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RESUMEN

La posibilidad de transmisién no parenteral del virus de la Hepatitis C (VHC) se sustenta por la
actual demostracion del virus en diferentes fluidos biol6gicos. En este estudio, investigamos la
relacion entre la deteccion de ARN de VHC en la saliva de pacientes cronicamente infectados con
este virus y varios factores virales y del huésped. METODOS: Se estudiaron 16 individuos
coinfectados VIH/VHC y 21 pacientes monoinfectados con VHC, con media de edad de 38 y 45,
respectivamente. El ARN de VHC se detecté mediante transcripcion reversa seguida de la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) anidada. Los genotipos fueron detectados usando RFLP y
secuenciamiento directo a partir de los productos de PCR, la carga viral se determiné usando
NASBA HCV-QT. RESULTADOS: Detectamos ARN de VHC en 21,6% de las salivas analizadas.
No se hall6 diferencia estadisticamente significativa en relacion a la carga viral, genotipo,
coinfeccion VIH/VHC y factores epidemiolégicos del huésped. CONCLUSIONES: Nuestros datos
sugieren que el VHC puede ser detectado en la saliva de los pacientes cronicamente infectados
independientemente de estos cofactores, incluyendo carga viral y coinfeccciéon VIH/VHC. Nuevos
estudios sobre dindmica de VHC seran necesarios a fin de profundizar en el conocimiento de la
transmisién no parenteral de este virus.

Palabras claves:

ABSTRACT

The possibility of the non-parenteral Hepatitis C Virus (HCV) transmission is supported by the
demonstration that the actual virus is present in several body fluids. In this study, we investigated
the relationship between the detection of HCV RNA in saliva from chronically HCV-infected patients
and several viral and host factors. METHODOLOGY: This study comprised 16 HIV/HCV coinfected
and 21 HCV monoinfected patients with a median age of 38 and 45 years, respectively. HCV-RNA
was detected in serum and saliva samples by reverse transcription-nested polymerase chain
reaction. Genotypes were determined by using RFLP and direct nucleotide sequencing of the PCR
products and plasma viral loads by using NASBA HCV-QT. RESULTS: We detected presence of
RNA HCV in 21.6% of saliva samples analyzed. When compared on the basis of the results of the
detection of HCV-RNA in saliva, patients did not differ significantly in relation to viral load, genotype,
HCV/HIV coinfection, and epidemiological host factors. CONCLUSIONS: Our data suggest that
HCV can be detected in saliva of chronically HCV-infected patients independent of these cofactors,
including circulating HCV load and HCV/HIV coinfection. Studies on HCV dynamics are needed to
gain insights into nonparenteral transmission of HCV.
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INTRODUCCION

En los ultimos 20 afios el virus de la
hepatitis C (VHC) ha emergido como la
segunda principal causa de infeccién viral
luego del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH). Se estima que
aproximadamente el 3% de la poblacion
mundial estd infectada con VHC y ésta
infeccion es crénica en el 80% de los casos

(2).

El VHC comparte vias de transmision
con VIH, pero las tasas de infeccion estan
relacionadas al nivel de exposicién de la
poblacién involucrada. Asi, la coinfeccion
VIH/VHC representa un gran problema en
crecimiento. Esta coinfeccion acelera la
progresion de injuria y descompensacion
hepatica provocada por VHC, parece
empeorar la progresion de la infeccion por
VIH e incrementa la transmision de VHC (2).

En Coérdoba, un estudio reciente en
individuos VIH (+), demostr6 una alta
prevalencia de HCV (12,3%), representada
por el genotipo 1 y asociada principalmente
al uso de drogas inyectables. Sin embargo, el
hallazgo de ARN de VHC en 10,5% de los
individuos sin antecedentes de riesgo
parenteral sugeria una via alternativa de
transmision (3).

Si bien, la via de transmision

parenteral se considera la mas eficiente, en
aproximadamente 30% de los casos se
desconoce la ruta de infecciéon (1). Por esto,
se han propuesto otras vias posibles de
transmision, de riesgo incierto, que podrian
estar relacionadas a la infeccion por VHC
como son:. el uso de tatuajes, el uso de
cocaina inhalatoria, acupuntura vy
procedimientos médico- odontolégicos (4, 5,
6).
Estudios recientes han demostrado la
presencia de ARN de VHC en saliva de
individuos crénicamente infectados, lo cual
sugiere a ésta como otra posible via de
infeccion (7). A su vez, se ha demostrado que
niveles mayores de carga viral favorecerian
la deteccion de VHC en saliva (7, 8, 9). El
aumento de la replicacion de VHC favorecido
por la inmunosupresién en pacientes VIH (+)
y/o por la presencia de infeccion VHC aguda,
podria estar asociada a un aumento de la
replicacién viral en células mononucleares de
sangre periférica y células epiteliales de la

mucosa genital u oral, en las que se
demostr6 que poseen un receptor celular
(CD81) que une la proteina de la envoltura
del VHC y produce la internalizacion del virus
(10). Esto podria explicar el hallazgo de VHC
en otros fluidos bioldgicos, que podrian estar
involucrados en la transmisién del virus (10).

El objetivo de este estudio fue evaluar la
presencia de ARN en la saliva de individuos
cronicamente infectados y estudiar el real
impacto de la coinfeccion con VIH, y su
asociaciéon con la carga viral, el genotipo
VHC, factores de riesgo y edad.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes y toma de muestras
Se estudiaron 37 pacientes (21 males/16
mujeres), dieciséis de ellos eran co-
infectados con VIH. Todos los sujetos tenian
ARN del VHC detectable en el suero
mediante RT-Nested PCR y ho se
encontraban bajo tratamiento antiviral. Las
muestras de suero fueron re-analizadas para
confirmar la presencia de ARN del VHC en el
momento de tomar las de saliva. Todos los
especimenes fueron congeladas a -70°C
hasta la deteccion del ARN viral
Este estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Cérdoba y se llevé a
cabo de acuerdo con las normas de ética
internacionales. Se obtuvo el Consentimiento
informado por escrito de todos los pacientes
incluidos en este estudio.

Procesamiento de Suero y Saliva
En todos los pacientes, se recolectd
muestras de sangre y se separé el suero, el
cual se almacen6 a-20°C hasta su
procesamiento.

Las muestras de saliva se recogieron sin
estimulacién mecanica en un tubo (Falcon)
estéril. La saliva fue procesada por
centrifugacion y se realiz6 un control visual
para detectar la presencia de

células de la sangre. Ninguna de las
muestras contenia sangre en el exdmen
macroscopico.

Extraccién de ARN

A partir de suero, la extraccion de ARN viral
se realiz6 con el reactivo Trizol LS
(Invitrogen, Life
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Technologies, Rockville, MD). En la muestras
de saliva se utilizd el ARN viral QlAamp Kit
(QIAGEN GmbH, Alemania) segun las
instrucciones del fabricante.

RT-nested PCR

La presencia de ARN del VHC se determin6
mediante la técnica de RT-nested PCR
utilizando primers especificos de la regién 5
'no codificante (5'NCR), como fue descrito
por Ré y col., (11).

Genoatipificacién

La determinacion del genotipo del VHC se
realiz6 mediante el analisis de polimorfismo
de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) de la regién 5'NCR. Este
método (RFLP) permitio distinguir
adecuadamente los genotipos 1, 2 'y 3 (11).
Secuenciamiento de la region NS5B

La amplificacion de la regién no estructural
5B (NS5B) y posterior secuenciamiento
directo se realizé como se describi6
anteriormente por Chen y Weck, (12); a fin de
confirmar los resultados obtenidos por la
técnica de RFLP.

Cuantificacién del ARN del VHC en el suero
El ARN del VHC en el suero se cuantificd con
el equipo QT VHC NASBA (Organon

Teknika, Boxtel, Paises Bajos).

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante
SPSS para Windows y los valores de p <
0,05 fueron considerados significativos. El
Test de Student se usé para comparar las
variables continuas y Chi-cuadrado o prueba
exacta de Fisher para la comparacion de
proporciones.

RESULTADOS

Las caracteristicas de la poblacién, edad,
sexo, factores de riesgo, carga viral del VHC
en suero y los genotipos de VHC fueron
registradas (Tabla .
La prevalencia de ARN del VHC en la saliva
fue del 21.6 % (8 / 37). Los resultados de la
deteccién de VHC en saliva y su asociacion
con la via de transmision de VHC, la edad,
coinfecciéon con VIH, genotipo y carga viral
del VHC se muestran en la Tabla II.

La distribucién de los genotipos del VHC en
los pacientes monoinfectados fue la
siguiente: 48% (10/21) de genotipo 1, 43% (9
/ 21) genotipo 2 y el 9% por el genotipo 3 (2 /
21). Para los pacientes co-infectados
VIH/VHC, la distribucién de genotipos fue de

76% (13/17), el 6% (1 / 17) y el 18% (3 / 17),
respectivamente (Tabla I).

Los genotipos detectados en suero
coincidieron con los detectados en saliva.

DISCUSION
La posibilidad de que la saliva sea una via no
parenteral de transmisién ha sido sugerida
por una gran variedad de estudios. Ya en
1987, un estudio realizado por Abe y col.,
(13) describe la infeccibn aguda en un
chimpancé luego de la inoculacién de saliva
de un primate con hepatitis no A- no B.
Estudios basados en la amplificacion
molecular de ARN de VHC en saliva reportan
resultados variados con rangos de 0 (14) a
100% (15). Sin embargo, ninguno de estos
estudios incluye datos que demuestran la
infectividad del ARN del VHC detectado en
saliva. En este sentido, Arrieta y col., (16)
reportaron la deteccion de intermediario
replicativo y antigeno core de VHC en el
tejido de la glandula salival de 8 pacientes
cronicamente infectados.
En nuestro estudio, demostramos la
presencia de ARN- VHC en el 21,6% de las
salivas estudiadas, mucho menor a la
prevalencia hallada por Gonzalvez y col.,
(17). Las discrepancias encontradas entre los
estudios reportados podrian deberse a la
ausencia de métodos estandarizados tanto
para la toma de muestras como para los
métodos de centrifugacion, congelacién y
deteccion de este virus en saliva. Otra
explicacion posible podria darse en la
presencia de sangre oculta y/o de células en
las salivas de estudio. A pesar de que a
VHC se lo ha encontrado en los leucocitos y
las células epiteliales orales (16), las
muestras de saliva de este estudio estaban
libres de tales células. Las pruebas
especificas para investigar sangre oculta no
se realizaron en este trabajo, pero algunos
autores (16,17) han demostrado que entre
las personas infectadas con el VHC, la
presencia de sangre en muestras de saliva
no se correlaciona con la presencia de ARN
del VHC en suero (16).
La asociacion entre el nivel de ARN de VHC
y la excrecibn en mucosa parece variar
durante el curso de la infeccion. Segun fue
demostrado por varios autores el ARN es
mas frecuentemente hallado en saliva
cuando la carga viral en suero es mayor (7,
-17-
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8, 9). Asi factores clinicos que estan
asociados a mayores cargas virales, tales
como infeccién aguda o coinfeccion VIH/VHC
pueden resultar en mayor frecuencia de
deteccion de VHC en saliva.

En concordancia con Lins y col., (18) en
nuestro estudio no se hall6 correlacién
estadisticamente significativa (p>0.05) entre
la presencia de ARN del VHC vs. carga viral
y coinfeccion con VIH. Sin embargo, un
mayor porcentaje de deteccion en saliva se
observ6 cuando la carga viral fue superior a 5
Log (Tabla II).

En cuanto a la deteccién de genotipos de
VHC hallamos igual genotipo en las muestras
de suero y saliva de un mismo paciente. Sin
embargo, estudios mas detallados del
genoma viral (subtipos — cuaciespecies) se
realizaran en un futuro a fin profundizar estos
resultados. En este sentido, recientemente se
ha demostrado que VHC posee replicacion
extrahepatica = y varios reportes han
demostrado variantes Vvirales intratipicas
dentro de los diferentes compartimentos
corporales (29, 20, 21).
Nuestros datos muestran que el ARN de
VHC est& presente en la saliva de individuos
infectados con este virus, el mecanismo de
excrecion de VHC y el rol que cumple ésta en
la actual transmisiéon de la infeccién a otros
individuos aun no esta claro. Mdltiples
factores contribuyen a la infectividad de un
fluido biolégico, incluyendo la presencia de
particulas virales intactas, el titulo viral
adecuado y la presencia de células blancos
adecuadas en el area expuesta del individuo
susceptible. Actualmente, los datos
epidemiolégicos no acompafan el concepto
de que VHC es eficientemente transmitido
mediante saliva. Sin embargo, el uso de
cepillo de dientes y los tratamientos
odontolégicos han sido imputados como
vehiculos para la transmision de VHC en
varios estudios (22).

Si bien, nuestros resultados, juntamente con
los hallazgos de otros autores sustentan la
posibilidad de que VHC pueda ser
transmitido por saliva en ciertas y
determinadas circunstancias, los hallazgos
deben ser interpretados con mucha
precaucién, para evitar una innecesaria
preocupacioén en los individuos infectados por
HCV.

Asimismo, los resultados deben ser tenidos
-18-

en consideracion a fin de guardar las
medidas de bioseguridad apropiadas en la
atencién médico-odontoldgica.
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Tabla |I. Caracteristicas de la poblacién de estudio y determinacion del genotipo en 37 pacientes
infectados con VHC de Cdérdoba, Argentina.

HCV HCVHIV

Variables mono infectedos co-infectedos
Edad (promedio) 45 38
Sexo

Masculinos 10 "

Femeninos T i}

Total 21 16
Riesgo Parental™

Transfusion B 2

UDEV 3 13

Cirugia 13 5
Riesgo Incierto™ ] 2
WHC Genotipos

Genotipo 1 10 13

Genotipo 2 9

Genotipo 3 2 2
Carga viral VHC (promedio) log 4.6 BB
Tratamiento Antiretroviral - Mo

* En algunos casos se observo mas de un riesgo por paciente

** Historia de atencion odontolégica, medicacién con inyectables, transmisién familiar (compartir hojas de afeitar, cepillos de
dientes y peines), tatuaje, multiples parejas sexuales, hombres que tienen sexo hombres (HSH) o diferentes habitos
sexuales.

Tabla Il. Deteccion de ARN del VHC en saliva de 37 pacientes infectados con VHC de Cérdoba,
Argentina

Variables* Saliva
Genotipos ] %
1 5 63
2 b 25
3 F & s
Edad
> 40 5 63
=40 3 37
UDEV
sl 5 53
Mo 3 ar
VHC Carga viral
> 5log T 88
<5log 1 12
VIH co-infecion
Si 5 53
No 3 37
Cirugia
Si 3
No b
Transfusion
Si 3 37
Ho 5 63
Riesgo Incierto
Si b 25
Mo B 75

* En todos los casos p>0,
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