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Métodos moleculares para la determinacién del genotipo
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Se han descrito 6 genotipos y hasta 80 subtipos del virus
de la hepatitis C (VHC). El conocimiento del genotipo
infectante es crucial para tratar adecuadamente al
paciente. El método de referencia para la tipificacion
molecular del VHC es la secuenciacion completa del
genoma viral y su posterior analisis filogenético. Sin
embargo, esta posibilidad no esta al alcance de la mayoria
de los laboratorios hospitalarios. Existen varios métodos
alternativos comercializados; los de uso mas extendido se
basan en el analisis de la region 5’"UTR mediante
amplificacion y posterior secuenciacion directa (TRUGENE
5’NC Genotyping Kit; Visible Genetics, Toronto, Ontario,
Canada) o hibridacion inversa de los amplicones con
sondas dispuestas en linea sobre membrana-LiPA-
(INNO-LiPA HCV I/l VERSANT HCV Genotype Assay 1.0;
Innogenetics, N.V., Zwijnaarde, Bayer Healthcare, Bélgica).
Los resultados obtenidos con estos ensayos son
generalmente superponibles; identifican correctamente los
genotipos en un 95-100% (clasifican algunos genotipos 4 y
6 como genotipos 1), pero su indice de acierto es menor
(70-85%) con los subtipos, particularmente 1a,1b, 2a/2c y
4a/4c. Existe una nueva generacion de pruebas
comercializadas con mejores prestaciones: GEN-ETI-K
DEIA kit (Sorin, Saluggia, Italy) que analiza la region core;
TRUGENE NS5B Genotyping Assay (Bayer Healhcare,
Bélgica), la region NS5B; Real Time HCV Genotyping Test
(Abbott, MS) las regiones 5’'UTR y la NS5B y VERSANT 2.0
(Bayer), las regiones 5’"UTR y core; estos ensayos son muy
certeros en la determinacion del genotipo y de la mayoria
de subtipos conflictivos, particularmente 1a y 1b.
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Molecular methods for genotypic determination of the
hepatitis C virus

Six genotypes and up to 80 subtypes of hepatitis C virus
(HCV) have been described. Knowledge of the infecting
genotype is crucial for appropriate therapeutic
management of HCV infection. Whole genome sequencing
and subsequent phylogenetic analysis is the gold standard
for HCV molecular typing; however, this procedure cannot
be implemented in routine clinical laboratories. A number
of alternative methods have been commercialized, the
most widely used being those that target the 5’UTR
region. In these assays, amplicons are first generated and
then analyzed by direct sequencing (TRUGENE 5'NC
genotyping kit; Visible Genetics, Toronto, Notario, Canada)
or by reverse hybridization of amplicons with membrane
immobilized line probes -LiPA- (INNO-LiPA HCV I/1l/
VERSANT HCV genotype assay 1.0; Innogenetics, N.V.,
Zwijnaarde, Belgium/Bayer Healthcare). Both assays
produce comparable results: the overall accuracy for
genotype determination is 95-100% (a number of
genotypes 4 and 6 are misclassified as genotype 1), but
only 70-85% for subtyping (with frequent mistyping of
subtypes 1a, 1b, 2a/2c, 4a/4c). A new generation of
commercialized assays with better performance is
currently available: GEN-ETI-K DEIA kit (Sorin, Saluggia,
Italy), which analyzes the core region, TRUGENE NS5B
genotyping assay (Bayer Healhcare) for the NS5B region,
RealTime HCV Genotyping Test (Abbott, MS) for both
5’UTR and NS5B regions and VERSANT 2.0 (Bayer), both
for the 5°UTR and core regions; these assays are highly
accurate for genotype determination and typing of most
difficult subtypes, particularly 1a and 1b.

Key words: Hepatitis C virus (HCV). Genotype. Subtype.
Direct sequencing. LiPA.

Heterogeneidad gendmica del virus
de la hepatitis C

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus envuelto,
con ARN de polaridad positiva, perteneciente a la familia
Flaviviridae, género Hepacivirus!. El genoma viral, de
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aproximadamente 9,0 a 9,6 Kpb segun el genotipo consi-
derado, codifica una unica poliproteina de 3.011-3.033
aminodcidos que es escindida por proteasas celulares y vi-
rales en 3 péptidos estructurales que conforman el virién
maduro (proteina core, E1 y E2) y en 7 no estructurales
(p7, NS2, NS3, NS4a/b y NS5a/b) con actividad catalitica
(ARN polimerasa ARN dependiente [NS5B], 2 proteasas
[NS2 y NS3] y una NTPasa/helicasa [NS3]) o regulado-
ra (NS4a/b y NS5A). El genoma viral contiene secuencias
nucleotidicas en ambos extremos que no se traducen (5’
y 3'UTRs o NCRs) y que intervienen en la regulacion de
la replicacién y la expresion del genoma viral, asi como en la
traduccion del ARN (ribosomal entry site [IRES] en la se-
cuencia 5’'UTR).

E1 VHC muestra un grado considerable de heterogenei-
dad genética, hasta el punto de que los distintos genoti-
pos y subtipos caracterizados hasta la fecha comparten
unicamente el 66-80% de su secuencia. La variabilidad ge-
némica es maxima en la regiéon E1-E2, que incluye la se-
cuencia denominada RHP-1 (regi6n hipervariable 1), y mi-
nima en la secuencia 5’UTR y en los 98 nucleétidos
terminales de la region 3'UTR?. Esta particularidad es fa-
cilmente comprensible si se considera que: a) la RHP-1
codifica una secuencia de 30 aminoéacidos que incluye epi-
topos inmunodominantes diana de anticuerpos neutrali-
zantes y linfocitos T CD8+: la persistencia del VHC en el
hospedador se debe, en gran medida, a que esta secuencia
es prona a experimentar rapidos cambios adaptativos ante
la presion selectiva del sistema inmunitario, y b) la correc-
ta conformacién secundaria de la secuencia 5UTR es criti-
ca para que ésta desemperie con eficacia su papel regula-
dor durante el ciclo infectivo del virus; tanto es asi que
cambios no “conservativos” en esta secuencia son, a menu-
do, incompatibles con la viabilidad de la cepa. Las secuen-
cias correspondientes a las regiones C y NS3 muestran
también un elevado grado de identidad entre los distintos
aislados.

E1 VHC se replica en el citoplasma celular utilizando
una ARN polimerasa propia que, al ser incapaz de recono-
cer y reparar las inserciones erroneas de nucleétidos que
inevitablemente se producen durante la replicacién del
ARN viral (102 10 sustituciones/nucleétido/afio), propicia
la generacion de variantes o “cuasiespecies” en cada ciclo
replicativo que difieren minimamente entre si. E1 VHC
circula en el individuo infectado cronicamente en forma de
un conjunto de cuasiespecies, no todas infectivas, que se
diferencian entre si en un 1-5% de la secuencia nucleoti-
dica®. Esta enorme capacidad de variacién hace posible
una mayor adaptabilidad del virus al hospedador y, con
ésta, una alta probabilidad de establecer infecciones créni-
cas persistentes. Si bien la heterogeneidad genémica del
VHC se debe, esencialmente, a la escasa fidelidad copista
de la ARN polimerasa viral, hoy se reconoce la recombi-
nacién homéloga entre distintos genotipos como fuente
anadida de variabilidad. Recientemente se han descrito
infecciones naturales por un hibrido 2k/1b* y por una va-
riante intragenotipica (1a/1b)>. Se desconoce en gran me-
dida el potencial patogénico de estas cepas, pero si se sabe
que su correcta tipificacién puede resultar problemética
con los métodos al uso.

Después del descubrimiento del VHC se puso de mani-
fiesto el enorme potencial del virus para variar su secuen-
cia. En un articulo de consenso publicado en 1994 se pro-

puso una clasificaciéon del VHC, sustentada en la secuen-
ciacién completa del genoma viral y el posterior alinea-
miento de secuencias con otras prototipicas y anélisis filo-
genético, que postulaba la existencia de 6 genotipos
claramente diferenciados, equidistantes filogenéticamen-
te, que diferian entre si en un 30-33% de su secuencia.
Cada una de estas agrupaciones filogenéticas incluia va-
riantes estrechamente relacionadas entre si, que diferian
en un 20-25% de su secuencia y que se denominaron sub-
tipos. Qued6 patente que existia mas diversidad genética
entre las cepas pertenecientes a los genotipos 3 y 6 que en-
tre las adscritas originalmente a los subtipos 1a, 1by 2a,
2b y 2¢, lo que condujo a un grupo de expertos, reunidos en
Santa Fe (Nuevo México) en 1997, a proponer una nueva
clasificacién genémica’ en la que se introducia una cate-
goria de mayor jerarquia que el genotipo, el denominado
clade o agrupacién monofilética. Esta distinguia 6 clades,
asimilables a los genotipos propuestos en 1994, y 11 geno-
tipos (el clade 6 incluia los genotipos 6, 7, 8,9y 11, y el cla-
de 3 los genotipos 3 y 10). Sin embargo, esta propuesta no
goz6 de aceptacién unanime, lo que, unido a la existencia
en la literatura cientifica de distintas notaciones para de-
signar idénticas variantes, condujo a un notable estado de
confusion, resuelto en una reciente reunién de expertos en
esta materia celebrada en Heidelberg, en 2004, a la que
fueron invitados cientificos estadounidenses, europeos y
japoneses expertos en variabilidad genética del VHC y en
el anélisis de bases de datos. De ella emanaron varias pro-
puestas, actualmente vigentes, de las cuales destacan la
de conservar la divisién cldsica en 6 genotipos o clades
(asimilan ambas categorias taxonémicas) y la de designar
cada subtipo exhaustivamente caracterizado, 80 hoy por
hoy, con el nimero correspondiente al genotipo en el que
se incluye y una letra en minuscula: genotipo 1 (subtipos
a-l), genotipo 2 (subtipos a-q), genotipo 3 (subtipos a-k), ge-
notipo 4 (subtipos a-t), genotipo 5 (subtipo a), genotipo
6 (subtipos a-q). [gualmente, establece criterios formales
basados en la secuenciaciéon completa del genoma viral y el
posterior andlisis filogenético para clasificar las nuevas
variantes que pudieran descubrirse en el futuro®.

Relevancia de la determinacion del genotipo
del virus de la hepatitis C

La caracterizacion genotipica del VHC tiene interés cli-
nico, epidemioldgico y, en determinadas circunstancias, le-
gal. La tipificaciéon genémica del VHC es critica para el co-
rrecto manejo terapéutico del paciente infectado. En efecto,
el genotipo del VHC es un factor prondstico con significa-
cién estadistica propia e independiente de otros factores
(carga viral periférica o dafio hepatico previo) de respues-
ta virolégica mantenida (RVM) al tratamiento antiviral
(interferén estédndar o pegilado en monoterapia o en combi-
nacion con ribavirina). La tasa de RVM es 2 a 3 veces ma-
yor en pacientes infectados por los genotipos 2 y 3 que en
los infectados por el genotipo 1. Ademas, la RVM puede lo-
grarse en los primeros con una menor dosis de ribavirina y
un régimen terapéutico mas corto (24 semanas frente a 48
semanas). Incluso los pacientes que no responden inicial-
mente al tratamiento tienen mayor probabilidad de res-
ponder a un segundo curso terapéutico si estan infectados
por los genotipos 2 o 3 que si lo estan por el 1. Existen pocos
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datos sobre el grado de RVM en casos de infecciones por los
genotipos 4, 5 y 6; se tratan como si fueran infecciones cau-
sadas por el genotipo 1 y parecen responder mejor que las
producidas por éste, aunque peor que generadas por los ge-
notipos 2 y 3%1°,

Por otra parte, la caracterizacién de subtipo de las cepas
circulantes del VHC ha permitido establecer la forma en
que se transmiten mas eficazmente y conocer su distribu-
cién geografica. Sabemos que el genotipo 1a, en cuya se-
cuencia prototipica se basaron los primeros ensayos serolé-
gicos y moleculares para diagnosticar la infeccién por el
VHC, es mis prevalente en EE. UU. y en Europa que en el
resto del mundo, y que su transmision esta habitualmente
vinculada al consumo de drogas por via parenteral. Por el
contrario, el subtipo 1b, el mas comun, es muy prevalente
en todo el mundo, particularmente en EE. UU., Europa y
Japon, donde supone el 70% de las infecciones por el VHC.
El genotipo 3 es especialmente prevalente en el subconti-
nente indio e Indonesia, mientras que los genotipos 4,5y
6 parecen confinados a zonas geogréaficas concretas: Africa
del Norte, Africa del Sur y Hong Kong, respectivamente.
Estos datos epidemioldgicos son de gran relevancia en ma-
teria de politica sanitaria si se considera el comportamien-
to de los distintos genotipos frente al tratamiento antiviral,
ya que los tratamientos son caros y los regimenes de tra-
tamiento maés cortos suponen un ahorro considerable™.

La tipificaciéon genotipica del VHC tiene interés legal
en casos de brotes epidémicos en los que resulta perentorio
vincular de forma epidemioldgica los casos registrados con
la fuente probable de infeccion. En éstos, sélo el analisis fi-
logenético de la region E1/E2 de las cuasiespecies mayori-
tarias circulantes, cuya cinética evolutiva es mucho més
rapida que la de otras regiones subgenémicas, permite ob-
tener informacion relevante!.

Genotipos del virus de la hepatitis C
e historia natural de la infeccion

Varios estudios parecen indicar que existe una relacién
directa entre el genotipo infectante y el curso clinico de la
infeccién. Se ha sugerido que las infecciones causadas por
el VHC de genotipo 1b tienen mayor probabilidad de cro-
nificarse, cursan con un mayor grado de dafio hepatico y
devienen en cirrosis hepatica y hepatocarcinoma mas fre-
cuentemente que las debidas a otros subtipos. Otros estu-
dios vinculan el genotipo 3 con el desarrollo de esteatosis
hepatica grave®!®. Existe gran controversia en esta mate-
ria; sin embargo, lo cierto es que cualquier subtipo del
VHC puede generar infecciones cronicas persistentes que
eventualmente pueden complicarse por igual. Incluso dis-
tintos pacientes infectados por el mismo subtipo del VHC
pueden experimentar cursos evolutivos disimiles. Es muy
probable que el perfil evolutivo de la infeccién por el VHC
dependa de un conjunto de factores, algunos vinculados a
la propia naturaleza de la cepa viral infectante (genotipo,
nivel replicativo, adaptabilidad de las cuasiespecies gene-
radas), otros del hospedador (haplotipo HLA) y otros, qui-
z4a también, del modo en que el virus y el sistema inmuni-
tario interaccionan en cada caso. Tal vez, la mayor
patogenicidad atribuida al genotipo 1b refleja inicamente
una mayor ancianidad de la poblacién infectada por este
subtipo®!?. Para dilucidar esta cuestion, se requiere un
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modelo in vitro adecuado. En este sentido, se ha consegui-
do replicar satisfactoriamente el VHC (genotipos 1a, 1b, y
2a) en cultivos in vitro mediante transfeccion celular de
vectores de expresion que integran el genoma del VHC (re-
plicones)*2.

Métodos para determinar el genotipo
del virus de la hepatitis C

Se ha descrito una amplia variedad de procedimientos
moleculares para determinar el genotipo del VHC. En to-
dos ellos se amplifica inicialmente una regiéon subgenémi-
ca determinada mediante reaccién en cadena de la poli-
merasa en tiempo real (PCR-TR); posteriormente, se
discrimina entre los diferentes tipos mediante secuencia-
cién directa!?, reamplificacion con cebadores especificos de
genotipo o subtipo', hibridacién inversa sobre membrana
(LiPA) con sondas especificas de genotipo o subtipo!®,
RFLP (ADN restriction fragment length polymorphism)'®,
analisis de movilidad de heteroduplex utilizando electrofo-
resis capilar en gradiente de temperatural'”, o analisis de
curvas de disociacion con sondas fluorescentes mediante
la tecnologia FRET (transferencia de energia fluorescente
mediante resonancia)'®, entre otras posibilidades. Tam-
bién existen métodos serolégicos!® para este propésito: uno
de ellos, comercializado por Murex (Murex™ HCV Seroty-
ping 1-6 Assay, Murex Diagnostics, Dartford, Reino Uni-
do), permite la correcta dilucidacién del genotipo en un 85-
90% de los casos.

El método de referencia para la determinacién, tanto del
genotipo como del subtipo del VHC, es la secuenciacién
directa del genoma completo del virus y el posterior anali-
sis filogenético tras comparar la secuencia obtenida con
otras prototipicas, lo cual resulta impracticable en el am-
bito hospitalario. La secuenciacién de la regién polimérfi-
ca de NS5B en exclusiva permite obtener esa misma infor-
macién con un grado de certeza virtualmente absoluto, de
modo que esta estrategia se ha erigido en el método de re-
ferencia en la mayoria de estudios comparativos publica-
dos. Los métodos genémicos basados en el analisis de la
regién 5’'UTR permiten tipificar acertadamente la mayoria
de genotipos del VHC, pero son imprecisos para la deter-
minacién del subtipo. Por otra parte, la caracterizacién de
variantes y cuasiespecies requiere procedimientos mas
complejos que incluyen la amplificacién, el clonado y la
secuenciacion de la region E1/E2!1.

La mayoria de los métodos genotipicos comercializados
se basa en el andlisis de la regién 5’UTR, la cual contiene
suficientes polimorfismos para discriminar correctamente
entre los genotipos del VHC mads prevalentes. Esta region
subgenémica, al contrario que NS5B (las cepas del genoti-
po 4 se amplifican con dificultad), es facilmente amplifica-
ble sea cual fuere el genotipo infectante?*2!. De hecho es
la diana de amplificacién de la mayoria de las pruebas co-
merciales que detectan (ensayos cualitativos) o cuantifi-
can (ensayos cuantitativos de carga viral) el VHC en la
sangre periférica. Las 2 pruebas mas representativas, por
su uso extendido, son TRUGENE® 5’NC Genotyping Kit
(Visible Genetics/Siemens Medical Solutions, Toronto, On-
tario, Canad4d) e INNO-LiPA® HCV II (Innogenetics, N.V.,
Zwijnaarde, Bélgica/VERSANT HCV Genotype Assay 1.0;
Siemens Medical Solutions); en estos ensayos se amplifi-
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ca inicialmente la regiéon 5’UTR mediante PCR-TR y, pos-
teriormente, se discrimina entre los distintos genotipos
mediante secuenciacién directa (TRUGENE®) o hibrida-
cién inversa-LiPA- (INNO-LiPA®). Ambos ensayos pueden
llevarse a cabo tras amplificar la regién 5UTR (244 pbs)
mediante la prueba COBAS AMPLICOR® Hepatitis C Vi-
rus test, versién 2.0 (Roche Molecular Systems, Inc.,
Branchburg, N.J.) o COBAS AMPLICOR® HCV Monitor
(Roche), siempre que la carga viral periférica sea al menos
de 1.000 U/ml y 20.000 U/ml, respectivamente. Sin em-
bargo, son actualmente incompatibles con los ensayos
PCR-TR recientemente comercializados por Roche: CO-
BAS TagMan (COBAS TagMan HCV Test; Roche Molecu-
lar Systems, Inc., Branchburg, NJ) y TagMan HCV Analy-
te Specific Reagent (Roche Molecular Systems, Inc.). En
el método TRUGENES®, el producto de amplificacién se
neutraliza, purifica y posteriormente se secuencia en am-
bas direcciones mediante un método capilar desarrollado
por la propia empresa (CLIP™). La secuencia obtenida
se alinea con secuencias prototipicas de los distintos genoti-
pos y subtipos incluidas en una base de datos (GeneLibra-
rianGL 3.1.1 y mas recientemente GL3.1.2) y un programa
informatico realiza un analisis filogenético (nucleétidos
—256 a —70) para determinar el genotipo y el subtipo. El
ensayo de genotipos del VHC (LiPA) VERSANT® 1.0 (co-
mercializado como ensayo INNOLIPA HCV II, antes de
adquirir Bayer Healthcare/Siemens Medical Solutions los
derechos de distribucion y venta) se basa en la técnica de
hibridacién inversa. En primera instancia, se generan am-
plicones biotinilados mediante PCR-TR (el kit de amplifi-
cacién de VERSANT® incluye cebadores que amplifican
las secuencias —299 a —239 y —46 a —6 de la regiéon 5’UTR),
que tras ser desnaturalizados se someten a hibridacion
con varias sondas diana y dos de control alineadas conve-
nientemente y fijadas a la membrana de nitrocelulosa me-
diante sendas colas poli-(T). Los hibridos formados se ha-
cen patentes mediante la adicién de un conjugado
(estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina) seguida
del sustrato cromégeno (BCIP/NBT). El genotipo se deter-
mina tras la alineacién de la tira problema con la tarjeta
de referencia del ensayo. La diferencia entre las versiones
Iy II del LiPA radica en que la primera incluia 17 sondas
(1 genérica del genotipo 1, 1a, 1b; 2 genéricas del genotipo
2, 2 del subtipo 2a, 2 del subtipo 2b, 4 del subtipo 3a, 3 de
los genotipos 4/5) mientras que la version II incluye 5 mas,
especificas de los genotipos 4, 5, y 6. Ambos ensayos pue-
den completarse en alrededor de 5 h y tienen un coste si-
milar, si bien la complejidad técnica del ensayo TRUGE-
NE®y la necesidad de disponer de un secuenciador para
llevarlo a cabo han hecho que el LiPA tenga una mayor
aceptacion, particularmente en laboratorios medianamen-
te equipados. Los 2 ensayos son igualmente competentes
en la determinacion del genotipo, con indices de acierto
que oscilan entre el 95-100%%2-%°. Tan sélo algunas cepas
pertenecientes al genotipo 6 (subtipos a, ¢-1)*!, muy preva-
lentes en Tailandia, o al subtipo 4a3? son incorrectamente
clasificadas como pertenecientes al genotipo 1, lo cual tie-
ne importantes consecuencias en la eleccién del régimen
terapéutico. Ambos, en cambio, son inadecuados para la
caracterizacion de subtipo (en mas de un 95% de los casos
se llega a la misma resolucién empleando uno u otro méto-
do), por cuanto su indice de acierto se sitiia alrededor del
75-85%. El mayor inconveniente de los métodos TRUGE-

NE® e INNO-LiPA® es su incapacidad para discriminar co-
rrectamente entre algunas cepas pertenecientes a los sub-
tipos la y 1b y acertar con los subtipos 2a/2¢??%°. TRUGE-
NE® en particular y también INNO-LiPA® tienden a
catalogar como 1b cepas que son en realidad 1a, lo cual se
debe a que la secuencia amplificada sé6lo contiene un poli-
morfismo de subtipo (nt-99, A por ), poco consistente a
tenor de los datos obtenidos mediante el analisis de la re-
gion NS5B de un gran nimero de cepas de estos subti-
pos®2334 Tos 2 métodos también tienen dificultades para
tipificar acertadamente los subtipos 4a/4c, en particular el
INNO-LiPA%,

El Invader HCV Genotyping Assay (Third Wave Tech-
nologies, Inc., Madison, Wisconsin) es un método recien-
temente comercializado, también basado en al anadlisis de
la region 5'UTR, que emplea la tecnologia ADN clivasa y
FRET. Al igual que TRUGENE® y el INNO-LiPA®, puede
partir de amplicones generados por distintos métodos co-
merciales. En este sentido, es destacable su compatibili-
dad con el método COBAS Tagman (Roche), a diferencia
del INNO-LiPA® (el COBAS Tagman no emplea iniciado-
res biotinilados) y el TRUGENE?® (deslizamiento de la re-
gién amplificada). Este método, algo mas sencillo de ejecu-
tar que el TRUGENE® y que puede completarse en 1,5 h
(tras la amplificacién) a un coste comparable a los ya refe-
ridos, se comporta de modo similar a los anteriores; esto
es, preciso con los genotipos e impreciso con los subtipos,
sobre todo 1a/1b%.

En resumen, los métodos basados en el anédlisis de la
region 5’UTR son plenamente competentes para la deter-
minacion de los genotipos mas prevalentes en nuestro me-
dio y, consecuentemente, son adecuados para guiar el tra-
tamiento antiviral, pero no lo son para la dilucidacion del
subtipo, por lo que no pueden emplearse en estudios epi-
demioldgicos. Con objeto de mejorar la discriminacién en-
tre subtipos y solventar los inconvenientes en la resolu-
cion del genotipo infectante, se han comercializado varios
ensayos que, o bien se basan en el analisis de otras regio-
nes subgendémicas, como la regién core (GEN-ETI-K DEIA
kit; Sorin, Saluggia, Italy) o la region NS5B (TRUGENE
NS5B Genotyping Assay; Siemens Medical Solutions), o
bien conjugan el andlisis de las regiones 5’UTR y la NS5B
(Real Time HCV Genotyping Test, Abbott, MS) o las regio-
nes 5’'UTR y core (VERSANT 2.0, Bayer/Siemens).

En el ensayo DEIA (ADN inmunoanalisis), en primer lu-
gar se amplifica una secuencia de 250 pb de la regién core
mediante PCR-TR anidada (incluye 4 polimorfismos
la/lb) y, posteriormente, los amplicones generados se hi-
bridan de forma diferencial con 9 sondas (1a, 1b, 2 genéri-
ca, 2a, 2b, 3a, 4, 5y 6) fijadas a la fase sélida (placa de mi-
cropocillos) mediante puentes avidina-biotina. El revelado
se lleva a cabo empleando un anticuerpo monoclonal es-
pecifico frente a ADN ds marcado con una enzima, tras la
adicién del sustrato correspondiente. Esta prueba es com-
parable con las basadas en el anélisis de la region 5’UTR
en cuanto a la eficacia en la determinacién del genotipo,
pero discrimina mejor los subtipos 1a/1b que aquéllas. Sin
embargo, los subtipos 2 son, a menudo, clasificados inco-
rrectamente®’.

El ensayo Abbott Real Time® HCV Genotype (Abbott
Molecular Diagnostics, Abbott Park, Illinois) es el tnico
comercializado hasta la fecha que emplea la tecnologia
PCR-TR. El ensayo parte de ARN purificado a partir del
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plasma, que es amplificado mediante el uso de iniciadores
especificos de las regiones NS5B y 5’"UTR y de una poli-
merasa termoestable recombinante (Z05 modificada) con
actividad retrotranscriptasa y ADN polimerasa. El ensayo
utiliza sondas MGB® (Minor Groove Binder) con doble
marcado fluorescente especificas de 1a y 1b (region NS5B)
y otras especificas de los genotipos 2 (2a, 2b), 3,4, 5y 6 (es-
tos ultimos de la region 5’UTR). La prueba se realiza en 3
reacciones independientes; la primera contiene iniciadores
y sondas control destinadas a detectar cualquier genotipo
presente, e iniciadores y sondas especificas de 1la y 1b; la
segunda reaccion contiene los iniciadores y las sondas es-
pecificas de 2a, 2b y 3, y, finalmente, la tercera reaccion
contiene los iniciadores correspondiente y las sondas espe-
cificas de los genotipos 4, 5 y 6. Tras 50 ciclos de amplifi-
caciéon en un ABI PRISM® 7000, los datos obtenidos son
analizados mediante el programa Sequence Genotyping
Software, V1.0 (recientemente actualizada, v2.0; Celera
Diagnostics, Alameda, California). Esta prueba permite
determinar el genotipo de 32 muestras en menos de 6 h,
con un limite de deteccion que varia entre 1.200 y 1.500
U/ml, segun el procedimiento empleado para la extrac-
cién del ARN; es precisa en la determinacion de los subti-
pos 1a/lb 2a, 2b y 3, pero no tanto en la de los genotipos 4
y 6. Un inconveniente afiadido es su alta tasa de resulta-
dos indeterminados (alrededor del 6%)**%°, que, sin embar-
go, es comparable con la que se obtiene con TRUGENE® y
el INNO-LiPA®.

La nueva versién del INNO-LiPA (VERSANT® HCV Ge-
notype 2.0 assay; Bayer/Siemens) se ha disefiado para cir-
cunvenir algunos de los inconvenientes de la versién an-
terior 1.0. Con este propésito, incluye nuevas sondas que
reconocen secuencias especificas de la region core de los
subtipos 1a,1b y 6¢-61. Esta prueba es capaz de determinar
correctamente el subtipo de un 95-97% de las cepas***! (al-
rededor de un 70% la versién 1.0), pero requiere la ampli-
ficacién conjunta de las regiones 5UTR y core, por lo que
la mayoria de pruebas comercializadas para la determina-
cion cualitativa o cuantitativa del ARN del VHC no es ade-
cuada para generar los amplicones de partida. Este ensa-
yo, sin embargo, no discrimina acertadamente entre la
mayoria de los subtipos pertenecientes al genotipo 2. Fi-
nalmente, existe un nuevo prototipo de ensayo basado en
la amplificacién y la posterior secuenciacién de la region
NS5B, desarrollado por Bayer/Siemens (Trugene® NS5B
HCYV Genotyping Kit), todavia en fase de evaluacion, del
que cabe esperar gran precisién en la determinacion de los
subtipos més conflictivos?!.

Métodos de determinacion del genotipo del
virus de la hepatitis C e infecciones mixtas

Las infecciones por més de un genotipo del VHC son fac-
tibles por la ausencia de inmunidad protectora cruzada
entre los distintos genotipos. La prevalencia de estas in-
fecciones parece variar entre un 0-20% en funcién de la po-
blacién considerada (son factores de riesgo establecidos la
adiccién a drogas por via parenteral y las transfusiones
multiples) y el método de andlisis*>*3. Los ensayos genoti-
picos comercializados estdn pensados para identificar el
genotipo dominante y, consecuentemente, estan limitados
en cuanto a su capacidad para detectar infecciones mixtas.
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Solo la amplificacién de una regién genémica suficiente-
mente polimoérfica, preferiblemente NS5B, seguida del clo-
nado de los amplicones generados y la subsecuente se-
cuenciacion de los clones obtenidos, permite determinar
con certeza la existencia de infecciones mixtas. Este proce-
dimiento, sin embargo, no puede llevarse a cabo sistemati-
camente, ni siquiera en laboratorios altamente especiali-
zados. Desde una perspectiva estrictamente clinica, sélo es
relevante saber si los genotipos mas refractarios al trata-
miento (particularmente los genotipos 1y 4) estan presen-
tes en el paciente infectado. En este sentido, los ensayos
TRUGENE® e INNO-LiPA® son capaces de detectar genoti-
pos minoritarios siempre que se encuentren en proporciones
no inferiores al 10-20% (TRUGENE®) y 5% (INNO-LiPA®)
de la poblacién global del VHC presente en la muestra?28,
Cabe esperar algo mas de los métodos de tipificacion mo-
lecular basados en la PCR-TR en virtud de su extrema
sensibilidad. Estudios preliminares en este sentido pare-
cen sustentar este pronéstico®%.
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