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RESUMEN

“CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LA INFECCION OCULTA POR EL
VIRUS C DE LA HEPATITIS EN LA POBLACION QUE ACUDE AL BANCO
CENTRAL DE SANGRE DEL CMN LA RAZA”

ANTECEDENTES: La infeccién oculta del virus de Hepatitis C (VHC) es una nueva
entidad recientemente caracterizada. La infeccién oculta puede presentarse en dos
situaciones clinicas diferentes: en pacientes con funciones hepaticas anormales y con
anticuerpos para VHC y RNA-VHC negativo en suero y en pacientes con los valores
normales en las funciones hepaticas, positivo a anticuerpos de VHC y sin el RNA del
VHC en suero. La Organizacion Mundial de la Salud estima que por lo menos 170
millones de personas de la poblacion mundial padecen infeccion crénica del VHC.
Actualmente se desconoce la prevalencia de la infeccion oculta del virus de hepatitis
C. (VHC oculta).

OBJETIVOS DEL ESTUDIO: General. Conocer las caracteristicas moleculares de la
infeccion oculta por el virus de la hepatitis C en la poblacion candidata que acude al
Banco Central de Sangre del CMN La Raza. Particulares. A) Obtencion de muestras
sanguineas de la poblacién que acude al Banco Central de Sangre del CMN La Raza;
B) Realizar por PCR anidada punto final a partir de plasma y leucocitos la deteccion
del VHC oculta.

MATERIAL Y METODOS: Se analizaron un total de 500 personas del banco de
sangre del CMN La Raza, a las que se les pidi6é su autorizacién para participar en el
protocolo, posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica, de las cuales se
extrajeron el plasma y paquete celular. Se obtuvo el RNA y posteriormente mediante
la sintesis del cDNA se realizaron pruebas cualitativas con PCR nested de punto final
para deteccion del virus de la hepatitis C en cada muestra utilizando los iniciadores
KY78, KY80, FIP y RIP. Se realizé un analisis estadistico de los resultados.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION: Debido a que en la
actualidad se desconoce el numero de pacientes infectados por el virus C de la
hepatitis oculta, este estudio nos ayudara para su deteccion en poblacion abierta
mediante técnicas de biologia molecular.
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INTRODUCCION

La hepatitis C es una enfermedad hepatica causada por el virus de la hepatitis C (VHC).
Identificado inicialmente como virus no A no B, el virus de la hepatitis C fue descubierto en 1989 y a
partir de ese momento ha sido reconocido como causa importante de la enfermedad crénica del
higado®?

En el afio 2004 Castillo y cols®, reportaron un estudio con 100 sujetos entre 22 y 66 afios de edad
con pruebas de funcion hepatica alteradas (ALT, AST, GTP) por lo menos durante un afio y serologia
para el VHC y RNA del VHC en suero negativos, encontrando 57% positivos para la infeccién oculta
del virus C; determinandose mediante la prueba de transcriptasa reversa (RT) en PCR e hibridacion in
situ en los hepatocitos y en monocitos de sangre periférica, encontrando 40 (70%) positivos de
los 57 pacientes con RNA del VHC intrahepatico. Una de las limitantes de este estudio es que solo
incluia a sujetos seronegativos con persistencia anormal de los niveles de las enzimas hepaticas, sin
evaluar individuos con alto riesgo de infeccion por el VHC, independientemente del RNA del
VHC, anti-VHC, o alteracion de enzimas hepaticas (ALT / GGT) como por ejemplo usuarios de drogas
inyectables, politransfundidos y pacientes que habian resuelto la infeccion ya sea espontaneamente o
como resultado del tratamiento, sin embargo estos estudios iniciaron la pauta para determinar una
nueva patologia dentro de las hepatitis, la infeccion oculta por el virus de la hepatitis C.
Posteriormente, Castillo y cols.* analizaron a 18 pacientes los cuales pertenecian al estudio anterior;
cuyo objetivo fue estudiar la replicacion del VHC en los monocitos de sangre periférica; estos
pacientes tenian como caracteristicas pruebas de funcidén hepatica alteradas de etiologia desconocida
y que ya contaran con el diagnéstico de infeccion por el VHC oculta (confirmada por RT-PCR en
hepatocito y con RNA viral negativo en suero); ninguno de ellos documentaba factores de riesgo para
la enfermedad (transfusiones, toxicomanias, conducta sexual, tatuajes o perforaciones). El 61%
resultaron positivos para la presencia del RNA de cadena negativa, detectada por PCR y que,
posteriormente, se confirmé mediante hibridacién in situ en monocitos de sangre periférica;
concluyendo que el VHC se replica en los monocitos de sangre periférica de pacientes con infeccion
por el VHC oculta determinando que estos pacientes (aunque no tienen virus detectable en

circulacién) son potencialmente infecciosos”.

En el 2007, Bartolomé y cols® demostraron que una proporcion significativa
de pacientes con infeccién por VHC oculta tienen bajos niveles de RNA del VHC en suero, que solo
son detectables después de la ultracentrifugacion. En 106 sujetos (74 hombres) encontraron 58%

positivos para infeccion de VHC oculta mediante el ultracentrifugado del suero y al comparar la edad,



sexo, duracion de la enfermedad asi como los niveles de alanina aminotransferasa y gamma-
glutamil transpeptidasa no se observaron diferencias entre pacientes con y sin niveles detectables
de RNA del VHCenel suerodespués de la ultracentrifugacion. Con respecto al dafio
histolégico, tampoco se encontraron diferencias estadisticas con esteatosis,
inflamacion hepética y fibrosis en los pacientes con y sin niveles detectables del RNA del VHC en

Suero.

En 2009, De Marco y cols.,, evaluaron la prevalencia del VHC oculta, en 276
sujetos (111 hombres y 165mujeres), aparentemente libres de enfermedad hepética, con
pruebas de funcionamiento hepatico normales y pruebas serologicas negativas para el VHC,
encontrandose una prevalencia del 3,3% positivo para el VHC oculta. Halfon y cols.* evaluaron la
técnica de PCR en tiempo real ultrasensible, en una muestra de 70 sujetos en los que se incluian
pacientes con pruebas de funcion hepatica alteradas, pacientes con vasculitis sistémica y con
enfermedad del tejido conectivo; la replicacion del VHC se evalud en células polimorfonucleares de
sangre periférica, encontrandose 14 pacientes positivos (20%) mediante esta prueba diagnodstica.
Uno de los limites de este estudio es la ausencia del analisis de muestras hepaticas. Sin embargo, la
prueba de RNA del VHCen polimorfonucleares de sangre periféerica ha demostrado ser
confiable para la identificacion de pacientes coninfeccion por el VHC oculta cuando la biopsia

hepatica no esta disponible®’.

Uno de los factores de riesgo importantes en la infeccion oculta por el virus de la hepatitis C se
observa en los pacientes sometidos a hemodidlisis, con ausencia de serologia positiva pero RNA
positivo para el VHC®?, en la India, Pankaj y cols. *°, participaron en un estudio prospectivo durante un
afio con sujetos con enfermedad renal terminal y hemodialisis, en donde los criterios de inclusion
fueron con sujetos con enzimas hepaticas alteradas por mas de un afio, anticuerpos para el VHC
negativos y PCR en suero negativo, encontrando 90% positivos para la infeccion por el VHC oculta.
Recomendando practicarse en la poblacion en hemodidlisis una prueba para detectar el RNA del VHC

oculta.

Uno de los primeros estudios para la deteccion de pacientes en hemodidlisis con la infecciéon por el
virus de la el virus C de la hepatitis la realiz6 Barril y cols. en el 2008", quienes estudiaron en 10
unidades de hemodidlisis una poblacién de 109 pacientes con criterios de al menos presentar 6
meses con niveles anormales de ALT y GTP, serologia negativa para marcadores de VHB, VHC y
VIH; excluyeron sujetos con alguna enfermedad hepética (por ejemplo enfermedades autoinmunes,

hepatitis toxica, desordenes metabdlicos, etc.), obteniéndose resultados positivos para RNA-VHC



genomico en 49 pacientes (45%) de los cuales se observé que un 53% presentaban replicacion del
VHC y un 70% tenian de éstos pacientes eran positivos para el VHC en células PMNs. También se
observé un riesgo 3 veces mayor de morir si presentaban positividad para la infeccion del VHC oculta
en mayores de 60 afios®.

El estudio actual de la infeccién por el virus C de la hepatitis, es una nueva forma de abordar el
tema de este problema de salud a nivel mundial, considerando que actualmente existen muchos
factores de riesgo relacionados con esta nueva forma del virus, que repercuten tanto a nivel
socioeconémico como en la salud de los individuos. A nivel del Instituto Mexicano del Seguro Social,
no solo es importante la deteccién del virus en bancos de sangre, sino también en todas aquellas
personas en alto riesgo como hemofilicos, hemodializados, politransfundidos, y pacientes pre-
trasplante.

AGENTE INFECCIOSO

El VHC es un virus de RNA de una sola cadena de polaridad positiva, perteneciente a la familia de
los Flavivirus, miembro del genero Hepacivirus. Esta compuesto por una envoltura lipoproteica que
rodea una capside icosahédrica de 60nm. Su genoma monocatenario de polaridad positiva esta
compuesto por un solo genoma con 9,600 nucleétidos capaces de sintetizar las lipoproteinas virales
gue estan compuestas por aproximadamente 3,000 aminoacidos™'**. El genoma codifica para una
poliproteina que sirve para configurar por lo menos 10 proteinas virales maduras, tres estructurales
(Core, E1y E2) que son liberadas de la poliproteina después del anclaje al reticulo endoplasmico de la
célula huésped y 7 proteinas no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) que son
ensambladas por la proteasa NS2-3 y NS3-4'1°,
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La replicacion de este virus ocurre a través de una RNA polimerasa que comete frecuentes errores
de transcripcion, lo que origina una serie Mutaciones debido a una diferencia de alrededor del 30%
produciendo los (6 o 7 dependiendo de la bibliografia) subtipos y una diversidad de sub o cuasiespecies
cuando la diferencia es menor al 10%"**". Se describen por lo menos 6 genotipos y mas de 100
subtipos del VHC, los genotipos se designaron con nameros arabigos en el orden de su descubrimiento
y los subtipos se denominaron con letras**'*". El genotipo no parece correlacionarse con la elevacion
de las transaminasas hepaticas ni con la gravedad de la enfermedad, pero si con la respuesta al
tratamiento'*"’.
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FISIOPATOGENIA

HEPATITIS C AGUDA

La hepatitis C aguda dura entre 3 a 6 meses y se observa después de la exposicion inicial; el RNA
viral se detecta precozmente (11 dias) en la circulacion y se observa una elevacion de la alanina
transaminasa y aspartato transaminasa (ALT y AST) en un plazo variable entre 15 y 150 dias
(promedio 50 dias)*. La mayoria de los pacientes infectados (70-80%) permanecen asintomaticos. El
cuadro clinico de una hepatitis viral aguda se presenta en menos del 30% de los casos y se
caracteriza por astenia, adinamia, anorexia, ocasionalmente dolor en hipocondrio derecho e ictericia.
La duracion del cuadro es de 2 a 12 semanas. Los anticuerpos se detectan en el 90% de los pacientes

durante los 3 meses de la infeccion. En el 15 — 25%% de los casos, esta infeccidon es autolimitada™.

HEPATITIS C CRONICA

Aproximadamente el 80% de los pacientes infectados por el VHC progresan hacia una etapa
cronica, asintomatica y de lenta evolucion. Estos pacientes presentan una viremia persistente, la cual

es a veces intermitente. La alteracion de laboratorio mas caracteristica es la ALT y AST que fluctta el



valor maximo normal y hasta mayores 10 veces™”” Un 30% de los pacientes presenta valores
normales. Sin embargo, practicamente todos estos pacientes tienen evidencias histoldgicas de
hepatitis crénica por lo que es un error clasificarlos como "portadores sanos" del VHC?.

El ritmo de progresion es muy variable, en general el tiempo transcurrido entre el momento de
adquisicion de la infeccién y el desarrollo de cirrosis es de décadas aunque este periodo puede ser
considerablemente menor si concomitantemente hay comorbilidades como el alcoholismo o infeccion
por virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Es aceptado que existe mala correlacién entre el nivel
de transaminasas y la severidad de los cambios histol6gicos lo que pone en evidencia la necesidad de
evaluar a todos los pacientes infectados con diversos marcadores con el propésito de definir el grado
de afectacion y su prondstico®.

DIAGNOSTICO

La FDA (Food and Drug Administration) autorizdé los primeros examenes para la deteccion de
anticuerpos contra el VHC (anti- VHC) en 1990*.

Los examenes para diagnostico del VHC se pueden dividir en dos grandes categorias: pruebas
serologicas indirectas que detectan anticuerpos del VHC mediante las prueba de EIA/ELISA de tercera
generacion O cuarta generacion; y pruebas directas que detectan, cuantifican o caracterizan
componentes virales como el RNA o la region del core del VHC mediante pruebas moleculares
(PCR)*. Asi mismo también se realizan determinaciones de PCR en tiempo real denominadas carga
viral que se refiere a la medicion de la cantidad del RNA del VHC presente en el suero de un paciente
infectado. Existen varios métodos para la cuantificacion de &cidos nucleicos, estos difieren en

sensibilidad, rango de cuantificacion, precisién y reproducibilidad?.

INFECCION OCULTA POR EL VIRUS C DE LA HEPATITIS (HEPATITIS C OCULTA).

En 2004 el equipo de la Fundacién para el Estudio de las Hepatitis Virales dirigido por el Dr.
Vicente Carrefio en Espafia, defini6 una nueva forma de hepatitis C: la infeccidén por el virus C de la
hepatitis (VHC oculta)®”. Este tipo de infeccion se caracteriza por la deteccion del genoma viral,
preferentemente en tejido hepatico o células polimorfonucleares de sangre periférica, en pacientes con

elevacion o no de transaminasas, con suero o plasma anti-VHC negativo por ELISAy PCR*”,

Los pacientes con infeccién por el VHC oculta presentan anti VHC y RNA viral negativos en suero,

confirmandose principalmente el diagnéstico por PCR obtenido del boton celular de células



polimorfonucleares o de hepatocitos, siendo no necesariamente el diagndstico mediante biopsia
hepatica®™’. En el 70% de los pacientes en los que se detecta infeccién por el VHC oculta en higado,
puede detectarse el RNA viral en células polimorfonucleares de sangre periférica como ya se
menciond anteriormente por PCR, a pesar de la ausencia de marcadores del VHC en el suero®**, ya
que estas células operan como reservorios naturales del virus. Desafortunadamente todavia este tipo

de técnicas no se realizan en la mayoria de los laboratorios.

En la infeccién oculta del VHC, el estandar de oro es la deteccion de RNA del VHC en los
hepatocitos. Sin embargo, la infeccion oculta de este virus puede ser identificada hasta en un 87% de
los casos, mediante la deteccion del RNA del VHC en células polimorfonucleares*’.

MECANISMOS DE TRANSMISION

En EEUU de acuerdo a un estudio del CDC, el uso de drogas por via parenteral o por el uso de
cocaina intranasal asociada al uso de instrumentos compartidos y material contaminado para el
consumo de la droga son vias de infeccién, y se considera la primera causa de infeccion en adultos
(80%), también se observa un alto riesgo a la infeccion en pacientes que presentaron transfusiones
antes de 1992, por trasplante de 6rganos a partir de un donador infectado, por exposicion ocupacional,
por hemodidlisis, por exposicion intrafamiliar, por exposicion al nacimiento de una madre infectada, por

riesgo sexual y en algunos casos no se conoce la causa®".

En México no se conocen muchos estudios acerca de los mecanismos de transmision del VHC,
siendo aparentemente los principales las intervenciones quirargicas y la transfusion sanguinea antes
de 1993, multiples parejas y sexo sin proteccion y de manera secundaria el uso de perforaciones y
tatuajes, endoscopias, y tratamientos odontologicos, el uso de drogas por via parenteral o nasal y la

exposicion ocupacional >,
EPIDEMIOLOGIA

La Organizacion Mundial de la Salud estima alrededor de 170 millones de personas infectadas por
el VHC en el mundo, considerandose una epidemia de alcance mundial, ya que es la infeccion mas
frecuentemente relacionada con productos sanguineos. Asimismo es la primera indicacion de

trasplante hepatico a nivel mundial®™?.



<1.0%

1.0%-1.9% B
2.0%-2.9% |
>2.9% B

No incluido en regién OMS

El VHC tiene una distribucion universal, su prevalencia varia entre el 1- 25%; la prevalencia mas
alta de infeccion por el VHC en el mundo es en Egipto cuyas prevalencias van del 17 al 26%, en
donde las altas tasas de infeccion se observan en todas las edades. En Europa la prevalencia varia de
un 0.63 a 3.2% con niveles mas altos en los paises del este. En EEUU se estima una prevalencia de
1.6% mientras que en América del Sur la prevalencia es inferior a 1.9%. Lo que contribuye con

alrededor de 12,000 muertes por afio®?*,

En México, la mayoria de los estudios sobre prevalencias por infeccién del VHC se han estudiado
en poblacion donadora de sangre como muestran los siguientes autores: Ladrén De Guevara del
0.84%?, Carreto y cols en lIrapuato® 1.14%, en Veracruz Valerio-Urefia y cols. Encontraron una
prevalencia del 1.1% y Benitez Arvizu y cols. en el banco central de sangre del CMN La Raza del
IMSS solo un 0.19%°.



En México el Unico estudio de prevalencia en poblacion abierta es el de la Encuesta Nacional de
Salud realizada por el Instituto Nacional de Salud Publica (2005)*, en donde se obtuvo una muestra
de 21,271 sueros en mayores de 20 afios, encontrandose una prevalencia por serologia del VHC del
1.4%, (ICos0:1.1-1.6), determinandose en estas muestras positivas mediante NAAT el RNA viral, que
presento un 35.7% de positividad.

En la actualidad, el riesgo de contraer infecciéon por el VHC a través de una transfusion sanguinea
es del 0,001% aproximadamente en lugares como en USA o en paises desarrollados, gracias a las
pruebas diagndésticas de prueba de amplificacién de acidos nucleicos (NAAT). **>%,
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente se ha demostrado que el virus de la Hepatitis C presenta mecanismos de
permanencia en el huésped, que evaden las pruebas diagndsticas rutinarias y complementarias de
laboratorio, sin causar enfermedad clinica evidente. Este estado es conocido como infeccion oculta
por el virus C de la hepatitis. La prevalencia de la infeccion oculta por el virus C de la hepatitis es
desconocida. La infeccién por el VHC ha sido ampliamente estudiada, por lo que los factores de riesgo
para esta enfermedad asi como los grupos de poblacién mas vulnerables son ampliamente conocidos.
Debido a esto los candidatos a donacién de sangre deben ser evaluados y diagnosticados, ya que se
encuentran en una situacion de volverse medios infecciosos para los receptores de sangre. Por lo
tanto debido a que no existen estudios sobre la prevalencia de la infeccion oculta por el VHC en
nuestro pais es importante que se conozca en este tipo de situacion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudles son las caracteristicas moleculares del virus C de la hepatitis oculta en la poblacién que

acude al Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional La Raza?
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JUSTIFICACION

La importancia de atender con urgencia el tema de las hepatitis C, esta en el gran niumero de
habitantes que tienen esta enfermedad y se desconocen; actualmente la deteccion aun es casi nula en
los servicios de salud del pais, ya que ésta enfermedad es 90% asintomatica y tarda hasta 15 afios en

dar sintomas.

Si bien en la actualidad el riesgo de transmision de infecciones por la via transfusional es menor que
en los decenios anteriores, el concepto general de riesgo potencial aun persiste. A pesar de los
avances en los procedimientos de seleccién para donadores, el riesgo de transmision a través de
transfusion de infecciones virales, bacterianas y por protozoarios, asi como de las enfermedades de

reciente aparicion sigue existiendo.

Asi mismo, la mayor parte de la carga econdémica de la hepatitis C se relaciona con el desarrollo de
enfermedad hepatica. Las consecuencias a largo plazo, como cirrosis y cancer de higado, seran
costosas para los no tratados, ya que los costos de complicaciones hepaticas futuras son los
siguientes: la magnitud de éste problema nos permite observar que el tratamiento de un paciente con
cirrosis descompensada tiene un costo aproximado anual de $147,400 pesos, con cancer el costo
llega a $202,400 pesos y un trasplante de higado cuesta aproximadamente $1,381,600 pesos el

primer afio y $202,000 pesos los afios subsecuentes.

OBJETIVOS

General. Conocer las caracteristicas moleculares de la infeccion oculta por el virus de la hepatitis C
en la poblacién candidata que acude al Banco Central de Sangre del CMN La Raza.

Particulares:

a. Obtener 100 muestras sanguineas de la poblaciéon que acude al Banco Central de Sangre del
CMN La Raza.

b. Realizar cuestionario epidemiol6gico

C. Obtener andlisis de niveles de enzimas hepaticas

d. Realizar la deteccion del VHC oculta por PCR anidada punto final (RT_PCR) a partir de plasma
y leucocitos.

e. Realizar el andlisis estadistico de los resultados.
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METODOLOGIA

CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

Transversal descriptivo.

UBICACION ESPACIO TEMPORAL
Se llevd a cabo en la Unidad de Investigacion en Inmunologia e Infectologia del Hospital de

Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza, del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
durante el periodo de mayo del 2011 a agosto del 2011.

TIPO DE DISENO

Piloto

POBLACION DE ESTUDIO

Sujetos que candidatos a donacion de sangre en el Banco Central de Sangre del CMN La Raza siendo
o no derechohabientes del IMSS.

TAMANO MUESTRAL

Se obtuvieron el nimero de 100 muestras de la poblacion que acudié a donar sangre en el Banco
Central de Sangre del CMN La Raza y aceptaron previa firma del consentimiento informado. Se
obtuvieron las muestras en el mes de junio del 2011.

CRITERIOS DE INCLUSION

. Sujetos que acudan al Banco Central de Sangre del CMN La Raza.

. Mayores de 18 afios.

o Que firmen el consentimiento informado.

. Que acepten proporcionar una muestra sanguinea para la lectura del RNA viral.

CRITERIOS DE EXCLUSION

o Que no firmen la carta de consentimiento informado.

CRITERIOS DE ELIMINACION

. Sujetos sin consentimiento informado.
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IDENTIFICACION Y RECOLECCION DE DATOS

Las técnicas moleculares para la deteccion de acidos nucleicos del VHC mediante el ensayo de la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR cualitativo) se realizaron en la Unidad de Investigacion,
perteneciente al Hospital de Infectologia Centro Médico “La Raza”. La recoleccion de la muestras se
realiz6 en Banco de Sangre del Centro Médico “La Raza” del IMSS previa aplicacion de un
cuestionario epidemioldgico y entrega y firma de carta de consentimiento informado. Se obtuvieron
100 muestras de sangre periférica de poblacion atendida en el Banco de Sangre por puncién venosa
utilizando 1 tubo rojo para realizar prueba rapida de HCV LAFOON (Standard Diagnostics INC.
Laboratorios Lafoon), ELISA de tercera generacion (quimioluminiscencia, Arquitect) y niveles de
enzimas hepaticas (AST y ALT) y 4 tubos libres de DNAsas y RNAsas con solucion EDTA,
colocandose inmediatamente a 4°C. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante
10 minutos a 4 ° C, recolectandose el plasma y suero en alicuotas de 1200 pL en criotubos que se
almacenaron a -80° C en un ultracongelador REVCO. La obtencion del paquete leucocitario se realizd
mediante 3 lavados (3500 rpm /15 min, 2X 3500 rpm / 10 minutos) con MgCl, al 5mM en tubos Falcon
de 50 ml. El boton celular formado se resuspendié con 900 pL de PBS (solucion buffer NaCl- KCI, Na,
HPO,4, KH, PO4) en tubos eppendorf de 1.5 ml y se centrifugaron por 1 minuto decantando el
sobrenadante, el paso anterior se repitio una vez mas, por ultimo el botén se resuspendié en 500 pl

de Trizol y se almacené a—380° C.
Prueba rapida de HCV LAFOON (Standard Diagnostics INC. Laboratorios Lafoon)

Se tomaron 10 pL del suero del sujeto en estudio y se colocaron en una placa, se agregaron 4
gotas de reactivo anti HCV, se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min. la presencia de una

banda se interpretd como negativa, y la observacién de dos bandas como positiva.
ELISA de tercera generacion (quimioluminiscencia, Arquitect)
Las pruebas se realizaron en los laboratorios QUEST.
Aislamiento de RNA viral a partir de plasmay botén celular.

Para el aislamiento de RNA se ultilizé el kit “QIAmp Viral RNA Mini” de la marca QIAGEN, utilizando
columnas de acuerdo al protocolo referido. Para el aislamiento de RNA viral a partir de células
polimorfonucleares en trizol se utilizé el kit “Rneasy” de la marca QIAGEN. EI RNA obtenido de ambos

aislamientos se almacend a — 80 ° C hasta su uso posterior.
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Sintesis de cDNA

A partir del RNA viral extraido se realizo la reaccion de reversa de la transcripcion, utilizando 16 uL
de RNA , desoxirribonucleétidos (dNTPs) (Invitrogene), amortiguador de la reversa transcriptasa,
random primers (Promega), inhibidor de RNasas (Invitrogene) y enzima inversa transcriptasa
(Promega). Posteriormente se procedio a la sintesis del cDNA bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo
de 70 °C por 5 min, seguido de 37 °C durante 60 min.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-Anidada Punto Final)

Para la realizacion de la PCR cualitativa, se procedio a la amplificacion de un fragmento de la region
5UTR del genoma del VHC, la cual se realiz6 montando una primera PCR (ler Round) y
posteriormente una prueba de PCR anidada (2° Round), basandose en la temperatura media de
desnaturalizacion (Tm) de los iniciadores, la concentracion de MgCl, requerida y la respuesta de la
polimerasa. Se utilizo en el ler round los iniciadores KY80-5-GCAGAAGCGTCTAGCCATGG-3" y
KY78-5"CTCGCAAGCACCCTATCAGGC-3", y para el 2° round los iniciadores FIP 5'-
TCTAGCCATGGCGTTAGTA-3" y RIP 5-CAGTACCACAAGGCCTTTC-3. Las mezclas de la
amplificacion se realizaron colocando buffer de PCR sin Magnesio 10X (Promega), MgCl, (Promega),
dNTPs (invitrogene), primers y tag polimerasa (Promega). El protocolo de amplificacion fue de un ciclo
de 94°C por 5min, 40 ciclos de 94°C 15 seg,55°C 30 seqg, 72°C 30 seg y por ultimo un ciclo de

extension de 72°C por 5 min; estas condiciones son iguales para el ler y 2° round.
Electroforesis

Los productos de la amplificacion se corrieron en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio
como revelador, se sometieron a un acorrimiento electroforético de 70 volts durante 60 min,
posteriormente se revelaron con luz ultravioleta La presencia de una banda con un PM de 216pb

indicé que la muestra era positiva.

ANALISIS ESTADISTICO:

Como punto de inicio se realiz6 la validacion final e integracién de la informacién obtenida mediante
el cuestionario epidemioldgico. Posteriormente se procedié a la limpieza de la base de datos y al

analisis exploratorio de la misma realizando los siguientes analisis:

Univariado: Se estimaron frecuencias simples, medidas de tendencia central y de dispersiéon. Asi

como, prevalencias con intervalos de confianza al 95% para prevalencia
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RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas, conductuales y socioeconémicas son presentadas en la Tabla 1.
Incluimos 100 sujetos de estudio de los cuales 52 son hombres y 48 mujeres, con un rango de edad
de los 19 afos a los 61, siendo la moda 28 y el promedio 36.99 afios (desviacion estandar ¢10.37). El
47% esta casado, el 47% presentd un nivel técnico o de bachillerato seguidos por profesionistas y
personas que terminaron la secundaria presentando en ambos casos 21%. Se encontraron diferentes
factores de riesgo en la poblacién de estudio, entre ellos el 5% presenta antecedentes de acupuntura,
6% presenta perforaciones, 8% tatuajes, 9% consume marihuana, 4% cocaina inhalada, 3% se
transfundieron, 39% se sometieron a cirugias y 73% acudieron al dentista. El 13% present6 mas de 6
parejas sexuales en la vida, 8% de estas fueron extramaritales, 21% de las mujeres eran
homosexuales, encontramos ademas que las parejas sexuales presentaron factores de riesgo como
gue el 2% de ellas se les han aplicado transfusiones, 7% presentaron perforaciones, 8% tatuajes, 5%
presentaron hepatitis, 2% cirrosis y de éstos 14% de ellos ignoraron si presentaban cirrosis y el 15%
ignor0 si presentaban hepatitis. Encontramos de acuerdo al nivel socioecondmico que el 48%

presentd un nivel medio bajo, el 31% un nivel medio y 12% un nivel medio alto.



TABLA 1. Caracteristicas demograficas y conductuales de la

poblacion.

[Caracteristicas ( n — 100) Numero [€ZD)
Demograficas
Genero
Femenino 48 48%0
Masculino 52 52906
Edades
19-24 i3 13%0
25-29 17z 17%
30-34 16 16%%
35-39 is 15%%6
40-44 i 12%%6
a45-49 i1 11%%
50-54 12 12%%6
55-61 4 4%
Edo. Civil
SOLTERO 29 29%06
CASADO a7 472
UNION LIBRE 17z 17%
DIVORCIADO S 5%0
VIiuDO 2 2%
Escolaridad
PRIMARIA 10 10%%
SECUNDARIA 21 21%0
TECNICA O PREPARATORIA a7z Aa47%
PROFESIONAL 21 21%o0
POSGRADO 1 1206
Ocupacion u Oficio
HOGAR 17 17%
EMPLEADO 35 35%0
OBRERO 4 4%
COMERCIANTE 14 1496
PROFESIONISTA i1 11%
JUBILADO 1 1206
DESEMPLEADO 7 7%
OTROS 4 490
TRABAJADOR DE LA SALUD 7 7%
Conductual
Acupuntura
Si 5 5206
No o5 95%6
Perforaciones
Si 6 6206
No 24 9420
Tatuajes
Si 8 8%
No o2 929%06
Consumo de marihuana
Si o 9%06
No o1 91%6
Consumo de cocaina inhalada 0%
Si 4 4%
No o6 9620
No. de parejas sexuales en la vida
Oo-1 a5 a45%%6
2-5 41 41%06
6-10 i1 11°%6
11-20 3 3%
Tipo de Relaciones
Pareja o2 92%6
Extramarital 8 8%0
Preferencia sexual
Masculinos heterosexuales 58 58%6
Femeninos heterosexuales 33 33%0
Femeninos homosexuales o 9%6
Parejas con factores de riesgo
Transfusiones 2 2%
Perforaciones 7 7%0
Tatuajes 8 82%06
Cirrosis
Si 2 2%
No sabe 14 14%%6
Hepatitis C
Si 5 5206
No sabe is 15%6
Migraciones
EEUU 4 4%
Francia 1 120
Indice Socioeconomico AMAI
E o O2%o
D+ 8 8%
D a8 482%
C+ 31 31%
C iz 12%6
A/B 1 126
Antecedentes Medicos
Transfusiones 3 3%0
Donaciones 60 60206
Cirugias 39 39%6
Dentista 73 73%0
Endoscopias 9 9%06
Enf. Transmision sexual
Sifilis i 1%6
Gonorrea a1 120
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Tabla 2. Resultados obtenidos de pruebas realizadas.

No. DE FoLio| AST(TGO) | ALT (TGP) PRUEBA ELISA HC HCO
mg/dl mg/dl RAPIDA
1 13 26 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
2 21 39 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3 44 71 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
4 48 94 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
5 18 25 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
6 17 32 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
7 22 31 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
8 31 55 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
9 17 21 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
10 13 21 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
11 20 31 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
12 28 52 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
13 29 35 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
14 17 24 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
15 47 61 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
16 27 35 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
17 19 44 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
18 21 34 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
19 25 30 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
20 44 79 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
21 32 58 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
22 14 30 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
23 23 62 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
24 20 34 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
25 20 39 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
26 16 15 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
27 19 27 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
28 39 42 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
29 40 79 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
30 22 31 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
31 23 24 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
32 22 32 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
33 31 53 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
34 25 37 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
35 24 53 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
36 29 36 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
37 27 45 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
38 47 139 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
39 36 83 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
40 18 29 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
41 27 46 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
42 32 48 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
43 18 29 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
44 24 53 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
45 33 49 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
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Tabla 2. Resultados obtenidos de pruebas realizadas. (continuacion)

AST (TGO) ALT (TGP) PRUEBA
No. DE FOLIO me/dl me/dl RAPIDA ELISA HC HCO
46 18 39 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
47 32 45 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
48 49 104 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
49 28 38 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
50 33 49 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
51 25 45 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
52 33 43 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
53 32 46 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
54 32 41 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
55 23 35 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
56 69 47 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
57 13 24 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
58 33 33 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
59 32 38 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
60 18 36 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
61 21 21 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
62 21 25 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
63 18 24 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
64 13 19 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
65 24 33 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
66 51 86 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
67 18 24 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
68 27 26 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
69 28 35 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
70 25 28 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
71 10 16 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
72 13 22 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
73 16 23 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO
74 17 21 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
75 19 31 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
76 39 32 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
77 23 28 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
78 18 26 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
79 28 43 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
80 20 25 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
81 32 26 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
82 28 45 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
83 23 37 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
84 22 30 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
85 32 47 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
86 23 37 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
87 55 78 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
88 23 29 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
89 30 46 NEGATIVO | NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
90 28 49 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
91 12 22 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
92 23 32 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
93 130 160 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
94 22 30 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
95 101 148 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
96 14 20 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
97 28 29 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
o8 36 60 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
99 20 36 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
100 78 96 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO

18



19

La tabla 2 muestra todos resultados obtenidos para los 100 sujetos en estudio .No se encontré una
relacion entre la elevacion de las enzimas hepéticas AST (grafica 1y 2) ni la ALT (grafica3y 4) y la
presencia de la enfermedad tanto de Hepatitis C oculta como de Hepatitis C no oculta, se observa que
en la grafica 1 se encuentra 1 sujeto fuera del limite maximo de referencia para AST (37mg/dl) y en la
grafica 2 se encuentran 6 sujetos por encima del limite maximo de referencia para ALT (40mg/dl), en

cambio en la gréfica 3 y 4 encontramos 2 y 7 sujetos se encuentran por encima de los limites maximos

respectivamente.
Grafica 1. AST (TGO) en sujetos con Hepatitis C no oculta Grafica 2. ALT (TGP) en sujetos con Hepatitis C no oculta
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Grafico 3. AST (TGO) sujetos con Hepatitis C oculta Grafica 4. ALT (TGP) sujetos con Hepatitis C oculta
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Se observa que la edad de afectacidén de la infeccion oculta por el VHC, tiene una prevalencia
mayor en personas que son menores 35 afos, en cambio la Hepatitis C no oculta tiene un rango

mayor de edad tendiendo a continuar en personas mayores de 35 afios (Graficas 5y 6).
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Encontramos que ningun paciente positivo tanto para infeccion oculta por el VHC y Hepatitis C no
oculta dieron positivos en una de las otras pruebas que realizamos (prueba rapida en suero, ELISA
tercera generacion).

Grafica 5. Edad en sujetos con Hepatitis C no oculta Grafico 6. Edad sujetos con Hepatitis C oculta
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En la tabla 3 apreciamos que los factores de riesgo como tatuajes, consumo de marihuana,
cocaina inhalada, preferencia sexual, migraciones, las parejas sexuales con transfusiones, y los
antecedentes meédicos (transfusiones, cirugias, endoscopias, visitas al dentista) no son
estadisticamente significativos (P > 0.05) sin embargo, el antecedente de transfusiones tiene un OR
de 2.35 (IC 95% 0.2-27.45 lo cual lo invalida estadisticamente debido a que el intervalo cruza la
unidad) probablemente al aumentar el tamafio de muestra se podra ver que se vuelve
estadisticamente significativo, los factores como género, acupuntura, perforaciones, parejas sexuales
con transfusiones y perforaciones presentan significancia estadistica (P < 0.05) sin embargo el OR no
es significativo a excepcion de las parejas sexuales con transfusiones que tiene un OR de 4.75 sin
embargo el IC 95% cruza por la unidad. A diferencia de lo anterior, en la tabla 4 podemos notar que
los factores como género, tatuajes, consumo de marihuana, cocaina inhalada, tipo de relaciones,

preferencia sexual, migraciones, antecedentes de transfusion, visitas al dentista y endoscopias
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presentan una P> 0.05 entre estas variables podemos destacar el género y tipo de relaciones que
presentan un OR de 3.31(IC 95% 1.03-10.56) y 2.02 (IC 95% 0.36-11.13) respectivamente, entre las
variables con P < 0.05 encontramos antecedente de perforaciones, parejas sexuales con
perforaciones tatuajes y cirugias, en las cuales encontramos un OR de 5.06 (IC 95% 1.001-25.45) en
parejas sexuales con perforaciones.



TABLA 3. Caracteristicas demograficas y conductuales de la poblaciébn con HC
|=d

OR [&]
Caracteristicas ( n = 100) Numero (20) (% HCO) 95%0
Demograficas
Genero 0.05
Femenino 8 8% 44% 1.12 0.4-3.15
0.82
Masculino 10 10%6 56%0 1.12 0.4-3.15
Edades
19-24 3 3% 17%
25-29 4 4% 22%0
30-34 2 2% 11%0
35-39 3 3% 17%
40-44 2 2% 11%6
45-49 2 2% 11%6
50-54 1 1% 6%
55-61 1 1% 6%0
Edo. Civil
SOLTERO 5 5% 28%0
CASADO =) 9% 50%0
UNION LIBRE 2 2% 11%
DIVORCIADO a1 1% 6%06
VIuDO a1 1% 6%06
Escolaridad
PRIMARIA o 0% O%6
SECUNDARIA 4 4% 22%0
TECNICA O PREPARATORIA =] 9% 5020
PROFESIONAL 5 5% 28%0
POSGRADO o 0% 0%
Ocupacion u Oficio
HOGAR 2 2% 11%
EMPLEADO 6 6% 33%
OBRERO o 0% 0%
COMERCIANTE 4 4% 22%0
PROFESIONISTA 4 4% 22%0
JUBILADO o 0% 020
DESEMPLEADO o 0% 0%
OTROS 1 1% 6%
TRABAJADOR DE LA SALUD 1 1% 6%
Conductual
Acupuntura 0.01
Si 1 1%%6 6%06 1.14 0.12-10.91
Perforaciones 0.01
Si o 020 020 1.14 0.12-10.53
Tatuajes 0.17
Si 1 1% 6%0 0.63 0.07-5.46
Consumo de marihuana 0.31
Si a1 126 6%06 0.54 0.06-4.64
Consumo de cocaina inhalada 0.32
Si o 0206 0% 1.95 0.18-20.12
No. de parejas sexuales en la vida
Oo-1 =) 9% 50%0
2-5 5 5% 28%0
6-10 3 3% 17%
11-20 a1 1% 6%0
Tipo de Relaciones 0.68
Extramarital 2 2% 11% 2.02 0.36-11.13
Preferencia sexual 0.11
Heterosexual 16 1626 89%0 0.74 0.14-3.93
Femeninos homosexuales 2 2% 11%6 0.74 0.14-3.93
Parejas con factores de riesgo 1.41
Transfusiones 1 1% 6% 4.75 0.28-79.99
0.07
Perforaciones 1 1% 6% 0.74 0.8-6.6
0.04
Tatuajes o 0% 0% 0.79 0.91-6.97
Cirrosis
Si o 0% 0%
No sabe 5 5% 28%
Hepattitis C
Si o 0% 0%
No sabe 7 7% 39%
Migraciones 0.1
EEUU a1 1% 6%06 1.44 0.12-10.91
Indice Socioeconomico AMAI
E o 0% 0%
D+ o 0% 0%
D 11 1126 61%0
C+ 5 5% 28%0
C 2 2% 11%
A/B o 0% 0%
Antecedentes Medicos 0.49
Transfusiones a1 1% 6%0 2.35 0.2-27.45
Donaciones 10 1096 56%0
0.29
Cirugias 6 620 33%0 0.74 0.25-2.17
0.25
Dentista 14 1426 78% 1.36 0.4-4.58
0.11
Endoscopias 2 2% 11% 1.33 0.25-7.05
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TABLA 4. Caracteristicas demograficas y conductuales de la poblacion con HCO

OR [[&]
Caracteristicas (n = 100) Numero (206) (% HCO) 95%0
Demograficas
Genero 4.4
Femenino 10 10%6 67% 3.31 1.03-10.56
Masculino 5 5% 33%0 0.30 0.94 -0.96
Edades
19-24 3 3% 20%
25-29 1 1% 7%
30-34 6 6% 40%b
35-39 3 3% 20%
40-44 2 2% 13%b
Edo. Civil
SOLTERO 3 3% 20%0
CASADO 7 7% 47 %
UNION LIBRE 4 4% 27%
DIVORCIADO 1 1% 7%
Escolaridad
PRIMARIA 2 2% 13%
SECUNDARIA 3 3% 20%
TECNICA O PREPARATORIA 9 9% 60%0
PROFESIONAL 1 1% 7%
POSGRADO (] 0% 0%
Ocupacion u Oficio
HOGAR 5 5% 33%
EMPLEADO 3 3% 20%0
OBRERO (] 0% 0%
COMERCIANTE 3 3% 20%0
PROFESIONISTA 3 3% 20%0
JUBILADO o 0% 0%0o
DESEMPLEADO (o] 0% 0206
OTROS o 0% 0%
TRABAJADOR DE LA SALUD 1 1% 7%
Conductual
Acupuntura
Si 026 0%
Perforaciones 0.01
Si 1 1% 7% 1.14 0.12-10.53
Tatuajes 0.43
Si 1 1% 7% 0.79 0.09-6.97
Consumo de marihuana 0.40
Si 2 2% 13%6 1.71 0.32-9.17
Consumo de cocaina inhalada 0.32
Si 1 1% 7% 1.95 0.18-20.12
No. de parejas sexuales en la vida
O-1 7 7% 47%
2-5 6 620 40%
6-10 1 1% 7%
11-20 1 1% 7%
Tipo de Relaciones 0.68
Extramarital 2 2% 13%0 2.02 0.36-11.13
Preferencia sexual 1.74
Heterosexual 15 15% 100% 0.83 0.76-0.91
Parejas con factores de riesgo
Transfusiones o 0% 0%
5%
Perforaciones 3 3% 20%0 5.06 1.00-25.45
4%
Tatuajes 1 1% 7% 0.79 0.91-6.97
Cirrosis
Si 1 1% 7%
No sabe 3 3% 20%0
Hepatitis C
Si 2 2% 13%0
No sabe 3 3% 20%
Migraciones 0.1
Francia 1 1% 7% 1.44 0.15-13.91
Indice Socioeconomico AMAI
E o 0% 0%
D+ 3 3% 20%
D 7 7% a47%
Cc+ a 4% 27%
Cc o 0% 0%
A/B 1 1% 7%
Antecedentes Medicos 0.54
Transfusiones o 0% 0% 0.01 1.08-1.28%
Donaciones 9 9% 60%0
__0.007
Cirugias 6 6% 40%0 1.05 0.34-3.22
3.46
Dentista 8 8% 53%0 0.35 0.11-1.09
O0.11
Endoscopias 1 1% 0% 0.68 0.08-5.93
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Diagnéstico molecular de la infeccion oculta por el virus de la hepattis C.
Se procedié a realizar la purificacion de las células polimorfonucleares por la técnica descrita
anteriormente, la purificacién del RNA viral de los paquetes celulares asi como del plasma, la sintesis
del cDNA, la amplificacion y por ultimo la electroforesis de 100 de los sujetos en estudio. Los
resultados obtenidos fueron 15% de infeccion oculta por el VHC y18% por el VHC.

216pb

1 1 2 2 3 3 4 APMt+ 5 % t-
c P C P CPCP cC P

Figura 1. Electroforesis del producto de amplificacion de la regiéon 5’UTR
del VHC en sujetos positivos a hepatitis C.

C. DNA obtenido del RNA extraido de polimorfonucleares
P. DNA obtenido del RNA extraido de plasma

PM. 100 Kb

t+. Testigo positivo

t-. Testigo negativo
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216pb

1 17 2 273 3 4 4 PMt+ 5 5 t-
c p C PCP C P cC P

Figura 2. Electroforesis del producto de amplificacidon de la regiéon 5°UTR del

VHC en sujetos positivos a la infeccidn oculta por el virus de la hepatitis C.

C. DNA obtenido del RNA extraido de polimorfonucleares
P. DNA obtenido del RNA extraido de plasma

PM. 100 Kb

t+. Testigo positivo

t-. Testigo negativo

216pb

1 12 23 3 4 4APMt+ 5 5 t-
c P C P CPCP cC P

Figura 3. Electroforesis del producto de amplificacion de la region 5' UTR
del VHC en sujetos negativos a hepatitis C.

C. DNA obtenido del RNA extraido de polimorfonucleares
P. DNA obtenido del RNA extraido de plasma

PM. 100 Kb

t+. Testigo positivo

t-. Testigo negativo

Como se observé en la figura 1, las muestras de los sujetos en estudio presentaron una banda de
216pb correspondientes al producto de la regién 5UTR del VHC; en algunos sujetos (1, 3y 4) se
observo la banda tanto en la células como en plasma, mientras que en 2y en 5 solo se present6 en
plasma. Cuando solo se obtiene un amplificado del RNA extraido de las células polimorfonucleares se
considera al sujeto como infectado por el virus de la Hepatitis C oculta (figura 2). Si no se presenta

ninguna banda de 216pb es un sujeto negativo (figura 3).
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DISCUSION

En el presente estudio se encontré una alta prevalencia de infeccion oculta por el virus de la
hepatitis C (15%) en los sujetos pre donadores del Banco Central de Sangre del CMN La Raza, IMSS.
Siendo muy importante este estudio ya que es el primero que se realiza en México en este tipo de
poblacion. Es importante observar este alto porcentaje en estos sujetos considerandose que
probablemente se debe a que el 80% de los casos pasan asintomaticos, debido a que no se realizan
pruebas bioquimicas de rutina en estos sujetos como PFHs, etc. y no se considera realizar una prueba
con tan alta sensibilidad, especificidad y costo, como las de biologia molecular. Debido a que en
México carecemos de estudios para conocer la prevalencia de la infeccién oculta por el virus de la
hepatitis C, esta situacién es muy importante ya que aunque existen estudios a nivel mundial que
ciertos factores de riesgo como pacientes politranfundidos o en hemodialisis presentan altos
porcentajes de esta patologia aun no se han realizado estudios en poblacion normal o donadores.
Otro punto importante es que se desconoce si la poblacion mexicana se encuentra menos o0 mas

expuesta a estos riesgos que la poblacion de otros paises.

De los datos obtenidos en este estudio observamos una tendencia a presentar una mayor
prevalencia a la infeccion oculta por el VHC en las personas menores a 35 afos las cuales, esto
puede deberse a las conductas de riesgo que en afios recientes se han puesto de moda como
perforaciones, tatuajes, y mayor cantidad de parejas sexuales, por o que podemos suponer que la
Hepatitis C oculta debe de estar asociada a alguna de estas tendencias, Sin embargo, se requiere de
un estudio con un mayor numero de sujetos de estudio para ver una significancia estadistica de los

factores aqui estudiados.

Aunque las enzimas hepaticas no son consideradas como un indicador de enfermedad por el virus
de la hepatitis C, se corroboraron en todos los sujetos, observandose valores normales para AST en
mas del 86% de los sujetos infectados con HCV oculta o no y en el 64% para ALT. El incremento de
estos valores concuerda con la ingesta de alcohol como factor de riesgo en estos sujetos. Es
importante notar que en estos sujetos los valores superiores se incrementaron entre un 1.5 a un 2.5
veces el valor maximo de referencia, en comparacién con los valores basales encontrados en la

poblacién aparentemente sana.

Los sujetos positivos para la infeccion oculta por el VHC fueron verificados en la base de datos del
banco de sangre central del CMN La Raza, mediante la prueba de NAAT (CHIRION). Es igualmente

importante mencionar que si bien esperabamos gue no se detectara a ningun sujeto infectado con la
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infeccidn oculta por el VHC, en 5 sujetos positivos, los motivos de rechazo fueron: mas de una pareja
sexual en los ultimos 12 meses, hematocrito y/o hemoglobina elevadas, hematocrito y/o hemoglobina
bajas y antecedente de cancer, en cambio para los sujetos con el VHC no oculta fueron: hematocrito
y/o hemoglobina bajos y caries de cuarto grado. Es importante realizar el estandar de oro a los sujetos
positivos para realizar la comparacion de especificidad y sensibilidad de la metodologia utilizada
mediante la prueba de NAAT (Roche, COBAS AMPLICOR). Seria importante si existe el caso, revisar
las bolsas de sangre de pacientes positivos para el infeccién oculta por el VHC para realizar un circulo
epidemioldgico y ver el estado actual de infeccion del paciente y seguirlo para poder conocer si se
vuelve positivo en algin momento entre el periodo de incubacion conocido el VHC o posteriormente
Asi como detectar adecuadamente a los sujetos infectados por el virus de hepatitis C principalmente
en los casos de infeccibn oculta ya que aumentan importantemente el riesgo de hepatitis post-

tranfusional.

Los resultados obtenidos nos permitieron evaluar ciertos factores de riesgo importantes, sin embargo
la falta de significancia estadistica observada en este estudio se debe al tamafio de muestra (100
sujetos) por lo que se debera realizar un estudio con un mayor nimero de poblacién; Aun asi la alta
prevalencia (15%) de infeccidn oculta por el VHC encontrada, supone un campo para realizar mayores

estudios.
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