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I. Antecedentes historicos

La primera noticia sobre la existencia de un virus
productor de hepatitis transmitida por via parenteral
y diferente al VHB surge en 1974, cuando Prince y
cols. " notifican que de 204 pacientes del New York
Blood Center intervenidos de cirugia cardiovascular,
en un 25 % se desarrollé una hepatitis postransfusio-
nal, la mayoria de ellos sin relaciéon con el VHB,
concluyendo que «una gran proporcién de hepatitis
post-transfusionales no estan relacionadas con el
VHB, por lo que se precisa la identificacién de un
nuevo tipo C de virus productor de dichas hepati-
tis»>. De un modo similar, Feinstone describié en
1975 la existencia de hepatitis postransfusional en
un grupo de pacientes con cirugia cardiaca del
National Institutes of Health 2. En ese mismo afio,
una editorial del Lancet introduce el término de he-
patitis no A-no B para definir estas hepatitis pos-
transfusionales, cuyo agente viral era desconocido,
y, por tanto, el diagnéstico habia que hacerlo por
exclusién 3.

Estas hepatitis postransfusionales no A-no B pre-
sentaban una distribucién mundial y afectaban prin-
cipalmente a ADVP, hemofilicos y hemodializados.
La mayor parte de ellas cursaban de forma asintomé-
tica, pero en ocasiones se asociaban graves lesiones
hepaticas, evolucionando un 20 % acirrosis.

A comienzos del afio 1982, mediante la utiliza-
cién de métodos biolégicos e inmunolégicos, se ini-
cian los estudios para la identificacion de este agente
causal, y en 1988 se consigue el clonaje del virus
utilizando suero de chimpancés que habian sido ino-
culados con concentrados del factor VIII humano
que transmitian la hepatitis no A-no B; tras concen-
tracién y extraccion del acido nucleico, se realiz6 su
transcripcion a ADN. B ADN complementario resul-
tante (ADNc) se cloné en Escherichia coliy se logro

Correspondencia: Dr. J Garcia-Valdecasas.
Hospital Clinico Universitario.

Servicio de Nefrologia.

Granada.

128

la expresion del ADNc en un polipétido. Se demos-
tr6 que el clon 5-1-1 obtenido codificaba un antige-
no capaz de unirse con anticuerpos circulantes de
individuos gravemente infectados por el virus no A-
no B. Blo permiti6 realizar una técnica de BLISA que
detectaba anticuerpos en personas infectadas*. E
nuevo agente descubierto fue denominado virus C
de la hepatitis (VHC).

2. Riologia

En el momento actual sabemos que el VHC es un
virus ARN de 30-34 nm, con envoltura lipoproteica
que se destruye por calor, disolventes lipidicos, for-
mol y exposicién a rayos ultravioleta. Su coeficiente
de sedimentacién es aproximadamente 200 S®y su
densidad de 1,09-1,11 g/cc en cloruro de cesio. Su
genoma es ARN monocatenario de polaridad positi-
va, y esté constituido por aproximadamente 9.700
nucledtidos. Comparte la organizacion genémica de
los miembros de la familia de los Flavivirus; por ello,
taxon6micamente se incluye en la familia
Flaviviridae, si bien muestra diferencias con los gé-
neros Favivirusy Pestivirus®. No presenta ningun ti-
po de analogia con los Retrovirus, virus de la hepati-
tisBy virus de la hepatitis D.

3. Organizaciéon genémica

Este virus contiene una sola region translacional o
region de lectura abierta (ORF), que abarca casi su
totalidad y codifica una poliproteina precursora de
3.010-3.011 amino&cidos’.

Precediendo al ORF, en su extremo 5’ existe una
region de 324-341 nucleétidos, que se denomina 5’
no codificante (5’UTR), cuya secuencia esta altamen-



te conservada entre los distintos aislados del VHC,
con una homologia superior al 98 %, por lo que se
piensa que puede jugar un papel importante en la re-
gulacion de la replicacién virica. Es decir, es donde
probablemente se encuentra el lugar de accién de la
ARN-polimerasa. Aqui se controla la sintesis de la
poliproteina de la que derivan las distintas proteinas
viricas®. En el extremo 3’ del genoma puede existir
una cola de poliadenina que implica que el ARN vi-
rico puede servir como ARN mensajero °.

La poliproteina codificada origina las diferentes
proteinas individuales por la accion combinada de
proteasas virales y celulares . Estas proteinas proce-
den de las diferentes regiones del genoma e incluyen
las proteinas que forman parte de la estructura del vi-
rién, que son el producto del gen C (core)y El y
E2/NS1 (envoltura). Las proteinas no estructurales
(NS) implicadas en la replicacion del VHC son pro-
cesadas por el extremo 3’ y son el producto de los
genesNS2, NS3, NHA y NSH ' (fig. 1).

Genes estructurales  Genes no estructurales
T T Cola poliadenina
5' ‘ UTR l C E1 ‘ E2/NS1 | NS2 \ NS3 \ NS4 ’ NS5 ‘ AAA 3’
- i i 4 -
Ll ]
Nucleocépside : Membrana | Membrana
p19-p22 l p23 p52

ARN-polimerasa

| Envuelta externa ARN-dependiente
il p33-p35, p 72 p160
Region Proteasa/helicasa
reguladora p80

Fig. 1.— Esquema del genoma y de las proteinas del VHC.

Las proteinas codificadas son: la region C codifica
una proteina de 19-22 kD (p19-p22), relacionada
con la nucleocapside '2; las dos proteinas glicosiladas
de envoltura estan codificadas por la regiones géni-
cas E1 y B2 (también denominada region E2/NS1). E1
codifica una glicoproteina de 190 aminoacidos y Pm
33-35 kD, y E2 codifica una glicoproteina de 72 kD,
que se caracteriza por presentar un dominio hiperva-
riable, con un grado muy elevado de heterogeneidad
y que desempefia un importante papel en la respues-
ta inmune frente a las células infectadas '°. B resto
del genoma codifica las proteinas no estructurales,
NS2 codifica la p23 y N34 la p52, de las que no se
conoce con exactitud su actividad, aunque al ser hi-
drofdbicas podrian estar asociadas a membranas ce-
lulares e incluso a replicacion virica. La region géni-
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ca NS3 codifica la p80, con una accién de proteasa-
helicasa que dirige la sintesis de la proteasa virica™ y
la region NS5 codifica la p160 o ARN polimerasa-
ARN dependiente.

4. Heterogeneidad gendmica

Como todos los virus ARN, es un virus con una al-
ta frecuencia de mutacion, es decir, presenta una
gran heterogeneidad genémica (diferencias en la se-
cuencia de nuclebtidos). Su secuenciacién genémica
ha revelado la existencia de grandes diferencias entre
los clones de aislados viricos de distintas regiones
geogréficas, de diversos individuos dentro del mismo
area y entre aislados del mismo paciente a lo largo
de la infeccién e incluso dentro de una misma cepa.

B grado de variabilidad no es homogéneo dentro
de todo el genoma. Las regiones mas conservadas son
5" UTR, C, NS3 y NS$4. Por el contrario E1, E2/NS1,
NS2 y NS5, son las regiones en las que se demuestra
una mayor variabilidad entre los aislados 5. Existe
una regién hipervariable en los genes E2/NS1 que di-
fiere incluso entre los virus del mismo genotipo, pre-
sentando hasta un 51 % de diferencias entre los dis-
tintos aislados '®. Esta regién induce la aparicién de
anticuerpos neutralizantes y su hipervariabilidad es
consecuencia del escape inmunoldgico durante el
curso de la infeccion cronica. Se postula que la se-
leccion inmune de estas variantes puede ser uno de
los mecanismos de la infeccidn persistente por VHC,
lo cual podria explicar la elevada frecuencia de cro-
nicidad 7.

Como consecuencia de la elevada tasa de muta-
cion espontanea del VHC, en las personas infectadas
el virus no se puede identificar como una secuencia
Unica, sino que esta constituido por una secuencia
mayoritaria o secuencia consenso, acompafnada de
un amplio espectro de secuencias mutantes 8. Esta
caracteristica es lo que se denomina «cuasiespecie»,
que podria asimismo estar implicada en la elevada
persistencia del virusy en las fluctuaciones que se
producen en la hepatitis cronica.

La caracterizacion molecular de aislados del VHC
procedentes de distintos portadores ha permitido dis-
tinguir diferentes genotipos virales. Los genotipos son
diferentes a los mutantes, que, al igual que ocurre
con el VHB, son inestables e incrementan individual-
mente en el curso de la enfermedad crénica. Los ge-
notipos son formas mas estables del virusy parece
que se originan durante largos periodos de tiempo.
Actualmente se acepta la clasificacion de los mismos
propuesta por Smmonds en 1993 '° en 6 genotipos
mayores, que se numeran del 1 al 6, y una serie de
subtipos que se identifican con letras minusculas (a,
b, c), en base a su homologia en las secuencias de
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acidos nucleicos mediante analisis de la regién NS5.
Cuando se identifica un nuevo aislado de VHC y se
secuencia su genoma, se incluye como un nuevo ge-
notipo cuando tiene una homologia inferior al 72 %
con los ya existentes, y como nuevo subtipo si hay
una homologia entre el 72-85 %.

5. Poder patogeno

En el momento actual se desconoce si el dafo he-
patico producido por el VHC depende de la capaci-
dad citopatica de éste, si estd mediada por el sistema
inmune o si intervienen ambos conjuntamente. Lo
que actualmente estd mas admitido es que la lesiéon
hepatocelular esta producida por linfocitos T citoto-
xicos (CD8+)?°, siendo probable que el mecanismo
patogénico se deba a una compleja interaccién entre
la infeccidon virica y la inmunorrespuesta del
huésped.

Los conocimientos sobre los mecanismos de repli-
cacion del VHC son muy limitados, pero esta claro
que el virus no utiliza en su replicacion ningun inter-
mediario de ADN ni se integra en el genoma del
huésped. Se propone que el virus replica a través de
un intermediario de ARN de sentido negativo 2' que
se ha detectado en higado y células mononucleares
de sangre periférica. Este hecho nosindica que el
VHC es hepatotropo y linfotropo 2.

6. Cuadro clinico

Tras un periodo de incubacién variable, que oscila
de quince dias a seis meses (media de dos meses), la
infeccion produce una sintomatologia comudn a todas
las hepatitis, con frecuentes formas inaparentes, raros
casos de fulminantes y elevada tendencia a la croni-
cidad. Esta cronicidad llega a ser del 50-85 % en las
formas postransfusionales, bien como hepatitis croni-
ca activa, persistente o cirrosis, existiendo una clara
relacién con el hepatocarcinoma?:. La resolucion del
cuadro tiene lugar en el 20-30 % de los casos y un
20-30 % permanecen como portadores. Debido al
curso generalmente asintomatico de la infeccion y a
las fluctuaciones de las transaminasas, es dificil de-
mostrar la curacion de la enfermedad. Se ha demos-
trado que existe viremia con transaminasas normales,
e incluso en pacientes que han eliminado los anti-
cuerpos.

Los estudios realizados al respecto en nuestro en-
torno 2427 muestran que el 75 -90 % de los pacientes
dializados con positividad al VHC presentan hepati-
tis crénica, siendo la mayoria de los casos hepatitis
cronica activa, y que de ellos el 20-25 % suelen
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evolucionar a cirrosis. Estos datos demuestran la im-
portancia de este agente viral en la morbilidad y
mortalidad de estos pacientes. Sn embargo, la reper-
cusiéon que esta infeccién tiene sobre la evolucion
del injerto renal difiere del periodo estudiado 28: du-
rante el periodo postoperatorio el curso clinico de la
hepatopatia por virus C no se ve modificado ni por
el tipo ni por la dosis de la droga inmunosupresora
utilizada, pero a largo plazo (mas de cinco anos),
aunque se observa que aproximadamente el 60 %
de los trasplantados con positividad al virus C conti-
ndan asintomaticos, el restante 40 % (tuvieran o no
enfermedad hepatica crénica previa al trasplante)
empeoran y agravan su lesion hepatica. Los estudios
preliminares han mostrado que el tratamiento con
Interferdn alfa no solamente es ineficaz en estos pa-
cientes trasplantados, sino que incluso puede ser
motivo de rechazo.

7. Diagnéstico

Ante la imposibilidad de cultivar el virus, el diag-
néstico de infeccion se realiza mediante la deteccion
de anticuerpos séricos, ya que el VHC posee nume-
rosos epitopos inmunolégicos, tanto en proteinas es-
tructurales como en no estructurales. Sin embargo,
en el momento actual no existe un patrén inmunolé-
gico que permita discernir entre los pacientes con in-
feccidn actual de aquellos que han curado.

B diagnéstico de infeccién por VHC se puede rea-
lizar por métodos serolégicos, que detectan la pre-
sencia de anticuerpos en suero, o por técnicas de
biologia molecular, que permiten detectar la presen-
cia de ARN del VHC en suero u otras localizaciones,
tales como las células mononucleares de sangre peri-
férica y células hepaticas.

7.1. Estudio de anticuerpos IgG

Las primeras investigaciones demostraron que el
clon 5-1-1 codificaba un epitopo o epitopos domi-
nantes e inmunolégicos, capaces de unirse a los anti-
cuerpos circulantes presentes en individuos infecta-
dos de VHC. Por ello se selecciond la region NS4 de
la poliproteina del VHC para el montaje de una prue-
ba enzimatica. Para este fin se solaparon los clones
5-1-1, 81, 36 y 32, creando el antigeno ¢-100; poste-
riormente este antigeno se expresd en levaduras re-
combinantes mediante la fusién del c-100 con el gen
humano que codifica la superoxido dismutasa (SOD),
obteniéndose el antigeno ¢100-3, de naturaleza pep-
tidica.

Este péptido (c100-3) contiene unos epitopos que



vienen a representar el 12 % de la poliproteina codi-
ficada por el VHC y fue el antigeno utilizado en el
test ELISA de primerageneracion 2. Su utilizacion su-
puso un enorme avance en el diagnostico de infec-
cién por VHC, pero se obtuvieron numerosos falsos
negativos, ya que, por un lado, algunos individuos
no elaboran anticuerpos frente a ¢100-3, y por otro,
el tiempo que transcurre para la seroconversion al
¢100-3 es muy variable, oscilando de cuatro a treinta
y dos semanas (media de tres meses tras la infeccion)
30, Por ello, para diagnosticar infeccién por VHC con
esta técnica era necesario probar muestras secuen-
ciales al menos durante seis a nueve meses. Estos fal-
s0s negativos eran mas frecuentes en pacientes trata-
dos con Interferén, en el 25 % de donantes de sangre
y en el 10 % de pacientes con hepatitis cronicas?®'.
Por otro lado, se observaron falsos positivos hasta en
el 30 % de individuos de éreas endémicasy en el 80
% de areas de baja prevalencia. Los pacientes trata-
dos con técnicas de didlisis tampoco escaparon a es-
ta falsa negatividad y/o positividad; son numerosos
los trabajos publicados en nuestro medio donde se
describen elevados porcentajes de falsos negativos,
con cifras cercanas al 25 % %33, asi como un 5-10 %
de falsos positivos 3.

Con objeto de mejorar la sensibilidad y especifici-
dad se disefiaron técnicas inmunoenzimaticas de se-
gunda generacién, que utilizan antigenos represen-
tativos de distintas regiones estructurales y no
estructurales del genoma viral, con lo cual se consi-
gue disminuir el nUmero de falsas positividades y ne-
gatividades. Todas incluyen antigenos del Core y de
las regiones NS3 y N4, que al ser las mas inmuno-
genas producen una mejor respuesta de anticuerpos.
Con estos nuevos antigenos se acort6 el periodo ven-
tana a 8 semanas, permitiendo detectar un 10-20 %
maés de hepatitis agudas, 1o que reduce el numero de
falsos negativos %, pero se pueden producir falsos
positivos en pacientes con hepatitis crénica autoin-
mune o en hipergammaglobulinemias. Tras utilizar
estas técnicas, la prevalencia de anticuerpos entre los
pacientes dializados aument6 1,2 a 3,8 veces frente a
la obtenida con técnicas de primera generacion.

En el momento actual, las técnicas de enzimoin-
munoensayo utilizadas son de tercera generacién,
que incluyen péptidos de la region NS5 ademas de
las ya mencionadas.

Cualquiera que sea el método HA utilizado, las re-
actividades no especificas pueden ser frecuentes. Por
ello se recomienda que las muestras positivas se ana-
licen con otra técnica suplementaria de inmunoblot
recombinante o dot-EIA, que detecta anticuerpos
frente a las distintas proteinas o péptidos aislados del
VHC . Los antigenos que se utilizan mas frecuente-
mente en las distintas técnicas suplementarias son:
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de laregién C, el c22-3 y NC450; de El, el gp33; de
E2/NS1, el gp70; de NS3 el ¢33-c; de la region NHA
se utiliza su epitopo inmunodominante 5-1-1, que,
como ya se ha comentado, solapado con los clones
81, 36 y 32 (parte de ellos de NS3) dan lugar al
¢100-3, asi como la proteina c200 resultante del
¢33-c méas c100-3. La técnica suplementaria inmuno-
blot RIBA de segunda generacion ha sido considera-
da como la mas sensible y especifica para detectar la
presencia de anticuerpos frente al VHC, pero ultima-
mente, con el fin de mejorar la sensibilidad de éste,
se ha comercializado el RIBA de tercera generacién,
que incluye la deteccion de anticuerpos frente a la
regién no estructural NS5. B criterio de positividad
viene dado por la presencia de anticuerpos frente a
dos 0 mas antigenos representativos, y se consideran
indeterminadas las muestras que s6lo reaccionan a
un solo antigeno. Este criterio es valido en pacientes
no inmunocomprometidos, pero en pacientes en dia-
lisis con positividad aislada a un péptido viral por
técnica suplementaria hemos de ser muy cautos a la
hora de valorarlos como seronegativos, sobre todo si
de ello depende el tomar alguna medida preventiva.
Nosotros hemos detectado que el 20-30 % de estos
pacientes indeterminados (que por otro lado apenas
representan el 5 % de los positivos por ELISA) son se-
rolégicamente positivos cuando se enfrenta su suero
a otras técnicas suplementarias con diferentes pépti-
dos virales®, o bien demostrando por técnica PCR la
existencia de genoma viral en el mismo. Por ello, es-
tos casos indeterminados deben ser valorados de for-
ma individual mediante multiples métodos que pro-
porcionen informacién adicional.

B problema que sigue planteando el diagnéstico
serolégico del VHC es la correcta valoracién de la
deteccidn de sus anticuerpos, ya que su presencia no
distingue entre infeccién aguda, pasada, condicién
de portador o crénica, es decir, no proporcionan in-
formacion sobre el grado real de infectividad *. Por
otra parte, los anticuerpos pueden desaparecer del
suero después de un intervalo variable, sobre todo en
pacientes con rapida resolucién bioquimica, pero se
desconoce si estos pacientes pueden transmitir o no
la enfermedad. Su presencia mantenida tampoco per-
mite discernir si persiste la infectividad en pacientes
con normalizacién bioquimica, y asimismo hay que
tener en cuenta que, en cualquier sospecha de infec-
cion, una serologia negativa no la descarta.

7.2. Estudio de anticuerpos IgM
Como ya hemos comentado, la aparicién de anti-

cuerpos de tipo IgG puede demorarse hasta un ano
tras el contacto con el virus; por ello se han desarro-
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[lado diversos métodos para la deteccién de anticuer-
postipo IgM frente al Core, NS3 y NH4.

Las grandes expectativas que despertd la deteccion
de estos anticuerpos, consecuencia de que en la ma-
yoria de infecciones virales permite discernir entre
fase aguda y fase cronica de la enfermedad, asi como
acortar el periodo ventana, se desvanecieron rapida-
mente, ya que por lo general su aparicién coincide
con lade los IgG, y no sblo estan presentes en la fase
aguda de la infeccién por el VHC, sino también en la
fase crénica de la misma?® (fig. 2). Por este motivo,
su significado esta muy controvertido en el momento
actual. Respecto a su aparicion, para unos es precoz
y frecuente®®, pero para otros varia mucho de un pa-
ciente a otro, lo que limita su utilidad *°. En un estu-
dio realizado por nosotros en pacientes dializados
VHC positivos*' pudimos observar que los anticuer-
pos anti-core tipo IgM no guardan relacién con la
presencia 0 no de genoma viral en suero, aunque si
pudimos establecer una correlacién con la elevacién
de transaminasas (R = 0,81), hecho descrito por otros
autores en pacientes no dializados*2.

Contacto
virico

Rango de
niveles
detectables;

/

Lk

Afos

Semanas

Meses

Fig. 2.— Evolucioén de los anticuerpos IgG, IgM y RNA séricos en la
infeccién crénica por VHC.

7.3. Antigenos del virus C

Se ha publicado la deteccion de antigenos de la
nucleocapside mediante un formato de ELISA %3, noti-
ficAndose que existe una elevada correlacion entre su
presencia y la del genoma, si bien todavia no se ha
desarrollado ningun test comercial para su identifica-
cién en suero de pacientes.

H estudio de los antigenos del virus C en biopsias
hepaticas se puede realizar mediante anticuerpos
monoclonales dirigidos frente a diversos antigenos
(anti-core, anti-NS3, anti-envoltura) empleando téc-
nicas de inmunofluorescencia. Estos antigenos se lo-
calizan exclusivamente en el citoplasma de los hepa-
tocitos, tanto en la fase aguda como en la crénica de
la enfermedad #4.
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Tabla I. ARN. VHC en el ultrafiltrado.

Presion Muestras ARN-VHC Dializador

transmembrana estudiadas positivo utilizado

+ 400 mmHg 4 3 HF 80
Polisulfona

+ 100 mmHg 4 1

+ 400 mmHg 2 1 Filtrizer
Polimetilmetacrilato B21.2H

+ 100 mmHg 2 No

+ 400 mmHg 2 1 Renak 1.2
Cuprofan

+ 100 mmHg 2 No

7.4. Deteccion de ARN-VHC por PCR

B ARN-VHC se puede detectar en suero, tejido he-
patico y células mononucleares de sangre periférica
mediante técnicas de amplificacion génica o PCR,
que permiten detectar secuencias especificas del vi-
rus. Debido a la baja concentracién en que se en-
cuentra el virus en suero, las técnicas de hibridacion
molecular convencionales no son lo suficientemente
sensibles para determinar la presencia del ARN-VHC.
Por este motivo se recurre a la reaccién en cadena de
la polimerasa. Al ser el VHC un virus ARN, para apli-
car la PCR hay que realizar previamente su transcrip-
cién a ADNc y posterior amplificacion (Nested-PCR)
para aumentar su sensibilidad *°. No obstante, se
pueden producir falsos negativos por mala manipula-
cién o conservacion inadecuada de la muestra y fal-
s0Ss positivos por contaminacion de la misma.
Recientemente se han descrito técnicas que permiten
cuantificar la carga viral; de ellos, los que mayor
aceptacion presentan son la branched-DNA assay y
la PCR competitiva, siendo esta Gltima la que presen-
ta mayor sensibilidad. Su empleo se aconseja en la
monitorizacion de la terapia antiviral y se propone su
utilizacién, junto al genotipado, como predictor de la
respuesta al tratamiento.

B ARN-VHC se puede detectar tras la primera se-
mana de la infeccién en hepatitis agudas postransfu-
sionales y permite diagnosticar infeccién y replicacion
activa (fig. 2). B porcentaje de individuos seropositivos
que presentan ARN-VHC en suero varia segin los dis-
tintos autores y el grupo de poblacion estudiada. No
se detecta en una hepatitis resuelta, pero si en porta-
dores*® y en pacientes con hepatitis cronica.

Un hecho atener en cuenta es que, en las hepatitis
cronicas, la viremia cursa en picos y valles con me-
nor concentracion de viriones, que pueden no ser
detectables por PCR, lo cual limita su utilizacién co-
mo técnica patrén de referencia.



Los estudios realizados en pacientes dializados
muestran gran variabilidad en la deteccion de ARN,
oscilando entre el 52-93% de los VHC positivos; un
hecho importante es la deteccién de ARN-VHC por
PCRen el 2,5-12% de pacientes seronegativos*’, que
se podria explicar por la inmunosupresion de estos
pacientes o porque las técnicas seroldgicas que de-
terminan la presencia de anticuerpos frente a los
péptidos virales no sean por el momento suficiente-
mente sensibles. Aunque la técnica de PCR identifica
a los pacientes con replicacién viral, sblo se observa
elevacion de transaminasas en el 31% de los ARN-
VHC positivos. Igualmente, su positividad no implica
lesion hepatica morfolégica, ya que sblo en el 30%
de los pacientes ARN-VHC positivo es posible obser-
var lesiones histoldgicas por biopsia.

Por todo ello, en el momento actual no existe nin-
guna técnica (deteccién de anticuerpos IgG, IgM,
PCR) que no dé lugar a falsos positivos o falsos nega-
tivos, por 1o que no existe patrén de referencia id6-
neo. Entre nuestros enfermos dializados es muy difi-
cil discernir entre pacientes con infeccién actual o
pasada, en gran parte porque la alteracién inmunita-
ria existente en ellos*® #° impide valorar correcta-
mente incluso la negativizacién de los anticuerpos.
Nosotros hemos observado pacientes que sin lesién
histologica evidente, con transaminasas normales du-
rante mas de 2 afos y con caida paulatina de los ni-
veles de anticuerpos frente a los diversos péptidos vi-
rales, se detectaba ARN-VHGC, e incluso un paciente
que llegb a seronegativizar los anticuerpos 'y el ARN-
VHC, meses mas tarde se seropositivizaba y se detec-
taba de nuevo el ARN-VHC sin ningun factor de ries-
go sobreafadido. Aunque este Ultimo caso pudiera
ser consecuencia de reinfeccion, la existencia de va-
lles con normalidad serolégica impide una correcta
valoracion del mismo.

En el momento actual se considera que la detec-
cion de ARN-VHC por PCR tiene utilidad para:

— Confirmar infeccion por VHC en pacientes con
técnicas suplementarias positivas o indeterminadas.

— Diagnostico precoz de hepatitis aguda.

— Monitorizacion de transmisién perinatal.

— Seguimiento tras tratamiento antiviral.

— Establecer infecciones crénicas en pacientes con
déficit de inmunidad humoral, que pueden ser inca-
paces de responder total o parcialmente con niveles
detectables de anticuerpos: trasplantados, hemodiali-
zados, receptores de quimioterapia, asi como pacien-
tes con enfermedad hepética criptogénica y hepatitis
autoinmunes®°.

Actualmente existen evidencias de que los distin-
tos genotipos del VHC poseen diferentes caracteristi-
cas patogénicas y que su dictribucidén parece estar re-
lacionada con el area geografica de origen. Algunos
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genotipos presentan una distribucién mundial, como
ocurre con los genotipos 1 y 2; sin embargo, otros,
como el 5y 6, sblo se presentan en regiones geogra-
ficas especificas. Respecto a la distribucién de geno-
tipos, en Espafa se ha descrito el predominio de los
genotipos 1, 2 y 3, aunque su frecuencia es muy va-
riable en funcidn de la edad de los pacientes y del
mecanismo de transmision de la infeccion. En los pa-
cientes tratados con dialisis, nosotros hemos estudia-
do el genotipo viral de nuestros pacientes PCR positi-
vos, observando gran predominio del subtipo 1b
(87,5%), mientras que el 1a estuvo presente en el res-
to. Este hecho ha sido ya descrito por otros autores
para este tipo de poblaciéon®', y es de destacar que
practicamente el 100% de los pacientes tratados en
dialisis estan infectados por el genotipo 1, que se ha
descrito como el de mayor poder patégeno entre los
genotipos del virus de la hepatitis C.

Respecto al valor que se debe otorgar a la detec-
cién de ARN-VHC y su posible cuantificacion, cabe
destacar que, en general, la viremia es un factor que
esta intimamente ligado al genotipo infectante y que
no guarda una estrecha correlacién con la produc-
cion de IgM ni con los valores de enzimas hepéticas.
Parece, por tanto, que estos marcadores tienen un
significado bien distinto: mientras que el primero es
un fiel reflejo de la actividad replicativa del virus en
un momento dado, la deteccion de IgM aportaria da-
tos acerca del estado de hepatitis crénica C.

8. Epidemiologia

La transmision del VHC es eminentemente paren-
teral, siendo responsable del 80-90% de las hepatitis
postransfusionales; por ello son fundamentalmente
los receptores de transfusiones de sangre, hemofili-
cos, hemodializados y ADVP, los individuos con ma-
yor factor de riesgo para infectarse por el VHC. Sin
embargo, en un alto porcentaje de pacientes positi-
vOs no existen factores de riesgo conocidos.

Los primeros estudios realizados entre los pacien-
tes hemodializados permitieron observar una elevada
prevalencia de infeccién por el VHC, con diferencias
muy llamativas entre las diferentes areas geograficas
estudiadas. Asi, en Europa se observaron prevalen-
cias incluso del 35% en el area mediterranea, con-
trastando con porcentajes cercanos al 5% en los pai-
ses del norte de Europa; incluso en algunos paises se
observaron grandes diferencias segun la latitud geo-
grafica. Aunque se ha descrito en la literatura anglo-
sajona que ello se debe en gran parte a las propias
medidas de prevencién, parece dificil considerar
que, excepto en algun caso muy aislado, sea éste el
motivo de estas divergencias regionales, maxime
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cuando nosotros hemos encontrado una elevada pre-
valencia de anticuerpos anti-VHC en pacientes con
insuficiencia renal antes de ser incluidos en dialisis®?
53, e igualmente el Estudio Multicéntrico Espafol de
VHC 5 ha encontrado prevalencias del 15% en pre-
didlisis, lo que dificilmente se justifica por las condi-
ciones higiénicoambientales de las unidades de didli-
sis. Cada vez son mas las publicaciones que
establecen un nexo de unién entre distintas glome-
rulonefritis, crioglobulinemia mixtay VHC, habiendo
observado nosotros® que la mayoria de los pacientes
VHC positivos con enfermedad renal no incluidos en
didlisis presentan como patologia de base una glo-
merulonefritis membranoproliferativa o membranosa,
con elevado porcentaje de crioglobulinas séricas®®.
Por ello pensamos que posiblemente estas diferen-
cias geograficas se deban a factores ambientales y/o
constitucionales que faciliten o determinen nefritoge-
nicidad del virus.

9. Transmision intradialisis

Respecto a la transmisién intradidlisis, estudios
epidemiolégicos realizados en nuestro pais®’: %8 ya
mostraban un hecho que posteriormente fue confir-
mado por numerosos autores dentro y fuera de nues-
tro entorno geografico: que la positividad al VHC de
estos pacientes estaba en relacién con las transfusio-
nes de sangre recibidas y con el tiempo de perma-
nencia en dialisis. Y ello era l6gico, puesto que no
disponiamos de eritropoyetina, por lo que eran fre-
cuentes y repetidas las transfusiones a que se veian
sometidos muchos de nuestros pacientes. A ello po-
demos anadir la practica habitual de muchos de
nuestros centros de dialisis, que sometiamos a los pa-
cientes a transfusiones programadas con el fin de me-
jorar la evolucién de un posible trasplante posterior.
Sin embargo, en el momento actual, como conse-
cuencia de la introduccion en nuestro arsenal tera-
péutico de la eritropoyetina y la identificacion de los
donantes de sangre VHC positivos, las transfusiones
de sangre han dejado de ser un factor importante de
transmisién. Ello no evita que, debido al periodo
ventana relativamente amplio de aparicion de anti-
cuerpos, puedan ser las transfusiones responsables de
algun caso aislado de seroconversion.

Todo ello permite pensar que en estos pacientes
existen otros factores epidemiolégicos relacionados
con la duracién del tratamiento, ya que siguen exis-
tiendo seroconversiones en las unidades de didlisis, in-
cluso en sujetos que nunca han sido transfundidos 3.
Ademas, la prevalencia del VHC en estas unidades
sigue aumentando, como ha puesto de manifiesto el
Grupo de Trabajo del Virus C en Espaia®®. Hlo per-
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mite considerar que el tratamiento con hemodialisis
acarrea un riesgo importante de exposicion a este vi-
rus, constituyendo estos pacientes un grupo de riesgo
para padecer infeccion por el VHC. Este hecho es
importante si tenemos en cuenta la elevada inciden-
cia de hepatopatia crénica observada en estos pa-
cientes seropositivos®’. Probablemente la fuente de
infeccién pueda ser el material contaminado con
sangre de portadores del VHC. Todo ello lleva a con-
siderar que esta transmision se pueda realizar de pa-
ciente a paciente a través de diferentes vectores,
siendo la maquina de didlisis un elemento importan-
te a considerar entre otros.

Aunque no todos los autores que han estudiado es-
ta transmisién horizontal han encontrado relacion
entre seroconversiones al VHC y el hecho de com-
partir la maquina de didlisis con seropositivos®'-%5, el
Grupo de Trabajo VHC en Nefrologia ha observa-
do una clara reduccién de seroconversiones en las
unidades de Espafa donde se ha aplicado alguna
medida de aislamiento. En un estudio prospectivo
durante 5 afnos de seguimiento realizado entre nues-
tros enfermos?’, pudimos observar un elevado por-
centaje de seroconversiones cuando no aplicabamos
medidas de aislamiento (16,7%), con una incidencia
global de 1,39 pacientes/100 pacientes/mes.
Debemos mencionar que el 85% de los seroconverti-
dos no habian sido transfundidos en ningin momen-
to. La incidencia de seroconversiones fue superior
entre los pacientes que compartian maquina de diali-
sis con pacientes VHC positivos (2,87 pacientes/ 100
pacientes/mes) que en los que no compartian maqui-
na (0,49 pacientes/100 pacientes/mes) (p = 0,002)
(fig. 3). Tras esta observacion decidimos realizar ais-
lamiento en dos de nuestras tres unidades de didlisis,
tratando los pacientes positivos en maquinas espe-
cialmente dedicadas a ellos, aunque situados en la
misma unidad (es decir, compartiendo el mismo ves-
tuario, sala de espera, etc.), con dedicacion especial
de personal sanitario para seropositivos y seronegati-
vos. En la tercera unidad se procedié Unicamente a
intensificar las medidas universales de prevencion &
68, H personal sanitario fue estudiado al comienzo
del estudio y cada afo durante el mismo para deter-
minar anticuerpos frente al VHC; un miembro resulto
positivo en el primer afio de estudio y fue dedicado a
otras labores dentro de la unidad.

Se pudo observar una reduccién muy importante
de la incidencia de seroconversiones en las unidades
con aislamiento (de 1,59 pacientes/100 pacientes/
mes, en el primer afo a 0,15 pacientes/100 pacien-
tes/mes en los siguientes 4 afnos, p < 0,001). Una lec-
tura inmediata de estos resultados obliga a decir que
el aislamiento de pacientes positivos en maquinas de
didlisis especialmente dedicadas a ellos reduce signi-
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Fig. 3.—Pacientes positivos al VHC previos al estudio y serocon-
versiones originadas durante el primer afio del mismo en nuestras
tres unidades de hemodialisis (A, By C). Se representan los pa-
cientes positivos atendiendo a su puesto de didlisis (maquina
compartida). Los pacientes seronegativos no se indican.

ficativamente la transmision intradiélisis. Sn embar-
go, no fue posible erradicar por completo nuevas se-
roconversiones. En la unidad sin medidas de aisla-
miento, donde s6lo se intensificaron las medidas
preventivas, se observaron resultados en cierto as-
pecto similares: la incidencia de seroconversiones
disminuy6 de 0,69 pacientes/100 pacientes/mes en el
primer afo de estudio a 0,22 pacientes/100 pacien-
tes/mes en los restantes 4 anos, p < 0,05), sin diferen-
cias significativas con respecto a las unidades con
aislamiento. En realidad, nuestros resultados no estan
de acuerdo con los obtenidos por otros grupos de in-
vestigadores 1%, |o que consideramos que se debe al
corto periodo de estudio prospectivo de estos ultimos
trabajos, que en ningln caso superd los 18 meses. En
una de nuestras unidades con aislamiento, la Gnica
seroconversion objetivada lo fue tras 4 afos de ob-
servacién. Por todo lo expuesto, nosotros considera-
mos que no es suficiente el aislamiento parcial de los
pacientes y/o el intensificar las medidas preventivas
para evitar nuevas seroconversiones.
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Para comprobar la transmision a través de maqui-
nas compartidas con pacientes infectados hemos in-
vestigado la presencia de ARN en el ultrafiltrado de
seis pacientes seropositivos con ARN-VHC en suero
(tabla I). Para este fin se utilizaron membranas de cu-
profan, polimetilmetacrilato y polisulfona de alta per-
meabilidad, obteniéndose ultrafiltrado sin contacto
con liquido de dialisis y a diferentes presiones trans-
membrana (+100 y +400 mmHg). La deteccién de
ARN-VHC por PCR fue positivo en 6 de las 16 mues-
tras de ultrafiltrado (37,5%).

Puesto que el tamano de la particula del VHC es de
35 nm® y el cut-off de las membranas de dialisis nun-
ca excede de 7 nm ", seria l6gico pensar que el diali-
zador ofrece una barrera segura que se opone al paso
del VHC, pero recientemente algunos autores 7" 72 han
demostrado el paso de esta particula viral a través de
la membrana de acrilonitrilo, al igual que en el pasa-
do se demostré el paso al ultrafilirado del VHB 73 74,
cuyo tamafno es de 40 nm. En nuestro estudio®, se
detectd la presencia de ARN-VHC en el ultrafiltrado
conseguido a través de tres membranas de dialisis di-
ferentes, siendo este paso mas frecuente con las
membranas de alta permeabilidad y con presiones
transmembrana elevadas. Otros autores que obtuvie-
ron el ultrafiltrado mezclado con el liquido de diali-
sis no observaron este paso; de hecho, si ambos li-
quidos se mezclan, el volumen obtenido para estudio
debe ser concentrado; en este proceso de concentra-
cién se elevan los niveles de magnesio, metal que en
elevadas concentraciones puede inhibir la amplifica-
cién por PCR™s.

Queda por demostrar si la particula obtenida en el
ultrafiltrado es la particula viral completa e intacta y,
por lo tanto, infectante, o si, por el contrario se trata
de particulas incompletas o virus defectivos que dan
positivo el test PCR, pero sin capacidad infectante.

Todo ello soporta nuestra hipotesis de que el aisla-
miento de pacientes VHC positivos en la misma uni-
dad donde se dializan pacientes VHC negativos
permite eliminar la transmisién horizontal paciente-
paciente a través de la maquina de didlisis, pero no
puede erradicar la transmisién horizontal por otros
vectores (transmisién directa, utensilios, mobiliario,
etcétera). En nuestra opinion, si queremos evitar sero-
conversiones debidas al tratamiento de hemodidlisis,
es necesario el desarrollo de unidades independien-
tes para cada grupo de pacientes.
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