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Introduccion: La hepatitis C es la forma mas comun de hepa-
titis post-transfunsional responsable de mayor al 70% de las
enfermedades virales del higado, causada por el virus de la hepa-
titis C (VHC) que se transmite via parenteral y productos conta-
minados por sangte.! El periodo de incubacion oscila entre 2y
26 semanas.” Pertenece a la familia Flavivirus, de un género sepa-
rado: Hepacivirus. Es un virus envuelto con un tamafio de 30 a
60 nm de didmetro, su genoma es RNA de cadena sencilla con
9,600 nucledtidos, que codifica una proteina que oscila entre
3,037-3,8008 aminodcidos.? El VHC se ha estudiado
genéticamente, siendo una de sus caracteristicas la variabilidad
genética: genotipos, subtipos y cuasiespecies. Esta variabilidad
genética tiene importantes implicaciones tanto clinicas
(patogenicidad, diagnostico, resistencia al tratamiento) como
epidemioldgicas, de ahi la importancia de la determinacion del
genotipo. El método de referencia para la tipificacion molecular
del VHC es la secuenciacion completa del genoma viral y su
posterior analisis filogenético.

Objetivo: Determinar el genotipo del VHC empleando técnicas
moleculares, asi como el disefio de primers, estandarizacion y
validacién del método.

Metodologia: Disesios de primers: Se realizo el alineamiento de las
secuencias nucleotidicas de los diferentes genotipos del VHC
especificamente de la region 5"UTR (Region no Traducible) con
el software BioEdit y el disefio de los primers parala RT-PCR y
la secuenciacién empleando el programa Primer3Plus; su sinte-
sis se solicit6 con Applied Biosystems (AB). Extraccion de RNA
viral Se realiz6 a partir del plasma de 10 pacientes, previamente
genotipificadas en Specialty Laboratories y de los genotipos de
ARMORED RNA® con el kit QIAamp UltraSens Virus
(QIAGEN). RT-PCR y secuenciacion: Se amplificd la region
5'UTR del VHC, se purificé el producto de amplificacion a par-
tir del gel de agarosa con el kit QIAquick Gel Extraction
(QIAGEN) y se realizé la reaccion de secuenciacion con el kit
BigDye® Termninator v1.1. Cycle Sequencing (AB). La
secuenciacion fue llevada acabo por el equipo AB3130 Genetic
Analizer. LLos resultados fueron alineados y analizados con el
Software DNA Sequencing Analysis v5.1 y SeqScape® v2.5, to-
mando como secuencia de referencia la del genotipo la. Valida-
cion de la prueba: Se realizé la sensibilidad, especificidad analitica,
linealidad de la prueba, precision y exactitud.

Resultados: Con los primers disefiados se obtuvo un amplifi-
cado de 270 pb y una secuenciacion de 240 pb. La especificidad
encontrada fue solo para VHC. En cuanto a la sensibilidad del
método, limite de deteccién y/o cuantificacion fue de 500 U/
mlL, y la linealidad encontrada fue mayor o igual a éste valor.
Con respecto a la precision, fue repetible y reproducible en un
100 %; en exactitud, las secuencias determinadas estindares de
ARMORED RNA® correspondieron a las reportadas por el

mismo de acuerdo a cada genotipo, de igual manera las 10 mues-
tras analizadas correspondieron con lo reportado por el labora-
torio de referencia, es decir en un 100 %. La figura 1 muestra
algunas secuencias obtenidas junto con su genotipo, analizadas

con SeqScape® v2.5.
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Figura 1. Secuencias y electroferogramas que muestra uno de los
cambios de bases en los diferentes genotipos. (1) Secuencia nucleotidica
consenso; (2) Variantes de bases en cada genotipo; (3) Secuencia de
Referencia; (4) Aminoacido codificado; 5) y (7) Secuencia
correspondiente al genotipo 1a; (6) y (8) Electroferograma del genotipo
1a; (9) Secuencia correspondiente al genotipo 2b; (10) Electroferograma
del genotipo 2b.

Discusion: Los resultados determinan que el método amplifica
y secuencia especificamente VHC, de igual manera la sensibili-
dad, especificidad analitica, linealidad, precision y exactitud son
resultados aceptables, lo que nos indican un método especifico
y confiable para la determinacién del genotipo del VHC. La
figura 1 muestra la secuencia donde existe un cambio de base (C
por A) con respecto a la de referencia, lo que corresponde a un
genotipo 2b, sin embargo, cabe resaltar que este cambio es s6lo
uno de varios que son usados para tipificar un genotipo de otro.

Conclusiones: Se logré obtener un método confiable y especi-
fico para genotipificar el VHC por medio de secuenciacion de
ADN.
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