Viviana E. Ré'%, Adrian
A. Farias', Maria P
Diaz?, Maria B. Pisano',
Silvia Mengarelli®, Luis
Kremer?*, Osvaldo
Elbarcha®, Marta
Contigiani’

" Instituto de Virologia “Dr.

José M. Vanella”, Fac. de Cs.
Médicas, Universidad Nacional
de Cordoba, Enfermera Gordillo
Gdmez s/n, 5016 Cordoba,
Argentina. www.inviv.fcm.unc.
edu.ar. vivianare@fcm.unc.
edu.ar

°Bioestadistica. Escuela de
Nutricién. Fac. de Cs. Méd.,
UNC, Cérdoba, Argentina.
*Hospital San Roque - Coérdoba,
Argentina.

*Hospital Nacional de Clinicas,
Cordoba, Argentina.

5Catedra de Virologia. Fac.

de Cs. Quimicas, Universidad
Catdlica de Cérdoba

Trabajo recibido:
agosto 2009
Aprobado: octubre 2009

PERFIL EPIDEMIOLOGICO
MOLECULAR DE LA
INFECCION POR EL VIRUS
DE LA HEPATITIS C EN

LA REGION CENTRAL DE

ARGENTINA

Molecular epidemiology pattern of hepatitis C
virus infection in central region of Argentina

Resumen

La presencia de RNA-HCV y la distribucion de
genotipos se detectaron mediante técnicas moleculares
(RT-nested PCR y RFLP) en 310 muestras de individuos
de la regién centro de Argentina. Se hallé 11,8% de
coinfeccién HCV/HIV, con mayor prevalencia de
genotipo 1 (73%). La distribucion de los genotipos 1y
2 entre individuos monoinfectados fue de 49,4% y 43,9%,
respectivamente.

El andlisis de regresion logistica multivariado mostrd
que la edad y el uso de drogas endovenosas (UDEV)
condiciond la distribucién de genotipos. El genotipo
2 se hallé frecuentemente entre adultos mayores y
su diseminacién no se pudo asociar a ninguna via de
transmisién. El genotipo 1 se lo hallé principalmente en
adultos jovenes y asociados al UDEV. El notable incremento
de genotipo 1, homogéneamente distribuido en todas las
edades posee importantes implicancias en las decisiones
terapéuticas, considerando que posee baja respuesta a la
terapia antiviral.

Palabras Clave: Virus de la hepatitis C (HCV),
genotipos, epidemiologia molecular, coinfeccién HCV/
HIV, Argentina.
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Abstract

The presence of HCV RNA and genotype distribution among 310 samples from

Central region of Argentina was detected by molecular techniques (RT-nested PCR
and RFLP). HCV/HIV coinfection was 11,8% and genotype 1 was more prevalent (73 %)
in this group. Among HCV monoinfected individuals the prevalence of genotypes 1 and
2 were 49.4% and 43,9%, respectively.

Logistic regression analysis showed that age and intravenous drug use (IVDU) are
independent determinants of genotype distribution. Genotype 2 had higher prevalence
in people older than 50 years, but not association with routes of transmission could be
found. The prevalence of genotype 1 was due to the use IVDU among young adults.
The increasing prevalence of genotype 1, homogeneously distributed in all ages has
important implications in therapeutic decisions, considering its low response to antiviral
therapy.

Key words: Hepatitis C virus (HCV), genotypes, molecular epidemiology, HCV/HIV
coinfection, Argentina.

Introduccion

El virus de la hepatitis C (HCV) es el principal agente causante de hepatitis crdnica,
cirrosis y cancer de higado, en el mundo (1). La principal via de transmision es la
parenteral o exposicion a sangre infectada y la mayor parte de los individuos infectados
la constituyen los usuarios de drogas endovenosas y los individuos que recibieron sangre
o hemoderivados antes de la introduccion de los métodos de deteccion en 1990 (2).

Basado en la divergencia de la secuencia de nucledtidos se lo ha clasificado en 6
genotipos y numerosos subtipos (3). Mundialmente, la distribucion de los genotipos de
HCV ha sido asociada con areas geograficas y modos especificos de transmision. Los
genotipos 1, 2 y 3 estan ampliamente distribuidos en el mundo mientras que los genotipos
4, 5y 6 estan confinados a areas geogréaficas limitadas (4). Estudios realizados en la
region metropolitana de Argentina (Ciudad de Buenos Aires y alrededores) y en regiones
del sur de Brasil demuestran, una mayor prevalencia del genotipo 1 (principalmente
1b), sequido del genotipo 2 y 3 (5, 6, 7). Sin embargo, la distribucion de genotipos se
modifica continuamente debido tanto a cambios culturales que se asocian con nuevas
conductas de riesgo como a movimientos poblacionales.

La deteccion de genotipos de HCV es un importante factor en la respuesta al
tratamiento antiviral; la prediccion de la respuesta viroldgica sostenida, post-tratamiento
y la eleccién de la duracion del tratamiento dependen del genotipo (8). Asimismo, la
diversidad de las secuencias de HCV continda siendo el mayor obstaculo para el desarrollo
de vacunas y terapias efectivas (9, 10).

En el presente estudio se muestra la epidemiologia molecular de los genotipos de
HCV y sus cambios entre individuos infectados por HCV de la segunda provincia mas
poblada de Argentina.

Materiales y Métodos

Se determiné la prevalencia de RNA, los genotipos y la distribucién de los mismos
segln los factores de riesgo y la edad en 630 individuos [320 infectados con HIV (275
hombres; edad media 35,2 afos, (r= 15-68) y 45 mujeres; 35,3 anos, (r= 13-61)] que
concurrieron al Instituto de Virologia de la Universidad de Cordoba, Argentina entre
Octubre de 2001 y Diciembre de 2007 para la confirmacién diagnéstica de la infeccion
por HCV. Este estudio fue aprobado por el comité de Etica de la Facultad de Ciencias



Médicas de la Universidad Nacional de Cérdoba.

Para la deteccién de anticuerpos anti-HCV se utilizd la técnica de ELISA test III
kit (Abott, AXSYM system) y para la deteccién de RNA de HCV se usé la técnica de
transcripcion reversay reaccion en cadena de la polimerasa anidada (RT-nested PCR) que
amplificé un fragmento de 280 pb de la region 5 "no codificante (11). Para la deteccion de
genotipos se utilizd la técnica RT-nested PCR seguida de restriccion enzimatica y analisis
del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) de la regidn
5°NCR (11). Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete STATISTIC
version 6.0 para windows, de Satatsoft. La asociacion entre variables categdricas y
genotipos fue realizada mediante los test x? y exacto de Fisher. El analisis de regresion
logistica multivariado se usd para identificar los factores asociados con la infeccion y
para estimar los coeficientes de riesgo.

Resultados

De los 320 individuos infectados con HIV, 39 (12,2%) resultaron seroldgicamente
positivos para HCV. EI RNA de HCV se detectd en 97% (n=38) de las muestras positivas
mostrando una prevalencia de infeccién activa de 11,8%.

El andlisis de regresion logistica multivariado mostrd que el sexo (OR ajustado
=1.326, CI (95%): [1.086, 2.6091), edad (OR=2.562, CI (95%): [2.445, 2.6911) y
UDEV (OR=25.0, CI (95%): [6.2, 100.11) fueron factores de riesgo asociados a la
infeccién por HCV en los pacientes infectados con HIV.

Los restantes 273 (88,3% 273/310) fueron positivos sélo para anticuerpos anti-HCV
y para RNA de HCV. Las caracteristicas de la poblacién total, que resulté HCV positiva
(n=311, 273 monoinfectados y 38 coinfectados HIV/HCV) se muestran en la Tabla I.

Tabla 1. Poblacién de estudio con
infeccién por HCV

Vias de transmision de

HCV (%)
Exposicidn Intrafamiliar o Adguirido de la comunidad
Edad NE Transfusion  Dialisis UDEV ocupacional sexual o desconocido
(aftos)
0-29 29 27 o are 34 13.7 17.2
30-39 67 1.2 0 ara 0 59 44 8
40-49 69 23,2 29 217 29 58 435
50-59 a7 241 4.6 34 46 34 59,8
>59 59 2z 34 1.7 3.4 [1] 69.5

La genotipificacion se pudo realizar en 310 muestras RNA positivas. La distribucién
de genotipos hallada en la poblacién de estudio (monoinfectados HCV y coinfectados
HCV-HIV) se muestran en la Tabla I1. La prevalencia de genotipos segln las diferentes
rutas de transmisién se muestra en la Tabla III. En 153 de 311 pacientes (49.2%),
la ruta de transmision pudo ser identificada, siendo la mas comuin la via transfusional
yel UDEV.

Tabla 2. Distribucion de genotipos de 310 pacientes infectados con HCV mono y coinfectados con HIV

Genotipo HCV, n (%) HCV+HIV, n (%) Total, n (%)
1 135 (49.4) 27(72,9) 162 (52,2)
2 120 (43,9) 1(2,7) 121 (39,0)
3 18 (6,6) 5(13,5) 23(7.4)
coinfeccion 1-2 0 1(2,7) 1(0,3)
indeterminado 0 3(8,1) 3(0,9)
Total ) 273 ) 37 i 310

Tanto el modelo multinomial lineal como el analisis de regresion logistica multivariado
mostraron que en la poblacion de estudio la edad condiciona la distribucién de genotipos
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Tabla 3. Distribucién de genotipos segun las diferentes rutas de

A

trar ision

Genotipos (n°)

Vias de transmision 1 2 3 otros
Transfusion 29 25 ] 1°
Dialisis 3 4 1 1]
UDEV 18 3 1 0
UDEV-HIV 27 1 3 3¢
Exposicidn Ocupacional 5 3 1 1]
Intrafamiliar o sexual 9 2 4° 1]
Adquirido de la comunidad o desconocido 71 83 4 0

® pacientes HIV (+), n=2; ® coinfeccion genotipos 1y 2;  patron RFLP indeterminado, paciente HIV(+), n=1.

(OR= 3.260, p <0.05) (Fig. 1). Especificamente, usando al genotipo 2 como referencia,
el grupo etario de 30-39 afos tuvo mayor chance (4 veces) de infeccion con genotipos
1 (OR= 4.524, CI (95%): [1.324-15.385], p= 0.016) y 9 veces mas con el genotipo
3 (OR= 9.408, 95 %CI: [1.923-46.022], p= 0.005). En individuos de 40-49 afios,
el riesgo de estar infectados con el genotipo 3 fue significativamente mayor que por la
infeccion por genotipo 2

(OR= 3.752, 95% CD: Fig. 1. Distribucién de genotipos de HCV
[1.071-11.9121, p= en diferentes grupos etarios.
0.038). En los grupos

de 50-59 afos y mayores 100%

2.866, 95% CI [1.141-
7.19991, p =0.025);
(OR= 4.586, 95% CI:

[1.729-12.164], p= <
0.002) respectivamente, el .
mientras que en los 0%

0-29

genotipos 1y 3 disminuyo 30-30 409 S0:50 >0
(Fig 1.).

En pacientes UDEV, el riesgo de infeccién por genotipo 1 fue 11 veces mayor que
con el genotipo 2 (OR= 11.627, 95% CI: [1.484-90.909], p= 0.019), mientras que
las infecciones adquiridas de la comunidad o de riesgo desconocido y en pacientes con
historia de transfusion ambos genotipos 1y 2 se distribuyeron homogéneamente en ambos
grupo (45% and 52%; 44% and 38%, respectivamente). Sin embargo, conocemos las
limitaciones de nuestro estudio en cuanto a la falta de identificacién de las rutas de
transmision en el 51% de los pacientes. En este sentido, es altamente posible que varios
pacientes no conocieran su factor de riesgo o que muchos hayan recibido transfusiones
u otra exposicion parenteral en el pasado y no recuerdan dicho evento.

de 59, la prevalencia de sk I .
genotipo 2 se incrementd 80
abruptamente (OR= 70%

60% 1 -

50% }

40% =]

=)

Discusion

Los resultados confirman una alta prevalencia (11,8%) de HCV entre individuos
coinfectados por HIV en dos nosocomios de Cdrdoba, Argentina. La coinfeccion del
virus de la hepatitis C (HCV) en individuos HIV (+) se la asocia con una alta incidencia
de injuria y descompensacion hepaticas y con la disminucién del tiempo de vida, en
comparacion con lo individuos sélo infectados con HCV (12). Ademas la coinfeccidn
con hepatitis C en individuos infectados con HIV puede afectar la efectividad de la
terapia antirretroviral (HAART) (12,13). Existen evidencias de la asociacién entre la
interrupcion de HAART y la coinfeccion con HCV, especialmente debidas al incremento



de la toxicidad y la comorbilidad, lo que dificulta ain méas el manejo del paciente (13,
14). Por esto, es importante implementar en nuestra region politicas publicas serias para
mejorar el diagnéstico confirmatorio de la infeccidn, la genotipificacion, la deteccidon de
carga viral y de los parametros histoldgicos necesarios para el comienzo y el seguimiento
de la terapia anti-HCV, lo que redundara en la deteccion precoz de este agente y en la
mejor calidad y expectativa de vida de estos pacientes.

Los resultados de la caracterizaciéon molecular de HCV muestra que la distribucién
de los genotipos mas prevalentes 1 y 2 entre individuos monoinfectados fue similar
(49,4% y 43,9%, respectivamente). Coincidente con estudios previos realizados en
nuestra region se halld alta prevalencia de genotipo 2 (11, 15, 16, 17). Este patrén
difiere de otras cohortes realizados en Argentina, como en la region vecina del Sur
de Brasil, donde el genotipo 1 es el Unico predominante y aunque el genotipo 2 fue
hallado no supera al 15% de prevalencia. (5, 6, 7). Sin embargo, entre los sujetos
coinfectados con HIV la infeccidén con el genotipo 1 fue predominante. La distribucion
de genotipos esta asociada con cierta estratificacion o grupos poblacionales. Varios
estudios reportan que en individuos infectados con HIV- UDEV el genotipo 1 es el
mas prevalente, sin embargo, el genotipo 3 es frecuentemente encontrado (18, 19).
En Argentina, coincidentemente, varios estudios en individuos coinfectados HCV-HIV
muestran prevalencias de genotipo 1 mayores al 70% (6, 20), seguidas por genotipo 3
y 2. En este sentido, el analisis de regresion logistica multivariado mostré que tanto la
edad como el UDEV fueron determinantes independientes en la distribucion de genotipos.
Coincidente con varios reportes, la elevada prevalencia de genotipo 1 es debida al UDEV
entre adultos jovenes (18, 21). La relacion entre los genotipos de HCV y SIDA no ha
sido bien establecida, sin embargo, algunos estudios muestran que pacientes infectados
con el genotipo 1 incrementan el riesgo de mortalidad, principalmente relacionado a
SIDA, comparado con aquellos infectados con genotipo 2 0 3 (22). En coincidencia,
“Van Asten y col.” (23) reportaron diferencias en la progresion a SIDA asociadas al
genotipo de HCV involucrado en la coinfeccién, siendo mas rapida cuando estuvieron
involucrados el genotipo 1 o infecciones con multiple genotipos.

El impacto del genotipo de HCV sobre la progresidn de la infeccién por HIV posee
importantes implicancias para el cuidado médico y el tratamiento de los pacientes. Asi,
los resultados obtenidos en este estudio deben ser considerados al momento de planificar
la terapia antiviral adecuada a aplicar en este grupo de pacientes.

Con respecto al genotipo 2 vs. edad, se hallaron prevalencias mayores de éste en
personas mayores de 50 afios de edad. Este patrén es analogo al encontrado en algunas
regiones de Italia, las cuales poseen una distribucion similar de genotipos y el genotipo
2 es el mas prevalente en adultos mayores (21, 24).

La razén por la que el genotipo 2 se disemind en la region central de Argentina
aun se desconoce, podria ser atribuido a infecciones adquiridas en la comunidad,
transmisién iatrogénica y/o hepatitis prostransfusional como ocurre en el Sur de Italia
(25, 26). Otra explicacion tentativa podria estar relacionada con factores biolégicos,
tales como, una diferente infectividad de los genotipos de HCV o adn no reconocidos
modos de transmision. Estudios tendientes a dilucidar y profundizar en el proceso de
diversificacion de éste genotipo, se estan realizando, utilizando analisis moleculares y
bioinformaticos, asociados a datos epidemiolégicos.

La proporcidon de genotipo 3 fue mayor entre individuos adultos jovenes (30-39
anos) y adultos entre 40-49 arfios.

Una importante particularidad a destacar es la baja prevalencia detectada de este
genotipo entre individuos UDEV. Esta observacion contrasta con reportes previos que
indican una predominancia del genotipo 3 entre UDEV (18, 19).

En conclusidn, en Cérdoba, la distribucién de genotipos HCV varia de acuerdo con
la edad y el modo de transmision. Este hallazgo sugiere que la diseminacion de los

6002 oI ‘12-G1: ¢ (llX) "eoland pnies ep eisinay

—
©

O siiredaH &) ap snuiA (9 Jod UoIoosjul B| 9 JeInosjow 00IBojoIwepIde Iad | ZvId d W ‘SYjHY4 'V VY ‘3d 3 A



6002 0IP ‘L2-SL: 2 (II1X) ‘edland pnjes ep eisiney

N
(@]

O siedaH e| ap sniiA o Jod UOIOOB}U ] 8P JeINdsIow 00IBojoIWBPIdS 11ad | Zv|a d N ‘SYjdV4 'V 'V ‘I 3 A

genotipos 1 y 2 podria deberse a eventos epidemioldgicos diferentes. Los genotipos
1y 3 son prevalentes entre adultos jovenes quienes pueden ser el origen de futuros
infecciones transmitidas principalmente por UDEV, transmision sexual y vertical en
esta region de Argentina.

El incremento gradual de la prevalencia de genotipo 1, homogéneamente distribuido
en todas las edades y en ambos grupos (monoinfectado — coinfectados) posee importantes
implicancias en las decisiones terapéuticas, considerando que éste posee baja respuesta
a la terapia antiviral.
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