la y 1b (n=16), se encuentran
en un rango de logaritmo entre 4 y 6 once pacientes, y entre
logaritmo de 6 a 8 se encontraron 5 pacientes. (Figura 4)
Estos resultados se correlacionan con la elevada prevalencia
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Fig. 4. Distribucién de logaritmo segtin sexo y subtipo viral.

Tabla 3. Valores medianos, intercuartil, minimos y méximos de la carga viral de

Hepatitis C por subtipo y tipo genémico.

Factor n Medianal RangoIC
Subtipo viral

1 40 745.288 156.702,5-2'530.880
1AY1B 16 336.934,5 76.342-1'729.889
1B 143 303.887 113.628-1'073.947
2° 6 412.192 1.067-672.732
2B 4 311.833 106.771,5-2'201.991
3° 1 234.017* -

4C 1 24.926* -
Genotipo viral

1 199 353.880 117.711-1'407.948
2 10 355.658,5 40810-672732 731
3 1 234.017*

4 1 24.926* -

Minimo Maximo

7'122.572

Valor de p2

1.Los puntos son
0511 separadores de miles;

12.635 13'610.917 .
las comas de decimales.

13.473 3'153.544
15.140 10'978.896 2.Las pruebas de
731 7122.572 igualdad entre

medianas de grupos
independientes fueron
realizadas comparando
de forma simulténea
aquellos subtipos con al
menos cuatro cifras de
carga viraly entre los
genotipos 1y 2.

40.810 3'953.049

12.635 13'610.917 0,572

* Valor tnico encontrado
en un paciente.

Tabla 4. Distribucién de los pacientes seguin sexo y subtipo viral.

Subtipo 1A 1B 1A/1B 2A 2B 3A 4C
/sexo n=46 n=202 n=22 n=6 n=6 n=1 n=1
Femenino 56,5% 58,9% 50% 33,3% 50% 1* uﬁ‘;’;ze determinG
Masculino 43,5% 41,1% 50% 66,7% 50% 1*
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de los subtipos 1a y 1b dentro de la poblacién en estudio. De
los subtipos virales encontrados se observo que en aquellos
que tuvieron subtipo 1la, el 56,5% correspondié a mujeres,
con 26 casos, mientras el 43,5% lo hizo al sexo masculino. De
los casos tipificados como 1b, el 58.9% se registrd en pacien-
tes de sexo femenino, con 119 casos de los 202 encontrados
con este tipo viral. En el andlisis realizado sobre los casos en
los que se determind coinfeccién con los subtipos 1a y 1b se
encontré el mismo ndmero de pacientes de sexo masculino
y femenino (11 pacientes, respectivamente). Del total de los
pacientes genotipificados como 2a, el 66.7% correspondié al
sexo masculino, con 4 de los 6 casos. Por otra parte, se hall6
el mismo nuimero de pacientes de sexo masculino y femenino
(3 casos respectivamente) con infeccién por hepatitis C del
subtipo 2b. (Tabla 4)

DISCUSION

La importancia de determinar la frecuencia de los genoti-
pos y subtipos del VHC en un pais, o en regiones representa-
tivas del mismo, es relevante desde el punto de vista epide-
mioldgico y clinico, puesto que permite conocer el impacto
que esta infeccién pueda generar en la poblacién afectada y
ayuda a establecer los esquemas de tratamiento mas adecua-
dos, asi como a predecir la respuesta terapéutica que produ-
cird. Con estos datos los servicios de salud publica podran
establecer programas de deteccidon temprana y seguimiento
adecuados, con el objetivo de reducir las tasas de infeccion
en la poblacién y las complicaciones letales que ocasiona.
De igual forma, la genotipificacién del VHC puede orientar
sobre la evolucion, el origen de la infeccién y los factores de
riesgo (22). En este estudio, que analizé una poblacién de
284 pacientes proveniente de diferentes lugares geogréaficos
de Colombia, se logré establecer que las ciudades de Bogotd
(66.5%), Cali (14.8%) y Barranquilla (8.5%) tuvieron una
mayor prevalencia de infeccién ocasionada por el VHC vy,
aunque no podemos establecer con certeza que los todos los
pacientes tienen su lugar de residencia en las ciudades men-
cionadas, por lo menos reflejan el drea de incidencia de la
infeccion, ya que algunas de las muestras analizadas fueron
remitidas de poblaciones cercanas a las ciudades incluidas
en el estudio.

Las mujeres (56.7%) son las mds afectadas con la infec-
cién ocasionada por el VHC en contraste con el nimero de
hombres afectados (43.3 %). La explicacion puede estar en
que las mujeres se diagnostican mads tarde que los hombres,
debido a que ellas tiene pocos cofactores de riesgo tales como
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la enfermedad de higado graso no alcohdlica (NASH- Non
Alcoholic Fatty Liver) y la ingesta de alcohol, que usualmente
en los hombres producen elevaciéon de los niveles de enzi-
mas hepdticas y conlleva a estudios (23). Esto sugiere que el
diagndstico temprano de la infeccién por VHC en hombres
pueda deberse a la alta frecuencia de niveles elevados de
enzimas hepdticas en la poblacién masculina (24,25). El
rango de edad de la mayor parte de la poblacién de este estu-
dio (58.1%) se encontré entre los 45 y 65 anos. Esto puede
ser importante para las consideraciones terapéuticas, puesto
que se conoce que la terapia es menos eficiente en pacientes
de edad avanzada debido a la progresién de la enfermedad
hepdtica y al largo tiempo que permanece la infeccién. En un
estudio realizado en Gaza por Ayesh B et al, 2009 se eviden-
cié que la edad media fue de 46.55 + /- 17.1 afos y, aunque
no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre la media de la edad de los grupos de genotipos. Es
importante mencionar que el 71.4% de las infecciones con
mezcla de genotipos se presentaron en pacientes mayores de
60 anos.

Al realizar el andlisis de los resultados obtenidos, este
estudio logré establecer que el genotipo més frecuente en
nuestra poblacidn en los pacientes con infecciéon producida
por un unico tipo viral fue el genotipo 1, con una frecuencia
del 95%, seguido por el genotipo 2 (4.2%), y por los geno-
tipos 3 (0.4%) y 4 (0.4%), de los cuales solo se detectdé un
paciente para cada uno de ellos.

Al realizar el andlisis por subtipo viral evidenciamos que
el subtipo 1b (71.13%) es el que causa el mayor numero de
infecciones, seguido por el subtipo 1a (16.20%), subtipo 2a
(2.11%), subtipo 2b (2.11%), subtipo 3¢ (0.40%) y subtipo
4c (0.40%). La infecciéon mixta (1a y 1b) se logré establecer
en un 7.8% de la poblacién analizada. Estos datos guardan
relacién en cuanto a los subtipos encontrados, aunque en
una mayor cantidad con los reportados por Botero R y cola-
boradores en un estudio realizado en 1997 en una poblacién
de 60 pacientes en la ciudad de Bogota. Otros estudios rea-
lizados en Latinoamérica muestran que aunque el tipo 1 es
el mds frecuente, el subtipo viral cambia dependiendo de la
region geogréfica estudiada; por ejemplo, en México la pre-
valencia del genotipo 1 estd entre el 30 y el 87.5% con una
predominancia de los subtipos 1b y 1a; los genotipos 2 y 3
son menos frecuentes y los tipos 4 y 6 son inusuales (26). En
un estudio realizado por Sosa-Jurado F et al, se determind
que el 5,4% tuvo genotipo 1 no determinado, el 40.5% tipo
la, el 27% tipo 1b, el 18.9% tipo la/1b para un total de
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91.8% para el tipo 1. Del genotipo 2 se observé un 2.7 % para
tipo 2a y 2.7% para 2b para un total de 5.4% para el grupo
2. Adicionalmente se observd 1 caso de coinfeccion que
representa el 2.7%, en donde el paciente tuvo una mezcla
de tipo la y 2a. El principal factor de riesgo en el grupo de
donantes recuperados fue la historia de cirugias y transfusio-
nes sanguineas (27).

Al correlacionar nuestros datos con los obtenidos en
paises de Europa y medio oriente se observan algunas simi-
litudes y también algunas diferencias, lo cual nos permite
hacer inferencia del estado migratorio que puede haber teni-
do el VHC en nuestro pais, tal y como lo han documentado
algunos estudios de epidemiologia molecular en otras partes
del mundo (7). Por ejemplo, Austria es uno de los paises en
Europa con mads baja prevalencia de infeccién por VHC, en
donde menos de 0,5% de la poblacién estd infectada.

En un estudio realizado por Maieron A et al, en el 2010,
la distribucién de los genotipos encontrados fue muy similar
a los observados en otros paises de Europa y fueron para
genotipo 1 (80.4%), genotipo 2 (4,5%), genotipo 3 (12,3%),
genotipo 4 (2,7%) y genotipo 6 (0,1%); los principales subti-
pos fueron el 1b ( 51,7%), 1a (20,4%) y 3a (8,4%). También
se evidenci6 la coinfeccién en 3 pacientes, quienes presen-
taron los tipos 1a/2, 1/3a y 1b/2. Por otro lado, estudios
realizados en Pakistan por Idrees M et al en 2008, demos-
traron que el subtipo 3a (49.05%), el subtipo 3b (17.66%)
y el subtipo 1a (8.35%) fueron los mds frecuentes, aunque
otros subtipos como el 2a, 1b, 4, 3c, 2b, 5a, 1c 6a y 2c fueron
documentados en bajas frecuencias.

En reportes anteriores los genotipos 1 y 4 fueron conside-
rados como los més patogénicos y mds dificiles de tratar. La
tasa de progresiéon a cronicidad después de una exposicion
aguda al VHC es significativamente mds alta en pacientes ex-
puestos a los genotipos 1b y 4, que en pacientes expuestos
a otros genotipos. Ademads, pacientes infectados con tipos la
y 1b tienen una enfermedad hepdtica mas severa y una tasa
mads baja de respuesta a la terapia con interferon que aquellos
pacientes infectados con los genotipos 2a y 2b (28).

Estudios recientes han mostrado que el éxito del trata-
miento para el genotipo 4 es dependiente del protocolo uti-
lizado, el cual se hace empleando INF pegilado y ribavirina.
Sin embargo, se ha observado que los pacientes infectados
con tipo 1 y 4 tienen cargas virales mds altas que los pacien-
tes infectados con otros genotipos (29). Nuestros resultados
indican cargas virales mds altas en el genotipo 1, y solo
obtuvimos un paciente con genotipo 4, cuya carga viral tuvo
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logaritmo de 4.39, que se ubica en un rango alto, pero no es
el mdximo encontrado es este estudio. La hepatitis por VHC
tiene indicaciones muy claras que justifican el tratamiento,
puesto que es una de las causas de morbilidad, y actualmen-
te es la indicacién mds importante de trasplante hepatico
en el mundo. Tratada de forma temprana se puede evitar
la progresion a cirrosis con descompensacién hepética y el
desarrollo de hepatocarcinoma y mejorar la calidad de vida
de los pacientes que la padecen. Sin duda todo paciente con
hepatitis crénica producida por VHC debe ser investigado
para definir si debe recibir tratamiento, aunque debido a que
la respuesta al tratamiento de la hepatitis C es limitada, se
han identificado factores de respuesta al tratamiento que ayu-
dan a predecir quienes pueden obtener un mayor beneficio o
lograr una curacion definitiva.

En general, los dos predictores de respuesta al tratamiento
mads importante en su orden son el genotipo y la carga viral.
En Latinoamérica, al igual que en Estados Unidos y Europa,
predomina el genotipo 1, seguido de los genotipos 2 y 3. Los
infectados con el tipo 1 son mds resistentes al tratamiento y
fallan mds a la terapia actual, la cual se debe suministrar por
48 semanas. La carga viral antes del inicio del tratamiento es
otro predictor importante de respuesta; si estda muy elevada
(mds de 800000 Ul/ml con un logaritmo de 5.90), la respues-
ta al tratamiento va a ser menor; su determinacién a la sema-
na 12 del tratamiento, especialmente en pacientes infectados
con genotipo 1, es importante, puesto que si se observa un
descenso de 2 log indica una respuesta favorable y la con-
tinuacién del tratamiento (30). Nuestros resultados indican
un mayor porcentaje de pacientes con cargas virales entre 4
y 6 logaritmos en el momento de realizarse el genotipo que
generalmente se efectiia antes del inicio del tratamiento.

Aunque nuestros andlisis de valores de carga viral no son
estadisticamente representativos si reportan algunas diferen-
cias en cuanto a la variacién de logaritmos entre las variables
de sexo y subtipo viral. Esto permite inferir que los pacientes
hombres infectados con subtipo b que presentan una carga
viral elevada (rango de logaritmo entre 4 y 6) padecerdn una
enfermedad hepatica mas severa tal y como lo reporto Nizar
et al, en 1996, en donde informan que las personas infecta-
das con el genotipo 1 tienen un nivel de viremia muy alto
y la enfermedad hepatica mas severa. Un estudio en Espaia
mostrd que la infeccién por este genotipo se asocia con cam-
bios mds severos de necrosis y fibrosis hepatocelular. Por
otro lado, en un estudio adelantado en Colombia, se observd
que las personas infectadas con genotipo 1b tuvieron un pro-
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medio de carga viral mds alto que los del grupo 1a, lo que
quiza se puede atribuir a factores intrinsecos de replicacién
del virus y la capacidad de mutacién del mismo. De igual
forma, se evidencié que las lesiones histoldgicas mds severas
estuvieron en pacientes infectados con el genotipo 1b, en
quienes el indice de Knodell fue mayor de 3.5 y que para el
tipo 1a tuvo un indice de 2,0 (32). En los resultados obteni-
dos en nuestro estudio se observa una mayor frecuencia del
subtipo 1b, lo cual se correlaciona con los estudios previos.
Algunas investigaciones han identificado que pacientes cirrd-
ticos infectados con VHC tipo 1b portan un riesgo significa-
tivamente mas alto de desarrollar carcinoma hepatocelular
comparado con los infectados con otros tipos (33-34). En un
estudio efectuado en Pakistan se evidencié que un 41% de
los pacientes con carcinoma hepatocelular portaban el geno-
tipo 3a, lo cual sugiere que este tipo, al igual que los tipos la
y 1b, pueden incrementar la oncogenicidad, aunque se debe
tener en cuenta que el genotipo 3a es el mds comun en este
pais. Sin embargo, algunos estudios estdn en desacuerdo con
esto y no han mostrado asociacién (35). En este estudio la
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