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3

Hepatitis postransfusional.

IEF: Isoelectroenfoque.

NEG: Negativo.

nm: Nandémetros.

NS: Regidn no estructural del genoma del virus de la hepatitis
C.

OPD: O-fenilendiamina-2CHL.

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

PCT: Porfiria Cutdnea Tarda.

POS: Positivo.

TNB: Tetrametilbenzidina.

Tto: Tratamiento.

RIA: Radio inmunoandlisis.

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.

UNG: Enzima uracil N-glicosilasa.

VCM: Volumen Corpuscular Medio.

VHB: Virus de la hepatitis B.

VHC: Virus de la hepatitis C.
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VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.



1L .-.— INTRODUCCITON



INTRODUCCION ——

El virus responsable de la hepatitis C fue descrito por
Hougton y Choo en 1988 (1). Se trata de un virus ARN de,
aproximadamente 9400 nucledtidos de longitud, muy cercano a los
flavivirus responsables de la fiebre amarilla (2).

Antes de utilizar, en donantes de sangre, la deteccidn de
anticuerpos frente al virus de 1la hepatitis C, éste era el
causante del 85-90% de las hepatitis postransfusionales (3-5),
y del 25-40% de las hepatitis agudas espordadicas (6-9).

En la actualidad, la prevalencia de la hepatitis C es del
1-1,2% de la poblacién mundial, lo que equivale a una cifra de
afectados superior a los 100 millones de personas (2, 10).

Alrededor del 80-90% de los pacientes son asintomdticos y
el contagio a otras personas puede ser fdcil, al actuar éstos
como portadores sanos no filiados (6, 11). Sin embargo, a pesar
de la aparente benignidad de la infeccién, alrededor del 60-90%
de las hepatitis agudas evolucionan a la cronicidad (12, 13), de
tal forma que, el virus de la hepatitis C es en la actualidad,
junto al alcohol, la principal causa de hepatopatia crénica en
el mundo (14). Alrededor del 10-20% de los pacientes con
hepatitis crénica activa por VHC van a desarrollar una cirrosis
en el curso de 5 a 30 afos (13-16). Esta cirrosis puede
degenerar en hepatocarcincoma pero otras veces la hepatopatia
crénica puede evolucionar directamente a hepatocarcinoma sin
presentar previamente cirrosis.

Otro problema en esta enfermedad es el desconocimiento de

gran parte de su cadena epidemioldgica, asi del 15-50% de los
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pacientes infectados no tienen antecedentes de exposicién al
virus (17) y alrededor de la mitad de los pacientes tienen
antecedente de transfusidén sanguinea (18, 19)

La principal via de transmisidén del virus es la parenteral,
a través de sangre contaminada. La via sexual es una via
secundaria de transmisién poco importante. También se ha
demostrado transmisién vertical madre-hijo.

En la actualidad, el grupo de poblacién mds afectado es el
de adictos a las drogas por via parenteral (3, 6, 20, 21, 23).
Otros grupos de riesgo lo constituyen los hemodializados, los
politransfundidos y los hemofilicos que han recibido tratamiento
con hemoderivados no sometidos a cribaje biopatolégico. Ademas,
es frecuente encontrar asociacién de la hepatitis C con otras
enfermedades viricas de transmisién sanguinea, como son la
hepatitis B (22-24) o el SIDA (20, 25, 26).

Se ha relacionado el consumo excesivo de alcohol con la
hepatitis C. En estos pacientes la presencia del virus de la
hepatitis C se correlaciona con el grado de lesidén histoldgica
que presentan agravando el prondstico (27, 28). El1 anticuerpo
frente al VHC aparece en el 20-45% de los alcohdélicos con
hipertransaminasemia (5, 29-33) y en el 38-73% de los cirrdticos
alcohélicos (24, 34, 35).

En la actualidad la prueba diagnéstica mds extendida es la
deteccidn mediante enzimoinmunoandlisis de anticuerpos
circulantes en sangre periférica de tipo IgG, frente a varias

fracciones del virus. Perc tras la inoculacién del virus, los
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anticuerpos tardan varias semanas e incluso meses en aparecer.
En este periodo ventana, hasta la aparicién de los anticuerpos,
el sujeto seronegativo tendria virus en sangre siendo
potencialmente infectivo. Por otra parte, la presencia de
anticuerpos frente al VHC de tipo IgG, no informa si el sujeto
tiene 1la enfermedad activa o si es un portador crénico
asintomdatico en fase de curacidn.

En el 50-60% de los casos de infeccidén no se detecta
elevacién de las cifras de transaminasas (36, 37) y cuando ésta
se produce suele ser con cifras muy discretas.

La aplicacién de la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa
(PCR) para detectar ARN viral, tanto en suero como en higado,
supuso un importante avance en el diagnéstico de la hepatitis C.
La PCR es en la actualidad la prueba mds sensible y la primera
en positivizarse, siendo posible detectar el virus pocos dias
después de la inoculacidn (38). Ademds, esta prueba es de gran
utilidad para establecer 1la respuesta al tratamiento con
interferon. Sin embargo, la PCR es una técnica de biologia
molecular no estandarizada y los resultados han sido, a veces,
contradictorios.

El dunico tratamiento eficaz de 1la enfermedad es el
interferon alfa recombinante. En dosis elevadas y durante 6
meses, disminuye las concentraciones de GPT hasta la normalidad
en, aproximadamente, el 50% de los pacientes y en muchos mejora
la actividad histolégica. Esto es mas significativo en pacientes

jévenes sin cirrosis (39). Sin embargo, las concentraciones de
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GPT se elevan en el 50-80% de los pacientes a los 6 meses de
finalizar el tratamiento (13, 40-43).

La mayoria de los pacientes con hepatitis C que se
someten a un trasplante hepatico, vuelven a presentar infeccidn

en el nuevo érgano (44, 45).
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DESCRIPCION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C

2.1.—- HISTORIA:

A principios de siglo, Cockayne (14) definié por primera vez
las ictericias epidémicas como "hepatitis infecciosas".
Posteriormente en 1961 Blumberg (30) descubrié el antigeno de
superficie de la hepatitis B o antigeno de Australia. Y en 1973,
Fenistone (46) aisld por primera vez el virus de la hepatitis A
de las heces de un paciente con hepatitis aguda. Posteriormente
Rizzetto descubre el virus Delta (47). Sin embargo, existia un
grupo de enfermos con cuadros de hepatitis no atribuibles a estos
virus. Asi, a mediados de la década de los setenta, Alter y
Tabor comenzaron a utilizar el término de hepatitis No-A, No-B
(HNANB) . Dichos autores observaron en pacientes drogadictos
intravenosos o hemofilicos, dos o mds brotes de hepatitis aguda,
separados entre si por periodos con niveles normales de
transaminasas. Estos brotes no se pudierocon atribuir a la accién
de los virus hepatotropos descritos hasta la fecha. Estas
hepatitis tampocc eran producidas por téxicos hepaticos o por
enfermedad autoinmune (48, 49).

En 1988, Hougton y Choo, de la Chiron Corporation (EEUU)
clonaron en bacterias un elevado niumero de moléculas distintas
de ARN que habian sido extraidas del plasma de un chimpancé con
hepatitis no A, no B. Posteriormente, examinaron miles y miles
de clonas hasta encontrar una que producia un material antigénico
que reaccionaba especificamente con anticuerpos presentes en el
suero de pacientes con hepatitis no A, no B. El siguiente paso

fue estudiar la secuencia de nucledtidos que constituian el
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material ARN relacionado con la hepatitis no A, no B hasta que

lograron construir el mapa de 1o gque deberia ser el genoma
completo del wvirus de la hepatitis C. De este modo por vez
primera, se logrdé identificar un microorganismo patégeno sin
haberlo aislado, cultivado o visualizado previamente.

En la actualidad, se define a la hepatitis C, a la hepatitis
no A, no B de transmisioén parenteral para diferenciarla de la
hepatitis no A no B de transmisiodén oral-fecal o hepatitis E.

En 1991, el profesor T. Shikata (50), obtuvo la primera

fotografia del virus de la hepatitis C (Figura 1).

2.2.—- MORFOLOGIA DEIL VIRUS DE LA HEPATITIS C:

El didmetro de la particula del VHC es aproximadamente
de 50 a 60 nm. y estd recubierto por una envuelta hidrofébica
(15). El genoma del virus consta de una cadena de ARN lineal y
monocatenaria de polaridad positiva. Soélo tiene una regidén de
lectura abierta y una proteina precursora de 3000 aminoacidos.
Siendo su coeficiente de sedimentacién de 140 S (21).

Analizando estos datos se llegd a la conclusién que el virus
de la hepatitis C era similar a los flavivirus (15). Dentro de
esta familia se encuentra el virus causante de 1la fiebre
amarilla. Pero el VHC es de menor tamafio y la cadena lineal de
ARN también.

Ademds de por el genoma y la envuelta hidrofébica el VHC

estd compuesto de proteinas estructurales y no estructurales.
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FIGURA N@¢ 1



DESCRIPCION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C

Las proteinas estructurales son componentes esenciales de
la particula virica. Entre ellas se encuentran las proteinas C
17 y C 19 gue tienen la caracteristica de poderse unir a las
particulas del ARN, motivo por el cual, suponemos gque constituyen
la nucleocdpside viral. Aparecen otras proteinas como la C 22
o las glicoproteinas GP-35 y GP-72 que se suponen forman parte
de la envuelta viral.

Las proteinag no estructurales: regulan la funcién vy
crecimiento viral. Entre ellas se encuentran la C-33-C y la
C-100-3.

La actividad enzimdtica del virus se desconoce. Se cree que
tiene actividad ARN polimerasa, proteasa y helicasa (involucrada
en la replicacién del ARN).

Estructura del gengma: La cadena virica lineal del genoma
tiene aproximadamente 9.400 nucledtidos (15). Contiene una regidn
de lectura abierta denominada regién 5’terminal de 324 a 341
nucledtidos gque comienza siempre por el aminodcido metionina
{51). Ademds esta regidén presenta la secuencia mds conservada
entre los diferentes virus aislados (51, 52). Esto sugiere que
puede Jjugar un papel muy importante durante la replicacién
viral. Esta regidén de 1lectura abierta codifica una
poliproteina precursora, a partir de la cual, por proteolisis,
se producen las distintas proteinas estructurales y no
estructurales virales (53, 54).

El otro extremo de la cadena de ARN es una pequefia

secuencia, denominada 3/, que contiene entre 27 y 55 nucledtidos

10
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(52). En este extremo se encontraria la regidn C que codificaria
las proteinas de 1la nucleocdpside. La regién El/E2/NS1
codificarian las proteinas GP35 y GP72 que se presumen como la
envuelta glicoproteica del virus. La funcién de NS2 y NS4 es
desconocida pero las proteinas son muy hidrofdbicas vy
probablemente formen parte de 1la membrana. la regidén NS3
codifica la helicasa vy 1la proteasa. La regién NS5 es
multifuncional contiene el ARN dependiente y el ARN polimerasa
que se encarga de la replicacidén del ARN.

Para que se produzca la proteolisis de la poliproteina
precursora codificada por el extremo 5’ se necesita una actividad
serin proteinasa (codificada por la regidén NS3) y actividad
autocatalitica con caracteristica metilproteinasa (codificada por
NS3 y NS52). Es muy importante el conocimiento de estas
actividades enzimaticas responsable del procesamiento de la
proteina precursora, ya que podria manipularse con fines
terapetuticos. Existen sdélo pequenas homologias entre 1los
nucledtidos del genoma del VHC y el de ciertos virus de la
familia de los flavivirus humanos (ej.: fiebre amarilla, virus
del Dengue, virus de la encefalitis japonesa), de pestivirus
(ej.: diarrea bovina viral y el virus del cdélera porcino) y de
plantivirus. Sin embargo, la regidén 5’ terminal del genoma es
altamente homdéloga (45 al 90%) con la regidén egquivalente de los
pestivirus (51). Esto sugeriria que el VHC puede Sser una
evolucion de los pestivirus o de los flavivirus (52) o pariente

cercano de los mismos.

11
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2.3.-DIVERSIDAD Y MUTAGENIEDAD VIRAL:

No se sabia con certeza si la enfermedad estaba causada por
uno o mds agentes viricos (55).

Con la aparicidén de técnicas que permitian el estudio del
genoma viral, aumentdé la cantidad de informacidn sobre la
secuencia de nucledtidos de los diferentes virus de la hepatitis
C aislados.

Comparando el virus aislado originariamente en Japdn (VHC
J1) del encontrado en los Estados Unidos (VHC-1) se observaban
diferencias en la secuencia de los nucleotidos (52, 56).

Posteriormente se aislaron otros tipos de virus.
Analizdndolos y comparédndolos entre si, se apreciaban secuencias
homdélogas entre las proteinas de los diferentes virus aislados.

Esto permitié clasificarlos en 3 grupos basicos (52). Los tres
subtipos: VHC I, II y III difieren en sus patrones de
distribucidén geogréafica y posiblemente en su infectividad,
historia natural y respuesta al tratamiento (57).

En 1992 Okamoto (58) introduce una pequefia variacioén vy
clasifica a los genotipos del VHC en cuatro tipos (I, II, III vy
Iv), vy posteriormente, en 1993 Simmonds analizando
filogenéticamente los genomas de VHC que se han secuenciado en
las distintas partes del mundo, indica la existencia de al menos
6 grupos de genotipos diferentes (59). Ambas clasificaciones son

superponibles como se observa en el cuadro siguiente:
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HCV-1
HCT1B
Th

HCTZ23
HCTZ7
HC-J1

HC-J4
HCV~J
HCV J1
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HOV-1
HCTLE
Th

HCT23
HCT27
HC-J1

HC~J4

HCV-J

Hev J1
BK

HCV-1
HCT18
Th
HCTZ23
HCT27
HC=3

HC=-J4

HCV-J

HCV J1
BK

HCV-1
HCT18
Th

HCT23
HCT27
HC-J1

HC~-J4

HCV-J

HCV J1
BK
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CLASIFICACION Y NOMENCILATURA DE 1.0S GENOTIPOS DEL VCH:

Okamoto (248) I II I1T v
Simmond (249) la 1b 2a 2b 3a 3b 4 5 6
VCH aislables HCV1 HCVBK HCJ6 HCJ8 Fbl Ebl EG1 SA3 HK1
HCVH HCV J Ta Th
HCv-T
HCV-JK

HCV-ES

Pueden observarse secuencias similares entre proteinas del
mismo grupo de virus o entre diferentes grupos. Por ejemplo
existe un 99-100% de homologia entre proteinas del grupo I en la
regidén NS5 y un 95-100% de homologias entre las proteinas del
grupo II de esta misma region.

La regidén 5’ esta conservada (en mas del 93%) entre los
diferentes grupos de virus de la hepatitis C (58, 59).

Merece la pena apuntar que la supuesta envuelta virica
codificada por los genes de El, E2 y NS1 presenta una sustancial
variacion en los aminodcidos del grupo I y grupo II. La regidn
NS2 presenta mayor grado de heterogeneidad. La regidén core, NS3,
NS4 y NS5 presentan mayor grado de conservacidn entre los grupos
(22).

La proteina GP72 (codificada por los genes de la regidn
E2/NS1) contiene una regidén N- terminal hipervariable compuesta

por 30 aminodcidos que es diferente en casi todos los virus
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aislados. Esta variabilidad en la envuelta protéica viral puede
ser de gran importancia para protegerse de los linfocitos B o T
similar a lo que ocurre con el virus 1 de la inmunodeficiencia
humana (60).

La importancia clinica de este descubrimiento es miltiple,
por ejemplo en cuanto a interacciones entre los diferentes grupos
de virus, la evolucién a la cronicidad, el desarrollo de vacunas
y 1la posibilidad de miltiples infecciones producidas por
diferentes agentes viricos (22, 61).

Los virus del grupo I, II y III pueden ser observados en
Japén, mientras gque hasta ahora, préacticamente, s6lo se han
observado casos de hepatitis por virus del grupo I en Estados
Unidos (52).

En 1991, en la Fundacidén Jimenez Diaz, Carrefnc vy
colaboradores descubrieron una variante espafiola del virus que
difiere estructuralmente en un 30% del americano y un 15% del
japonés. (Publicado en Consulta n@508, 16-31 de Mayo de 1991).
Perteneceria al grupo II de la clasificacién de Okamoto o al 1b
de la clasificacidén de Simmonds y afectaria al 68% de los
pacientes espafioles (53).

Recientemente (1994) este mismo autor encuentra gque en
Espafa el 27% de los pacientes con hepatitis C crénica tienen el
subtipo 1a y un 61% el subtipo 1b. La infeccidén simultdnea de
la y 1b se encontrd en el 23% de los pacientes (62).

La prevalencia de los diferentes genotipos del VHC en Japén

fue del 69% para el genotipo la y del 23% para el genotipo 1b
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(63) independientemente del grado de enfermedad hepatica. En
Europa el genotipo mas predominante es el 1b. Los pacientes con
este genotipo son los gque peor responden a la terapia con
interferon. Las personas con mas edad y mas tiempo de evolucién
estdn mas frecuentemente infectadas por el genotipo 1b. Sin
embargo, se ha demostrado que la prevalencia del genotipo 1b va
disminuyendo en los ultimos afios (64).

Rossimi y cols. (65) encuentran dgque 1los sujetos con
transaminasas normales presentan mas frecuentemente una infeccidn
por VHC tipo 2 y los que tienen lesién hepatica agresiva estdn
infectados por tipo 1.

En la actualidad se piensa que este virus ARN va mutando de
enfermo en enfermo e incluso estas mutaciones se producen también
en el propio paciente a lo largo del tiempo, mecanismo que esta
posiblemente relacionado con la capacidad del VHC para eludir la
respuesta inmune del huésped y perpetuar la infeccidén (15).

La gran capacidad de mutacidén del VHC ARN es inherente a
todos los virus cuyo genoma es un ARN ya dgue, las enzimas
encargadas de la replicacién de los virus ARN (ARN polimerasas,
ARN dependientes y transcriptasas inversas) carecen de la
actividad "correctora de pruebas" que tienen las ADN polimerasas
ADN dependientes. Esta actividad es capaz de reconocer a un
nucledtido incorporado en un lugar errdneo del ADN y cambiarlo
por el nucledétido correcto.

Haciendo estudios secuenciales del genoma del VHC, se ha

establecido que la tasa de mutacidén del ARN viral es de 1,92 x
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1000 cambios en cada posicidn del genoma y por afc (54, 61). Sin
embargo, se comprobdé que no todas las regiones del VHC tienen la
misma capacidad de mutar. Asi, la regidén del genoma con mayor
tasa de mutacidén es la NS 1, mientras la gque tiene menor tasa es
la 5’.

Un problema importante derivado de la variabilidad genética
del VHC es el desarrollo de vacunas efectivas frente al virus.
En otros miembros de la familia Flaviviridae se ha comprobado que
las proteinas E y NS1 inducen 1la produccién de anticuerpos
neutralizantes que son protectores en ratones. Sin embargo, en
el VHC esta es la regidn con mayor variabilidad genética y se

desconoce si existen anticuerpos neutralizantes (66).

Existe la posibilidad de encontar hepatitis noA-noB,
producidas por virus diferentes al C. Asi en 1991 Phillips vy
cols. (67) descubrieron nueve cascos de hepatitis en los que
observaron, en el examén de microscopia electrénica, hallazgos
gue concuerdan con la demostracidén ultraestructural de
paramixovirus, distinto del sarampidén, como factor causal.

Fagan y cols. (68) observaron dque el genoma del VHC fue
indetectable por PCR en el suero de 15 pacientes con hepatitis
fulminante NANB. Analizando estos sueros por microscopia
electrdnica se encontraron particulas de 60 a 70 nm., similares
a los togavirus.

Esteban y col. (69) observan que un 18% de las hepatitis

agudas no estan causadas ni por los virus A, B ni C.
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Alter (69) comunica en 1993 dque un 5% de las personas Jue
reciben una transfusidén sanguinea desarrollan una hepatitis por
un agente no conocido.

Datos serolégicos vy epidemioldgicos sugeririan 1la
posibilidad de existencia de un nuevo agente virico no A, no B,

no ¢, no D y no E causante de hepatitis virales (68).

2.4.— MECANTSMOS DE REPLICACION VIRAL:

Aungue se desconoce el mecanismo exacto de replicacidén del
VHC, los estudios realizados hasta el momento sugieren gue el
virus replica a través de un ARN de polaridad negativa
(complementario al ARN gendmico}, al igual que los flavivirus y
pestivirus (54) sin que existan intermediarios replicativos de
ADN.

Asi en el higado de pacientes con hepatitis crdénica por
virus ¢C, en los que se detecta el ARN viral en suero, se
encuentra mediante la reaccién en cadena de la polimerasa tanto
el VHC-ARN de polaridad positiva como el VHC-ARN de polaridad
negativa o antigenémico. Ademds no se ha encontrado actividad
transcriptasa inversa en higados infectados por VHC, por lo que
parece poco probable la integracidén viral en el genoma de los
hepatocitos del huésped (2).

Ademas de ser hepatotropo, recientemente se ha demostrado
gue el VHC es linfotrdépico. Mediante la aplicacién de la PCR se
ha comprobado gque existen ARN de polaridad gendmica vy

antigenémica en las células mononucleares de sangre periférica
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(CMSP) de pacientes con hepatitis crénica €. Sin embargo, no
existen evidencias que indiquen que los linfocitos infectados por
VHC liberen particulas virales a la sangre periférica (54). Esta
colonizacién de CMSP podria ser utilizada por el virus para
escapar de la destruccidén por el sistema inmune y establecer
infecciones crénicas.

Léhr y cols. (70) comprobaron gue las células mononucleares
de sangre periférica (CMSP), en el 58% de los portadores crénicos
segregaban anti VHC de tipo IgG y el 28% anti VHC-IgM. La
secrecidén de anti~VHC IgM e IgG por las CSMP se correlaciona con
el grado de actividad de la enfermedad hepatica y con el tipo de

respuesta frente al interferon.

2.5.— PATOGENTIA DE LA HEPATITIS C

2.5.1.- Teoria Inmunopatogénica: Citotoxicidad mediada por
células T citotdxicas:

La Patogenia de la hepatitis C es en la actualidad un tema
en discusidn. Probablemente, como en cualquier otra infecciédn,
la hepatitis C se deba a una interaccidn entre el virus y la
respuesta inmune del huésped.

El hecho de dque existan portadores sanos del virus con
viremia persistente, sin evidencia de lesién hepdtica sugiere que
el VHC no es directamente citopdtico Yy gue la respuesta
inmunocelular del huésped juega un papel decisivo en la patogenia

del dano hepatocelular.
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Krawczynski y cols. (54) observaron que los chimpancés
inmunosuprimidos con ciclofosfamida no desarrollaban dafio
hepatocelular al ser infectados por el virus, mientras que al
cesar la inmunosupresién las transaminasas se elevaban reflejando
el dano hepatico.

Por otra parte la coinfeccién con VIH en pacientes con
hepatitis NANB conlleva un curso mas severo de la enfermedad, por
sus efectos sobre el sistema inmune del huésped, que permitiria
un mayor nivel de replicacidén viral (71).

Estudios de microcitotoxicidad in vitro enfrentando células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con hepatitis
crénica C a hepatocitos autélogos, demostraron la existencia de
un efecto citolitico mediado predominantemente por linfocitos T
(72). Por otra parte, en la biopsia hepdtica de estos pacientes
se observa un gran aumento de células mononucleares que infiltran
las dareas de lesidn.

En sangre periférica de pacientes con hepatitis crdénica por
virus C no se han encontrado diferencias significativas en las
subpoblaciones de células mononucleares cuando se compararon con
controles sanos. sin embargo, los linfocitos circulantes
representan aproximadamente sdélo el 2% del total del cuerpo
humano (73). Se ha comprobado que la poblacidén 1linfoide
intrahepatica esta compuesta basicamente por linfocitos T CD4 +
y CD8 + en proporciones equivalentes (74). Los linfocitos T CD8+
(citotdéxicos/supresores) predominan en las 4dreas de lesién

tisular (75). No obstante, la simple presencia de los linfocitos
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T CD8+ no indica gque necesariamente estas células estan
implicadas en una reaccidén inmune especifica. Cuando
determinados receptores de la membrana celular del linfocito T
interaccionan con un antigeno especifico se produce 1la
"activacidn del linfocito'", este proceso origina una dindmica de
acontecimientos funcionales como induccién de la sintesis de ADN,
proliferacidén clonal y produccidén de citocinas (76).

El antigeno diana del virus C frente al cual reaccionaria
especificamente el linfocito T CD8+ activado se desconoce por
ahora (77).

La célula diana o hepatocito necesita un proceso de adhesioén
con el linfocite T citotdxico, después se produce un
reconocimiento por parte de éste y finalmente la 1lisis del
hepatocito (78).

En el proceso de reconocimiento antigénico participan las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad o HLA. Los
linfocitos T responden unicamente al antigenc cuando este es
presentado como un péptido en la membrana de otra célula asociado
a moléculas del complejo HLA. Dicho fendmeno se denomina
"reconocimiento restrictivo" o '"restriccidén HLA" (79). Los
linfocitos T CD8+ interaccionan con moléculas HLA de clase 1 y
esto es un requisito para que la célula T citotdxica se active
(80) y se produzca posteriormente 1la lisis del hepatocito.
Existen miltiples factores que pueden alterar el mecanismo
inmunopatogénico de esta enfermedad; asi, la sobreinfeccidn por

el virus de la inmunodeficiencia humana o el virus de la
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hepatitis B y la aparicién de reacciones autoinmunes son factores
moduladores de la respuesta inmune que hay que sopesar (81).

Otras veces se observa, en lugar de un aumento de linfocitos
CD8 +, un descenso de la poblacidén linfocitaria CD4, con o sin
aumento de CD8+, lo que se traduce en un descenso del cociente
CD4/CD8 (83).

Los pacientes infectados con el genotipo la y 1b tienen
mayor proporcioén de células CD8 que de CD4. Por el contrario,
los infectados con genotipo 2a y 2b tienen aproximadamente una
proporcién similar de CD8 y CD4 (84). Estos datos sugieren que
los distintos genotipos pueden tener una diferente capacidad
antigénica.

Los pacientes con buena respuesta al tratamiento con
interferon, presentan una respuesta proliferativa de linfocitos

CD4+ (85).

2.5.2.~ Teoria autoinmune:

Se fundamenta en la frecuente aparicién de autoanticuerpos,
particularmente de tipo LKM y anti GOR en las hepatitis crénicas
por VHC (86, 87). Mishiro encuentra anti GOR en un 81% de las
hepatitis crénicas por virus C (88). Ademas es frecuente
observar la relacién entre hepatitis C con otras enfermedades
autoinmunes como la crioglobulinemia mixta, la anemia aplésica
y el Sindrome de Sijégren.

Se ha comprobado que el titulo de anti GOR apenas varia en

relacion con el tratamiento de la hepatitis crénica por virus C
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(89), sugiriendo esto que los anti GOR no deben tener un papel
patogénico importante.

A veces con la penetracidén en el organismo de antigenos
externos se puede producir una reaccidén cruzada con epitopos
estructurales (parte especifica del antigeno que reconoce el
anticuerpo) de células humanas (90, 91). Se ha observado que
varios virus ADN y ARN tienen secuencias de aminodcidos
similares a determinadas proteinas humanas.

La aparicién de autoanticuerpos anti LKM y anti GOR van
dirigidos a componentes de la célula hepéatica, por lo tanto,
gseria factible que en algunos casos, una vez eliminado el virus,
se perpetie la enfermedad por falta de reconocimiento de
proteinas propias (89).

Es importante destacar que muchos pacientes con hepatitis
clasificada como autoinmune, por presencia de autoanticuerpos
circulantes y con antecedentes de haber recibido transfusiones
en el pasado, pueden ser en realidad hepatitis por virus no A no
B transmitidas por esas transfusiones, los anticuerpos, a titulos
bajos constituirian un epifendémeno de la enfermedad y no un

indicador de la etiologia autoinmune del proceso (91).

23



3.— EPIDEMIOLOGIA



EPIDEMIOLOGIA

3.1.— PREVALENRCIA E INCIDENCIA DEL VHC.

La mayoria de los estudios sobre la prevalencia del virus
de la hepatitis C se han realizado en donantes de sangre.
Apareciendo positividad del antiVHC en el 1% de 1la poblacién
norteamericana, en el 1,2% de la europea y en el 1,2-1,5% de los
japoneses. En otras regiones, como Africa, la cifra podria
llegar al 3%. La seroprevalencia del anti-VHC entre donantes de
sangre en Egipto fue excepcionalmente alta, 9,2% en 1991 (92),
si bien el estudio se realizdé con ELISA de primera generacién y
pudo existir una alta cifra de falsos positivos.

Seglin la OMS existen en el mundo 100 millones de portadores
del virus C frente a los 280 millones de afectados por el virus
B. Para otros autores del prestigio de Rizzetto o Sherlock, el
virus C estd mas extendido gue el B, afectando al 1-1,2% de la
poblacién, lo que equivaldria a una cifra superior a los 100
millones de personas en todo el mundo (2, 10).

En donantes de sangre no existen diferencias significativas
de seroprevalencia entre sexos, donantes voluntarios o
remunerados, ¢ entre areas rurales o urbanas (57).

En Espana, Suarez A. Yy cols. (93) encuentran que el 0,57%
de 15.132 donantes de sangre fueron positivos para el anti-VHC
ELISA-2. Guardia y cols. (22) encuentran en donantes una cifra
similar (0,6~0,7%). En un estudio publicado recientemente sobre
160.000 muestras de sangre, procesadas en 29 bancos de sangre,

se detectd el anti-VHC en el 0,99% de los donantes con un ligero
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predominio de hombres mayores de 40 ahos. Lo ue supone gue en
nuestro pais estan afectadas unas 350.000 personas (69).

Se estima qgue en Espanha tenemos alrededor del 1-1,2% de
perscnas infectadas por VHC (69, 94) frente al 0,7-0,8% de
infecciones por virus B (95). Sin embargo, recientes estudios,
realizados en Espaha, encuentran en poblacidén general una
prevalencia de anti-VHC entre el 1,77% (11) v el 3,3% (96) muy
superior a la estimada en poblacidén de donantes de sangre.

El porcentaje de seropositivos aumenta con la edad. En
Japén la prevalencia de anticuerpos anti-VHC en poblacidén general
es del 0,3% en el grupo de menos de 18 anos frente al 2,9% del
grupo de 50-65 anos (97). La mayor prevalencia se encuentra
alrededor de los 40 anos (57).

Antes de utilizar los marcadores de hepatitis C en donantes
de sangre la incidencia de la enfermedad era de 175.000 casos
nuevos por aho, tanto en Europa como en Norteamérica, y de un
nimero muy superior en Japdn.

En cuanto a la incidencia en Espana, dJdurante 1990 los
laboratorios colaboradores del Instituto de Salud Carlos 11T,
notificaron 1459 nuevos casos de infeccidn por virus de 1la
hepatitis C (55). El 66,5% eran hombres y el 32,8% eran mujeres
(55). De los 969 casos de hepatitis viricas declarados en 1990
por el servicio de vigilancia epidemioldgica de la Generalidad
de Catalufia, el 47% fueron hepatitis A, el 20% hepatitis B y el
resto (33%) fueron incluidas en el apartado de otras hepatitis

viricas (98). En Espafia, Bruguera y cols. (7}, han encontrado
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que del 15-35% de las hepatitis agudas son hepatitis C. Estos
datos se correlacionan con los observados a nivel mundial: el 20-
40% de las hepatitis agudas en Europa y Norteamérica, y el 50%
de las hepatitis agudas en Africa son producidas por VHC (6).

Actualmente parece existir mayor prevalencia de nuevos
donantes de sangre con anti-VHC positivo que frente al HBsAg
(99).

CUADRO N° 1

PREVALENCIA DEL ANTI VHC EN POBLACION DE

DONANTES DE SANGRE

Egipte (100) . .+ + <« « + « « . . 9,2%
Africa (poblacion negra) (2) . . 3,8%
Paises del Este Eurcpa {11) . . 2%
Brasil (102) e e e e e e e 1,5%
Paises Mediterraneos (101) . . . 1-2%
Japdn (1¢2) . . . . . . . . . 1-2%
E.E. U.U. (9, 101) . . . . . . . 0,8-1,4%
Francia (103) . . . . . . . . . 0,7%
Espana (93, 94) . . . . . . . . 0,57-1,2%
Paises Centroeuropeos (101) . . . 0,5-0,8%
Paises Escandinavos (101) . . . . 0,2=-0,4%

Media Mundial: alrededor del 1,2%
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3.2.- VIAS DE TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD

En el 15-50% de los pacientes no se puede detectar ninguna
via de transmisidén de la enfermedad (17).

3.2.1.— TRANSMISION PARENTERAIL:

Constituye la principal via de entrada de la infeccidn.

Los politransfundidos, los receptores de o6rganos, los
tratados con hemoderivados como los hemofilicos, los
hemodializados y los ADVP son los principales grupos de riesgo.
Antes de utilizar de forma rutinaria, en donantes de sangre, la
deteccidén de anticuerpos anti-VHC, el virus era el responsable
del 85-90% de las hepatitis postransfusionales (3-5).

En Espana el 43% de los contagios en los pacientes
estudiados se debe a transfusiones y el 14% a drogas intravenosas
(19). En Japdn los contagios por transfusidén son el 69% y el
producido por drogas intravenosas un 14% (19).

El virus se encuentra en pequenas cantidades en la sangre
humana, motivo por el cual, para ser infective necesita que el
paso de sangre de una persona a otra sea considerable. La
infectividad esta en relacién directa con la cantidad y duracidn
de la exposicidén al agente. Sin embarge, en 1991, Abildgaand y
cols. (104) comunicaron el caso de un paciente con infeccién por
el VHC transmitido por una aguja de tatuaje. También Ko y cols.
(105) encontraron la presencia de anti-VHC en el 13% de pacientes
tatuados.

Ward y cols. (106} comprueban la transmisién de anti-VHC por
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preparaciones de inmunoglobulinas anticitomegalovirus. Son

varios los trabajos que evidencian la transmisién de la hepatitis
C por inmunoglobulinas comerciales contaminadas. Por este motivo,
desde FEnero de 1993, es obligatorio en la CEE la deteccidén de

anti-VHC en todos los preparados de inmunoglobulinas.

3.2.2.- TRANSMISION SEXUAT:

La transmisidén por via sexual es menos importante gque en la
hepatitis B o el SIDA. Sin embargo, se ha descrito transmisiodn
por ésta via. La prevalencia de anticuerpos anti-VHC es mayor
en homosexuales masculinos, parejas sexuales de sujetos
infectados, prostitutas y pacientes que presentan enfermedades
de transmisidén sexual.

La transmisién sexual, también, se ha confirmado en parejas
femeninas de hemofilicos infectados (107). En general, la
seropositividad en la pareja heterosexual estable de pacientes
con VHC oscila entre un 5-23% (6, 20, 53, 89, 108, 109).

La infeccidn en homosexuales masculinos esta entre el 4-9%
(110). Esta cifra se puede disparar hasta el 23% cuando se
asocia homosexualidad con VIH positivo (48).

En pacientes con enfermedades de transmisidn sexual se
demuestra una prevalencia de anti-VHC del 9,7% (117)

La menor prevalencia de anti-VHC en la pareja heterosexual
de pacientes hemofilicos o infectados por transfusidn, con
respecto a los homosexuales, prostitutas o pacientes con

enfermedades de transmisidén sexual, se podria explicar por los
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diferentes habitos en la conducta sexual.

Para demostrar la transmisidén sexual es necesario conocer
el genotipo del VHC que afecta tanto al caso indice como al
familiar o al contacto sexual. Sélo si el tipo de virus C en
ambos casos es el mismo, podria hablarse de transmisidén sexual

o fFamiliar (112).

3.2.3.- TRANSMISION VERTICAI: MADRE A HIJO:

Diversos grupos de investigacidn han estudiado la posible
transmisién del VHC de madre a hijo, existiendo grandes
discrepancias en los resultados obtenidos. Asi, Kuroki y cols.
(113) observan la infeccidn del 40% de los ninos, mientras gque
Reinus y Nagata (112, 114) observan una transmisidén perinatal
inferior al 10%. Los anticuerpos anti-VHC pueden aparecer hasta
doce meses después del nacimiento del nino (115).

Inone y cols. (116) han detectado y secuenciado el VHC-ARN
del suero de una mujer infectada, de su hija y de su nieto.
Comprobaron que los tres tenian secuencia de nucledtidos casi
idénticos en la regidén, core/envuelta, estudiada.

Thaler y cols. (117) también han descrito la transmisidn
vertical de VHC. Estos autores observan una desaparicién de los
anti-VHC presentes tras el nacimiento. El 89% de los recién
nacidos eran portadores del virus (confirmado mediante PCR) sin
embargo, sélco  unos pocos tuvieron alteracidn de @ sus

transaminasas.
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La transmisién vertical del VHC ocurre aproximadamente en
el 5% de los hijos nacidos de madres anti VHC positivo que no
estdn coinfectadas por VIH (12).

En Espafia, la determinacién del ARN del virus en recién
nacido de madres portadoras, confirmé un 41% de ninhos infectados
{Esteban y cols. Conferencia sobre VHC, 29/11/91 C.S. 12 de
Octubre).

Se ha comprobado que los hijos de madre de VIH se infectan
mds por VHC que aquellos nacidos de madre sin VIH (2, 113), esto
se podria explicar por que la afectacidén del sistema inmune de
la madre, causada por el VIH, facilitaria la transmisidén del VHC.

Por lo tanto, podriamos decir gue, en madres que no sean
inmunodeficientes, la transmisidn es muy dificil. La infeccién
se produciria cuando la madre tuviera una viremia importante
(enfermedad activa), sobre todo en el tercer trimestre del
embarazo por mayor circulacién placentaria o por contaminacidn
del corddén umbilical durante el nacimiento. En todos 1los
estudios se comprobdé que este VHC-ARN y los anti~VHC se
detectaban de forma transitoria, desapareciendo, generalmente a

los 6-12 meses.

3.2.4.~ TRANSMISION POR SALIVA Y OTRCOS FLUIDOS CORPORALES:

En 1987 Kurata (118) descubre, en chimpancés la transmisioén
experimental de la hepatitis C a través de la saliva.

En 1990 Dusherko y cols. (119) comunican un caso de

transmisidén del VHC por mordedura humana en un joven australiano
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que posteriormente evolucionéd a la cronicidad.

Takamatsu y Komiyama (120, 121) y Wang y cols. (122)
analizaron la saliva de diferentes pacientes con hepatitis C
crénica postransfusional, encontrando el ARN del virus C aunque
en concentraciones inferiores a la hallada en sangre. No sabemos
todavia si este ARN del VHC encontrado en saliva tiene capacidad
transmisora.

El hallazgo de negatividad de PCR en el liquido peritoneal
de pacientes en didlisis peritoneal con PCR positiva en suero,
indica que el virus, a pesar de estar infectando el higado, es
dificil que alcance la cavidad peritoneal (123).

En 19 sujetos con hepatitis crénica por virus C y positivos
al VHC-ARN en suero, no se detectd ARN viral en muestras de
semen, orina, heces o secreciones vaginales (124). En otros
estudios, aungue se detectd el VHC-ARN en suero, no se encontré
en semen (81, 125).

Mediante técnicas de PCR no se ha demostrado el VHC en la
leche materna de madres infectadas (81) y si se ha encontrado

VHC-ARN en liquido cefalorraquideo (126).

3.2.5.—_TRANSMISICON POR ARTROPODOS:

La semejanza de VHC con los flavivirus transmitidos por
artropodos, podria hacer pensar en 1la inoculacién de la
enfermedad por un vector. Asi algunos autores explicarian la
aparicién, en climas tropicales, de brotes epidémicos de

hepatitis con anti-VHC positivo. Sin embargo, no hay pruebas gue
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confirmen la transmisidén del VHC por artroépodos y seria 1légico
pensar que el anti-VHC positivo encontrado es debido a una
reaccidn cruzada, por similitud entre las proteinas del VHC y los

flavivirus.

3.2.6.~ AFECTACION INTRAFAMILIAR:

Depende mucho de las medidas higiénicas adoptadas. La
mayoria de los autores (20, 102, 127-129) nc encuentran una
incidencia mucho mayor de anti-VHC en los miembros de la familia
gque conviven con el enfermo gue, en la poblacién general, si
exceptuamos a la pareia. La difusién intrafamiliar, aungue
demostrada, es poco importante y oscilaria entre el 2 y el 7%
segun autores (130, 131). Ademas, en una convivencia normal, los
hijos de las personas afectadas tienen poco riesgo de infectarse

o igual riesgo de infeccidn que la poblacidén general (101).
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3.3.- POBLACION DE RIESGO:

3.3.1. POLITRANSFUNDIDOS:

Antes de utilizar la deteccidn de anticuerpos anti virus de
la hepatitis ¢ en donantes de sangre, este virus era el
regponsable de 85-90% de las hepatitis postransfusionales (3-5).
En estudios prospectivos publicados hasta 1988, la incidencia de
hepatitis postransfusionales (HPT) variaba entre el 2 y el 18%
(5, 36, 132). En los paises del 4&drea mediterrdnea esta
incidencia era del 14-18%, mientras que en el resto de Europa era
del 4-8%, Australia 2’1%, Estados Unidos 3-4% (5) vy Canada 972%.
En Espafa, la incidencia publicada de HPT era similar a la
observada en el resto de los paises del drea mediterranea (36,
132). Esta incidencia descendié, précticamente, en todos los
paises al 1,1% tras la exclusién de donantes anti-VHC positivo
con ELISA de primera generacién. La aplicacidén de ELISA de
segunda generacidén ha permitido un nuevo descenso de los HPT
(36). Sin embargo, se han observado infecciones agudas
postransfusionales sin elevacién de GPT, ésto demuestra la
probable existencia de formas subclinicas de infeccidén aguda por
el VHC. Por este motivo la infeccidén postransfusional por VHC
seria mayor de lo estimado hasta ahora.

Segun un estudio multicéntrico realizado por The Transfusion
Transmitted Virus Study (133), la transfusidn de sangre ELISA 1
negativa podria inducir una hepatitis C en el 0,9% de los

pacientes transfundidos, con un riesgo de transmisiodn del 0,03%
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por unidad de sangre transfundida. La aplicacidn sistemdtica de
técnicas de segunda generacidn podria evitar el 64% de hepatitis
C postransfusionales transmitidas a partir de unidades ELISA 1

negativas (22).

3.3.2. PACIENTES CON COAGULOPATIAS:

Principalmente pacientes hemofilicos que necesitan derivados
sanguineos para su tratamiento. Son pacientes crénicos que han
recibido hemoderivados no sometidos a técnicas de inactivacién
virica o cribaje biopateldégico. La positividad anti VHC depende
de la edad y duracidn del tratamiento (6).

Entre un 50% y un 85% de enfermos hemofilicos en tratamiento
son seropositivos (49, 57).

Diferentes autores (2, 69) han descrito un periocdo de
incubacién de 1a hepatitis C particularmente breve en hemofilicos
que recibieran concentrados de factor VIII. El menor tiempo de
seroconversidén, que la hepatitis postransfusional puede reflejar
una dosis mayor de virus transmitidos por estos concentrados. En
este grupo de enfermos es mas frecuente que la hepatitis aguda
evolucione a hepatitis crénica.

Pacientes con leucemia y talasemia, gque necesitan ser
politransfundidos tienen un elevado porcentaje de seropositividad

frente al VHC.

3.3.3.—- ADICTOS A DROGAS PCR VIA PARENTERAI (ADVP):

En la actualidad los pacientes adictos a la droga por via
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parenteral constituyen el mayor grupo de riesgo de padecer
hepatitis C (134, 135).

Maclennan y cols. (134) sobre una poblacién de méas de 36.000
donantes de sangre, encontraron que la adiccidén a las drogas por
via intravenosa (ADVP), es el factor de riesgo predominante de
transmisidén por VHC.

Tanto en Europa como en Estados Unidos, la presencia del
anti-VHC aparece en el 70-92% de los adictos a la droga por via
intravenosa, esta prevalencia estd en relacién con la positividad
al virus de la hepatitis B y al VIH. También es proporcicnal a
la duracién de la drogadiccidén (3, 6, 21, 23).

En Espafia, la prevalencia del anti VHC en drogadictos
parenterales es del 60-90% (110), mientras que la serologia
positiva frente al virus B es del 87% (101). Estas cifras son
similares a las encontradas enh otros paises de nuestro entorno.

Silini y cols. (136) comprueban que el genotipo la del VHC
se detecta significativamente con mas frecuencia en drogadictos
(48%) gque en el resto de los pacientes (22%) infectados, y 1lo
mismo ocurre con el genotipo 3a. Pontisso y cols. (63) también
concluyen gue en los pacientes adictos a drogas por via

intravenosa predomina el genotipo 3a del VHC.

3.3.4.- HEMODIALIZADOS:

Actualmente 1la hepatitis C es 1la causa mds comin de
hepatitis en este grupo de enfermos.

Del 10 al 40% de los pacientes hemodializados presentan
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anti VHC positivo (137, 138).

En Espafa, segin la Asociacién Europea de Didlisis y
Trasplante (91), existe una prevalencia del 30% de pacientes con
anti VHC positivo en las unidades de hemodidlisis. Esta misma
asocliacién confirmé una media europea superior al 19%.

En el Hospital Gregoric Marandén de Madrid, la prevalencia
en la unidad de hemodidlisis, en 1990, fue también del 33% (139).

La positividad es proporcional al tiempc que lleva el
paciente en dialigsis y al mayor nimero de unidades de sangre
recibida (1, 139). Sin embargo, la prevalencia de anticuerpos
anti-VHC en pacientes hemodializados sin antecedente de
transfusién se sitda en torno al 8%-10% (123, 140),
significativamente superior a la encontrada en el resto de 1la
poblacidn.

Albercola y cols. (123) investigaron el ARN viral en el
ultrafiltrado de pacientes en los que la técnica de PCR en suero
habia resultado positiva. En ninguno de los casos se detectd ARN
del virus en el ultrafiltrado, excluyéndose la posibilidad de que
particulas virales pudieran pasar la membrana a través de minimas
soluciones de continuidad. Esto indica que en estos enfermos
existen otros factores, distintos de la transfusion sanguinea vy
relacionados con la didlisis, gque incrementan el riesgo de
adquirir la infeccién por el VHC y dque no son completamente
conocidos, Aungue es presumible que esta infeccidn
intrahospitalaria sea producida por contactoc con material

contaminado con sangre procedente de sujetos portadeores del VHC.
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Por uUltimo, es importante sehalar gque se ha detectado ARN
viral en sujetos con transaminasas normales y sin signos de
hepatopatia en la biopsia, con una mayor frecuencia de este hecho

en pacientes en hemodidlisis (141).

3.3.5.- RECEPTORES DE ORGANOS;

El 6-18% de enfermos con trasplantes renales son
seropositivos (139). Hay que tener en cuenta que son pacientes
con hemodidlisis previas y politransfundidos.

Roth y cols. (142) encuentran pocas posibilidades de
transmitir VHC a través de la donacidn de drganos.

Sin embargo, Pereira y cols. (143) observaron que de 13
donantes donde se detecté el anti-VHC positivo se realizaron
donaciones de 19 rincnes, 6 corazones y 4 higados gque fueron
trasplantados a 29 receptores, 14 de los cuales desarrollaron
hepatitis C.

Wreghilt (144) observo gue de 15 pacientes que recibieron
6rganos de donantes anti-VHC positivo (8 renales, 3 hepaticos y
4 de corazdén), 14 de ellos (93%) adquirieron la infeccidn por
VHC. Antes del trasplante todos eran seronegativos.

Analizando los resultados obtenidos de los 202 primeros
pacientes que recibieron un trasplante hepdtico en la Clinica
Mayc de U.S.A. (145) y que sobrevivieron mas de un ano, se
observd la aparicioén de 32 hepatitis crénicas de las cuales 25
tenian VHC-ARN. Belli, Feray y Chén (31, 146, 147) han descrito

un rapido progreso clinico de la infeccién por VHC tras el
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trasplante hepatico.

Wrepht y cols. (148) han demostrado que la infeccién por VHC
reaparece en casi todes los pacientes que previamente al
trasplante hepdatico eran anti-VHC positivo, demostrédndose la cepa
del VHC detectada en el periodo posterior al trasplante. .

Carrefio y cols. (62) se plantean si 1la presencia de
anticuerpos anti VHC puede llegar a ser una contraindicacién para

el trasplante renal o cualguier otro tipo de trasplante.

3.3.6.— PACTIENTES PORTADORES DEIL VHB:

El Instituto Nacional de la Salud de Estados Unidos (23)
detectdé anticuerpos anti VHC en el 11% de los pacientes con
hepatitis por virus B. De Moura y cols. (24) elevan al 20-30%
la prevalencia del anti VHC positivo en pacientes con hepatitis
B crdnica tanto en fase replicativa como no replicativa.

En Espafa Prat y cols. {(22) describen una prevalencia del
10% de anticuerpos anti-VHC en enfermos con hepatitis B. Los
anticuerpos anti-VHC aparecen positivos en el 35 al 40% de los
pacientes que presentan los anticuerpos anti-HBc positivos (149,
150). Por tanto, los portadores del virus de la hepatitis B
tienen mayor posibilidad de ser seropositivos al VHC que la
poblacidén general. Por otra parte, los pacientes con hepatitis
crénica B que, ademds son anti VHC positivos, presentan més

frecuentemente cirrosis y descompensacién hepatica (23).
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3.3.7.- PACIENTES PORTADORES DEL VIH:

Existe una mayor prevalencia de hepatitis C en poblacién
afectada por el VIH que en poblacién general (25).

Diaz Portillo y cols. (25) sobre un colectivo de 100
reclusos hombres con el VIH y adictos a las drogas por via
parenteral describe una prevalencia del 65% de anti-VHC
positivos.

Garcia Samaniego y cols. (26) estudiaron la prevalencia de
anticuerpos frente al VHC en una poblacidén escogida al azar de
98 sujetos VIH positivos del &drea de Madrid, utilizando una

prueba de ELISA de segunda generaciodn encontraron los siguientes

resultados:
Anti VHC POSITIVO
Drogadictos (n=68) 60 (88%)
Homosexuales (n=30) 9 (30%)

Esta elevada prevalencia de anti VHC en los homosexuales VIH
positivo (30%) contrasta con la prevalencia en poblacién
homosexual en general.

Shou Doug y cols. (20) encontraron gque el 15,8% de los
homosexuales masculinos con VIH positivo presentaban anti-VHC

positivo.
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En pacientes portadores del virus de la inmunodeficiencia
humana, la coinfeccidén con VHC conlleva un curso mds severo de
la enfermedad (71). Ademds, la infeccidén por VIH puede empeorar

la hepatitis C por sus efectos sobre el sistema inmunolégico.

3.3.8.—- PACIENTES ALCOHOLICOS:

En los pacientes alcohdlicos con hepatopatia asociada existe
una mayor prevalencia de anti VHC que en la poblacidén general
(27, 28, 32). Se penso ue era consecuencia de su forma de vida,
perc en un estudio multicéntrico realizado en Estados Unidos (30)
sélo del 5 al 25% habia estado expuesto a factores de riesgo para
la hepatitis C.

En los estudios realizados con ensayos de primera generacioén
se observé una prevalencia de anti VHC en el 20-50% de los
consumidores de alcohol (27, 28). Nishiguchi y cols. (32) con el
empleo de ensayos de segunda o tercera generacion detectaron anti
VHC en el 45% de los pacientes alcohdlicos y unicamente en el 14%
de ellos no se constatd la presencia de ARN-VHC mediante la PCR.
Ademds, la prevalencia del anti-VHC se correlaciona con la
severidad de la lesidn histoldégica que presentan estos pacientes
(27, 28).

El anti VHC aparece en el 20% de los pacientes alcohdlicos
con hipertransaminasemia de la poblacién Jjaponesa (29). En
Espafia, el anti-VHC fue positivo en el 24,3% (30); en Italia la
cifra fue del 33% (31). En general, podemos decir que el anti-VHC

positivo aparece en el 20-45% de los pacientes alcohdélicos con
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afectacidén hepdatica a nivel mundial (5, 29-33).

En 1994, Suarez y cols. (37) sobre una muestra de 42.789%9
donantes de sangre, detectd anticuerpos anti VHC en el 0,87% de
los sujetos. En el 36,5% de los casos no se detectd ningun
factor de riesgo para contraer la viremia, el 17,7% tenian
antecedentes transfusionales, el 13,5% reconocidé haébitos
alcohélicos y el 7% eran ADVP.

Varios estudios (3, 149, 151) han demostrado la presencia
de anticuerpos anti VHC en una elevada proporcién de pacientes
alcohélicos con hepatopatia crénica, particularmente si ésta era
avanzada y del tipo de la cirrosis hepatica. El anti VHC se
detecté en el 38% de los pacientes cirréticos con antecedente de
ingestidén etilica importante (34), para otros autores (24, 35)
esta cifra estaria entre el 46% y el 73%.

En una persona que abuse del alcochol y dque presenta
marcadores del VHC es extremadamente dificil saber cual de los
dos factores es el mas predominante gque causa el danho hepdtico,
e incluso como interaccionan ambos (2). Sin embargo, es
importante sefialar gue unicamente entre el 20% y el 30% de los
alcoh6licos crénices desarrollan una enfermedad hepatica. Esto
nos hace pensar gque deben existir factores favorecedores o
desencadenantes de la enfermedad hepatica en el alcohdlico
crénico.

Los alcohdélicos con hepatitis crénica presentan anomalias
en 1la exploracién fisica (hepatomegalia, esplenomegalia,

estigmas) con mds frecuencia gue los no alcohdlicos, también
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presentaban un mayor aumento de la GGT (921). Existe una
asociacidn significativa entre el grado de lesidn de la hepatitis
crdnica por virus C y la ingesta de alcohol (151).

En pacientes con cirrosis alcohdlica la probabilidad de
desarrollar hepatocarcinoma eg seis veces mayor en pacientes con

antiVHC positivo que en aquellos sin anti-VHC (16)}.

3.3.9.~ HOMOSEXUALES MASCULINOS ¥ PROSTITUTAS:

Los diferentes estudios realizados sobre el VHC en varones
homosexuales y en prostitutas han dado lugar a resultados
dispares.

La proporcioén de sujetos seropositivos para el VHC en este
grupo de poblacién ha sido mucho menor gue la proporcidn de
pacientes seropositivos para el virus de la hepatitis B (VHB) y
de pacientesg seropositivos frente al virus de la
inmunodeficiencia humana (2, 53, 152).

El anti VHC aparece positivo en el 9% de los homosexuales
masculinos (109, 110), pudiendo llegar al 15-30% si se asocia con
VIH positivo (20, 143). En Taiwan, el 7,1% de las prostitutas
presentaban anti VHC positivo (20).

Morales y cols. {(152) evaluaron la presencia de anti VHC en
varones homosexuales sin otro factor de riesgo parenteral.
También se evaludé el anti VIH. El 12% de los homosexuales
resultd anti VHC positivo y, el 19% fueron anti VIH positivos.
No se halld asociacién estadistica entre ambos marcadores

serolégicos. La falta de asociacién entre la presencia de anti
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VHC y los ahos de actividad sexual, el numero de compaferos en
los dltimos meses y la prdactica de relacién anal pasiva podria
sugerir que la mayor prevalencia de anti VHC en este colectivo
se relacionaria con factores distintos a su comportamiento sexual

(152).

3.3.10.~ PERSONAL SANITARIO:

En Espafia la tasa por enfermedad profesional debida a todas
las hepatitis viricas agudas, oscila alrededor de 250/100.000
sanitarios/afo, siende la hepatitis wvirica 1la enfermedad
profesional mds frecuente en el ambito hospitalario (153).

La relacion entre accidente laboral y enfermedad profesional
ulterior ha sido multiplemente documentada. Como el caso de una
enfermera que se habia contaminado con sangre de un enfermo en
hemodidlisis, anti VHC positivo que, posteriormente desarrolld
hepatitis por virus C (154).

De Juanes y cols. (92) han encentrado un 2-3% de personal
sanitario con marcadores positivos frente al VHC.

Villate y cols. (155) obtuvieron una prevalencia del 2% en
personal sanitario y del 0,4% en personal no sanitario.

En el Hospital Nuestra Sefiora de Aranzazu de San Sebastian
(91) se encontrdé una seroprevalencia de anti VHC del 1,8% en
trabajadores de riesgo sin contacto con el enfermo (laboratorio
etc.).

En un estudio similar realizado en un hospital de Inglaterra

(156), se observaron anti VHC en el 0,58% frente al 0,24% del
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grupo control.

La prevalencia del anti VHC en el personal sanitario de las
unidades de hemodidlisis es similar a la prevalencia observada
en la poblacidén general (123, 140, 157-159).

Dentro de los accidentes laborales sufridos por el personal
sanitario, el mayor porcentaje 1lo constituyen aquellos
relacionados con sangre y/o0 derivados (52, 160). El pinchazo
accidental es el mecanismo mds frecuente de inoculacién.

Wormser y cols. (161) describen que la mayoria de las
exposiciones o inoculaciones accidentales con sangre contaminada,
por el VIH o el VHC, se produce en primer lugar en el personal
de enfermeria, seguido de los auxiliares y estudiantes de
medicina. En Espana, Villagrasa y de Juanes (160) registraron los
accidentes laborales relacionados con sangre y/o derivados en un
gran hospital de Madrid y, encontraron que el mayor porcentaje
de accidentes corresponden a las enfermeras/os con un 46,8% de
casos seguidas por las auxiliares de clinica con un 29% , los
médicos con un 22% y los celadores con un 1,5%. El1 80,5% de los
accidentes ocurrieron en el personal femenino. Estudiando el
lugar del accidente se encontré que los servicios médicos de
ingresados con un 37,56% y los quirdéfanos con un 23,9% son los
de mayor accidentabilidad, seguidos por cuidados intensivos y
laboratorios (160).

De 158 trabajadores estudiados por Wormser (161) para el VHC
tras exposicién accidental a sangre contaminada, sélo 2 fueron

posteriormente seropositivos. Esto concuerda con los resultados
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obtenidos por Purcell y Alter (162), gue afirman gque la
transmisidén de la hepatitis C tras el pinchazo accidental con
sangre contaminada es infrecuente. El desarrollo de hepatitis
aguda sdélo se produjo en el 2,73% de los trabajadores gue habian
sufrido un pinchazo accidental con material contaminado de
pacientes con anti VHC positivos. Sin embargo, el 67% de los
sujetos gque tuvieron pinchazos accidentales con sangre
contaminada por virus B desarrollaron este tipo de hepatitis
(163).

La mayoria de los autores estan de acuerdo con Alter y
Purcell en que la seroconversidén tras el pinchazo accidental con
sangre contaminada no seria lo mas frecuente. Ademdas de la
profilaxis pasiva tras exposicidn podria 3jugar un papel
importantisimo. El estudio publicado por el Hospital Nuestra
Sefiora de Aranzazu {157) refleja gque en "ninguno" de los 87
trabajadores que se accidentaron con sangre contaminada de
pacientes con transaminasas elevadas, se detectd transmisidn del
VHC. Los accidentados recibieron profilaxis pasiva tras
exposicién con gammaglobulina inespecifica intramuscular.

Dentro de los trabajadores sanitarios es preciso sefalar que
los dentistas y su personal auxiliar parecen ser un grupo de
riesgo de padecer contaminacién por VHC. Dos recientes trabajos
asi lo confirman. Jocher y cols. (1%6) detectd un 10% de
trabajadores anti VHC positivos vy Klein y cols. (164)
encontraron 8 dentistas anti VHC positivo de los 456 estudiados.

Ademds de los 8 sercopositivos, 4 eran cirujanos orales, lo
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que confirmaria el mayor riesgo de esta especialidad por mayor
exposicidén a la sangre.

CUADRO N& 2

EPIDEMIOLOGIA DE LA HEPATITIS C POR GRUPOS DE RIESGO,
EN ESPANA:
* Estudio Multicéntrico Nacional sobre Hepatitis

Crénica (1989) (91).

~ Transfusidén de sangre ......... eee e 22'9%
—- ADVP ...t et i ittt et veeeen . 2076%
-~ Homosexualidad .....c.eeeveeenanacoennss 171%

~ Otros (se incluyen tatuajes y visitas
al dentista) «v.ieerenenrncennn Ceeeeaa. . 1776%
~ DesSconoCido ...t ittt ceaa 6271%

* CARRENO (19943): (19)

- Transfusiones de sangre ..... e e N 43%
= ADVEP &t i it ettt et e st s e 14%
~ Inyecciones o inoculaciones accidentales 16%
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CUADRO N°¢ 3

EPIDEMIOLOGIA DE _TI.A HEPATITIS C POR GRUPOS DE RIESGO:

Centers for Disease Control (1990) (18).

- Transfusidén de Sangre ..........eee..- .. 6%
= ADVP ...ttt ittt i e e e e e 46%
- Exposicidn sexual ....ocvinecncanan e 10%

- Personal médico y dentistas ..........

»
L]
™
o

~ HemodidlisisS .uveeeecenenecnsns

og

- DesconoCido v ve i iaaaanns

.

S
o
o
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CUADRC N2 4

EPIDEMIOLOGIA

POBTACION DE RIESGO ¥ POSITIVIDAD DETL

ANTI VHC:

ADVP | it ittt it i scereetnesneccnns 50-90%
Hemofilicos .....eevnunnnn e 50-85%
Pacientes con hepatocarcinoma .... 65-75%
Pacientes con VIH (ADVP) ........ 70%
Donantes anti HBC positivo ....... 33-44%
Alcohdélicos con hipertransaminasemia 20-4
HemodializadosS ....cceeeinunensnnnean 10-4

Pacientes con Hepatitis B crénica .. 10-3

Pacientes con VIH (homosexuales) ... 15-3
Receptores de 6rganos .........cec.. 6-18%
Pacientes politransfundidos ........ 2-18%
Varones Homosexuales ......ccoee00aas 8-10%
Prostitutas ........ .t eecacnnn. 7-9%

Personal médico intrahospitalario .. 2-3%

Familiares de enfe€rmoS ...sceeceeeces 1-8%

(3,6,20,21,23)

(21,49,57,165)

(167)
(26)
(149,

5% (5,

3% (6,

150)
27,28,32)

20, 168)

0% (22-24)

0% (20, 26)

(139,

143,144)

(5, 36, 132)

(20,23)

(20,

(92,

23)

155)
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3.4.— HEPATITIS C Y HEPATOCARCINOMA

El carcinoma hepatocelular (CHC) es la neoplasia hepéatica
mas frecuente. Existen datos que sugieren un aumento de 1la
incidencia del CHC en los udltimos ahos. La prevalencia estimada
en Espafia es de 3,8 casos por cien mil en mujeres y de 6,7 por
cilen mil en varones, similar a las del Japdén o Europa
Mediterrdnea (169).

Existe una asociacidn entre el virus de la hepatitis C y el
carcinoma hepatocelular o© hepatocarcinoma. El riesgc de
desarrollar un hepatocarcinoma en sujetos con hepatitis C crénica
es del 7,3% (170). Para algunos autores, el hepatocarcinoma es
la primera causa de muerte en estos pacientes (130), y se estima
gue mas de la mitad de todos los casos de carcinoma hepatocelular
estdn relacionados con infeccidén por virus C (94).

Los pacientes con hepatitis crénica activa producida por el
virus C evolucionan a cirrosis y posteriormente a hepatocarcinoma
en el transcurso de 5 a 25 ahos (16, 130). Otras veces (3%)
puede evolucionar directamente a hepatocarcinoma sin presentar
previamente una cirrosis (171). Se desconoce cuales son los
mecanismos patogénicos intimos que determinan la aparicidn de
tumor en estos pacientes, es posible que la regeneracidn
hepatocelular continuada, como mecanismo reparador fisioldégico
de 1a necroslis hepatocelular, ocasionada por muchos arfios de
infeccién croénica virica, degenere en alteraciones

carcinogéneticas del genoma de los hepatocitos (15).
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Al carecer de actividad transcriptasa inversa parece
improbable 1la integracién wviral en el genoma celular.
Probablemente el virus actuaria de forma indirecta sobre el
crecimiento o diferenciacidén celular a través de la activacién
de oncogenes o de factores de crecimiento (16).

El anti VHC se detectd en Italia en el 65% de los pacientes
con hepatocarcinoma, en Espafa en el 75%, en Francia en el 58,2%
y en Japon en el 76,2% (2). En Japdén, la prevalencia de CHC
aumentd espectacularmente en los ultimos 10 afios, esto puede ser
debido a las vacunaciones masivas de nifos hace tres décadas,
utilizando material presuntamente contaminado de sangre de
donantes profesionales (172).

La baja prevalencia encontrada en China (12,6-33,3%) se
podria atribuilr a que es una zona endémica para el virus B y por
tanto, hay gran cantidad de hepatocarcinomas producidos por ese
virus (16).

En general podemos decir que el anticuerpo contra el VHC
aparece en el 70% de los pacientes con cancer primitive de
higado.

El 50% de prevalencia de anti VHC en enfermos con carcinoma
hepatocelular y positividad del HBs Ag indicaria el origen de la
neoplasia a partir de una accidén oncogénica combinada de ambos
virus (14, 15, 149). Un estudio japconés (17) demostrdé un riesgo
mucho mayor de evolucidn desde la hepatitis crénica a la cirrosis
y al CHC cuando existia doble infeccidén por VHB y VHC.

La prevalencia de anti VHC en pacientes afectos de cirrosis
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alcohdlica Yy carcinoma hepatocelular (75-76%) resulta
significativamente mayor gue la observada en la cirrosis

alcohdélica sin neoplasia (38,7%); por tanto, es posible que el
VHC sea un factor clave determinante del desarrollo de cancer
celular hepatico en pacientes con cirrosis alcohdlica (149, 173).

Esteban y Castells en 1993 (169) estudiaron 140 casos de
carcinoma hepatocelular. El 92% de los CHC se presentaron sobre
un higado cirrético. La cirrosis alcohdlica fue el factor
etiolégico mds frecuente y se demostro en el 66% de los
pacientes. El HBs Ag fue positivo en el 875% de los casos y el
anti VHC lo fue en el 78% mediante ELISA 2. La elevacidn
analitica mas frecuente fue la GGT (87%). La determinacidén de
la AFP fue superior al limite normal (20mg/dl) en el 73% de los
pacientes y superior a 500 mg/dl en el 37% de los casos.

Se han descrito casos de Porfiria Cutdnea Tarda (PCT)
complicados con hepatoma y anticuerpos anti VHC. Dado que la
alteracidén hepatica de la PCT viene definida en su patocronia por
la evolucién a hepatocarcinoma, tendriamos que considerar si a
los factores de riesgoc conocidos en la PCT (cirrosis, edad
superior a 50 anos Yy sexo masculino) para desarrollar esta

neoplasia, tal vez haya que afadir el VHC en el futuro (174).
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CUADRO N=® b

PREVA Cla DEL TI-VHC:

Pacientes con hepatitis crénica o cirrosis

e historia de transfusiones sanguineas . . 62% (110)
Pacientes con hepatocarcinoma. . . . 65-75% (3,166)
Pacientes cirréticos-alcohdlicos. . 55%-73% (3,35,149)
Pacientes con cirrosis alcohélica y

hepatocarcinoma . . . . . . . . . . . 76% (149)

Asociacioén de hepatocarcinoma y HBsAg. 50% (149)
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3.5.-HEPATITIS C Y ENFERMEDADES AUTOINMUNES:

Varias son las enfermedades de posible etiologia autoinmune
con las gue se ha relacionado el virus de la hepatitis C. Se ha
comunicado una alta prevalencia de anticuerpos anti VHC positivos
en pacientes con Hepatitis Crénica autoinmune (HCA). Esteban y
cols. (110) los encuentra en el 44% de los pacientes.

Lenzi (175) refiere una positividad del 44% en la tipo I vy
de un 86% en la de tipo II. En general se acepta que del 2-64%
de las hepatitis crénicas autoinmunes presentan anti VHC (89,
47). Sin embargo, Suarez (14) indica que el suero de pacientes
con HCAI podria contener un componente responsable de un
resultado falsamente positivo para el anti VHC. En la cirrosis
biliar primaria, también de patogenia autoinmune, se podria
producir un fenémeno similar (167).

El Sindrome de Sjo6gren también se ha relacionado con el VHC,
asi, Haddad (176) observa que la presencia de cambios
histolégicos caracteristicos de Sindrome de Sijdgren fue
significativamente mas frecuente en pacientes con infeccién por
VHC (57%) en comparacién con los controles (5%). Hay muchas
formas por las que la infeccidén VHC puede producir sialoadenitis,
se ha comunicado la presencia de anticuerpo antimisculo liso o
antimicrosomales higado-rinén durante la infeccidén por VHC.
También pueden detectarse anticuerpos frente a epitopos derivados
del huésped incluso en dérganos no afectados por el VHC si

contienen un epitopo diana (176).
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Hibbs vy c¢ols. (177) han demostrado 1la asociacidn entre
anemia apldsica y diversas enfermedades viricas.

En pacientes con crioglobulinemia mixta, se observa
positividad de anticuerpos anti VHC en alrededor del 80% de los
pacientes. Estos resultados hay que matizarlos pues sabemos que
las crioglobulinemias plantean dificultades para cualquier tipo
de prueba seroldgica por la gran cantidad de inmunocomplejos
circulantes que se producen en la enfermedad (178).

Aguello y cols. {(179) han publicado que la infeccién por VHC
se asocia a crioglobulinemia tipo II. Apareciendo en el 84% del
ARN~VHC en suero. Mazzaro y cols. (180) al genotipar el VHC de
pacientes con c¢rioglobulinemia, comprobaron que la mayoria
estaban infectados por el VHC tipo 1b.

Zigueto y cols. (181) observaron que el 72% de los pacientes
con crioglobulinemia, presentan ARN del VHC en suero. Varios
pacientes desarrollaron un linfoma no-Hodgkin y en todos ellos
se detectd VHC-ARN en suero. Estos autores concluyen que el VHC
puede jugar un papel importante en la patogénesis de linfomas no
hodgkinianos (181).

Por otra parte, el 7,8% de los pacientes con miastenia
gravis tienen anticuerpos frente VHC (101).

Se ha descrito la aparicién de reacciones urticariformes
(182) y eritema multiforme (183) coincidiendo con 1la
seroconversion al VHC. Y de eritema nodoso asociado a
trombocitopenia (184).

También se ha comunicado asociacidén entre infeccidn por VHC
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y ciertas glomerulonefritis membrano proliferativas (129).
Pawlotsky y cols. (101) encuentran sobre una muestra de
pacientes con hepatitis crénica por VHC, crioglobulinemia en el
36% de los pacientes, factor reumatoide en el 71% y anticuerpos
no organo especificos en el 41%, junto con anormalidades en las
gldndulas salivares, en el 47%. No existieron diferencias entre
los serotipos del virus C con respecto a la mayor © menor

frecuencia de las alteraciones.

CUADRO N®° 6

VIRUS C ¥ ENFERMEDADES AUTOINMUNES:

1.~ Hepatitis autoinmune y cirrosis biliar primaria.
2.~ Sindrome de Sjdgren.

3.~ Anemia apléasica.

4.~ Crioglobulinemia mixta.

5.— Glomerulonefritis membrano proliferativa.

6.—- Porfiria cutdnea tarda.

7.- Miastenia Gravis.

8.~ Eritema nodoso y urticariforme.

L=
|

Tiroiditis, vasculitis ...

10.~ Linfomas no Hodgkinianos.

56



4 .— HISTORIA NATURAY. DE LA

ENFERMEDAD



HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD

La hepatitis C es mds frecuente a partir de la tercera
década de la vida, incrementandose hasta los 40 anos. Es algo
més frecuente en el sexo masculino. En Espafia, el 66,5% son
varones (91).

La hepatitis C tiene un periodo de incubacidén amplio, de 2
a 26 semanas, aungue generalmente aparece entre la 52 y la 12¢
semana posterior a la inoculacién. Al principio de la enfermedad
existe un periodo ventana en el gque no se detectan anticuerpos
y que puede durar varios meses (17, 168).

Alrededor del 70-90% son asintomdticas (6, 11}. Un 1%
aparecen como hepatitis fulminantes (frecuentemente asociadas a
hepatitis B (185), y un 10-30% son formas sintomaticas con una
clinica similar al resto de las hepatitis viricas agudas (168).
las cifras de transaminasas (GPT) suelen ser moderadas, con
valores medios de 600+550 u.i. (17), con un patrén episédico y
fluctuante, con periodos de elevacién que se intercalan con otros
de cifras casi normales. Sélo el 10% de los casos diagnosticados
presentan ictericia (168).

Previo a un periodo preclinico que dura unos dias. El
paciente se encuentra cansado, inapetente, con intolerancia a la
grasa, pérdida de su capacidad olfatoria. Puede existir nauseas,
vémitos y dolor en hipocondrio derecho con sensacién de
distensidén abdominal (91). A veces aparece fiebre de hasta 39:C
que dura unos dias (102). Posteriormente aparece un aumento de

coloracién en la orina y una cierta decoloracién de las heces.

58



HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD

Si aparece ictericia se acomparna de la mejoria o desaparicidén del
resto de los sintomas, sin embargo, persisten la astenia y 1la
anorexia, por este motivo suele existir pérdida de peso (17).
La exploracidén fisica muestra hepatomegalia moderada, blanda y
ligeramente sensible en la mayoria de los pacientes. Aparece
esplenomegalia en el 10-25% de los casos.

Alrededor del 60-90% de las hepatitis C agudas evolucionan
a la cronicidad y casi siempre de forma asintomdatica o con escasa
expresividad clinica (12, 13). Esta evolucidén ocurre en un
periodo entre 5 y 30 ahos (13, 924).

El 20% de las hepatitis crdénicas por virus C evolucionan a
la cirrosis hepatica (13-15) y un alto porcentaje (20%) de los
cirrdticos a hepatocarcinoma. También pueden evolucionar
directamente a hepatocarcinoma (12).

En el resto de los pacientes la enfermedad se mantiene
aparentemente estable. La prediccidén del futuro de estos

pacientes a medio o a largo plazo es sumamente dificil de

establecer.
Takahsahi y cols. (186) observaron a 100 pacientes con
hepatitis crénica C durante 5 afos. Sélo 4 pacientes

normalizaron su funcién hepdtica durante al menos tres anos.

En los pacientes con cirrosis es comin encontrar estigmas
cutdneos de hepatopatia crénica (eritema palmar, aranas
vasculares), hepatomegalia asi como un bazo aumentado
moderadamente de tamafio (187). Hay alteraciones analiticas como

la disminucién de la tasa de protrombina, la leucopenia y 1la
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trombopenia. La inversion del cociente GOT/GPT es comin en los
pacientes con cirrosis.

El examen ecografico del abdomen también puede proporcionar
datos sugestivos de cirrosis, como el hallazgo de una
ecoestructura alterada, de un contorno hepdtico irregular de una
vena porta de calibre aumentado o de un crecimiento del 1lébulo
izguierdo o del ldébulo caudado (187). El diagnéstico de certeza
se realizard mediante biopsia (188).

En general, el prondéstico inmediato se establece en relacién
a la posibilidad o no de desarrollar una forma de insuficiencia
hepatica agquda. Por ello son elementos gue deben ser
considerados, entre otros, la presencia de signos precoces de
encefalopatia, el descenso de la glucemia y los valores
inferiores al 75% del indice de Quick (188, 189).

Se piensa que la cronificacién seria el resultado de una
respuesta inmune insuficiente para eliminar el virus. L o s
anticuerpos que se producen frente a la envuelta viral (anti El1
y anti E2/NS1) no son neutralizantes y no protegen frente a la
reinfeccién (66). Se ha mencionado la existencia de wuna
alteracidén de la funcién monocitaria caracterizada por una
actividad fagocitaria disminuida (190).

También se ha demostrado, in vitro, una disminucién de 1la
produccién de interferon por las células mononucleares
periféricas de los enfermos con hepatitis C (190}).

lLa capacidad mutante del virus C es bien conocida, la gran

variabilidad gendmica podria estar implicada en el
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establecimiento de la infeccidén crénica. Ademdas, existen

reservorios del virus, tanto en 6rganos como en sangre periférica

que perpetuara la viremia y la lesidén hepdtica.
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DIAGNOSTICO

5.1.— MARCADORES INDIRECTOS DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C:

5.1.1.- AUMENTO DE GPT Y/0O PRESENCTIA DE ANTI HBc.

Diferentes estudios (57, 191), realizados antes de 1987,
demostraron la asociacidén entre la elevacidén de GPT y/0 anti HBc
en donantes de sangre con el desarrollo de hepatitis noA noB en
el receptor. Recomenddndose a partir de esta fecha 1la
realizacidn de estos andlisis, que pasaron a llamarse "marcadores
indirectos de la hepatitis postransfusional™. Con ellos se
pensaba reducir entre un 30% y un 50% la incidencia de estas
hepatitis.

Con la identificacién del VHC y el desarrollo del ELISA para
detectar anticuerpos frente al virus, se demostrd que la medida
era acertada, ya gque cuandc ambos estan presentes el anti VHC es
positivo en el 55% de los casos (9).

En los pacientes que desarrollan hepatitis crénica, 1los
niveles séricos de transaminasas muestran un curso fluctuante a
lo largo de los anos. Los niveles de transaminasas se encuentran
discretamente elevados con una media de 112 u.i./i. y sélo
ocasionalmente exceden de 200 u.i./1. (192). Los valores de GPT
son superiores a los de GOT, lo contrario puede ocurrir en caso
de desarrollar cirrosis o cancer primitivo de higado.

No se observa relacién entre el patrdén del VHC-ARN y el
perfil de las transaminasas. La replicacién del VHC no siempre
se asocia a dafio hepdtico importante, presuntamente como

resultado de la escasa capacidad citopdtica de este virus, o por
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la existencia de replicacidén viral extrahepatica (192).

En el 50-60% de los casos de infeccién aguda por VHC,

probada por PCR, no se detectd elevacidén de GPT (36, 37).
El patrén de hipertransaminasemia moderada y fluctuante a 1lo
largo de varios afios y en ausencia de un patrén de alcohol-
dependencia, es casi con seguridad diagnéstico de infeccién por
VHC (2).

Sin embargo, a veces, la actividad fluctuante de 1las
transaminasas no se correlaciona con el grado de lesién hepdtica
existente y ofrece poca informacidén respectc al prondstico o
gravedad de 1la hepatitis (188, 193),. Por ejemplo, en una
hepatitis aguda, una disminucién rapida de los niveles de
transaminasas se puede deber a una destruccién masiva de
hepatocitos. Asimismo, los niveles de estas enzimas pueden ser
normales en pacientes con cirrosis inactiva establecida.

Pacientes en didlisis pueden presentar niveles ficticiamente
disminuidos de transaminasas, incluso en presencia de hepatitis
(193). El motivo de este fendmeno se desconoce, pero puede
implicar la presencia en el suero de estos pacientes de una
sustancia que inhiba a la GPT.

Echevarria y cols. (194) publican en 1993 un trabajo sobre
prevalencia de HBsAg, anti HBc y anti VHC en una poblacidén de
prostitutas no drogodependiente. Estos autores encuentran una
prevalencia del HBsAg del 5,2% y del anti HBc del 35%. Sin
embargo, la prevalencia del anti VHC fue del 0%. Debido a la

poca contagiosidad del virus C por via sexual.
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La eliminacién de hemoderivados con un aumento de
transaminasas y/o de marcadores de hepatitis B en donantes, sdélo
reducen las hepatitis postransfusionales entre un 10-40% (195).
En nuestro medio la positividad aislada del anti-HBc es
infrecuente; se detecta sélo en el 6,3% de los casos, 1lo que
demostraria una escasa utilidad como marcador indirecto de
hepatopatia crénica por virus €, al contrario que en otros paises
(196).

Por dltimo sefialar gque la asociacién del VHC en individuos
anti HBc positivos puede constituir un signo de mal prondstico,
dado que este fendmeno se observa habitualmente en individuos con

carcinoma hepatocelular (149, 166).

5.1.2.- PRESENCIA DE AUTOANTICUERPOS.

Se ha demostrado la presencia de autoanticuerpos del tipo
anti LKM y anti GOR en el suero de sujetos anti VHC positivo.
Estos anticuerpos pueden estar dirigidos a diferentes componentes
de la célula hepatica, por lo tanto, seria posible que en algunos
casos, una vez eliminado el virus, se perpetue la enfermedad por
falta de reconocimiento de proteinas propias inducidas por el
virus (87, 197).

Los anticuerpos anti-microsomales del rifnén e higado (Anti-
LKM) fueron descritos en 1973 por Rizzetto y cols., utilizando
suero de pacientes con hepatopatia croénica comprobaron que
existia un autoanticuerpo gue reaccionaba frente a antigenos

microsomales del citoplasma de hepatocitos y del epitelio del
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tibulo proximal renal denominandolo anti-LKM. Se ha demostrado
que existen por lo menos tres tipos de anti-LKM:

A) Anti-1KM 1. Estos autoanticuerpos reaccionan con el citocromo
P450-11ID6 que participa en el metabolismo de medicamentos (beta-
blogqueantes, antiarritmicos... Los anti-LKM-1 se asocian a la
HCA-IA tipo 2 y a la hepatitis crénica ¢ (87, 197).

B) anti-LKM 2. Reconocen un citocromo distinto: el P450-IIC9.
No se detectan en la HCA-IA.

C) Anti-LKM 3. Reconocen otra diana antigénica atn no
identificada. No se asocian a la HCA-IA y si se detectan en el
10% de las hepatitis crénicas por virus delta.

Los anticuerpos Anti-GOR: fueron descritos por Mishiro, en
1990. Este autor aislé en el plasma de un chimpancé infectado con
hepatitis NANB, un cADN clonado denominado GOR 47-1. Este cADN
da lugar a un epitopo con una secuencia de aminocacidos
caracteristica al gue denominé GOR epitopo (198).
Posteriormente Mishiro desarrcllé un ELISA para detectar
anticuerpos frente a este epitopo (anti GOR) usando péptidos
sintéticos deducidos a partir del cADN obtenido (198). El1 81%
de los pacientes con hepatitis NANB crénica presentaban anti GOR
positivo en el ELISA. También lo presentaban el 65% de los
pacientes con cirrosis y el 40% de los pacientes con carcinoma
hepatocelular por hepatitis NANB (198).

El anti GOR aparece en suero antes que el anti VHC C-100-3.
Esto contribuye a disminuir el periodo wventana desde la

inoculacién del virus a la aparicién de anticuerpos.
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Se ha comprobado que el titulo de anti-GOR apenas varia en
relacién con el tratamiento de la hepatitis crdénica por el virus
C, sugiriendo ésto gue los anti-GOR no deben tener un papel
patogénico. Ademds se ha observado gque la frecuencia de
deteccidén del anti-GOR varia en relacién con la presencia o
ausencia de anti-LKM-1 y anti-VCH respectivamente. Asi losg anti-
GOR se detectan en el 78% de los enfermos que resultan
simultdneamente positivos a anti-LKM-1 y anti VHC (199).

Recientemente Artini y cols. (200) estudiaron la posible
utilidad de la determinacidén de una glicoproteina sérica de 90K
como factor predictivo de respuesta al tratamiento. La elevacidn
de 1la cifra de proteina 90 K se relaciona, de forma
significativa, con la falta de respuesta al tratamiento y con la
severidad de la lesién histoldégica. Pero realmente su
determinacidén no parece anadir mas informacidén que la aportada
por otros pardmetros mds sencillo de determinar, por ejemplo, la
GGT que se relaciona de forma significativa con la proteina 90

K (200).

68



DIAGNOSTICO

5.2.—~ DETECCION DE ANTICUERPOS IgG SERICOS FRENTE AL VIRUS
DE LA HEPATITIS C:

No se han comercializado pruebas para detectar el antigeno
virico. Por ello el diAgnostico actual de hepatitis C se basa,
fundamentalmente, en la presencia de anticuerpos anti VHC en
sangre periférica, que aparecen entre los 15 dias y los ocho
meses de iniciarse la enfermedad con una media de uno a dos meses
(17, 201).

El intervalo medio de seroconversioén medido desde la fecha
de la transfusién es de 21,9 semanas y de 15 semanas si se mide
desde el comienzo de la hepatitis (202). En ocasiones la
serconversidén no ha ocurrido hasta unos afios después de la
transfusién (57, 202).

La determinacién del anti VHC es poco util en el diagndstico
etidlogico de la hepatitis aguda, al inicio de la enfermedad,
pues los anticuerpos se hacen detectables semanas después de
aparecer la enfermedad (102).

En los pacientes con hepatitis aguda los anticuerpos anti
VHC desaparecen, si bien dicha desaparicién puede ser tardia
hasta nueve anos después del episodio agudo en algunos pacientes
{179). Cabe pensar que, al igual que ocurre en la hepatitis B,
los anticuerpos que se desarrollan frente a la envuelta del virus
C, puedan ser neutralizantes. Sin embargo, se ha demostrado que
pacientes con infeccién crénica por VHC tienen anticuerpos frente
a las proteinas de la envuelta viral E1 y E2, sin existir

neutralizacién (66).
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El VHC se encuentra en sangre en concentraciones pequehias,
por este motivo la identificacién del virus o del compleijo

antigeno-anticuerpo fue muy dificil de reproducir.

5.2.1.- ELISA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI VHC:

En 1988 Choo empezdé a utilizar la determinacidn de los anti
VHC, mediante la prueba de inmunoabsorbencia enzimdtica "Ortho-
VHC": (ELISA; Ortho Diagnostics). Este ELISA de primera
generacién era un andlisis indirecto que empleaba el péptido de
antigeno recombinante del VHC (C-100-3) codificado en la regidn
NS4 y parte de la NS3 (203). Las regiones NS3, NS4 contienen los
genes de proteinas que son muy homélogas para los virus del grupo
I v IT de la hepatitis C (60). Los anti VHC séricos se fijan al
antigeno del VHC en fase sélida, luego se identifica mediante un
complejo anticuerpo-enzima, que consta de anticuerpo monoclonal
murino frente a IgG humana y la enzima, conjugados con peroxidasa
de rabano picante (149).

Inconvenientes:

A) Esta prueba tenia un 50% de falsos positivos y un 30%
de falsos negativos (270).

B) Periodo ventana largo (aparicién del anti VHC entre dos
y seis meses de la infeccién) por lo gque no sirve para detectar
la fase aguda, pudiendo los individuos expuestos al virus
contagiar antes de su deteccidén (202).

C) 2Ademds el anti VHC detectado por ELISA se pilerde

aproximadamente al afnio (168) no pudiendo precisar si la pérdida
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se asocia a curacidén o a la ausencia de replicacién viral.

Los falsos positivos se producen por similitud de 1la
proteina C-100-3 con otras proteinas del cuerpc humano (165).
También se producen falsos positivos en presencia de
concentraciones elevadas de globulinas séricas (88), como en la
hepatitis crénica autoinmune, en la cirrosis biliar primaria y
en paraproteinemias (204), también hay falsos positivos por
reaccién cruzada a flavivirus (205).

Los falsos negativos son debidos a concentraciones bajas de
anticuerpos en suero y al periodo ventana al principio de 1la
enfermedad donde no se detecta anticuerpos anti VHC.

Posteriormente se comercializaron otros ensayos inmuno-
enzimdticos mds sensibles y especificos. Entre ellos el
Abbott VHC de Segunda Generacién que fue desarrollado para
detectar anticuerpos contra proteinas estructurales y no
estructurales del VHC.

En el ELISA de seqgunda generacidén de Ortho Diagnostics se
incorporan dos nuevos antigenos, el C22~3, codificado por 1la
regién estructural C, de la gue también dependen las proteinas
de la nucleocapside, v el antigeno C33C, codificado por la regidn
NS3. Los antigenos (C33-C y Cl00-3 se han reunido en uno sélo,
el C200. ILa incorporacioén de estas moléculas aumenta la
capacidad de estas técnicas para detectar anticuerpos contra el
VHC, puesto gue algunas personas no presentan anticuerpos anti-
C100 pero si anti C22-3 y el C33C. Los anticuerpos contra estos

dos antigenos aparecen mas precozmente en el curso de la
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infeccidén, por lo que la utilizacién de tests de segunda
generacién hace posible adelantar en varias semanas el
diagnéstico de la infeccidén por VHC en pacientes con hepatitis
aguda (15).

Un resultado negativo del test no excluye la posibilidad de
exposicidén o de infeccién por el VHC, pues los Ac circulantes
aparecen varias semanas despues de la exposicidén al agente.

Los tests de segunda generacidén son capaces de diagnosticar
en 14-40% mds de casos de hepatitis postransfusionales gue los
de primera generacidén (57).

En pacientes con enfermedad hepatica crénica facilmente
identificable por la elevacidn persistente de las transaminasas,
las pruebas de ELISA son intensamente positivas en la gran
mayoria de los casos e indican infeccidén por el VHC (187).

En hepatitis crénica, el ELISA de segunda generacién
(Abbott) tiene una sensibilidad del 94-100% y una especificidad
del 99,3-99,7% (116, 270).

Importantes excepciones a esta norma son algunos pacientes
con hepatitis crénica autoinmune muy rara en nuestro medio o con
cirrosis hepatica y valores muy elevados de gammaglobulina gue
pueden presentar anti VHC falsamente positivos (15, 271).

Los tests de segunda generacidén tienen mayor sensibilidad
y especificidad que el ELISA de primera generacién. Esto ha
permitido relacionar etiolégicamente al VHC con un mayor namerc
de casos de hepatitis aguda, de hepatitis crénica y de cirrosis

hepdtica, reducir el riesgo de hepatitis postransfusional, y
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detectar los falsos positivos en poblaciones de bajo riesgo
(206).

Ademds las pruebas de segunda generacidén son mds utiles en
el diagndstico de hepatitis C aguda, ya gque la seroconversiodn
frente a antigenos estructurales ocurre antes en el tiempo,
cuando alin no se ha desarrollado anticuerpos frente al antigeno
Cl00~-3.

Un estudio multicéntrico realizado por The Transfusion
Transmitted Virus Study (22} demostré gque 1la aplicacién
sistemdtica de técnicas de sequnda generacién podria evitar el
64% de las hepatitis C postransfusicnales transmitidas a partir
de unidades ELISA primera generacidn negativas (22).

El Instituto Pasteur de Paris ha comercializado otro ELISA
de segunda generacidén (MONOLISA anti VHC) que, incluye proteinas
recombinantes derivadas de la regidn estructural y nc estructural
del gencoma virico (76). El Monolisa anti VHC usa una proteina
recombinante derivada de la regidn de la cdpside (NC450). También
usa la proteina recombinante 409-1-1, derivada de la regidn no
estructural NS3. Produciendo mayor sensibilidad y especifidad al
test. Es importante observar gque esta regidén estd altamente
conservada en el VHC y es significativamente diferente a su
equivalente en el flavivirus. Por lo tanto, es de suponer, que
con este ELISA desaparecerian los falsos positivos relacionados
con reacciones cruzadas a flavivirus (75).

En la actualidad todos los métodos disponibles incorporan

epitopos codificados por las regiones NS4 y Core; muchos
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incorporan epitopos de NS3 y algunos presentan también epitopos
de NS5. En general, los métodos que incluyen esta Ultima regidn
tienden a denominarse como métodos de "tercera generacién". No
obstante, este concepto es ambiguo, ya que a veces, se aplica a
los métodos que utilizan mezclas de antigenos recombinantes vy
péptidos sintéticos (207).

Recientemente Abbott ha comercializado un ELISA anti VHC
denominado 3.0, seria un ELISA de tercera generacidén que lleva
un nuevo antigeno, el HC43, que combina Core y NS3 permitiendo
mantener la sensibilidad del core equivalente al de segunda
generacidén. Ademds, incorpora el NS5 y abarcariamos las zonas
C+NS3+NS5. Segun el laboratorio, la sensibilidad que se alcanza
con este sistema es del 99% en pacientes con hepatitis C aguda
y del 100% en pacientes con hepatitis C crénica. La
especificidad seria del 99,6% (208).

El examén prospectivo de receptores de sangre en el Hospital
Clinico y Provincial de Barcelona en 1993, gue habian sido
transfundidos de donantes examinados con un test de ELISA de
tercera generacioén para la deteccidén de anti VHC, no consiguid

detectar ningun caso de hepatitis postransfusional C (12).

5.2.2.- INMUNOBLOT PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI
VHC:
Algunos laboratorios han comercializado otras pruebas
diagnésticas (Recombinant Inmunoblot Assay) basadas en la

deteccién de anticuerpos frente a los antigenos del VHC, C100-3
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y C5-1-1 recombinantes que se inmovilizan sobre tiras de papel
en forma de bandas individualizadas para cada antigeno, lo gue
facilita la identificacién de anticuerpos contra cada antigeno
de forma especifica. A esta prueba se la denominé RIBA I.

IL.as muestras reactivas frente a los dos antigenos virales
se consideran positivas, indeterminadas las que reaccionan con
sélo uno y negativas las que no reaccionan con ninguno.

Esta prueba confirma del 70-79,5% de los ELISA positivos
(209, 210).

Posteriormente se ha desarrollado un test de RIBA de segunda
generacidn (RIBA II) gue incluye otros dos antigenos
recombinantes ademds de 1los incluidos en el de primera
generacion, Estos antigenos corresponden a la regidén no
estructural NS2 (C33c) y a la regidén del core (C22) del virus.
Los sueros que reaccionan con dos o mds antigenos se consideran
positivos, indeterminados los que reaccionan con uno y negativos
los que no lo hacen con ninguno de los cuatro antigenos viricos.
Este ensayo ha permitido confirmar el significado infeccioso de
los test con resultado indeterminado en el RIBA de primera
generacién, al encontrar gque la mayoria de estos resultan
positivos con el RIBA II (211). El RIBA II alcanza una
sensibilidad del 90,4% y una especificidad del 95% (37).

Estas técnicas de inmunoblot RIBA I de dos antigenos y RIBA
IT de cuatro antigenos constituyen pruebas suplementarias aungue
no auténticamente confirmatorias de infeccidn virica (15).

Recientemente se ha comercializado otro test suplementario
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denominado MATRIX (Abbott Laboratorios), de idéntico fundamento
al anterior. Permite reconocer anticuerpos dirigidos contra 4
antigenos recombinantes, uno del core y otro de NS3, expresados
en E. Coli y dos de NS4 uno obtenido de levadura (C-100-3) y otro
en E. Coli, igualmente fijados en una fase sdlida de

nitrocelulosa. La lectura de la reaccidén es visual en el RIBA,
mientras que en el MATRIX se efectiia automdticamente mediante un
analizador ofreciendo evidentes ventajas de fiabilidad vy rapidez.

Se han realizado estudios comparativos entre MATRIX y RIBA,
llegando a la conclusidén de gque ambos procedimientos paseen la
misma sensibilidad como pruebas suplementarias para la deteccidn
de anticuerpos anti VHC (212).

Al principio de la infeccidn, los enfermos pasan por un
periocdo, durante la seroconversién, donde se evidencia una
respuesta de anticuerpos a solamente algun antigeno del VHC.
Ademds, los anticuerpos frente a la proteina core, a menudo,
persisten en persocnas infectadas, cuyos titulos de anticuerpos
frente a los antigenos NS3 y NS4 disminuyeron. Cuando se
compararon los resultados de ensayos de anti VHC en inmunoblot
con ensayos de PCR, se demostro que existia alta probabilidad de
encontrar el genoma virico en muestras positivas para el
Inmunoblot (213, 214).

Es importante sefialar que los resultados negativos obtenidos
mediante inmunoblot en personas expuestas anteriormente al VHC
pueden deberse a niveles de anticuerpos por debajo del limite de

determinacién de este ensayo (215).
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Se ha observado disparidad de resultados entre las pruebas
ELISA de segunda generacién y RIBA de cuatro proteinas en la
deteccién de infeccidn aguda postransfusional por VHC. Existen
casos de ELISAS positivos y RIBA-4 negativo donde se ha
confirmado viremia mediante PCR. Esto podria significar que la
sensibilidad del RIBA-~4 en casos de baja concentracién de
anticuerpos es menor gque el ELISA, resultando por tanto, un
método poco fiable en la confirmacién de infeccidén aguda por VHC
(36).

Existe otra prueba suplementaria al ELISA de segunda
generacién (216) comercializada por el Instituto Pasteur vy
denominada DECISAN HCV gue es un Inmuncocblot que utiliza las
proteinas recombinantes usadas en MONOLISA, es decir, la NC450
y la 409-1-1 junto con dos péptidos sintéticos, uno de la cédpside
y otro de la regidén NS4.

Los métodos '"confirmatorios®™ RIBA II vy DECISCAN HCV
confirmarian del 61 al 69,5% de los resultados obtenidos por un
ELISA de segunda generacién (MONOLISA), lo gue confiere a estas
pruebas una gran especificidad y sensibilidad (76, 273, 274).

En el futuro, en el diagndstico de la hepatitis C, puede ser
necesario emplear un “coctel'" de péptidos sintéticos que
representen diferentes regiones antigénicas, con ello se consigue
una mayor respuesta inmune. Se han realizado estudios sobre
tipaje seroldégico de la infeccidén por VHC, utilizando péptidos
sintéticos derivados de las regiones core, NS3, NS4 y NS5 del

genoma viral (213, 217). Los péptidos del core distinguen entre
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los dos tipos mayoritarios de infecciones virales (VHC tipo 1 y
2) (218); los péptidos de la regidn NS4 permiten distinguir tres
tipos de VHC ( tipos 1, 2 y 3) (219). Los péptidos de la regiodn
NS5, discriminan entre dos subtipos (la y 1b) dentro del tipo
mayoritario del VHC tipo 1 (213). Este tipo de VHC, en concreto
el 1b, es ademds el predominante en la mayoria de los paises
europeos (213) y el dque se asocia con la peor respuesta al
tratamiento con interferon (96, 220}.

Tanaka vy cols. {221) comparan sobre una muestra de pacientes
con hepatitis C croénica los resultados obtenidos por ELISA, que
utiliza péptidos sintéticos de la regidén NS4, con PCR que utiliza
primers de la regidén NS5. Ambas pruebas coinciden en 76 de 1los
78 pacientes estudiados. Carreno y cols. (62) encuentran
coincidencia en el 80% de 1los casos (utilizando peéptidos
sintéticos de la regién NS5).

Se estda utilizando un nuevo prototipo de RIBA de tercera
generacidén (Chiron RIBA) que emplea antigencos recombinantes (C-
33-C y NS5) y 2 bandas de péptidos sintéticos (C100-3 y C22-3)
{222). Pero la dificultad de 1los resultados indeterminados
persiste cualquiera gque sea el RIBA empleado (21il).

Resumiendo: Los test de primera generacién utilizaban
proteinas no estructurales: E1 ELISA de Ortho Diagnostics Sistenms
utilizaba la proteina C-100 mientras que el RIBA 1 utilizaba la
proteina C-100 junto a la C€~5.1.1. Posteriormente en los test
de segunda generacién ya se emplean proteinas estructurales o de

la nucleocdpside como la C-22 en el ELISA segunda generacidén de
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Ortho y en el RIBA II o la proteina NC 450 del MONOLISA anti VHC
del Instituto Pasteur. Los métodos denominados de "tercera
generacioén” son ensayos confirmatorios que introducen como
novedad la utilizacidén de péptidos de la regién NS5 o la
presencia de péptidos sintéticos. Con estos péptidos sintéticos
se trata de evitar el mayor numero de falsos positivos producidos
por la similitud de proteinas del virus con las del cuerpo
humano. Ademds, sirven para realizar el serotipo del virus y
relacionarlo con el genotipo del mismo.

La deteccidén de anticuerpos anti VHC por ELISA de segunda
generacidén ha resultado ser un marcador mds sensible para el
diagnéstico de hepatitis C, que los utilizados hasta ahora en los
bancos de sangre (274, 275).

En un estudio realizado en el Hospital de Covadonga, sobre
73.831 donaciones, se detectd un aumento de la GPT en el 9% de
los casos. Se realizé anti VHC por ELISA de segunda generacién
en todas las donaciones, encontrandose que el 66% de los anti VHC
positivos no tenian elevacién de la GPT (223).

Por otra parte, se ha demostrado 1la existencia de
infectividad y afectacidén hepatica en pacientes con anti VHC
positivo confirmado mediante RIBA-2, pese a la normalidad en la

GPT (210).
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5.3.- MARCADORES DE INFECTIVIDAD

Todos los ensayos vistos hasta ahora tratan de detectar
anticuerpos frente a una o varias fracciones del VHC. Pero era
necesario desarrollar diferentes marcadores, en suero e higado,
gue proporcionaran informacién sobre la infectividad o el estado

replicativo del virus.

5.3.1.- ANTIGENO DEL VIRUS C DE LA HEPATITIS:

Actualmente no se ha desarrcllado el test comercial para la
identificacién de antigenos del VHC en suero de pacientes. Sin
embargo, se ha publicado la deteccién del antigeno de 1la
nucleocdpside del virus de la hepatitis C en suero de pacientes
anti VHC positivo (77). E1l ensayo consiste en un ELISA cuya fase
sdlida se halla recubierta con un anticuerpo monoclonal dirigido
frente a 35 aminodcidos de la proteina de la nucleocdpside. Tréas
la incubacidén con los sueros, la presencia del antigeno se
determina mediante un anticuerpo aislado de humanos, marcado
enzimdticamente, y dque reconoce otra regidén diferente de 1la
nucleocéapside.

La presencia en suero del antigeno de la nucleocapside del
VHC se detecta en un 83% de los casocos estudiados. Ademas, los
resultados ponen de manifiesto que existe una correlacién
directa entre los niveles de antigeno y los del genoma viral en
suero.

La aplicacion al diagndstico rutinario de esta técnica es

dificil, pues necesita una gran cantidad de suero (30 ml.) y
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disponer de grandes medios técnicos en el laboratorio.

La dificultad para determinar la presencia de antigenos del
VHC se debe a las bajas concentraciones de virus circulante vy a
que estos antigenos se hallan enmascarados por anticuerpos
formando inmunocomplejos.

Recientemente se han publicado diversos trabajos sobre la
deteccidén de antigenos del virus C en biopsias hepdticas tanto
fijadas como congeladas (224, 225). En el 71% de los pacientes
con anti VHC positivo, se detecta el antigeno de la hepatitis C
en biopsia hepdtica (225), mientras que se detecta el ARN virico
en higado en el 63% de los mismos pacientes (225), lo due
hablaria de su gran sensibilidad.

En la mayoria de 1los casos, el nimerc de hepatocitos
infectados es menor al 5% (224, 225) y la intensidad de la
tincidén no se relaciona ni con el nivel de transaminasas ni con

la presencia del ARN viral en el suero.

5.3.2.- IgM SERICA FRENTE AL VHC:

Brillanti y cols. (209) detectan anticuerpos IgM en el 82%
de los enfermos con hepatitis crénica clinica e histoldégicamente
probada.

Martinelli y cols. (226) encuentran que el 78% de los
pacientes con hepatitis crénica por virus C presentan anti VHC-
IgM positiva. De ellos, el 70% presentan hipertransaminasemia.

Se ha desarrollado un enzimoinmunoandlisis en fase sélida

especifico para IgM en el diagnéstico de la infeccidn por el
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virus de la hepatitis C. Este andlisis emplea la combinacién de
varios antigenos: un antigeno estructural codificado en la regidn
nuclear o core y también antigenos no estructurales codificados
por las regiones NS3 (c23) y NS4 (c 100-3) del dgenoma VHC.

La IgM anti core del VHC se detecta mas frecuentemente que
la IgM anti C-100-3 o la anti ¢ 33 (227). Las IgM comienzan a
elevarse al mismo tiempo que se elevan las IgG anti VHC. Sin
embargo, los anti VHC de tipo IgM desaparecen a los 6 meses en
las hepatitis agudas autolimitadas, cosa que no ocurre con los
anticuerpos IgG (225, 228). En los pacientes que evolucionan
hacia la hepatitis C crdénica, los IgM persisten en suero (209).

Los picos de IgM suelen coincidir con los picos de GPT,
disminuyendo ambos cuando la hepatitis se autolimita (228).

Parece pues gque existe una correlacidn positiva entre 1la
presencia de anticuerpos séricos IgM frente al virusg de la
hepatitis ¢ y la actividad de la hepatopatia inducida por VHC
(57). Por otra parte, diferentes estudios (209, 225, 228) han
comprobado gque los anticuerpos IgM frente al VHC se hacen
indetectables en los pacientes sometidos a terapia con interferon
que tienen una respuesta positiva mantenida en el tiempo.

En resumén, la persistencia de los anticuerpos IgM anti VHC
después de la infeccidén aguda indicaria evolucién a la cronicidad
y se podria utilizar como un marcador precoz para identificar los
pacientes mas adecuados a un tratamiento antivirico. Ademds la
desaparicién de 1los anticuerpos IgM frente al VHC en los

pacientes con hepatitis C crénica que mostraran respuesta al
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tratamiento con alfa interferon, indica que la respuesta seria
mantenida (209), sirviendonos como marcador de respuesta al
tratamiento con alfa interferon (229, 230, 231). Esto tiene una
gran importancia, pues hasta el momento la eficacia de los
tratamientos contra la hepatitis C sélo puede estimarse mediante
la desaparicién del ARN viral por PCR y/0 por los cambios
histolégicos del higado mediante biopsias repetidas, requiriendo
ambos procedimientos personal altamente cualificado y elevados

costes.

5.3.3.- DETECCION DEL ARN VIRAL MEDIANTE TECNICAS DE
BIOLOGIA MOLECULAR:

Estas técnicas permiten la deteccidn de un genoma
determinado, tanto en tejido o en células aisladas, como en
fluidos bioldégices. Para ello, previamente, es necesario extraer
el genoma de la muestra a estudiar, por lo que estos métodos son
mds costosos y 1laboricosos que los métodos inmunoldégicos
utilizados rutinariamente.

A) Hibridacién in situ: Esta técnica es un proceso de
hibridacién en fase sdélida. Entendiendo por hibridacién la
capacidad de una molécula monocatenaria de Aacido nucleico para
unirse a otra cadena complementaria. La deteccidén de dcidos
nucleicos se realiza sobre cortes de tejidos, generalmente
higado, fijados por aldehidos o por agentes precipitantes (etanol
o acido acético). La fijacién de los cortes de tejido deben

mantener la morfologia del mismo. El proceso de hibridacién se
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realiza utilizando sondas (cadena de acido nucleico) marcada
radiactiva o enzimaticamente.

La hibridacién in situ es una prueba importante cuando se
realiza una biopsia hepdtica para saber si el higado esta
colonizado por el virus C de la hepatitis.

Debido a la concentracidén tan baja en gue se encuentra el
virus C (tanto en suero como en tejido), las técnicas de
hibridacién molecular convencionales no presentan la sensibilidad
suficiente para determinar la presencia del genoma del VHC (VHC-
ARN). Por este motivo, la tecnica que se usa para la deteccidn

de este marcador viral es la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa.

B) Reaccién en Cadena de la Polimerasa: Esta reaccidn fue
descrita por el australiano Kary Mullis y por la cual fue
galardonado en 1993 con el premio Nobel de Quimica. Esta prueba
se basa en sucesivas copias de acidos nucleicos por una enzima
ADN polimerasa que es capaz de copiar una cadena de ADN tomando
como molde otra cadena. De esta forma la PCR es capaz de
amplificar una cadena de ADN del orden de 10 elevado a 9 veces.
Son,leidas por electroforesis que separa los ADN mediante campos
eléctricos. Para obtener el ADN previamente hemos utilizado una
transcriptasa inversa que actua sobre el ARN viral y obtiene un
ADN complementario.

El ARN que se detecta mediante esta prueba es el marcador
méds sensible para el diagnéstico de la hepatitis por el virus C.

También es el marcador mads temprano en positivizarse. Es posible

85



DIAGNOSTICO

detectar ARN-VHC en pacientes a los que se transfunde sangre
infectada a los pocos dias de la transfusidén, cuando atn no se
ha desarrollado el cuadro clinico, ni ha aparecido anti VHC en
el suero (57, 115).

Una de las principales ventajas de este método para el
diagnéstico, es que permite la amplificacién de cualquier
secuencia de ADN, incluso en casos en los que éste se encuentre
parcialmente degradado (232).

La PCR permite la deteccidn de &dcidos nucleicos con una
sensibilidad 1000 veces superior a las técnicas de biologia
molecular convencionales (Hibridacién in situ). Asi, mediante
PCR se pueden detectar concentraciones de fentogramos de &acidos
nucleicos, mientras que el limite de deteccidén por técnicas
convencionales es de picogramos (233).

Los primeros trabajos realizados detectaban el VHC-ARN en
suero mediante PCR en el 40-80% de los pacientes anti VHC
positivos (234, 235). Es decir, la PCR confirmaria del 40-80% de
los resultados positivos obtenidos por ELISA. Los resultados
obtenidos por diferentes autores eran heterogéneos debido
principalmente: a la elevada diversidad viral, utilizacién de
cebadores de diferentes regiones geogrdficas, cantidades de
muestra variable y diferentes métodos de extraccidén de dcidos
nucleicos.

La inconstancia de la secuencia de nucledtidos de algunas
regiones hipervariables del genoma virico puede hacer ineficaz

el intento de detectar ARN virico en el suero o en los tejidos

86



DIAGNOSTICO

mediante reacciones de amplificacidén génica (PCR). Por este
motivo, en la actualidad, la deteccién del ARN-VHC se basa en la
amplificacidén de la regidén 5’ terminal no codificante cuya
secuencia de nucledétidos es muy constante y altamente conservada
en todos los virus de hepatitis C aislados. (52, 236).

Sin embargo, esta regidén también estd conservada y es
similar en un 45-49% a la de los pestivirus. Estos pestivirus
s6lo producen infecciones en los animales, pero podria existir
algin tipo que afectara al hombre (52).

El uso de cebadores localizados en esta regién ha aumentado
significativamente el porcentaje de deteccién del ARN-VHC en
suero (hasta un 90%) en pacientes con hepatitis crénica (52).

Recientemente, la Reaccién en Cadena de la Polimerasa ha
sido también aplicada para la deteccidén del genoma viral en
higado y tejidos extrahepdticos como células mononucleares de

sangre periférica (CMSP), piel y tejido nervioso.

Descripcién de la técnica (PCR}: Los componentes de la

reaccién son: 1) el ARN que hemos extraido. 2) Los d NTPs
(desoxirribonucledétidos trifosfatos) son la materia prima a
partir de la cual se formard el nuevo ADN. 3) Los "primers" o
cebadores de la reaccidén: son dos oligonucledtidos de base
conocida. Son los gue van a dar la especificidad a la reaccidn.
4) La enzima Tag-polimerasa que es una polimerasa capaz de
sintetizar nuevo ADN a partir del d NTPs y del ADN problema.

Inicialmente se usé el fragmento Kenow de la ADN polimerasa de
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la E. Coli para producir la sintesis de ADN, pero esta enzima se
inactivaba a la temperatura necesaria para desnaturalizar las dos
hebras de ADN. Se buscé una enzima que no se desactivara por el
calor como al ADN polimerasa del "thermus aquaticus", bacteria

que vive a altas temperaturas. Actualmente trabajamos con la tag
polimerasa recombinante.

Fases del ciclo: Una vez extraido, sometemos al ARN a una
transcriptasa inversa obteniéndose el ADN complementario.
Posteriormente se realiza la primera fase o de desnaturalizacidén:
el ADN se somete a alta temperatura (aprox. 90°C) produciéndose
la desnaturalizacién o separacién de las dos hebras, de esta
forma tendremos dos cadenas de ADN monocatenario capaces de
hibridarse (unirse) a secuencias complementarias.

En la segunda fase o de hibridacién de los cebadores (aprox.
37:2C), las hebras de ADN problema se unen mediante sus secuencias
complementarias a los cebadores.

En la tercera fase (aprox. 72°C) o de amplificacidn a partir
de la unidén de la cadena de ADN y cebador, la Taq polimerasa
sintetiza un nuevo ADN.

En el segundo ciclo, el ADN formado sirve como molde en una
nueva reaccién, obteniéndose cuatro cadenas y asi sucesivamente
con un crecimiento exponencial.

La sucesidén de al menos 25-30 ciclos, cada uno de ellos
incluyendo las tres fases de desnaturalizacién, hibridacidén y
amplificacidén, constituye la reaccién en cadena de la polimerasa.

Esta reaccidén tiene una elevada sensibilidad. Sin embargo,
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ésta gran sensibilidad implica al mismo tiempo uno de los mayores
problemas derivados del uso de la PCR: se detectan con frecuencia
falsos positivos a partir de contaminaciones por ADN extrahno al
especimen problema y dgue puede ser amplificado en la reaccién
(237).

Los productos obtenidos en 1la amplificacién pueden
analizarse mediante una amplia variedad de técnicas que incluyen
la hibridacién mediante "dot blot", la simple visualizacién del
producto por electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida
(232). La electroforesis se visualizard con luz ultravioleta,
tras tincidén del gel con bromuro de etidio. La especificidad de
la reaccidén puede confirmarse, utilizando una sonda radiocactiva
consistente en un fragmento de ADN complementario al ¢gue se ha
amplificado para que se hibride y se lea por colorimetria.

La sensibilidad y especificidad de la PCR se incrementa (sin
necesidad de usar sondas radioactivas) mediante la aplicacién de
la llamada "nested" PCR (PCR en forma de nido). Esta técnica
consiste en realizar una segunda amplificacién sobre el producto
amplificado previamente, utilizando para ello otro par de primers
(primers internos), localizados dentro del producto amplificado
de la primera PCR, pero diferentes a los primers utilizados
inicialmente (primers externos).

Con la PCR es posible determinar que subtipo de VHC, de los
descritos hasta el momento, esta presente en la muestra. Para
ello en el ensayo se utilizan "primers" caracteristicos de cada

subtipo. Es decir, se utilizan porciones del genoma
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caracteristicas de un determinado subtipo de vwvirus ¢, por

ejemplo, NS5 gue es hipervariable.

Ventajas de la PCR:

1.- Sensibilidad: una sola molécula de dcido nucleico diana, es
suficiente para obtener millares de copias (163).

2.- Especificidad: los cebadores hibridarédn exclusivamente con
la secuencia de &cidos nucleicos buscada.

3.- Precocidad. Esta prueba puede detectar la viremia a los
pocos dias de la exposicidn al virus algunas semanas antes de que
aparezca la elevacidén de la GPT o de los anticuerpos anti VHC
(38).

Inconvenientes de la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa:

La contaminacidén es el principal problema de esta prueba y
es la principal causa de que aparezcan falsos positivos en las
muestras analizadas, debido al alto grado de contaminaciones
cruzadas que pueden tener lugar entre los tubos donde se
encuentran las muestras yva amplificadas y los tubos donde se
preparan nuevas muestras.

La heparina interfiere en los test de PCR probablemente
inhibiendo la polimerasa termoestable usada en la reaccién. Por
lo tanto no conviene utilizar sangre heparinizada (238).

Ademds el genoma del VHC se puede degradar si las muestras
de suerc o el VHC-ARN después de extraerlo no se almacenan en
condiciones adecuadas (-20°C, tubos estériles, adiccién de

inhibidores de RNasas, etc.) (52).
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Los falsos negativos se producirian por error en la técnica
0 cuando los cebadores no encuentren la secuencia especifica de
la regién 5’ del genoma viral. Esta regién esta altamente
conservada pero a veces no ocurre asi. Xu y cols. (239)
describen a un paciente con hepatitis crénica no A- no B, con
ELISA positive y con RIBA 2 indeterminado, que presenta
amplificacién positiva para la secuencia especifica de la regién
NS4 del genoma del VHC en suero mediante PCR y no para secuencias
correspondientes a la regidn 5’ no codificante del genoma viral.
Seria, pues, conveniente confirmar mediante PCR con cebadores
correspondientes a una regidén alternativa pero conservada del
genoma, aquellos casos con ELISA positivo y RIBA 2 indeterminado
gue no muestren amplificacién detectable con cebadores
correspondientes a la regién 5' no codificante (239).

Para analizar la fiabilidad en la deteccién del VCH-ARN
mediante la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa, en 1992 se
realizé un estudio multicéntrico europeo, coordinado por el
EUROHEP (Grupo Europeo de Expertos en Hepatitis Virales). En el
trabajo participaron 31 laboratorios europeos y sélamente el 16%
de los laboratorios participantes obtuvo los resultados correctos
con respecto a la presencia o ausencia de VHC-RNA, el 61%
obtuvieron falsos resultados (positivos o negativos) y el 23% no
detectaron las pruebas gque eran débiles positivas pero si la de
sueros positivas fuertes (240). Estos datos indican que es
imprescindible conseguir lo antes posible estandarizar la técnica

de PCR para detectar el VHC-ARN v que s6lo los laboratorios
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experimentados deben realizarla (276).

En Resumén: La PCR es una magnifica herramienta para el
diagnéstico de la viremia por VHC, pero requiere de instalaciones
y aparataje adecuado, personal especializado en técnicas de
biologia molecular y tiempo. Seria necesario estandarizar la

técnica y simplificar su realizacién.

C) PCR AMPLICOR: Recientemente se ha comercializado el
sistema Amplicor (ROCHE 1992) gue trata de simplificar la técnica
de la PCR. Este test combina los métodos de amplificacién génica
con la hibridacién a una microplaca de los productos obtenidos,
visualizandose éstos mediante colorimetria. E1 AMPLICOR de Roche
Diagnostic Systems es un procedimiento técnico de laboratorio que
tiene las siguientes ventajas:

- Preparacioén de la muestra simple y rdpida. No necesita
personal altamente cualificado.

- Reactivo dnico de mezcla maestra: que contiene todas las
enzimas y reactivos necesarios para la amplificacién: Taqg
polimerasa, d NTPs ... Con ello se reduce el tiempo de trabajo
y el riesgo de contaminacidén inherente a la manipulacién que es
el principal problema de la PCR convencional.

- Control de la contaminacidn por arrastre de amplicén (ADN
amplificado anteriormente}.

- El método de deteccidén del material amplificado es no
isotépico, ademds no requiere electroforesis. El material

amplificado se lee en el formato de test en microplaca que es
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compatible con sistemas y equipos de automatizacién.

~ El proceso es rdpido y un ciclo completo, hasta la lectura
de los resultados, viene a tardar sélo de 4 a 5 horas, frente a
las 48-72 horas de la PCR convencional.

- En la misma microplaca donde se pueden realizar 96
determinaciones a la vez existen controles positivos (uno) Yy
negativos (tres).

Sin duda la principal ventaja de este sistema, ademds de su
simplicidad y rapidez, es el control de la contaminacién por
arrastre del ADN amplificado (Amplicén). El arrastre del
amplicon es una forma de contaminacién habitual en 1la BPCR,
produciendo tests falsamente positivos. Este arrastre se produce
cuando los productos de una reaccidén de PCR anterior contaminan
la muestra o reaccién nueva, bien sea por la formacién de
aerosoles o errores de pipeteo. Para controlar esta
contaminacién, el nuevo sistema de Roche utiliza la inactivaciodn
previa a la amplificacién del ADN (amplicon) mediante Amp Erase.
El Amp Erase se encuentra en la mezcla maestra y asegura la
destruccidn selectiva del ADN previamente amplificado. éCdmo se
realiza esto?: En la mezcla maestra el trifosfato de
desoxiuracilo (4 UTP) sustituye al fosfato de desoxitimidina
(@ TTP), de tal forma que el ADN natural contiene adenina,
citosina, gquanina y timina. E1 ADN amplificado contiene uracilo
en vez timina.

La Amp Erase (Uracilo-N-glucosilasa) cataliza la destruccidén

del ADN gque contiene uracilo durante el primer ciclo de
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desnaturalizacién del proceso. La Amp Erase se inactiva
posteriormente a la temperatura de ciclacién, de forma que los
ADN que se van formando durante el ciclo de amplificacidn, no se
ven afectados.

Navas y cols. (101) han determinado la presencia de VHC-ARN
nediante Amplicor, compardndolo con la "nested" PCR. Han
observado que la frecuencia de deteccién del genoma viral con
Amplicor era ligeramente superior (56% de positivos) que con la
"nested PCR"™ (44%). Sin embargo, el tamafio de la muestra
utilizada era pequefio (9 pacientes) y, por tanto, el estudio no
es concluyente.

Un estudio de Bogard y cols. (241) publicado en 1994,
concluye que la sensibilidad del Amplicor es similar a 1la
"nested" PCR.

Para estudiar la presencia del genoma viral en las células
hepdticas se aplica también la técnica de la PCR (277). No sélo
se detecta el genoma viral en los hepatocitos, sino que
demuestran la existencia de ARN viral de cadena antigendmica
(242).

Actualmente se considera gue la cadena antigendémica del VHC
representa el intermediario replicativo del ciclo de replicacidn
viral (243). Apoyando esta hipdtesis se ha comprobado que la
positividad al VHC-ARN en suero de pacientes con hepatitis
crénica por virus C (indicativo de una viremia activa) se asocia
casi siempre a la presencia del ARN viral de cadena antigendmica

en los hepatocitos de dichos pacientes (244, 245}).
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Recientemente, aplicando la técnica de PCR se ha comprobado
que el VHC puede infectar tejidos extrahepdticos, como células
mononucleares de sangre periférica. En ellas se ha detectado
tanto la cadena gendmica viral como la antigendmica (244, 245),
especuldndose que estas células pueden servir como reservario
viral y, por lo tanto, podrian estar implicadas en la recurrencia
de la infeccidn por virus C tras el transplante hepdtico o tras
la suspensioén del tratamiento antiviral.

La colonizacién de estas células no se sabe si esta
producida por la fagocitosis del virus circulante o por el
contrario refleja una infeccidén real de esta subpoblacién de
células mononucleares (81, 246).

La determinacién del genoma viral en células mononucleares
de sangre periférica, parece ser una prueba menos sensible para
la deteccién de replicacién del virus de la hepatitis C que su
determinacién en suero (101). Ademas, las células hay que
aislarlas a las pocas horas de la extraccién, siendo pués més
dificil de trabajar.

En la actualidad es importante diagnosticar el subtipo de
virus que esta produciendo infeccién, pues como sabemos, el
pronéstico y la respuesta al tratamiento va a depender de ello.
Hasta ahora el diagn6stico se realizaba por PCR utilizando
"primers" especificos de regiones concretas de un determinado
subtipo viral. Asi Okamoto y cols. (247) amplifican la regién del
core utilizando de forma simultdnea una mezcla de "primers"

especificos para cada genotipo. Aplicando este método, detectan
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un porcentaje de coinfeccién con varios genotipos del VHC del
1,5%. Pero tiene el inconveniente de que si uno de los genotipos
del VHC se encuentra en mayor concentracién gque los otros, se
amplificara de forma preferente y nos enmascararda la coinfeccion.

Recientemente, se ha presentado un nuevo método para la
determinacién del genotipo del VHC denominado LIPA (line Prove

Assay).

D) Line Probe Assay (LIPA): Este método es muy eficaz para
diferenciar los subtipos la y 1b de la clasificacién de Simmonds.
El 1b es el tipo de virus C mas frecuente en la Europa
Occidental, representando las 2/3 partes de las infecciones,
ademds es el genotipo de 1la mayoria de los pacientes no
respondedores al interferon.

En el Line Probe Assay (LIPA), se genera, mediante "nested
PCR", un fragmento biotinizado de 512 pares de bases. Este
fragmento se hibrida a unas tiras de membrana que contienen
fragmentos de la regidén 5’ no codificante del genoma del VHC
especifico, ademas de otros fragmentos especificos localizados
en la regién core. Tras la hibridacidn se anade el conjugado de
fosfatasa alcalina y se revela por colorimetria (101).

Este método es mds sensible que la simple PCR. Ademds es
un método reproducible y sencillo que ayuda a determinar con mas
precisidén genotipos la, 1lb o cualquier otro subtipo del virus C

(248).
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Resumiendo: El Amplicor seria una Reaccién en Cadena de la
Polimerasa cuantitativa o semicuantitativa, que serviria para
aproximarnos a la concentracidn sanguinea del VHC. La prueba
LIPA serviria ademds, para saber que tipo de virus es el causante
de la infeccidn. Numerosos trabajos (249, 250, 251, 252)
confirman que la concentracién de ARN-VHC influye en la respuesta
al tratamiento: a menor concentracidén viral mds posibilidades de

responder.

E) ADN-Ramificado o Branched ADN:

Actualmente, se estd desarrollando una nueva técnica,
denominada "ADN ramificado" o "Branched ADN". Su nombre proviene
de la utilizacidén de un ADN sintético con estructura de una
molécula lineal pero de la cual salen "ramas" de moléculas de ADN
monocatenarias lineales {233). Esta técnica se fundamenta en los
principios de la hibridacién. Se necesitan tres sondas a las que
denominaremos A, B y C. La sonda A es una cadena de &cidos
nucleicos inmovilizada en los pocillos de una microplaca. La
sonda B hibrida por un extremo con la sonda A y por el otro es
complementaria al genoma gue se quiere detectar. La sonda C
hibrida también con el genoma viral, pero en zona diferente a la
anterior, y por el otro extremo hibrida con un ADN ramificado.
En el primer paso de la técnica se rompen las membranas que

protegen al virus mediante un buffer de lisis y se incuba 1lo
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obtenido con las sondas. Se obtiene la unién de las sondas con
el genoma problema. A continuacién, se incuba con el ADN
ramificado que contiene una regidn complementaria a la sonda C,
uniéndose a ella. Este ADN ramificado contiene sitios de unién
para la fosfatasa alcalina. Posteriormente, se afade fosfatasa
alcalina a la reaccién y sustrato especifico de ésta, que al
reaccionar con la enzima produce luz. La intensidad de la luz es
directamente proporcional a la cantidad de moléculas de genoma
viral presentes en la muestra. Mediante este método es posible
realizar estudios cuantitativos. En este ensayo se utilizan
sondas derivadas de las regiones 5’ no codificante y del core,
ya que son las mas conservadas entre los distintos subtipos del
VHC. Esta técnica se basa en la amplificacién de la senal Qde
deteccidén (unidn de la fosfatasa alcalina con el ADN ramificado)
en lugar de amplificar el nuimero de moléculas del genoma como
ocurre en la PCR (233).

La "Branched ADN" presenta varias ventajas frente a la PCR.
En primer lugar no presenta los problemas de falsos positivos que
se puede dar en la PCR. En segundo lugar, permite una
cuantificacién directa del nimero de gencmas virales presentes
en la muestra, al extrapolar el resultado luminico obtenido con
las tablas "standards" confeccionadas. Sin embarge, tiene el
inconveniente de ser menos sensible que la nested PCR y, que
actualmente el coste por muestra es elevado (233).

Romero y cols. (218) cuantifican el VHC-ARN sérico mediante

Branched ADN y determinan el serotipo del VHC mediante un ELISA

99



DIAGNOSTICO

que utiliza péptidos de la regién NS4, especificos de cada tipo
de VHC. Estos autores encuentran que el 88% de los pacientes
son positivos al VCH~ARN por Branched ADN.

El Amplicor y la nested PCR tienen una sensibilidad similar
(cercana al 90%), mientras que 1la Branched ADN tiene una

sensibilidad inferior (67,5-77%) (253, 254, 255),

5.3.4.- SECUENCIAS DE APARICION DE MARCADORES:

Seguin Soriano y cols. (256) la secuencia temporal de
aparicién de marcadores de infeccién por VHC permite diferenciar
cuatro fases en el desarrollo de la enfermedad por virus C.

En la primera (infeccidén primaria) puede detectarse el
genoma del virus en el sueroc y en las muestras de biopsia
hepdtica, alin antes de la seroconversién. En la segunda fase
aparecen anticuerpos frente al VHC, generalmente a las 6-10
semanas de la exposicidn al virus, coexiste la viremia inical y
el sujeto es infectivo. Si la infeccidén aguda se autolimita
(fase 3), el virus es eliminado progresivamente de la circulacién
y quizas del higado. La PCR es negativa en suero y, sin embargo,
los anticuerpos persisten durante varios afos. Podria existir
aqui seropositividad sin infectividad.

Con el tiempo los niveles de anticuerpos disminuyen
progresivamente hasta desaparecer. La ausencia de marcadores
seroldégicos y gendmicos constituye la fase 4.

En la infeccién crénica por el VHC, la produccién de

anticuerpos estd permanentemente estimulada porgque la viremia es
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persistente. No se dan las fase 3 vy 4, de modo que la
seropositividad siempre refleja infectividad (257).

La ausencia de anticuerpos frente al VHC ha sido descrita
en pacientes adultos y pedidtricos crénicamente infectados por
el VHC y con ARN-VHC detectable en suero (81).

Por dltimo, es importante reseflar que en cualquiera de las
pruebas antes descritas, fallos metodoldgicos pueden justificar
falsos negativos, producidos por alteracién intrinseca de 1la
muestra, fallo en el procesamiento técnico de 1la muestra, o
error humano en cualquier etapa del andlisis (258).

La posibilidad de que la replicacidén virica en el higado de
sujetos, cronicamente infectados, sufre periodos de mayor o menor
efervescencia, puede explicar la no deteccién de ARN virico en
algun momento y gue mds adelante se detecte de nuevo,
justificando las fluctuaciones de las cifras de transaminasas que
presentan estos pacientes. Por otra parte, los niveles de
anticuerpo no tienen porgqué permanecer elevados en pacientes con
enfermedad crénica (2) apuntando hacia una falta de
reconocimiento del sistema inmune.

Chan y cols. (259) encuentran una buena correlacidén entre
la positividad del ELISA 2 y la prueba de la Reaccidén en Cadena
de la Polimerasa. Estos investigadores detectaron ARN viral en

el suerc del 87% de sus pacientes ELISA 2 positivos.
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5.4.—- BIOPSIA HEPATICA

La hepatitis croénica C presenta un modelo histolégico
bastante definido, aunque no es diagnéstico, es util para
diferenciarlo de 1la hepatitis crénica autoinmune y de 1la
hepatitis B.

En Espana (91), se encontré que alrededor del 68% de las
hepatitis crénicas por virus C son hepatitis crénicas activas
frente al 30% de hepatitis crénicas persistentes.

Al igual que en otras hepatitis viricas 1la lesidn
histoldgica consiste en un infiltrado panlobulillar con células
mononucleares, necrosis de hepatocitos, hiperplasia de células
de Kupffer y colestasis. El hallazgo histolégico mds llamativo
es la presencia de agregados linfoides o foliculos en el tracto
portal, tanto aislados como formando parte del infiltrado
inflamatorio general de los tractos (260). Suele destacar una
relativa escasez de componente inflamatorio (sobre todo en las
formas muy evolucionadas). Existe una intensa activacién de las
células de revestimiento sinusoidal y presencia de inclusiones
grasas y cuerpos acidéfilos en el parénquima acinar (2, 261).

La esteatosis, predominantemente macrovesicular, se observa
en el 75% de los casos (262).
La hepatitis aguda por virus C se caracterizaria por un

infiltrado linfoide de los sinusoides hepdaticos (263).

Los infiltrados linfoides pueden representar la clave de un

posible mecanismo inmunolégico del dafo hepatico en la infeccidn
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créonica por VHC. Se pueden detectar foliculos linfoides
similares en la cirrosis biliar primaria y en las biopsias
hepaticas de pacientes con hepatitis crénica B aungue con menor
frecuencia y en general menos estructuradas (260).

La necrosis en puentes (centroportal) se asocia a una
enfermedad progresiva y a un peor pronéstico (262).

Mediante inmunohistoquimica puede demostrarse la presencia
del antigeno del VHC en el citoplasma de los hepatocitos de
pacientes infectados (225, 264).

La hepatitis crénica por VHC evoluciona a cirrosis en el 20-
30% de los casos. Los factores gque determinan la evolucidn a
cirrosis son mal conocidos, sin embargo algunos datos
retrospectivos sugieren que la transfomacidén cirrdtica ocurre
principalmente en pacientes con hepatitis crénica de muy larga
evolucién y, también cuando se asocia a otras infecciones
viricas y sobre todo en aquellos pacientes que presentan puentes
de necrosis en la biopsia hepatica. La asociacién del VHC con el
virus B de la hepatitis y con el VIH ensombrece el pronéstico.

Con el propésito de poder precisar el grado de actividad de
la hepatitis crénica, Knodell y cols. (265), en 1981, propusieron
un indice cuantitativo. Es de gran utilidad para ver la evolucidn
de la hepatitis y la eficacia terapeutica de los diferentes
farmacos. El indice de actividad histoldgica de Knodell no es el
indice mads sensible para evaluar el estado actual de 1la
enfermedad, pero si es el mas conocido y esto es importante para

comparar los resultados de los diferentes trabajos que se

103



DIAGNOSTICO

publican sobre el tratamiento y evolucién de 1la hepatitis cC
(265).

En la actualidad el tejido hepatico obtenido mediante
biopsia nos sirve para estudiar la presencia del genoma viral en
las células hepdticas mediante la técnica de la Reaccidén en
Cadena de la Polimerasa que no sélo detecta el genoma viral en
los hepatocitos, si no que demuestra la existencia de ARN viral
de cadena antigendmica (242), indicativo de una viremia activa.
El 71% de los pacientes seropositivos tienen VHC-ARN hepatico.
La existencia de cadenas gendémicas del VHC-ARN en el higado es
de practicamente el 100% de los pacientes crdénicamente infectados
por el VHC (81). La presencia de cadena antigendémica del VHC-
ARN en hepatocitos de pacientes con hepatitis crénica por VHC,
se detecta en aproximadamente el 89-100% de los casos en que
existe cadena gendémica (81, 266). Sin embargo, pese a existir
VHC-ARN (gendmico y antigendmico) en higado, en algunos pacientes
no presentan dafo hepdtico (alteracidén de las transaminasas).
Por tanto, la ausencia de danho hepdtico no indicaria ausencia de
infectividad, esto podria estar en relacién con algin subtipo
viral no patoldgico o con la ausencia de reconocimiento por el
sistema inmune (267). Por otra parte se ha demostado que un 8%
de enfermos con hepatitis crdénica por VHC tienen ARN viral en
higado, pero no en suero (101). Esto hace sospechar que el higado

actue como reservario del virus para perpetuar la enfermedad.
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CUADRO N° 8
INDICE D CTIVID HISTOLOGICA DE LA HEPATTITIS CRONICA DE

ENODELIL (26

I.- Necrosis plecemeal y/¢ en puentes:
A) AUSENCIA 1. vt ieetosscsssssssnasacanna 0 Ptos.
B) NP leVEe ...ctiiecstossnsssnssscssannss 1 Ptos.

C) NP moderada (<50% perimetro portal).. 2 Ptos.

D) NP marcada (>50% perimetro portal) ... 3 Ptos.
E) NP moderada + necrosis en puentes ..... 5 Ptos.
F) NP marcada + necrosis en puentes ...... 6 Ptos.
G) Necrosis multilobulillar ........cccc.. 10 Ptos.

II.- Citolisis Parenquimatosa.

A) AUSENCIA ..t veeeuenennrnssncnossnsnsaanns 0 Ptos.
B) Leve (afectacion 1/3) .tiicieiiccsscanas 1"
C) Moderada ( de 1/3 @ 2/3) i vvcecnsasen 3"
D) Marcada (>2/3) .viiiieeneesenceoansesnn 4 "

IIT.~- Inflamacidén Portal.

A) AUSENCIA t.cvvssssnsssccncsssssnccnns 0 Ptos.
B) Leve (afectacion 1/3) ..eveeneascnnas in
C) Moderada (de 1/3 a 2/3)...viiiivenncn 3"
D) Marcada (2/3) +ceeeessnsssssensasnonns 4 "

IV.- Fibrosis.

A) AuSencia ....... e es e r b 0 Ptos.
B) Expansidén Fibrosa Portal ........... i
C) Fibrosis en puentes ......cccivee-e . 3 n
D) Cirrosis ...ese. et eersesateanea s 4 W
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La determinacidén del VHC-ARN en el tejido hepdtico mediante
PCR se puede realizar en tejido congelado o en tejido fijado en
parafina (81).

Diferentes estudios realizados, han encontrado un 100% de
correlacién entre el resultado de PCR en tejido fijado y 1la
biopsia congelada. Sin embargo, la cantidad de ARN en el tejido
fijado es del orden de 5 a 10 veces menor (268).

Existe una técnica que permite el estudio histopatolégico,
asociado a la deteccidén del VHC-ARN, que es la hibridacién "in
situ" con sondas no isotépicas, no encontrdndose correlacidn
entre el dafo hepdatico y la presencia de VHC-ARN, lo gue sugiere

un efecto mds inmune que directamente citopatico (81).

UTILIDAD DE T.A BIOPSIA HEPATICA EN T.A HEPATITIS C:

Modificado de Peter Scheuer {263).

1) Establecer el diagnéstico (Toma de muestra para PCR).
2) Determinar la actividad histoldgica.

3) Conccer los cambios estructurales (p.e. cirrosis)

4) Diagnosticar el carcinoma hepatocelular.

5) Controlar la terapia.

6) Detectar la hepatitis después del trasplante hepético
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5.5.~ MARCADORES UTILIZADOS PARA SCREENING

Picazo y cols. (278) recomiendan en pacientes con hepatitis
croénica, utilizar dos métodos de cribado de anticuerpos anti VHC,
que wutilicen antigenos de distinta naturaleza, obviando 1la
necesidad de estudios adicionales en los casos positivos para
ambos. En el diagnéstico de la hepatitis aguda ¢ la deteccién
de ARN viral, mediante PCR, es la metodologia de eleccidn, lo que
hace que la seleccidn del método de deteccidn de anti VHC no sea
muy importante.

La seleccién del método de cribado de anti VHC en banco de
sangre, requiere la maxima sensibilidad en la deteccién de
cualquier unidad que pueda entrahar algun riesgo de transmisién
del virus. Por el momento, no se ha consensuado un criterio para
dicha seleccién. La sensibilidad viene definida por el momento
mas temprano en el que el método es capaz de detectar reactividad
(207).

Tras detectar reactividad para el anti VHC por un método de
cribado, es necesario realizar estudios adicionales para juzgar
sobre la especificidad del resultado, especialmente cuando el
paciente es asintomdtico, presenta niveles normales de
transaminasas en suero y no refiere antecedentes que justifiquen
su exposicién a la infeccién (207). Diferentes estudios (279,
280, 281, 282) han demostrado que alrededor del 90% de 1los
portadores asintomdticos, con presencia de anti VHC y GPT normal,
tienen una hepatitis croénica cuando se realiza una biopsia

hepatica. Pero sélo el 54% de estos portadores crdénicos tienen
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detectable en suero el ARN-VHC.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

6.1.— PLANTEAMIENTO:

La prevalencia de anticuerpos anti virus de la heﬁatitis C
a nivel mundial, en torno al 1-1,2% se obtuvo extrapolando a la
poblacién general las cifras recogidas en donantes de sangre.
Esta prevalencia puede estar infravalorada, pues, se excluyen de
las donaciones a personas con factores de riesgo para la
infeccién y ademds, muchos de los estudios se han realizado
detectando anticuerpos frente al virus de la hepatitis ¢ con
técnicas biolégicas menos sensibles que las utilizadas
actualmente.

Por estos motivos es necesario seleccionar una muestra
representativa de la poblacidén general y establecer criterios
para la aplicacidn de las pruebas diagndsticas existentes, que
garanticen la mdxima sensibilidad posible en la deteccidn de
personas portadores del virus. La ausencia de consenso en torno
a estas pruebas y el gque no estén sometidas en Espafiia a una
legislacioén sanitaria para su comercializacidén y control, hacen
de su utilizacidn un tema tan importante como polémico.

En la actualidad la hepatitis postransfusional aparece en
el 0,5-1% de los receptores de sangre cribada mediante ELISA de
segunda generacioén. El wvirus actuaria sobre un higado
previamente enfermo por la accién del etanol como toéxico
hepdtico. Esta circunstancia ademds de favorecer 1la infeccidn
virica actuaria ensombreciendo el pronéstico de los pacientes.

Sin embargo, no sabemos si en personas con consumo excesivo de
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alcohol, pero sin evidencia de enfermedad hepdtica, existe una
mayor prevalencia del virus de la hepatitis C. Si asi fuera,
podriamos pensar en la accién combinada del virus de la hepatitis
C y del alcohol en la produccién de la hepatopatia sobre un
higado sano. La prevencién del alcoholismo podria jugar un papel
importante en la prevencién de la hepatopatia crénica por virus
C.

La hepatitis C y la hepatopatia alcohdélica son las causas
méds frecuentes de hepatopatias crénicas y responsables, a su vez,
de un gran nimero de fallecimientos y de cuantiosos gastos
sociales. Se sospecha que el individuo, con ingesta abusiva de
etanol, es una persona con mayor probabilidad de desarrollar una
hepatitis C.

Ccon estos planteamientos previos formulamos la siguiente

hipdétesis de trabajo:

6.2.— HIPOTESIS DE TRABAJO:

La prevalencia del virus de la hepatitis C en poblacidn
general, obtenida mediante marcadores biopatoldégicos de alta
sensibilidad, es mayor que la descrita en poblacidn de donantes
de sangre, aumentando en el grupoc de personas con Cconsumo

excesivo de etanol.
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6.3.— OBJETIVOS:

En el presente estudio, sobre la hepatitis C en el medio
laboral, nos proponemos cumplir los siguientes objetivos:

6.3.1.- Objetivos principales:

A) Hallar, mediante pruebas biopatoldgicas novedosas y de
alta sensibilidad, la prevalencia de marcadores de la hepatitis
C en una poblacién laboral no sanitaria, por ser ésta una muestra
de poblacién general con menos sesgos que la de donantes de
sangre.

B) Investigar si existe asoclacién entre el consumo excesivo
de etanol y la presencia en suero de marcadores bioldgicos del
virus de la hepatitis C.

C} Aportar, al medio laboral, unos criterios de

interpretacién de las pruebas diagnésticas de la hepatitis C.

6.3.2.- Objetivos secundarios:

A) Estudiar si existe asociacidn entre la presencia en suero
de marcadores de la hepatitis C y de marcadores de la hepatitis
B. Relacidén de ambos con el consumo de alcohol y el antecedente
de transfusién sanguinea.

B) Estudiar la relacién entre 1la elevacién de las

transaminasas séricas y la positividad de los marcadores de la
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hepatitis B y C, el consumo excesivo de alcohol y el consumo

habitual de fdrmacos hepatotéxicos.
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7.1.—- CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA:

En el presente trabajo hemos querido estudiar la hepatitis
C en el medio laboral no hospitalario. El material que sirve de
soporte a este estudio, lo componen 3 poblaciones de trabajadores
de la Empresa Nacional de Electricidad en Madrid, Ponferrada
(Leén) vy Andorra (Teruel). En total hemos estudiado a 1109
trabajadores en el periodo comprendido desde abril de 1.993 a
octubre de 1.994.

La muestra estudiada estd compuesta por un 84% de hombres
Yy un 16% de mujeres.

Las caracteristicas demogrdficas de dicha poblacién se

expresan en el cuadro n¢ 10.

CUADRO N¢ 10

NUMERO DE TRABAJADORES PCOR GRUPOS DE EDADES

De 20 a 29,9 afios: 65 trabajadores (5,9%)

De 30 a 39,9 afnos: 431 trabajadores (39,0%)
De 40 a 49,9 afios: 374 trabajadores (33,8%)
De 50 a 59,9 ahos: 195 trabajadores (17,6%)
Mayores de 60 afos: 40 trabajadores (3,6%)

Con edad desconocida: 4 trabajadores.
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El 72,8% de los 1109 trabajadores estudiados tenian una edad
comprendida entre los 30 y 49,9 ahos. El grupo de edad
bredominante en las tres poblaciones era de 30 a 39,9 afhos,
siendo mas evidente esta caracteristica, en la poblacion de
ENDESA Madrid. En la actualidad existe en la Empresa Nacional de
Electricidad un plan de jubilacién voluntaria anticipada, a los
58 anos, que justificaria la juventud de la poblacién laboral

estudiada.

La poblacidén de ENDESA Madrid esta constituida por 505
trabajadores con edades comprendidas entre los 22 y los 65 afos,
con una media de 41,3 afnos y una moda de 34 anos. De ellos 349
son hombres (69,1%) y 156 mujeres (30,9%). Estos trabajadores
adscritos a las Oficinas Centrales de Madrid, no presentan
riesgos laborales especificos salvo los ergondmicos del puesto
de trabajo y/o desplazamientos, a otros centros de trabajo
nacionales © extranjercs, ya que, la labor desarrocllada es de
gestidén, direccidén y administracién de 1la compania a nivel
nacional.

La poblacién de ENDESA Ponferrada (Ledén) esta constituida
por 348 trabajadores con edades comprendidas entre los 26 y los
65 afnos con una media de 44,3 anos vy una moda de 38 afios. La
mayoria son trabajadores de una central térmica con riesgos
profesionales propios de esta actividad. La poblacién esta

compuesta por 336 hombres y 12 mujeres.
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La poblacidén de ENDESA Andorra (Teruel) esta constituida por
256 trabajadores con edades comprendidas entre los 24 y los 61

anos, con una media de 40,1 afios y una moda de 36 ahos que son
mayoritariamente trabajadores de la mineria. La poblacidén esta

compuesta por 249 hombres y 7 mujeres.
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7.2.- DISENO DEL MODELO DE TRABAJO

Para el presente estudio sobre la hepatitis C en el medio
laboral no hospitalario, se confecciond el siguiente protocolo
de trabajo (Figura 5):

En los reconocimientos médico 1laborales anuales se
recogieron datos epidemioldégicos relacionados con la hepatitis
C sequn un cuestionario previamente establecido (Ver figura 6)
y confeccionado por nosotros. Todos los trabajadores contestaron
a las mismas preguntas. En cada cuestionario, con su numero de
identificacién, se reflejaba edad, sexo y lugar de procedencia
de cada trabajador. Se hizo principal hincapié en el consumo de
alcohol, al considerar éste como un téxico hepatico socialmente
aceptado, que ha sido relacionado en la literatura médica con la
hepatitis C y el desarrollo de cirrosis hepatica.

La otras cuestiones abordadas durante la anamnesis o
interrogatorio del paciente fueron:

- El1 consumo de farmacos hepatotéxicos (descritos en la
tabla n® 1) para relacionarlo con las posibles alteraciones
bioguimicas obtenidas.

- La posibilidad de haber recibido transfusiones sanguineas
o0 hemoderivados. Indagando sobre antecedentes de cirugia mayor
o accidentes traumdticos.

- Antecedentes personales de ictericia, hepatitis o

hepatopatia previa.
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| anawesis | SEROLOGIA BIOQUIMICA

Edad y Sexo

Ant. transfusiones ANTI VHC ELISA GGT

Ant. hepatitis TERCERA GENERACION GOT
Farmacos hepatotoxicos GPT

Pacientes hemodializados VCM

Pacientes transplantados
POSITIVO

INMUNOBLOT
MATRIX-2

1* PCR AMPLICOR

>20 IS H
>12UIS M POSITIVO

2° PCR AMPLICOR
CONFIRMATORIA
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FUNDACION dk
LABORAL C
SERVICIOS

ASISTENCIALES . W Gupo N
|

PROTOCOLO DE LA HEPATITIS C

1.—Identificacidn n.’
2 —Edad

3—Sexo

4~Recibid transfusiones sanguineas o hemodervados
5. -Ha padecido hepatitis

& —Paciente hemodializado

7 —Paciente transplantado (Higado o Rifan)

8.-Si estd en tratamiento con algin medicamento
{Cual?

iParqué? (especifique enfermedad base)

9.—Existen signos fisicas de hepatopatia.
{arafias vasculares, palma hepdtica, esplenomegalia..)

10.-Consumo de alcohol:
N. botes o botellas (1/3 1) cervera/semana .........

N, de vasos (150 ml) de vinofsemana ... ........

FIGURA N° 6
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FARMACOS POTENCIALMENTE HEPATOTOXICOS (171):

Alteraciones Morfoldgicas Producto
Colestasis

Higado Graso

Hepatitis

Necrosis téxica

Granulomas

Otros:

Ejemplo

Esteroides metabolizantes Metiltestosterona

Antitiroideos
Quimioterdpicos
Anticonceptivos oral
Hipoglucemiantes ora
Tranquilizantes
Quimioterdpicos
Anticonvulsivos
Antiarritmicos
Anestésicos
Anticonvulsivos
Antihipertensivos
Quimioterdpicos
Diuréticos

Laxantes

Analgésicos
Antiinflamatorios

Quimioterdpicos

Inh. xantino oxidasa

Hipolipemiantes

121

Metilmazol

Est. Eritromicina.

es

les Cloropropamida
Fenotiazinas
Tetraciclinas

Valproato sdédico
Amiocdarona
Halotano
Difenilhidantoina
Metildopa
Isoniacida
Clorotiacidas
Oxifenisatina
Paracetamol
Fenilbutazona
Sulfamidas
Nitrofurantoinas

Alopurinol

Gemifibrozilo (Lopid).

Lovastatina.
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- Antecedente de haber sido sometido a alguin tipo de
trasplante de érgano o programa de trasplante.

- Posibilidad de estar en tratamiento con hemodialisis.

No se obtuvieron datos scbre el comportamiento sexual del
trabajador o su posible adiccidén a drogas por via parenteral.
Parece cobvio gue al tratarse de una poblacién laboral, la
recogida de estos datos con importantes repercusiones medico-
legales y laborales, habria estado desvirtuada y los resultados
infravalorados.

De cada trabajador se obtuvo una muestra de sangre para las
determinaciones hematolégicas y Dbilogquimicas anuales. Las
determinaciones biogquimicas se han efectuado en un autoanalizador
multiparamétrico marca HITACHI modelo 717 con informdtica de
gestidén analitica incorporada. Parte del suerc obtenido se
empled para la determinacidén serolégica del anticuerpo anti virus
de la hepatitis C, el antigeno de superficie de la hepatitis B
y el anticuerpo antiCore de la hepatitis B. El suero sobrante
fue congelado a -20°2C, en tubo esteril, ante la posibilidad de
realizar una Reaccidén en Cadena de la Polimerasa para detectar
ARN del virus de la hepatitis C.

El primer problema que nos encontramos al valorar el consumo
excesivo de alcohol fue buscar un marcador sensible del abuso
continuo en el consumo de etanol. En el estudio de Harris vy
cols. (283) so6lo el 26% de los individuos con un consumo superior
a 140 gr./semana presentaban alteracién de alguna prueba

bioclégica hepatica. La combinacién de todas las pruebas
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bioguimicas consideradas (GoT, VCM, GGT, GPT) mejoraba
discretamente la sensibilidad. La entrevista personal gue recoge
el consumo de alcohol en los siete dias previos a la entrevista,
puede ser un indicador fiable para evaluar el consumo de etanol
(283).

Sin embargo, es imposible determinar una cifra de consumo
de alcohol que constituya un dintel seguro de enfermedad hepdtica
porque otros muchos factores se hallan implicados en el
desarrollo de la hepatopatia, tales como sexo, estado
nutricional, enzima alcohol deshidrogenasa y factores genéticos
entre otros. Pero se considera que las lesiones hepdticas
producidas por el etanol, aparecen cuando la ingesta diaria de
alcohol sobrepasa los 80 gr. en el hombre y 60 gr. en la mujer,
de forma crénica. La mujer es mds sensible al alcohol, entre
otras razones, porque la cantidad de alcohol deshidrogenasa
gastrica gque poseen es menor gque en el hombre (284, 285).

Otros autores (283, 286) consideran aceptables consumos
inferiores a 280 gr. de alcochol puro a la semana en el varén e
inferiores a 170 gr. de alcohol puro a la semana en la mujer.
Valores superiores llevan a considerar al individuo como bebedor
excesivo.

En los paises anglosajones se ha generalizado un método
sencilleo y preciso para el cédlculo de consumo alcochol, dgue
consiste en su valoracidn por unidades de consumo. A la unidad
de medida de consumo alcohélico se la define como "COPA"™ (286).

Una copa contendria aproximadamente 14,5 gr. de alcohol etilico
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puro y equivaldria al alcohol gque se encuentra en un vaso de vino
de 150 ml. o un bote de cerveza de 330 ml. o en una copa de

bebida destilada de 45 ml.

1 vaso de vino de 150 ml. x 122 = 18

i

1 copa de bebida destilada de 45 ml. x 40° 18
1/3 de 1. de cerveza X 575° = 18
Como la densidad del alcohol etilico es 0’8, si multiplicamos

esta densidad por 18, obtenemos dque existe 1474 gr. de alcohol

en una unidad (=copa) de bebida.

En el presente trabajo, ante la dificultad de encontrar
marcadores bioldégicos especificos, relacionados con el consumo
de etanocl y utilizando el estudio de Harris (283), decidimos
combinar todos los marcadores en un intento de mejorar la
sensgibilidad.

Hemos sequido el modelo anglosajén descrito anteriormente,
para valorar en la anamnesis el consumo de alcohol por
"copas"/semana y hemos considerado a los "bebedores excesivos®
como poblacidén de riesgo, a estudiar, para padecer una hepatitis
C.

Sin embargo, la infradeclaracién es habitual en los
bebedores y sobre todo si esta entrevista se realiza en el medio
laboral por las implicaciones legales que puede ocasionar. Por
otra parte, los marcadores bioquimicos tradicionales

(transaminasas, GGT, VCM) indican lesién celular o de dérgano y
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aparecen con consumos elevados de alcohol de forma crénica. Como
la poblacién estudiada era de trabajadores sanos, fue preciso
emplear un marcador del consumo de alcohol cuyas variaciones
fueran independientes de la presencia de hepatopatia asociada vy
que dependieran exclusivamente de la impregnacidén etilica, es
decir, que aumentara con el consumo acumulado de alcohol y que
disminuyese con la abstinencia. Todas estas caracteristicas las
cumple, a priori, la Transferrina Deficiente en Carbohidratos
(CDT). La CDT aparece en individuos con ingesta diaria de etanol
superior a 60 gr./dia durante mas de 1 a 4 semanas consecutivas
Yy se normaliza a los 10-15 dias de dejar de beber (33, 287}).
La CDT aumentaria en relacidén a la cantidad de etanol que se
consume y es reversible con la abstinencia (33, 287, 288). La
sensibilidad descrita para la CDT es superior al 85% (33) y la
especificidad del 78-92% (287).

Por todos estos motivos hemos determinado la transferrina
deficiente en carbohidratos en los trabajadores con historia de
consumo excesivo de alcochol. Es decir, a todos los hombres con
consumo de alcchol superior a 280 gr./semana (20 "copas"/semana)
y a las mujeres con consumo de alcohol superior a 170 gr/semana
(12 "copas"/semana). Ademds, los datos obtenidos los hemos
relacionado con los "marcadores bioguimicos tradicionales" de
etilismo (GPT, GOT, GGT, VCM).

Para el estudio de la hepatitis C se realizé a todos 1los
trabajadores la determinacién de anticuerpos anti virus de la

hepatitis C mediante un enzimoinmunoensayo de tercera generacidén
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de la casa Abbott que detecta anticuerpos frente a cuatro
proteinas del virus C codificadas por las regiones Core NS3, NS4
y NS5. La presencia de anticuerpos especificos anti VHC en suero
indica siempre un contacto previo con el agente estudiado. Sedqin
la casa comercial este test tiene wuna sensibilidad vy
especificidad cercana al 100% tanto en la fase aguda como en la
fase crénica de la infeccidn (208). Todos 1los resultados
positivos fueron confirmados mediante un inmunoblot de la misma
casa comercial, denominadc MATRIX. El1 Abbott MATRIX VHC detecta
la reaccidn antigeno-anticuerpo de forma especifica para cada uno
de los siguientes antigenos del virus de la hepatitis C: HC34,
HC29, HC23 y <100-3, codificados por la regién core, NS3 y NS4.

lLos principios biolégicos y el procedimiento de ambas
técnicas para detectar anticuerpos se exponen mds adelante.

Todos los sueros que resultaron positivos en la deteccidn
de anticuerpos frente al VHC, fueron sometidos a la Reaccidn en
Cadena de la Polimerasa para detectar el ARN del virus de la
hepatitis C.

La justificacién de este procedimiento se basa en due,
actualmente la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa para el virus
de la hepatitis C, es la udnica prueba gue nos confirma si el
virus se encuentra presente en la sangre y por tanto tiene
capacidad infectiva. Ademds, la PCR para el virus de la
hepatitis C fue realizada a todos los trabajadores que declararon
un consumo excesivo de alcohol en la anamnesis. Con este

proceder queriamos establecer la relacidn entre el virus de la
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hepatitis C y el consumo excesivo de etanol.

La deteccidén del ARN del virus de la hepatitis C se ha
realizado mediante la Reaccién en Cadena de 1la Polimerasa
comercializada por los laboratorios ROCHE y denominada AMPLICOR-
ROCHE. El amplicor ARN-VHC es, en nuestro pais, una técnica
novedosa de biologia molecular que permite detectar el ARN virico
en un laboratorio convencional de analisis clinicos. El
procedimiento técnico de esta prueba serd descrito mds adelante.

Una vez montada la técnica del Amplicor ARN-VHC, en nuestro
laboratorio, fue preciso validar los resultados obtenidos. Para
ello varios sueros gue habian sido analizados mediante Amplicor-
ROCHE, fueron enviados a un laboratorio independiente del nuestro
donde realizaron la deteccién del ARN del VHC mediante la técnica
tradicional de una doble Reaccién en Cadena de la Polimerasa.
Los resultados gque recibimos confirmaron los que obtuvimos en
nuestro laboratorio.

En el presente estudio, sobre la hepatitis C, todos los
sueros positivos en la prueba Amplicor ARN-VHC fueron sometidos
a una segunda prueba para descartar falsos positivos por

contaminacién ambiental.

En todos los trabajadores se determinaron marcadores del
virus de la hepatitis B para, posteriormente, relacionarlo con
la infeccién por el virus C. Se realizé la determinacién del
anticuerpo anti core VHB en las tres poblaciénes (Madrid, Ledn

y Teruel), pues este marcador puede ser un indice serolégico de
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infeccidén actual o reciente por el VHB y ademds, puede persistir
como marcador crénico incluso después de desaparecer el antigeno
de superficie de la hepatitis B (289). El anti HBc nos relaciona
al trabajador con el virus de la hepatitis B. Ademds, en el
pasado, el anti HBc fue utilizado como marcador indirecto para
el diagnéstico de la hepatitis C, pues, como hemos visto en la
introduccidén, se comprobd asociacién entre presencia de anti HBc
y la aparicion de hepatitis no A-no B.

En el presente trabajo hemos determinado el anticuerpo total
contra el antigeno core de la hepatitis B en suero, mediante el
ensayo IMX CORE de Abbott divisidon Diagnéstico. E1 IMX CORE es
un  inmunoensayo enzimdtico de microparticulas para la
determinacién cualitativa del anticuerpo total contra el anti-
HBc.

En el estudio de los marcadores de hepatitis B, también se
ha determinado el antigenc de superficie de la hepatitis B en la
poblacidon de ENDESA Madrid. Sin embargo, por problemas
presupuestarios, fue imposible realizar la determinacidén de este
marcador en la poblacidén laboral de Endesa-Ledén v Endesa-Teruel.
El antigeno de superficie de la hepatitis B se ha determinado
mediante el ensayo IMX HBsAg de Abbott divisién Diagnéstico,

consistente en un inmunoensayo enzimatico de microparticulas.

En el presente estudio el trabajo de campo de recogida de
datos fue realizado en la Fundacién Laboral de Servicios

Asistenciales del Instituto Nacional de Industria en Madrid, y
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en los servicios médicos de empresa de la Empresa Nacional de
Electricidad de Espafa, S.A. (ENDESA) de Madrid, Andorra (Teruel)
y Ponferrada (Ledén). Todas las anamnesis fueron realizadas por

médicos especialistas en medicina del trabajo de acuerdo con

nuestro protocolo.
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7.3.- DEFINICION DE "CASO". ANALISIS ESTADISTICO UTILIZADO

Los datos obtenidos de la poblacién trabajadora, fueron
revisados, validados e introducidos en un soporte informédtico.
Los datos de la anamnesis, bioquimica y serologia se introdujeron
en la hoja de cdlculo Lotus versién 3.1 de Lotus Corporation y
posteriormente, fueron trasladados al programa de andlisis
estadistico SPSS para Windows versién 5.0 perteneciente al
Servicio de Medicina Preventiva del Hospital Militar del Ejército
del Aire de Madrid.

Con este programa realizamos el estudio estadistico
descriptivo y analitico de la muestra.

Previamente hubo que definir para cada variable lo que se
entendia por "caso" positivo o negativo. De esta forma el
programa SPSS para Window pudo relacionar variables cualitativas
y analizar si existian asociaciones estadisticamente
significativas entre dichas variables.

Los resultados obtenidos para cada variable estudiada eran
positivos o negativos, seguin la definicién previa de "caso" que

introducimos, previamente, en el programa estadistico.

1.- Anti VHC positivo: Consideramos caso positivo, cuando

el suero procesado mediante ELISA de tercera generacién de Abbott
tiene una absorbancia, utilizando el espectrofotémetro calibrado

a 492nm., superior al valor del punto de corte que es 0,387.
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2.— Consumidor excesivo de alcohol: Consideramos caso

positivo al trabajador, que declara mediante anamnesis, un
consumo superior a 20 unidades de alcohol (290 gr.) a la semana,
si es del sexo masculino y, a 12 unidades de alcohol (173 gr.)
a la semana, si es del sexo femenino.

3.- Reaccidn en Cadena de la Polimerasa para el virus C de
la hepatitis: Consideramos caso positivo al suero procesado,
mediante el sistema Amplicor de Roche para detectar VHC-ARN, con
una densidad éptica superior a 0,500 A.

4.~ Inmunoblot: Consideramos caso positivo al suero,
procesado mediante el inmunoblot MATRIX-VHC de aAbbott, que es
reactivo, por lo menos, frente a dos proteinas del VHC distintas;
y se considera indeterminado cuando es reactivo a una sola
proteina.

5.— Transferrina Deficiente en Carbohidratos: Consideramos
caso positivo cuando, en el suero procesado, encontramos una
cifra de CDT superior a 9 wu.i, por 1la técnica del
isoelectroenfoque automatizado.

6.-VCM: Consideramos caso positivo cuando, en el suero
procesado, encontramos una cifra de VCM superior a 97 u.i.

7.- GOT: Consideramos caso positivo cuando, en el suerco
procesado, encontramos una cifra de GOT superior a 40 + 5% =
42 u.i.

8.- GPT: Consideramos caso positivo cuando, en el suero
procesado, encontramos una cifra de GPT superior a 40 + 5% =

42 u.i.
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9.- GGT: Consideramos caso positivo cuando, en el suero
procesado, encontramos una cifra de GGT superior a 50 1 5% 0
52,5%

10.- Disfuncién del hepatocito: Consideramos caso positivo
a la presencia de al menos una de las transaminasas elevada, es
decir, la positividad de GOT, GPT o GGT cualitativas.

11.- _Farmaco hepatotéxico: Consideramos caso positivo al
trabajador que consume de forma habitual alguno de los farmacos
descritos en la tabla 1.

12.- HBsAdg: Consideramos caso positivo a toda muestra
reactiva (al menos dos veces) en el ELISA de microparticulas IMX,
HBsAg de Abbott.

13.- Anticuerpo anti Core VHB: Consideramos caso positivo
a toda muestra que es reactiva en el ELISA de microparticulas IMX
CORE de Abbott.

Como hemos descrito, todas la variables estudiadas fueron
convertidas en variables cualitativas para ser interpretadas por
el programa de andlisis estadistico como positivas o negativas.
Esto nos permitidé poder estudiar la asociacidén estadistica entre
las diferente variables cualitativas mediante la prueba del Chi
cuadrado.

Recordaremos que el concepto estadistico del Chi cuadrado
es:

(0 - E)®
X2 = —
E

casos observados

(=]
H

E = casos esperados
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Nosotros empleamos la prueba del Chi cuadrado de Pearson
como férmula alternativa a la anterior, peroc c¢on una

significacién completamente idéntica (290).

VARIABLE 2
POSIT. NEGAT.
POSITIV. a b r,
VARIABLE 1 NEGATIV. c d r,
s, s, N

casos positivos para las variables 1 y 2.

o
i

b= caso positivo para la variable 1 y negativo para la 2.
¢c= caso positivo para la variable 2 y negativo para la 1.

caso negativo para las varibles 1 y 2.

o
H

r=a+b
r.= ¢ + d
S= a + ¢
S=b + d

N= nuimero total de individuos (r, + r.,) o (S, + 8.).

El Cchi cuadrado de Pearson se definiria:

fad - bc)®* . N

XZ
r,.r;.5,.5,
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Fsta prueba es especialmente valida cuando las
frecuencias son elevadas. Cuando las frecuencias son pequenas

se utilizan dos pruebas o métodos de mejora:

a) Correccién de continuidad de F. Yates o Correccidn de
Yates: Esta correccién de continuidad tiene un efecto
relativamente mayor cuando las frecuencias esperadas son baijas
que cuando son altas, probablemente, es prdctico aplicarla en
casi todas las pruebas Chi cuadrado para tablas de contingencia
de 2 x 2 (290).
Correccién de continuidad de F. Yates:

[(ad- bc) - 1/2 NI* . N
X2 =

b) Prueba exacta para tablas 2 x 2 o prueba exacta de R.A.
Fisher: Se utiliza cuando las frecuencias son muy pequefas.
Normalmente la empleamos cuando N (n@® total de individuos que
componen la muestra) es menor de 20 o cuando en cualgquier casilla
de la tabla aparezca un valor esperado menor de 5.

Prueba exacta de Fisher:

Los datos que aparecen tanto en el numerador como en el

denominador son numeros factoriales.
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7.4.~ DESCRIPCION DE LAS PRINCIPALES TECNICAS DE LABORATORIO

UTILIZADAS

A) Determinacién de la Transferrina Deficiente en

Carbohidratos mediante isgelectroenfoque automatizado:

En 1979, Helena Stibler (33), descubrié en el suero de
sujetos alcohélicos, un componente anormal de transferrina
sérica, caracterizado por un punto isoeléctrico mds elevado.

La transferrina es una betaglicoproteina gue presenta,
normalmente, una cierta microheterogeneidad dependiendo de su
composicién de aminodcidos, hierro e hidratos de carbono al ser
analizada ©por isoelectroenfoque. Aungue tengamos una
transferrina con una secuencia de aminodcidos normal y saturada
totalmente con hierro (transferrina diférrica), seguiremos
observando una cierta microheterogeneidad por diferencia de carga
dependiendo del contenido en carbohidratos (288).

La Transferrina Deficiente en Carbohidratos (CDT), es una
fraccién de la transferrina sérica que aumenta proporcionalmente
a la ingesta de alcohol. La CDT se caracteriza por un numero
menor de restos de adcido sidlico (dos en vez de cuatro)., Esta
variacién produce un punto isoeléctrico més alto al tener menos
cargas negativas.

En nuestro trabajoc hemos determinado la disialotransferrina
mediante un método simplificado de isoelectroenfoque basado en

los trabajos previos de Pardifias y Girela. El método utilizado
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FIGURA N® 7
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FIGURA N* 8§
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es el descrito por Lopez Abadia (291) y consiste en un
isoelectroenfoque automatizado, en rango de pH estrecho, seguido
de cuantificacién de la CDT mediante un densitdmetro
computarizado.

Procedimiento: Se obtienen 50 ml. de suero problema y se
diluye en una solucidén de sulfato ferroso aménico al 0’3%, ( en
proporcién 1:3), posteriormente incubamos a 37°C durante tres
horas hasta conseguir una completa saturacién de la proteina por
el hierro. La heterogeneidad en cargas eléctricas de la
transferrina debida al hierro desaparece.

Mientras que se incuba el suero con la solucién ferrosa, se
preparan los geles de polyacrylamida sobre los que se van a
migrar las proteinas.

El sistema que hemos utilizade es el Phast System (marca
registrada de Pharmacia) y los mini geles de polyacrylamida son
los Phas Gel IEF 4-6.5 (Pharmacia) cuyo punto isoeléctrico esta
entre 4 y 6.5. Estos geles se reequilibran durante una hora con
la siguiente solucidn:

- 0,6 gr. de sacarosa (facilita migracién de proteinas)

0,25 ml. Nonidet P40 (jabdn}

1 ml. anfolinas de rango 5-7

- 5 ml. de agua destilada.

Con esta solucién se consigue mayor amplitud isoeléctrica
{entre 4 y 7). El suero saturado de hierro (1ml.) se aplica
sobre la superficie del gel en la posicidén del &nodo.

Al aplicar la corriente eléctrica, las proteinas migran
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hasta encontrar su punto isoceléctrico o de carga cero. De esta
forma separamos las proteinas en funcién de su punto
isoeléctrico. En el caso de la transferrina esta separacidn se
debe a la composicién de carbohidratos. La fraccidén principal
de la transferrina tiene cuatro restos de a&acido sidlico,
carbohidrato de fuerte carga negativa y un punto isoeléctrico de
5.4 y la disialotransferrina presenta de 0 a 3 restos de &cido
sidlico siendo la fraccidén mas abundante la de 2 restos Aacidos
con un punto isoceléctrico de 5.7.

Una vez migradas las proteinas pasamos a la fase de revelado
que también es automdtica y dura aproximadamente veinte minutos.
Se introduce la miniplaca en una cadena de reveleado que fiia las
proteinas mediante una solucidén &dcida (Ac. tricleroacético).
Sequidamente tifie 1a placa mediante Azul de Coomassie Brillante
que es un buen colorante para las proteinas. Posteriormente se
lava con una solucién de &dcido-alcohol que destifie todo lo que
no sea proteina fijada. Después sacamos la microplaca del
aparato de revelado y se seca mediante aire caliente; la placa,
una vez seca, es introducida en el densitdémetro computerizado
Phast Image (marca registrada de Pharmacia) Gel Analyzer donde
estd incorporado el Sorftware Phast Image. El densitémetro tiene
un rango de 1lectura de 613 nm. dque lee la densidad de la
transferrina de 2 y 4 restos de dcido sidlico, es decir, las de
punto isoeléctrico 5.7 y 5.4 respectivamente. El ordenador
integra estas cifras y obtiene un valor del cociente transferrina

5.7/ transferrina 5.4 en el suero analizado, que expresa en forma
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de porcentaje. Consideramos positivos valores superiores al 9%.

Recientemente se ha enmpezado a aplicar la CDT obtenida
mediante Radic inmuno andlisis (RIA) de doble anticuerpo. Con
esta técnica se separan las isoformas de la transferrina en
funcién de su carga mediante una columna de intercambio de iones.
La CDT compite con una cantidad de transferrina marcada con I-125
por los lugares de unién de los anticuerpos especificos. La
transferrina ligada y libre se separan mediante la adicidén de un
segundo anticuerpo inmuno-adsorbente seguido por centrifugacién
y decantacién. La radicactividad es inversamente proporcional
a la cantidad de CDT en la muestra. Se consideran positivas las
muestras superiores a 20 u.i. (292). Ambas técnicas CDT-
isoelectroenfoque o CDT RIA son bastante especificas vy
practicamente no se obtienen falsos negativos, salvo en casos de
cirrosis biliar primaria, hepatitis crdénica activa o sindrome de
proteinas deficientes en carbohidratos.

La CDT RIA parece ser una prueba mds sensible y mas féacil de
cuantificar que 1la <CDT 1IEF. Sin embargo, presenta dos
inconvenientes cuando se wvalora su uso como screening de
trabajadores: es una técnica cara y necesita de instalaciones
adeucadas en el manejo de material radicactivo. Dado el caracter
epidemioldégico de nuestro estudio nos interesa saber si el sujeto
bebe o no bebe alcohol y no cuanto alcohol bebe. Por este motivo
elegimos la determinacidén de CDT por IEF. Ademds esta es una
técnica estandarizada en nuestro laboratorio y la mds ajustada

al presupuesto que manejabamos. Es decir, con ella ahorréabamos
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tiempo y dinero.

B) Test_del Amplicor (RQCHE) para la deteccidn del ARN del

virugs de la hepatitis C:

El Amplicor VHC (marca registrada de Laboratorios ROCHE) es
un método de deteccidén virica basado en cuatro procedimientos
mayores: Transcripcidén inversa del ARN problema dgenerando un
ADNc, Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR), Hibridacién del
producto amplificado con dcidos nucleicos especificos y deteccién
del producto amplificado por formacién de color.

El Amplicor utiliza como primers una secuencia de 244
nucleétidos de la regién 5* terminal del genoma. Esta regidén es
la mas conservada del ARN del VHC.

Fases de laboratorjo:

12) Preparacién de reactivo: Un tubo de muestra maestra
(master mix) contiene menos de 25% de glycerol, menos de 0,001%
de dATP, dCTP, dGTP, dUTP, primers tenidos con biotina, menos de
0,01% de ADN polimerasa, menos de 1% de EDTA y 0,05% de A&acido
sédico. A este tubo de muestra maestra de 1,5 ml. se le afade
100 ml. de Amperasa. Esta mezcla es suficiente para 32
amplificaciones.

La Amperasa esta compuesta por menos de 1% EDTA, NacCl.
Menos de 0-1% de Uracil N glycosylasa, 5% de glicercol y 0,05% de

dcido sdédico. La Uracil N-Glycosylasa reconoce y cataliza la
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destruccion de la deoxiuridina contenida en el ADN pero no de la
Pimidina. ta deoxiuridina no esta presente en el ADN viral pero
si en los amplicones pues usamos deoxiuridina trifosfato ( en
lugar de timidina trifosfato). La presencia de deoxiuridina
en amplicones productos de contaminacidén los hace susceptibles
de destruccién por la enzima Uracil N-Glicosilasa (UNG) por
apertura de la cadena de deoxirribosa en la posicién 1. La
enzima UNG se inactiva a temperatura cercana a 55¢ C, es decir,
antes de comenzar en el termociclador, los ciclos de
amplificacién de la PCR.

2°) Preparacion de los controles positivos v negativos: Se
preparan dos controles negativos. Cada uno pipeteando 0,05 ml.
de control negativo de la marca comercial, con 0,2 ml. de control
Diluyent. Se mezcla en el vortex y se incuba a temperatura
ambiente durante 10 minutos. El control positivo se realiza
pipeteando 0,05 ml. de control positivo de la marca comercial con
0,2 ml. de control Dilnent. Posteriormente se mezcla en el
vortex y se incuba a temperatura ambiente durante 10 minutos.

32) Preparacidn de la muestra: Preparamos el Lysis Buffer
ahadiendo a 0,15 ml. de ARN carrier y 0,15 ml. de Beta
mercaptoetanol (fijador o precipitador de proteinas) a un vial
de 15 ml. de Lysis Reagent. Cada vial asi preparado es
suficiente para 35 extracciones del ARN. Una vez preparado el
Lysis Buffer debe ser usado dentro de las dos semanas siguientes.

Para cada muestra, anadir 0,4 ml. de Lysis Buffer a un tubo

de 1,5 ml. previamente identificado (marcado).
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FIGURA HE® 9
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FIGURA N® 10
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Posteriormente afiadimos 0,1 ml. de suero problema a cada
muestra de 0,4 ml. de Lysis Buffer y mezclamos en el vortex. EIl
suero debe estar en perfectas condiciones, no hemolizado. Ademas
debe ser un suero reciente, miaximo 3 horas desde su obtencidn.
Los sueros que sean procesados en un tiempo superior, deberan ser
conservados a -20°C. De esta forma el suero se puede conservar
2 6 3 semanas y posteriormente ser descongelado en una estufa a
372C.

Después de esta mezcla incubamos todos los tubos durante 10
minutos a 60°C y mezclamos bien en el vortex. Con ello queremos
conseguir que las proteinas se desnaturalicen y se desprendan del
ARN. Ademds, este ARN problema es capturado por el ARN
transportador.

Afiadimos 0,5 ml. de alcohol isopropilico a cada tubo y
mezclamos nuevamente en el vortex. Con ello conseguimos una
mejor fijacién de las proteinas. Incubamos todos los tubos 2
minutos a temperatura ambiente. Centrifugamos los tubos durante
15 minutos a la mdxima velocidad (aproximadamente 13.000 x 9) vy
a temperatura ambiente. Se deben marcar los tubos en la posicién
superior poniendo la lengiieta del tubo en la parte mds apical.
Serd en esa posicién superior donde quede el pellet al final de
la centrifugacién.

Desechamos el sobrenadante, con cuidado de no alterar el
pellet. Si no fuese visible (casi nunca lo es), dejamos 50 ml.
en el fondo del tubo. En nuestra experiencia esta es una fase

de la técnica que nos obliga a creer (acto de fe) que es ahi
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donde esta el ARN.

Posteriormente, afadimos 1,0 ml. de etanol al 70% vy
mezclamos en el vortex. Centrifugamos los tubos durante 5
minutos (13.000 x 9) a temperatura ambiente y colocamos los tubos
con la marca hacia arriba y descartamos el sobrenadante de cada
tubo.

Resuspendemos los pellets con 1,0 ml. de Specimen Diluent,
solucidédn gue viene preparada con manganeso, potasio y 0,05% de
dacido soédico. Las muestras se dejan sedimentar durante 10
minutos.

Ccon ello se termina la fase de extraccién del ARN para
obtener una muestra dque sea de la mdxima pureza en 4dcidos
nucleicos. Las muestras deberan amplificarse en las siguientes
3 horas.

Después de 1la fase de extraccién del ARN comienza la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa propiamente dicha.

Pipeteamos 50 microlitros de los controles (ya preparados)
y de cada una de las muestras problema, teniendo precaucidén de
no pipetear ninglin material que ho se haya resuspendido. Los
tubos para la amplificacién tendrdn 50 microlitros de Master Mix
con Amperasa.

Llevamos la gradilla con los controles y los sueros al
termociclador Gene Amp PCR System 9600 y colocamos la gradilla
en el termociclador. Cerramos y bloqueamos la tapa del aparato.

Progamamos el termociclador 9600 con el siguiente programa:
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Aplicar 2 min. a 50°C

Aplicar 30 min. a 60°C

Aplicar 1 min. a 95°C

2 ciclos 15 seqg. a 95°2C, 20 seg. a 60:C

38 ciclos 15 seg. a 902C, 20 seg. a 60:=C.

Aplicar 4 min. a 60¢°C

Aplicar siempre a 72 2C ( no exceder mds de 5 horas).

El proceso durara una hora y 45 minutos.

Posteriormente retiramos 1los tubos del termociclador vy
quitamos 1las tapas c¢on cuidado de no producir aerosoles.
Afadimos inmediatamente 100 microlitros de Denaturation Sclution
a cada tubo. 8i se va a realizar la deteccidén conservamos los
tubos a temperatura ambiente no mds de dos horas. Si no es asi,
conservar los amplicones entre 2-8¢C hasta realizar la deteccién.
1a solucidén de desnaturalizacidén estd compuesta de EDTA,
hidréxido de sodio e hidréxido de Timol azul. Los amplicones son
desnaturalizados en cadenas simples y se adhieren a una
microplaca. Comenzando la fase de deteccidn del ARN previamente
amplificado en el termociclador. En la fase de deteccidn
atemperamos la microplaca a temperatura ambiente. Ahadimos 100
microlitros de VHC hybridization Buffer (solucidén de fosfato de
sodio) a cada pocillo de la microplaca. Si las muestras han sido
conservadas a 2-8°C serd necesario incubarlas a 37:C durante 2-4
minutos. Posteriormente pipeteamos 25 mnmicrolitros de las

muestras en los pocillos y agitamos con suavidad la microplaca
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hasta que el color de las pocillas vire de azul a amarillo.
Cubrimos la microplaca e incubamos durante una hora a 37:¢C.

Mecanicamente se lavan 1los pocillos 5 veces con 350
microlitros de solucién de lavado y esperamos 30 segundos antes
de aspirar la solucién de lavado.

Afiadimos 100 microlitros de Avidin peroxidasa conjugate a
cada pocillo. Cubrimos la microplaca e incubamos 15 minutos a
372C. Ademds en esta solucidn se encuentra una gammaglobulina
bovina especifica para los amplicones, lo gue incrementa la
especificidad de la reaccidn.

Posteriormente volvemos a lavar de la misma forma a como lo
hemos realizado en el paso previo a la adiccidén de conjugado.

Se prepara el Workin Substrate gue es una solucidén que
contiene citrato, 0,01% de H,0,, Tetrametilbenzidina (TNB) y 40%
de dimetilforamida (DMF). Esta mezcla debe usarse dentro de las
3 horas siguientes a su fabricacién y debe ser mantenida en la
oscuridad.

Pipeteamos 100 microlitros del substrato de trabajo, antes
preparado, en cada pocillio e incubamos 10 minutos a temperatura
ambiente y en la oscuridad.

Anadimos 100 microlitros de solucién de parada a cada
pocillo. Esta solucidn contiene 4,9% de acido sulfirico, EDTA,
detergente. ..

Medimos dentro de la primera hora, la densidad éptica de los
pocillos a 450 nm. Lo que ocurre en la fase de deteccidén es gue

la avidin HR peroxidasa (AV.HRP) conjugada adherida a la
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microplaca se une a la biotina de los amplicones. Después del
lavado 1la AV-HRP conjugada reacciona con biotina y el
tetrametilbenadina formando color. Esta reaccién es parada con
la adiccién de un dcido. La densidad es medida en la microplaca
y los resultados son comparados con los controles positivos y
negativos. El control nagativo debe tener una densidad éptica
menor de 0.250 A y el control positivo debe tener una densidad
éptica superior a 2000 A.

El cut-off es 0.400 A. Todos los valores de absorbancia
superiores se consideran positivos. Los valores inferiores a
0.400 A son negativos. Se recomienda repetir el ensayo en
aguellas muestras cuyo valor este entre 0.300 y 0.500.

En la técnica del Amplicor-VHC es importante trabajar en
tres areas bien definidas v aisladas. El drea 1 la dedicamos a
la preparacién de los reactivos para la amplificacidén de la PCR.
Usamos una cabina bioldgica eguipada con radiacidén ultravioleta.
El material de laboratorio utilizado ( pipetas...) debera estar
siempre en la cabina. En el 4rea 2 mezclamos los suerocs
problemas con los reactivos preparados anteriormente en el drea
1. Todo el material serd especifico para este drea. En este
drea es importante el control de los aerosoles para evitar la
contaminacidén, que nos produciria falsos positivos.

En nuestra experiencia también observamos contaminaciones
cuando el lavador no estd en 6ptimas condiciones de trabaijo.

El 4rea 3 se usa para la amplificacién y la deteccién del

ADN amplificado. Todo el material de laboratorioc serd especifico
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para ese drea y se encontrara siempre en este area.

Davis y cols. (254) determinaron las condiciones dptimas en
las que se debe manejar la sangre extraida del paciente para la
deteccién del VHC-ARN evitando la degradacién del mismo. Cuanto
mds tiempo transcurre desde que se forma el codgulo hasta que se
centrifuga mds disminuye la eficacia de la deteccidn del VHC-ARN:
Asi, si transcurren cuatro horas sin separar el suero del coagulo
se puede perder hasta un 22% de actividad, 25% después de seis
horas y un 44% después de 24 horas. Sin embargo, si se
centrifuga inmediatamente después de haberse formado el codgulo,
la pérdida de ARN se reduce solamente a un 10%, aungue
se tarde 6 horas en aislar el suero después de la centrifugacién,
no incrementdndose esta pérdida aunque se mantenga el suero a 4°C
durante 12 horas. El almacenaje a -20:C y el proceso de
congelacidn-descongelacién de las muestras hasta después de un
ano s6lo produce una pérdida del 10% del VHC-ARN. De todo ello
podemos deducir gue la sangre se debe centrifugar dentro de las
dos primeras horas después de gue se haya formado el codgulo y
si es posible, separar inmediatamente el suero y congelarlo de
forma inmediata. La pérdida de actividad en la deteccidn del
VHC-ARN, que oscila entre un 20 y un 44%, dependiendo del proceso
de separacién del suero, podria explicar porqué en algunos
pacientes no se detecta VHC-ARN en algunas muestras y en otras

sf.
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C) Enzimoinmunoandligis de tercera generacidén (Abbott) para
detectar anticuerpos frente al virus de la hepatitis C:

Para la deteccidén de anticuerpos frente al VHC henos
utilizado el sistema Abbott VHC ELISA 3.0. Se trata de un
enzimoinmunoensayo de tercera generacién en fase so6lida gque ha
sido disefado para detectar anticuerpos frente a cuatro proteinas
recombinantes del VHC: HC-34, HC-43, cl00 y NS5 (208).

La proteina recombinante HC-34, es expresada en Escherichia
coli (E. Coli), contiene secuencias de la proteina core
estructural del VHC.

La proteina recombinante HC-43, expresada en E. Coli
contiene secuencias de la proteina core estructural del VHC y de
la proteina VHC no estructural NS3.

La proteina c-100-3 recombinantes, expresada en
Saccharomyces cerevisiae (levadura), contiene secuencias de las
proteinas HCV no estruturales NS3 y NS4.

La proteina recombinantes NS5, expresada en levadura,
contiene secuencias de la proteina VHC no estrutural NS5.

En el ensayo Abbott VHC ELISA 3.0, se diluye suero o plasma
humano problema, con un diluyente de muestra y se incuba luego
con una esfera de poliestireno recubierta con los antigenos
recombinantes del VHC (HC-34, HC-43, C100-3 vy NS5). Si la
muestra contiene anticuerpos, las inmunoglobulinas de la muestra
del paciente se fijan a los antigenos gue recubren la esfera.

Después de eliminar los materiales no unidos y del lavado de la
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esfera, se detectan las inmunoglobulinas humanas unidas a la fase
so6lida, incubando el complejo esfera-antigenoc-anticuerpo con una
solucidén gue contiene anticuerpos de cabra dirigidos frente a la
inmunoglobulina humana y marcados con peroxidasa de rabano
picante. Después, se elimina el conjugado enzimdtico no unido y
se lavan las esferas. A continuacidén, se aflade a la esfera una
solucidn de o-fenilendiamina-2CH1 (OPD) que contiene peréxido de
hidrégeno. En presencia de perdxido de hidrégeno, se oxida la
enzima peroxidasa que marca el conjugado unido. La peroxidasa
oxidada reacciona entonces con la o~fenilendiamina-2HC1l (OPD).
En esta reaccién se reduce la peroxidasa y se oxida la OPD. La
cantidad de OPD oxidada, que tiene color amarillo-anaranijado, es
directamente proporcional a la cantidad de anti VHC unido a la
esfera. La reaccidén enzimdtica se detiene agregando Aacido
sulfurico 1N y la intensidad del color desarrollado se mide
utilizando un espectrofotémetro calibrado a 492 nm. La
presencia o ausencia de anticuerpos frente al VHC se determina
relacionandc la absorbancia de la muestra del paciente al punto
de corte. Si 1a absorbancia de la muestra es superior o igual
al wvalor del punto de corte (0,387), se la considera como
reactiva. Los enzimoinmunoensayos de tercera generacidn para
detectar anticuerpos anti virus de la hepatitis C, que emplean
péptidos sintéticos, son en la actualidad las pruebas seroldégicas
mds sensibles gque diagnostican, en sangre periférica, 1la

presencia de anticuerpos anti VHC.
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FIGURA N® 12
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D) Inmuno mancha MATRIX para detectar anticuerpos frente al
virus de la hepatitis C (Abbott MATRIX VHC):

Para confirmar la presencia de anticuerpos frente al virus
de la hepatitis C (anti VHC) hemos empleado test Abbott MATRIX
HCV. Este test es un inmunoensayo en filtro, in vitro, para la
deteccién simultdnea de anticuerpos frente a un panel de
antigenos del VHC especificos. Los cuatro antigenos
recombinantes utilizados en el ensayo son HC-34, HC-29, HC-23 y
cil00-3,

La proteina recombinante HC-34 expresada en Escherichia
coli, contiene secuencias de la proteina core estructural. 1a
proteina recombinante HC-29 expresada en E. Coli contiene
secuencias de la proteina no estructural 3(NS3). Ademds supone
gue las proteinas recombinantes c¢l100-3, expresada en levadura y
HC-23 expresada en E. Coli, contienen principalmente las
secuencias NS4. Los 256 aminodcidos de las secuencias del VHC
en HC-23 estdn contenidos totalmente dentro de la proteina c-100-
3 (215).

Procedimiento: La celdilla de reaccién Abbott MATRIX VHC
contiene una fase soélida de nitrocelulosa, recubierta de
proteinas VHC recombinantes. Ademads hay dos controles del
procedimiento (IgG humana, anticuerpo de cabra frente a la IgG
humana) y de un control negativo (hidrolizado de caseina). La
celdilla aloja micropocillos donde se depositan las proteinas.

Para el test se necesita 10 microlitros de suero o plasma.
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Las muestras diluidas se incuban con la fase sdélida de
nitrocelulosa dentro de la celdilla de reaccién. Los anticuerpos
frente al VHC de 1la muestra se unen a las proteinas
recombinantes, formando un complejo antigenoc-anticuerpo. El
diluyente de nuestra contiene proteinas de levadura y E. coli
para evitar las reacciones inespecificas con las proteinas
recombinantes. Los anticuerpos no unidos son eliminadeos de la
celdilla de reaccién por aspiracidén y lavado.

El Abbott MATRIX VHC emplea un sistema de dos pasos para la
deteccidén de la IgG humana. El conplejo antigeno-anticuerpo es
detectado incubando la celdilla de reaccidén con un anticuerpo de
cabra frente a la IgG humana marcada con biotina. Después de la
incubacioén, el reactivo se elimina de la celdilla de reaccidn por
aspiracién y lavado y se agrega un anticuerpo anti biotina
conjugado con fosfatasa alcalina, para detectar el compleijo
antigeno-anticuerpo marcado con biotina. El reactivo se elimina
de la celcilla de reaccidén por aspiracidén y lavado. Se agrega
entonces un substrato cromégeno de 5-bromo-~4-cloro-3-
nidolilfosfato. Un precipitado de color azul identificarad los
micropocillos en 1los que el anticuerpo haya reaccionado con uno
de los antigenos.

El dispositivo déptico del analizador Abbott MATRIX mide la
reflexidén de la luz, producida por dicho precipitado a 655 nm.
Este analizador mide la intensidad del color desarrollado para
cada sustancia a analizar. A continuacidn, se sustrae el valor

del control negativo y el valor neto obtenido se divide por el
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punto de corte. Este ultimo es especifico para cada lote maestro
de reactivo y viene codificado en las hojas de datos de
calibracién incluidas en el kit. Todo cociente muestra/punto de
corte igual o superior a 1,0 es informado como reactivo para el
anticuerpo frente a la respectiva proteina VHC. Para ser
consideradas reactivas frente a la proteina NS4, las muestras
deben dar un cociente muestra/punto de corte igual o superior a
1,0 frente a los dos antigenos correspondientes a la regidn NS4.
La reaccidn frente a una de las dos proteinas NS4 es interpretada
como no concluyente de reactividad frente a la proteina NS4 y no
contribuye a una interpretacién de la muestra como positiva.
Esto es importante tenerlo en cuenta pues este ensayo Abbott
MATRIX VHC se interpreta como hegativo cuando no existe reaccion
frente a ninguna proteina del VHC. Se considera positivo cuando
es reactivo por lo menos frente a dos proteinas VHC distintas y
se considera indeterminado cuando es reactivo a una sola proteina
del VHC. Se considera que NS4 es reactivo cuando lo son sus dos
proteinas al mismo tiempo. Es importante recordar dgue 1los
resultados reactivos a un s6lo antigeno puede deberse a un sélo
anticuerpo detectado durante la seroconversién del paciente o a
la persistencia de un solo anticuerpo al cabo de afios. Los
resultados del analizador Abbott MATRIX se obtienen en
aproximadamente 5,5 horas. Los resultados positivos confirmarian
que el individuo contiene anticuerpos frente al virus C de la

hepatitis, pero no confirma que el sujeto contenga el virus,
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7.5.— ESTUDIO ECONOMICO DEL TRABAJC REALIZADO

Como se indica en el cuadro n¢® 11, en el presente estudio
hemos realizado 6963 determinaciones biolégicas sobre un total
de 1109 muestras procesadas.

CUADRO N° 11

Descripcién del nimero de pruebas bioldégicas realizadas

y coste de las mismas

N< PRUEBAS COSTE POR COSTE

REALIZADAS ] UNIDAD TOTAL
Anti VHC 1098 2000 2.196.000
PCR - VHC 175 i 6000 1.050.000
HBs Ag 506 500 253.000
Anti Core HBV 1108 700 775.600
cpT 167 500 83.500
GGT 856 | 100 85.600
GOT 858 100 85.800
GPT 1104 100 110.400
VCM 1091 100 109.100
TOTALES 6963 4.749.000

Los coste directos de las 6963 determinaciones bioldgicas
realizadas asciende a 4.749.000 pesetas. Estimamos gue a esta
cantidad habria que anadir otro 20% mds en concepto de material
fungible e infraestructura. El coste real del estudio estaria
alrededor de los 5.700.000 pesetas. No incluimos las inversiones
en maguinaria, que ha sido necesaria para realizar las pruebas

biolégicas anteriormente descritas.
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"E1l ELISA utilizado para la deteccidn de anticuerpos frente
al virus de la hepatitis C (Abbott de tercera generacidn) tiene
un precio elevado, cercano a las 2.000 ptas. Sin embargo, es en
la actualidad uno de 1los enzimoinmuno andlisis con mayor
sensibilidad y especificidad que existe en el mercado y por
tanto, dtil para el estudio de la prevalencia del anti VHC en el
medio laboral no hospitalario.

La deteccién del ARN del virus de la hepatitis C mediante
la prueba Amplicor de Roche, supusc emplear una técnica novedosa
en nuestro pais, aungue con resultados contrastados con técnicas
de biclogia molecular o PCR clasicas. Ademds, supuso pasar de
las 20.000 ptas., del precio de una PCR convencional, a las 6.000

ptas. del valor estimado para el Amplicor de Roche.
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RESULTADOS

8.1.- PATRON DEMOGRAFICO DE LA POBLACION LABORAL ESTUDIADA.

En el presente trabajo hemos estudiado a 1099 trabajadores
de la Empresa Nacional de Electricidad, S.A. (ENDESA) en tres

regiones geogrdficas concretas: Madrid, Ponferrada (Leén) vy

Andorra (Teruel). El patrén demografico de la poblacién laboral
estudiada se refleja en la figura ne 13

Se observa que el 45% de los trabajadores tienen una edad
menor a los 40 afios; este porcentaje se eleva al 78,7% si
consideramos a todos los trabajadores menores de 50 afios. Se
trata pues de una poblacién laboral joven, donde predominan los
hombres (84%) frente a las mujeres (16%) (Figura n® 14 y 15).
Esta diferencia en cuante a sexos es debida a que los
trabajadores de ENDESA Ponferrada y ENDESA Andorra, se dedican
mayoritariamente a la mineria, siendo esta una actividad
tradicionalmente masculina en nuestro pais.

La poblacién de ENDESA Madrid, donde se encuentran los
servicios centrales de la empresa, esta compuesta por un 69,1%
de hombres y un 30,9% de mujeres (Figura n@® 15). Mientras que
la poblacién de ENDESA Ponferrada estd compuesta de un 96,6% de
hombres y un 3,4% de mujeres. En ENDESA Andorra los porcentajes
son de un 97,1% de hombres y un 2,9% de mujeres (Figura n® 15).

Las mujeres representan el 47,6% del grupo de poblacién
comprendida entre los 20 y los 29,9 afos, esta cifra disminuye

al 24,6% en el grupo de trabajadoras con edades comprendidas
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entre los 30 y los 39,9 anos. A partir de los 40 afios y hasta
la edad de jubilacién, las mujeres representan menos del 8% del

total de los trabajadores.
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CUADRO N@°¢ 11

RESULTADOS

PATRON DEMOGRAFICO DE LA POBLACION LABORAL ESTUDIADA

A: Trabajadores de

B: Trabajadores de

C: Trabajadores de

D: Trabajadores de

E: Trabajadores de

20 a 29,9 anos: Total
30 a 39,9 anos: Total
40 a 49,9 ahos: Total
50 a 59,9 afos: Total

mas de 60 anos: Total

65 (5,9%).

431 (39%).

374 (33,8%).

195 (17,6%).

40 (3,6%).

A B C D E
ENDESA 38 217 150 72 28
Madrid 58,5% 50,3% 40,1% 36,9% 70%
ENDESA 14 103 125 92 11
Ledn 21,5% 23,9% 33,4% 47 ,2% 27 ,5%
ENDESA 13 111 99 31 1
Teruel 20% 25,8% 26,5% 15,9% 2,5%
TOTAL 65 431 374 195 40
579% 39% 3378% 1776% 376%
HOMBRES 52,4% 75,4% 93% 94,4% 92,5%
MUJERES 47,6% 24,6% 7% 5,6% 7,5%
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8.2.- DESCRIPCION DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA ANAMNESIS,

SEROLOGTIA Y BIOQUIMICA.

8.2.1.— Consumc de alcohol: De las 1.099 encuestas
realizadas, se observa que consumen alcohol de forma excesiva 176
trabajadores, que representan el 16% de la poblacidén estudiada.
Otros 923 trabajadores (84%) confesaban no tomar alcohol o
hacerlo en cantidades menores a 20 unidades de alcohol/semana en
hombres y 12 unidades de alcohol/semana en mujeres.

Existen diferencias importantes en el consumc de alcohol,
cuando analizamos los grupos de trabajadores estudiados. Segin
la procedencia geogrédfica del trabajador vemos gue consumen
alcohol de forma excesiva el 8,6% de la poblacién de Madrid, el
13,5% de la poblacidén de Andorra y el 28,5% de la poblacidén de
Ponferrada. También se observan variaciones en el consumo de
alcohol segun el sexo del trabajador. Beben de forma excesiva
el 4,8% de las mujeres y el 18,4% de los hombres.

El consumo de alcohol de forma excesiva también depende de
la edad del trabajador: En el grupo de poblacién comprendido
entre los 20 y 29,9 afos son bebedores excesivos el 3,1% de los
trabajadores, mientras que en el grupo de los 30 a 39,9 afnos son
bebedores excesivos el 11,7%, entre los 40 a 49,9 ahos lo son el
19,8% y entre los 50 y 59,92 anos lo son el 22,1%. Segun estos
datos con la edad aumentaria el porcentaje de trabajadores que

consumen alcohol de forma excesiva.
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Las mujeres representan el 47,6% de los 65 trabajadores con
edades comprendidas entre los 20 y 29,9 afnos. También
representan el 24,6% de 1los 431 trabajadores con edades
comprendidas entre los 30 y los 39,9 anos. Como sdlo consumen
alcohol el 4,8% de 1las mujeres trabajadoras, se podria
interpretar que, si bien el grupo de poblacidén con menos consumo
de alcohol es el de edades comprendidas entre los 20 y los 39,9
afios, éste es el mismo grupo donde se encuentra el mayor nimero
de trabajadoras de sexo femenino y, por tanto, el sexo puede ser
un factor gue influya en el menor numero de consumidores de

alcohol en el grupo de poblacidén mds Jjoven.

8.2.2.- Antecedente personal de transfusién sanguinea:

Hemos buscado este antecedente en 1104 trabajadores.
Encontramos 47 casos positivos que representan el 4,3% del total
de la poblacién estudiada.

En Madrid el antecedente de transfusién sanguinea fue del
6%, mientras gue en Ponferrada fue del 2% y en Andorra del 3,5%
{(Cuadro n®= 13). Se observa, légicamente, mayor posibilidad de
haber recibido una transfusién sanguinea o de hemoderivados a
medida que aumenta la edad del trabajador (Cuadro n¢ 14). La
frecuencia es del 3,1% en el grupo laboral comprendido entre los
20 y los 29,9 afios, del 5,6% en el grupo de los 50 a 59,9 ahos

y del 10% en el grupo mayor a 60 anos.
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8.2.3.- Antecedente de hemodidlisis y/o trasplante renal:

S6lo hemos detectado 2 trabaijadores que habian sido

sometidos a un trasplante renal. Previamente habian sido

sometidos a tratamiento de hemodidlisis, ninguno de los dos
presentaron positividad en el enzimoinmunoensayo para detectar
anticuerpos frente al virus de la hepatitis C. El pequeno numero
de casos positivos detectados, nos impidié relacionar el
antecedente de trasplante renal y/o hemodidlisis con la aparicidn

del virus de la hepatitis C.

CUADRO N® 13 POBLACION ESTUDIADA POR LUGAR DE PROCEDENCIA

DATOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE LAS VARIABLES CUALITATIVAS

Lﬁ MADRID PONFERRADA ANDCRRA TOTAL
Hombres 349 336 249 934
69,1% 96 ,6% 97,1% 84%

Mujeres 156 12 7 175
30,9% 3,4% 2,9% 16%

Alcohol exces. 43 98 35 176
8,6% 28,5% 13,5% 16%

Antec. transf. 31 7 9 47°
positivo 6% 2% 3,5% 4,3%
Antec. hepatit. 48 17 10o 75o
positivo 9,6% 5,2% 3,9% 6,8%
Anti Core VHB 53 39 27 1190
positivo 10,5% 11,2% 10,5% 10,7%
Anti VHC 13 9 4 26°
positivo 2,6% 2,6% 1,6% 2,4%
TOTAL 505 348 25b6 1109

POBLACION
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RESULTADOS

POBLACION ESTUDIADA SEGUN LA EDAD DE LOS TRABAJADORES.

PORCENTAJES POSITIVOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE LAS

VARTABLES CUALITATIVAS.

A: De 20 a 29,9 anos.

B: De 30 a 39,9 anos.

C: De 40 a 49,9 ahos.

D: De 50 a 59,9 ahos.

E: Mas de 60 anos.

Variables A B o D E TOTAL
— it
Alcohol 3,1% 11,7% | 19,8% 22,1% | 17,5% 16,0%
excesivo
Antecedente 3,1% 3,3% 4,3% 5,6% 10,0% 4,3%
transfusién
Ant. hepat. 4,7% 7,9% 6,7% 5,6% 5,0% 6,8%
previas
Anti Core 7,7% 8,1% 8,8% 15,4% 12,5% 10,7%
VHB pos
Anti VHC 3,2% 2,1% 2,2% 3,1% 2,5% 2,4%
positivo
GGT elewvada 1,9% 7,4% 12,0% 11,7% 10,3% 9,5%
GPT elevada | 14,1% | 14,7% | 12,6% | 15,5% | 15,0% 14,4%
Disfuncidn 16,7% | 20,6% | 22,5% { 24,6% | 20,5% 21,8%
hepatocito
numero de 65 431 374 195 40Q 1105
sujetos
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8.2.4.- Antecedente personal de hepatitis:

Se preguntd al trabajador sobre el antecedente de haber
padecido una hepatitis o ictericia con independencia del tipo de
hepatitis que habia sufrido.

Encuestamos a 1104 personas; de ellas 75 (6,8%) referian
haber padecido una hepatitis o ictericia en el pasado.

En Madrid el antecedente de hepatitis aparecidé en el 9,6%
de los trabajadores, en Ponferrada fue del 5,2% ¥ en Andorra del
3,9% (Cuadro n= 13). En el antecedente de hepatitis no
existieron diferencias significativas cuando estudiamos a 1la

poblacién segun grupos de edades o sexo (Cuadro n® 14).

8.2.5.- Consumo de farmacos hepatotéxicos:

El consumo de fdrmacos potencialmente hepatotdxicos, solo
fue estudiado en ENDESA Madrid.

De los 505 trabajadores pertenecientes a esta poblacidn sélo
23, es decir el 4,6%, tomaban habitualmente farmacos
hepatotéxicos. El tipo de farmaco que tomaban se refleja en el
cuadro n° 15.

Ninguna de las siete mujeres gue tomaban anovulatorios tuvo
alteraciones en sus cifras de transaminasas.

De los 16 pacientes restantes, 13 presentaron elevaciones
en los niveles de transaminasas, es decir, el 81,25% de los
trabajadores que presentaban antecedente de ingestién de fdrmacos
hepatotdéxicos tenian elevacién de las transaminasas (GOT y/o

GPT).
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De los 5 trabajadores en tratamiento con hipolipemiantes del
tipo de 1la lovastatina, 4 presentaron alteraciones en sus
transaminasas, si bien las cifras nunca excedieron de las 107
u.i. En estos pacientes, la alteracién de las enzimas hepdticas,
puede deberse tanto a la accidn téxica del medicamento como a la
obesidad o dislepemias asociadas, causas por si solas, de

alteracidén de las cifras de transaminasas.

CUADRO N¢ 15

FARMACOS HEPATOTOXICCS CONSUMIDOS POR TRABAJADORES DE
ENDESA MADRID:

~ Hipolipemiantes . . . « « « « + .+ « < < 4 . 5
(lovastatina, genfibrocilo)

- Diuréticos {clortiazidicos) . . . . . . . . . 2
- Alopurinol . . . . . .« 4 4 e e 4 e e e s . 4
- Fenotiazinas . . . . .« « ¢ « ¢ 4+ 4+ 4 4 e . 2
— Fenilbutazonas . . .+ + « « « o + o o o s o 1
- Acido Valproico . . . - . < &+ o s e s . 1
-~ Anovulatorios .+ « « + s+ 4 4 e 4 e s e s e . 7
- Alopurinol + hipolipemiante . . . . . . . . 1

TOTAL . . . .+ . 23
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De los 4 pacientes con hiperuricemia en tratamiento con
Alopurinel, 3 presentaron una discreta elevacién de las
transaminasas (menos de 80 u.i.). Sin embargo, el paciente que
estaba en tratamiento con hipolipemiante y alopurinol presentaba
niveles normales tanto de su GPT como de su GOT.

El resto de los 6 pacientes en tratamiento con clortiazidos
(2), dcido valproico (1), fenotiazinas (2) y fenilbutazona (1)
presentaron elevacién de transaminasas inferiores a 100 u.i.

Los dos pacientes tratados con diuréticos eran ademds
bebedores habituales (21 y 35 unidades/semana respectivamente),

presentando ambos elevaciones tanto GGT como de la GOT y GPT.

8.2.6.— Marcadores del virus de la hepatitis B:

Se estudio el antigeno de superficie de la hepatitis B en
504 trabajadores de ENDESA Madrid. El1 antigeno de Australia
aparecidé positivo en 9 personas, lo que representa el 1,8% de la
poblacién estudiada. El1 anticuerpo frente al antigeno central
del core del virus B se determind en las tres poblaciones
laborales, apareciendo en 119 (10,7%) de los 1108 trabajadores
estudiados. No encontrandose diferencias, para este marcador, en
las poblacjones de Madrid, Andorra y Ponferrada (Cuadro n® 13).
Sin embargo, observamos que la frecuencia de aparicién del
anticuerpo frente al antigeno central del core ascendia a medida
que aumentaba la edad del trabajador. El grupo de poblacidn
comprendida entre los 20 y los 29,9 afios presentaba un 7,7% de

casos positivos, cifra muy similar a la encontrada entre los
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trabajadores de 30 a 39,9 afios, mientras que el grupce de
poblacién de 40 a 49,9 afios presentaba un 11,8% de anti core HBV
positivos y el grupo de poblacién de 50 a 59,9 anos presentaba
un 15,4% de anticore VHB positivo (Cuadro n° 14).

El grupo de poblacién con edades comprendidas entre los 50
y 59,9 ahos es, por tanto, el grupo de trabajadores gque presenta
un mayor porcentaje de consumidores excesivos de alcohol ¥y de
trabajadores con presencia de anticuerpos frente al antigeno

central del core VHB positivos.

8.2.7.- Anticuerpos frente al virus de la hepatitis cC:

Hemos realizado 1088 enzimoinmunoandlisis de tercera
generacién para detectar anticuerpos frente al virus de la
hepatitis C. Encontramos 26 trabajadores positivos para esta
prueba, lo que representa un 2,4% de la poblacidén estudiada.

El anticuerpo antiVHC positivo aparecié en el 2,52% de los
hombres y en el 1,73% de las mujeres. La edad media de los 26
trabajadores fue de 42,54 afios.

Tanto en Madrid como en Ponferrada encontramos a un 2,6% de
trabajadores con anticuerpos anti VHC positivos. En Andorra
sélo el 1,6% de los sueros fueron positivos (Cuadro n° 13). La
prevalencia del anti VHC en la poblacidén estudiada, segun grupos
de edades se refleja en la tabla n® 3. El anticuerpo antiVHC
aparecié positivo entre el 2,1 de la poblacidén de 30 a 39 afios
hasta el 3,2 de la poblacién de 20 a 29 anhos.

El estudio detallado de la poblacién portadora del
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anticuerpo frente al virus de la hepatitis ¢ se expone

posteriormente.

8.2.8.- Estudio de las transaminasas séricas:

Observamos que el 14,4% de los trabajadores presentaban una
elevacién de la GPT, es decir, 156 de los 1104 sujetos
estudiados. La frecuencia encontrada era independiente de la
edad del trabajador (Cuadro n? 14). La GGT aparecid elevada en
el 9,5% de los 856 sujetos estudiados. La elevacién de la GGT
es mds frecuente a medida que aumenta la edad del trabajador
(Cuadro n@® 14). También observamos cémo la elevacién de esta
enzima lleva un curso paralelo a la elevacidén en el porcentaje
de consumidores de alcohol de forma excesiva. La GOT sdlo
aparecié positiva en el 3,5% de los 858 trabajadores estudiados,
no existiendo relacién entre su positividad y la edad del
trabajador.

La disfuncién del hepatocito, entendida ésta como elevacidn
de al menos una transaminasa (GOT, GPT o GGT) aparecid en el
21,8% de la poblacién. Su frecuencia aumenta, ligeramente, segun
aumenta la edad de los trabajadores, siendo mas alta en 1los

grupos de poblacién con edad mas elevada.
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8.2.9.- Otros marcadores de consumo elevado de alcohol:

Para el estudio del consumo excesivo de alcohol, en
poblacidén laboral y su relacién con la hepatitis C, ademds de los
marcadores biolégicos tradicionales (GOT, GPT, GGT) hemos
estudiado el Volumen Corpuscular Medio del eritrocito y 1la
Transferrina Deficiente en Carbohidratos.

El volumen corpuscular medio aparecid elevado en 17 de los
1091 trabajadores estudiados, lo que representa el 1,6% de la
poblacién laboral. La Transferrina Deficiente en Carbohidratos

se determiné sélo en los trabajadores que declararon en la

anamnesis un consumc excesivo de alcohol. La CDT apareciéd
positiva en el 43,1% de estos trabajadores (Cuadro n® 16). No

se observaron diferencias significativas seqgun la edad, sexo o

procedencia geogrdfica del trabajador.

8.2.10.~- Resumén de las pruebas biolégicas realizadas y

resultados de las mismas:

El nimero de pruebas bioldgicas realizadas en el presente
estudio y el resultado de las mismas estdn reflejadas en el

cuadro n2 16.
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16

RESULTADOS

DESCRIPCION DE LAS PRUEBAS BIOLOGICAS REALIZADAS Y

RESULTADOS OBTENIDOS

Positivas Negativas Total

CDT 72 (43,1%) 95 (56,79%) 167

GGT 81 (9,5%) 775 (90,5%) 856

GOT 30 (3,5%) 828 (96,5%) 858

GPT 156 (14,1%) 948 (85,9%) 1104

VCM 17 (1,6%) 1074 (98,4%) 1091

Hbs Ag 9 (1,8%) 497 (98,2%) 506
Anti Core VHB 119 (10,7%) 989 (89,1%) 1108
Anti VHC 26 (2,4%) 1072 (97,6%) 1088
PCR 18 (10,3%) 157 (89,7%) 175
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Los resultados obtenidos, en Madrid, Ponferrada v Andorra,
de las variables cualitativas de la anamnesis y de los marcadores

bioldégicos de la hepatitis B y C estdn reflejados en los cuadros

n: 17, 18 y 19.

CUADRO N*® 17: POBLACION LABORAL DE ENDESA MADRID

DATOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE LAS VARIABLES CUALITATIVAS

CAS0OS POSITIVOS

CAS05 NEGATIVOS

Consumo excesivo
de alcohol

43/500 (8,6%)

457/500 (91,4%)

Antecedente de
transfusiones

31/505 (6,0%)

474/505 (94,0%)

Antecedente de

48/505 (9,6%)

475/505 (90,4%)

hepatitis
Farmacos 23/505 (4,6%) 482/505 (95,4%)
hepatotéxicos
HBs Ag 9/504 (1,8%) 495/504 (98,2%)
positivo
Anti Core VHB 53/504 (10,5%) 451/504 (89,5%)
positivo
Anti VHC 13/494 (2,6%) 481/494 (97,4%)
positivo
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CUADRO N=° 18

RESULTADOGS

POBLACION LABORAL DE ENDESA PONFERRADA (LEON).

DATOS OBTENIDCS EN EL ESTUDIO DE LAS VARIABLES CUALITATIVAS

CASQS POSITIVOS

CAS0S NEGATIVOS

Consumo excesivo
de alcohol

98/345 (28,5%)

247/345 (71,5%)

Anteceden. transf.

7/348 (2,0%)

341/348 (98,0%)

Anteced. hepatit.

17/348 (5,2%)

331/348 (94,8%)

Anti Core VHB

39/348 (11,2%)

309/348 (88,8%)

Anti VHC 9/348 (2,6%) 339/348 (97,4%)
CUADRO N@= 19
POBLACION LABORAL ENDESA-ANDORRA (TERUEL)

DATOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE LAS VARIABLES CUALITATIVAS

CAS0S POSITIVOS

CASOS NEGATIVOS

Consumo excesivo
de alcohol

34/252 (13,5%)

218/252 (86,5%)

Anteceden. transf.

10/256 (3,9%)

246/256 (96,1%)

Anteced. hepatit.

9/256 (3,5%)

247/256 (96,5%)

Anti Core VHB

27/256 (10,5%)

229/256 (89,5%)

Anti VHC

4/256 (1,6%)

252/256 (98,4%)
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8.3.- ESTUDIO DE LOS MARCADORES DE LA HEPATITIS C:

Hemos realizado 1088 determinaciones de anticuerpos frente
al virus de 1la hepatitis C mediante enzimoinmunoandlisis de
tercera generacién del laboratoric Abbott, lo que representa el
chequeo seroldgico del 98,6% de la poblacidén estudiada. E1
numero de trabajadores con anti VHC positivos encontrado fue de
26. De ellos 24 eran hombres y 2 mujeres. Hemos encontrado pues,
una prevalencia de anticuerpos frente al virus de la hepatitis
¢ del 2,4%. El1 anticuerpo anti VHC aparece positivo en el 2,52%
de 1os hombres y en 1,73% de las mujeres. Como se observa en el
cuadro n® 14, la prevalencia tiene cierta relacidén con la edad
del trabajador, variando entre el 2,1% en los trabajadores de 30
a 39,9 afios hasta el 3,2% de los trabajadores de 20 a 29,9 anos.

La prevalencia del anticuerpo frente al VHC segun la
poblacidn estudiada fue del 1,6% en los trabajadores de Andorra
y, del 2,6% en los trabajadores de Madrid y Ponferrada.

El suero de todos los trabajadores con positividad en el
ELISA-VHC, fue sometido a una técnica de inmunoblot para detectar
de forma especifica anticuerpos frente al virus de la hepatitis
¢. Tratamos, pues, de confirmar si realmente existia algin tipo
de anticuerpo frente al VHC. Utilizamos la prueba MATRIX del

laboratorio Abbott, obteniéndose los siguientes resultados:
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n® de MATRIX positivos 18
n¢ de MATRIX negativos 1
n¢ de MATRIX indeterminados 7

TOTAL DE MATRIX 26

El inmunoblot MATRIX-Abbott confirmé la existencia de
anticuerpos frente al virus de la hepatitis C en 18 de los 26
sueros positivos en el ELISA de tercera generacidn. Por tanto,
en nuestro estudio, el MATRIX-Abbott confirmé un 69,23% de los
anti VHC obtenidos previamente. El numero de pruebas
indeterminadas, 7 de 26, representa el 26,92% de los sueros
procesados., Sdélo obtuvimos un MATRIX negativo de los 26 sueros
procesados, lo que equivale al 3,85% del total (Cuadro n@® 20).

De los 18 sueros procesados con resultado positivo para el
MATRIX, 10 fueron reactivos a las cuatro proteinas recombinantes
(Core, NS3 v dos proteinas de la regidn NS4); los otros 8 sueros
restantes fueron reactivos frente al core y el antigeno de la
regidén NS4. Los 7 sueros indeterminados que obtuvimos 6 fueron
reactivos a la proteina de la regidén Core y 1 a la regidén NS3.
Debemos recordar gue seglin la casa que comercializa el MATRIX,
para considerar a un suero como reactivo frente a la regién NS4,
debe ser reactivo frente a las dos proteinas recombinantes de

dicha regidén que aparecen en el test.
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Los 26 sueros anti VHC positivos por ELISA de tercera
generacidén Abbott, fueron congelados y posteriormente sometidos
a la reaccidn en cadena de la polimerasa seglin la prueba Amplicor
ARN-VHC (ROCHE), que detecta el ARN del virus de la hepatitis C
en suero. Todos los sueros fueron procesados, por este sistema,
dos veces y en dias diferentes, para evitar en lo posible falsos
positivos por contaminacién ambiental (arrastre del amplicon).

De los 26 sueros procesados obtuvimos una prueba Amplicor
ARN-VHC positiva en 16 determinaciones (Cuadro n®2 20).
Observamos como la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa Amplicor
ARN-VHC es positiva en el 61,54% de los sueros gque han sido anti

VHC positivos por ELISA de tercera generacidn (Cuadro n® 20).

CUADRO N= 20

RELACION ENTRE EI. MATRIX Y LA REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA
PCR POSIT. PCR NEGAT. TOTAL

MATRIX 15 3 18
POSITIVO

MATRIX 0 1 1
NEGATIVO

MATRIX 1 6 7

INDETERMINADO
TOTALES 16 10 26

Cuando analizamos los sueros gque fueron positivos para la

PCR-Amplicor VHC, observamos que 15 sueros eran positivos y 1 era
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indeterminado para la prueba del inmunoblot MATRIX Abbott VHC
(Caudro n® 20).

S6lo 1 de los 7 sueros anti VHC positivos por ELISA de
tercera generacidn e indeterminados en el Inmunoblot MATRIX, fue
positivo en la PCR-Amplicor de ROCHE. Es decir, la PCR nos
confirmé como positivo solamente a uno de los sueros con MATRIX-
VHC indeterminado.

Los 16 trabajadores que presentaron positivas las pruebas
del anti VHC-Abbott y la PCR-Amplicor VHC son considerados
potencialmente infectivos por contener el ARN-VHC en su suero.
Sobre un total de 1088 sueros procesados estos 16 casos
positivos, con capacidad infectiva, representan el 1,46% de la
poblacién estudiada. Pero 3 sueros mds fueron anti VHC positivo
y MATRIX positivo y PCR negativa. Se podria interpretar como
posibles pacientes con el virus acantonado en higado o CMSP que
habria que vigilar habitualmente. Si consideramos a estos tres
trabajadores positivos para la infeccidén tendriamos en total 19
de 1093, lo que representa al 1,74%

La Reaccidén en Cadena de la Polimerasa también se realizd
a todos los trabajadores que declararon en la anamnesis un
consumo excesivo de alcohol. En este grupo de trabajadores se
detecté 5 PCR-Amplicor-VHC positivas, pero todos estos sueros
fueron anti VHC positivos por ELISA de tercera generacidén, no
detectédndose sueros con PCR-Amplicor VHC positiva y anti VHC
negativo.

Es importante sefialar que de los 16 sueros positivos para
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la prueba Amplicor ARN-VHC, 15 fueron intensamente positivos.
La casa comercial de la prueba Amplicor ARN-VHC, sefiala como
positivos los sueros por encima de un cut off de 0.400 A, vy
nosotros hemos encontrado siempre resultados por encima de 3.0
excepto en un suero que tuvo una absorbancia de 0.600 y ademas,
un inmunoblot MATRIX indeterminado. Este ultimo resultado se
podria interpretar por una infeccion reciente o por bajos niveles
de viremia. Este paciente tenia discretamente elevada la GPT
con una cifra de 70 u.i.

En el cuadro n® 21 también se observa cémo el valor de las
cifras de PCR amplicor no tienen variaciones significativas
cuando se relaciona con el antecedente de un consumo excesivo de
alcohol de forma cualitativa.

Los otros 15 sueros con amplicor ARN-VHC intensamente
positivos presentaron un inmunoblot MATRIX positivo, lo que
hablaria de la gran asociacidén entre la presencia de anticuerpos
frente al VHC en suero confirmado por MATRIX y la presencia del
ARN-VHC en suero. No existidé relacidén entre el nidmero de
proteinas recombinantes que aparecen reactivas frente al suero
problema en el inmunoblot MATRIX y la intensidad de 1los
resultados positivos obtenidos mediante la PCR-Amplicor. Aungue
la PCR-Amplicor es un sistema semicuantitativo que nos permite
aproximarnos al nivel de viremia del paciente, en el presente
estudio constatamos gue no existe relacién entre las cifras de
transaminasas encontradas y 1los resultados cuantitativos

obtenidos mediante la PCR-Amplicor (Cuadro n@® 21). Asi
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observamos como la cifra mds alta de GPT que encontramos fue de
357 u.i. con un valor de PCR-amplicor de 3,196. Sin embargo, la
cifra mAs alta de PCR amplicor encontrada fue de 4.091 con una

cifra de GPT en suero de 46 u.i.
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Estudio de variables cualitativas en los 26 sueros anti VHC

positivo:
- Antecente de transfusiodn: 7/26 = 26,9%
~ Antecedente de hepatopatia: 6/26 = 23,1%
- Anti Core VHB positivo: 7/26 = 26,9%
- Consumo excesivo alcohol: 8/26 = 30,8%

Sin embargo, 2 trabajadores méds reflejaban consumos de 20
unidades/semana , uno de los cuales tenia elevada la GGT. Si
consideramos gue la declaracidén pueda estar infravalorada e
incluimos a estos dos trabajadores en la poblacién con consumo
excesivo de alcohol encontramos gue el consumo de alcohol aparece
en el 38,5% de los pacientes anti VHC positivo.

S6lo hubo un trabajador que presentaba conjuntamente el
antecedente de transfusién sanguinea y consume excesivo de
alcohol.

cuando analizamos las transaminasas de los 26 trabajadores
con anticuerpos anti VHC positivo, observamos que e6lo 12 (46,2%)
presentan elevacidén de la GPT. Sin embargo, el 62,5% de los
trabajadores gque presentaban el ARN del virus C en sangre,
detectado por Amplicor ARN-VHC presentaban elevacién de la GPT
(Cuadro n¢ 22). gélo dos de diez trabajadores {20%), dque
presentaron anti VHC positive Yy PCR negativo presentaron
alteracién de la GPT.

También observamos dque la Gammaglutamiltranspeptidasa se
eleva en 6 de los 26 trabajadores que presentan anti VHC positivo
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(23,1%). Esta asociacidén es del 31,25% cuando se presenta
positividad de la PCR-Amplicor junto con la del anti VHC Abbott
de tercera generacién.

Cuando estudiamos la disfuncién del hepatocito, entendiendo
ésta como una elevacidén de al menos una transaminasa sérica,
observamos como esta disfuncién o alteracién de las transaminasas
aparece s6lo en el 50% de los 26 trabajadores anti VHC positivos,
cifra que se dispara al 68,75% en los pacientes con anti VHC
positivos que presentan el ARN-VHC en suero detectado mediante
la PCR-Amplicor de ROCHE (Cuadro n® 22). Sélo dos de los diez
trabajadores (20%) anti VHC positivo vy PCR-Amplicor negativa
presentaron disfuncién del hepatocito.

En el cuadro n®° 22 observamos como el antecedente de haber
padecido una hepatitis previa aparece en el 25% de los sujetos
PCR-VHC~-Amplicor positivos (4 de 16 trabajadores).

El antecedente de haber recibido una transfusién sanguinea
0 de hemoderivados aparece en el 31,25% de los sujetos PCR-VHC
Amplicor positivos (5 de 16 trabajadores).

El anti Core HBV se relaciona con los suijetos gque presentan
positiva la prueba PCR-VHC Amplicor, en el 18,75% de 1los

pacientes (3 de 16 trabajadores).

Los datos obtenidos en el presente trabajo sugieren que,
puede existir algun tipo de relacién entre 1las variables
cualitativas analizadas y la presencia del virus de la hepatitis

C. Para estudiar si realmente existe asociaclon estadisticamente

196



RESULTADOS

significativa entre las diferentes variables cualitativas y la
presencia del anti VHC detectado mediante ELISA de tercera

generacién, hemos empleado la prueba del Chi Cuadrado de Pearson,
con la correccidén de continuidad de Yates y en los casos donde

fuese necesario el test exacto de Fisher.

A continuacién se relacionan, mediante tablas de
contingencia 2 x 2, la presencia en suero de anticuerpos anti VHC

y las variables cualitativas analizadas:
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CUADRO N2 22
RELACION ENTRE LAS VARIABLES CUALITATIVAS ESTUDIADAS EN LA

POBLACION ANTI VHC POSITIVA Y LA PRESENCIA EN SUERO DEL ARN-VHC

DETECTADA MEDIANTE PCR.

Variables VHC-PCR VHC-PCR TOTAL
POSITIVO NEGATIVA
MUJERES 1/]_6 1/10 2/26
6,25% 10% 7.,7%
93,75% 90% 92,3%
Antec. Hepatitis 4/16 2/10 6/260
25% 20% 23,1%
Antec. transfusion 5/16 2/10 7/2€
31,25% 20% 26,9%
6
GGT pos 5/16 1/10 6/2o
L P 31,25% 10% 23,1%
GOT pos 5/16 c/10 5/26°
31,25% 0% 19,20%
GPT pos 10/16 2/10 12/2?
62,50% 20% 46,2%
i i 2/10 13/26
Disf. hepatocito 11/16 ! 2
P 68,75% 20% 50%
7/26
i e VHB pos 3/16 4/10 A
Anti cor P 18,75% 40% 26,9%
i 8/26
Consumo excesivo 5/16 3/100 30/ e
de alcohol 31,2% 30% '
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CUADRC N2 23: RELACION ENTRE EL ANTECEDENTE DE TRANSFUSION

SANGUINEA PREVIA Y PRESENCIA EN SUERC DE ANTI VHC

TRANSFUS. TRANSFUS. TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
ANTI VHC 7 19 26
POSITIVO 2,4%
ANTI VHC 36 1031 1067
NEGATIVO 97,6%
TOTAL 43 1050 1093
% 3,9% 96,1% 100% ]
CHI CUADRADO VAIOR p _(Significado)
Pearson 37.24345 0.00000

Interpretacidén y elementos de discusién:

Existe asociacidén estadisticamente significativa entre
transfusiones sanguineas previas y presencia en suero de
anticuerpos anti VHC.

Los anticuerpos frente al VHC aparecen positivos en 7 de los
43 trabajadores con antecedente de transfusidén sanguinea previa
(16,3%). De estos siete pacientes, cinco presentaron el ARN-VHC
en suero en la prueba PCR-Amplicor (11,63%), es decir, en un
trabajador que ha sido sometido a transfusién sanguinea o de
hemoderivados, existe un 16,3% de posibilidades de encontrar en
suero la presencia de anticuerpos frente al virus de la hepatitis
C. La posibilidad de que este mismo paciente tenga en sangre el
ARN-VHC detectable mediante la prueba de la PCR Amplicores del
11,6%.
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CUADRC N2 24: RELACION ENTRE EL ANTECEDENTE DE ICTERICIA O
HEPATITIS PREVIA Y PRESENCIA EN SUERO DE ANTI VHC
ICTERICIA ICTERICIA TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
ANTI VHC 6 20 26
POSITIVO 2,4%
ANTI VHC 67 1000 1067
NEGATIVO 97,6%
TOTAL 73 1020 1093
% 6,7% 93,3% 1003
CHI CUADRADO VALOR p (Significado)
Pearson 11,49030 0,00070

Interpretacidén y elementos de discusidn:

Existe asociacidén estadisticamente significativa entre el
antecedente de icteria o hepatitis previa y la presencia en suero
de anti VHC.

Los anticuerpos frente al VHC aparecen positivos en 6 de los
73 trabajadores estudiados due referian haber padecido una
hepatitis o ictericia previa (8,2%). De esos 6 trabajadores, 4
presentan positiva la prueba del Amplicor ARN-~VHC (5,5%). Esto
significa que un trabajador gue refleja en la anamnesis el
antecedente de haber padecido una hepatitis o ictericia, tiene
una posibilidad del 8,2% de tener en sueroc anticuerpos frente al
virus de la hepatitis C. Este mismo trabajador tendrd un 5,5%
de posibilidades de poseer en su sangre el ARN del virus de la

hepatitis C, detectado mediante PCR-Amplicor.
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CUADRO N@¢ 25: RELACION ENTRE EL SEXO Y LA PRESENCIA EN SUERO

DE ANTICUERPOS ANTI VHC POR ELISA DE TERCERA

GENERACION
HOMBRE MUJER TOTAL
ANTI VHC 23 3 26
POSITIVO 2,4%
ANTI VHC 890 170 1060
NEGATIVO 97,6%
TOTAL 913 173 1086
% 84,1% 15,9% 100%
CHI CUADRADO VALOR p {(Significado)
Correccidén de continuidad 0,12120 0,72774
Test exacto de Fisher 0,78587

Interpretacidén y elementos de discusion:

No existe asociacidn estadisticamente significativa entre
el sexo de los trabajadores de la muestra estudiada y la
presencia en suero del anti VHC detectado mediante ELISA de
tercera generacién. El anti VHC aparecié positivo en 23 hombres

¥y en 3 mujeres.
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CUADRO N2 26: RELACION ENTRE CONSUMO EXCESIVC DE ALCOHOL Y
PRESENCI2A EN SUERO DE ANTICUERPOS ANTI VHC

POR ELISA DE TERCERA GENERACION.

CONSUMO CONS. NO TOTAL
EXCESIVO EXCESIVO
ANTI VHC 8 18 26
POSITIVO 2,4%
ANTI VHC 167 895 1062
NEGATIVO 97,6%
TOTAL 175 913 1088
% 16,1% 83,9% 100%
CHI CUADRADO VALOR p_(Significado)
Pearson 4,25555 0,03912

Interpretacién y elementos de discusién:

Segin la prueba de Pearson existe una asociacién
estadisticamente significativa entre el consumo excesivo de
alcohol, detectado mediante la anamnesis, y la presencia en suero
de anti VHC.

El anti VHC aparece positivo en 8 de los 175 trabajadores
con consumo excesivo de alcohol, detectado mediante cuestionario,
lo gue representa el 4,6% de esta poblacidén. En esta poblacion
el nimero de trabajadores que presentaron, ademds, positiva la
prueba del Amplicor ARN-VHC fue de 5, lo que representa al 2,8%
de la poblacidén estudiada. Si comparamos estos datos con los

obtenidos en la poblacidén que se declara no consumidora de
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alcohol, vemos como en esta udltima la posibilidad de gue en un
trabajador aparezca positivo al anti VHC es del 2%. En este
mismo trabajador la posibilidad de tener positivo el ARN-VHC por

la prueba PCR-Amplicor es del 1,2%.
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CUADRO N@° 27: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERO DE GPT
ELEVADA ¥ PRESENCIA EN SUERO DE ANTICUERPOS

ANTI VHC POR ELISA DE TERCERA GENERACION.

GPT GPT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
ANTI VHC 12 14 26
POSITIVO 2,4%
ANTI VHC 138 929 1067
NEGATIVO 97,6%
TOTAL 150 943 1093
% 13,7% 86,3% 100%
CHI_CUADRADO VALOR p_(Significado)
Pearson 23,65726 0,00000

Interpretacidén y elementos de discusiodn:

Existe una asociacién estadisticamente significativa vy
fuerte, entre la elevacién de la GPT en suero y la presencia en
suero del anti VHC.

En la poblacién donde aparece una elevacién de la GPT, se
observa una prevalencia del anti VHC del 8%. En esta misma
poblacién el riesgo de presentar positiva la prueba del Amplicor

ARN-VHC es del 6,66%.
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N¢ 28 : RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE

RESULTADOS

GAMMAGLUTAMILTRANSPEPTIDASA ELEVADA EN SUERO

Y PRESENCIA EN SUERO DE ANTICUERPOS ANTI VHC

POR ELISA DE TERCERA GENERACION.
GGT GGT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
ANTI VHC 6 16 22
POSITIVO 2,6%
ANTI VHC 72 751 823
NEGATIVO 97,4%
TOTAL 78 767 845
% 9,2% 90,8% 100%
CHI CUADRADO VALOR p_(Significado)
Pearson 8,77547 0,00305

Interpretacién y elementos de discusién:

Existe una asociacion estadisticamente significativa entre
la elevacién de la gammaglutamil transpeptidasa en suero y la
presencia en suero de anticuerpos anti VHC.

En la poblacién con GGT elevada se observa una prevalencia
de anticuerpos anti VHC del 7,7% por ELISA-VHC de tercera
generacidn.

De los 6 trabajadores anti VHC positivo, 5 presentaban en
suero el ARN del VHC lo que representa el 6,4% de la poblacién

con GGT elevada.
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CUADRO N@° 29: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERO DE GOT
ELEVADA Y PRESENCIA EN SUERO DE ANTICUERPOS

ANTI VHC POR ELISA DE TERCERA GENERACION.

F
GOT GOT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
ANTI VHC - b 17 22
POSITIVO 2,6%
ANTI VHC 24 801 825
NEGATIVO 97,4%
TOTAL 29 g18 847
% 3,4% 96,6% 100%
CHI CUADRADO VALOR o gSignificado!
Pearson 25,45285 0,00000
Correccién de continuidad 19,81219 0,00001

Interpretacién y elementos de discusidn:

Existe asociacidén estadisticamente significativa entre la
presencia en suero de una GOT elevada y la presencia en suero del
anti VHC.

En la poblacidén de trabajadores con GOT elevada se observa
que 5 de 29 trabajadores, presentan anticuerpos frente al VHC
(17,24%).

Los 5 trabajadores presentan positiva la prueba del

Amplicor ARN-VHC.
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CUADRO N2 30: RELACION ENTRE LA DISFUNCION DEL HEPATOCITO
Y PRESENCIA EN SUERO DE ANTICUERPOS ANTI VHC

POR ELISA DE TERCERA GENERACION.

DISFUNC. DISFUNC. TOTAL
HEPATOCITO HEPATOCITO
ANTI VHC 13 11 24
POSITIVO ' 2,7%
ANTI VHC 173 678 851
NEGATIVO 97,3%
TOTAL 186 689 875
% 21,3% 78,7% 100%
CHI CUADRADO VALOR p_(Significado)
Pearson 15,96676 0,00006

Interpretacidén y elementos de discusiodn:

Existe una asociacién estadisticamente significativa fuerte,
entre el aumento de alguna de las transaminasas (disfuncidén del
hepatocito) y la presencia en suero de anticuerpos anti VHC.

En la poblacidén gue cursa con aumento de al menos una
transaminasa, aparece el anti VHC positivo en el 7%. En esta
misma poblacidén la presencia del ARN-VHC por la prueba PCR

Amplicor-Roche fue del 5,9%.
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CUADRO N®° 31: RELACION ENTRE LA POBLACION DE CONSUMIDORES
EXCESIVOS DE ALCOHOL (AL) CON DISFUNCION HEPATOCITARIA

(DH) Y PRESENCIA EN SUERO DE ANTICUERPOS ANTI VHC POR

ELISA DE TERCERA GENERACION.

AL - DH AL, — BH TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
ANTI VHC 5 21 26
POSITIVO 2,4%
ANTI VHC 43 996 1039
NEGATIVO 97,65%
TOTAL 48 1017 1065
% 4,5% 95,5% 100%
CHI CUADRADO VALOR 8] !Significado[
Pearson 13.42394 0.00025
Correccion de continuidad 10.14632 0.00145
Test exacto de Fisher 0.00485

Interpretacién y elementos de discusidn:

Existe asociacidén estadisticamente significativa entre el
consumo de alcohol excesivo que cursa con elevacién de al menos
una transaminasa y la presencia en suero de anticuerpos anti VHC.

El 10,4% de los trabajadores con consumo excesivo de alcochol
y disfuncién del hepatocito presentan positivos los anticuerpos
frente al VHC. De los 5 trabajadores que aparecen en la primera
cuadricula de la tabla de contingencia, 3 fueron positivos en la
prueba Amplicor ARN-VHC 1o que representa el 6,25% de la

subpoblacién con consumo elevado de alcohol y disfuncién del

hepatocito.
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CUADRO N2 32: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERO DEL
ANTIGENQ DE SUPERFICIE DE LA HEPATITIS B Y LA

PRESENCIA EN SUERO DE ANTICUERPOS ANTI VHC

HBS AG HBS AG TOTAL
POSITIVO NEGATIVO
ANTI VHC 1 12 13
POSITIVO 2,6%
ANTI VHC 8 474 482
NEGATIVQ 97,4%
TOTAL 9 486 495
% 1,8% 98,2% 100%
CHI CUADRADO VALOR o] [Significado!
Pearson 2.58059 ¢.10818
Correccion de continuidad 0.30758 0.57917
Test exacto de Fisher 0.21456

Interpretacién y elementos de discusiodn:

No existe asociacién estadisticamente significativa entre
la presencia en suero del antigeno de superficie de la hepatitis
B y la presencia en suero de anticuerpos anti VHC. La muestra
obtenida fue de 495 sueros y las prevalencias fueron del 2,6%
para el anti VHC y del 1,8% para el HBs Ag. Estas prevalencias
tan bajas podrian influir en el resultado de la asociacién.

S6l1lo se presenté asociacidn entre el antigeno de superficie

de la hepatitis B y el anti VHC en un trabajador.
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CUADRO N¢ 33: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERO DEL
ANTICUERPO FRENTE AL ANTIGENC CENTRAL DEL VIRUS DE LA HEPATITIS
B Y PRESENCIA EN SUERO DE ANTICUERPOS FRENTE AL VIRUS DE LA

HEPATITIS C

ANTI CORE | ANTI CORE TOTAL
HBV POSIT. HBV NEGAT.
ANTI VHC 6 20 26
POSITIVO 2,4%
ANTI VHC 112 959 1071
NEGATIVO 96,5%
TOTAL 118 979 1097
% 10,8% 89,2% 100%
CHI CUADRADOQO VALOR p_(Significado)
Pearson 4,21097 0.04016

Interpretacién y elementos de discusidn:

Existe asociacién estadisticamente significativa entre la
presencia en suero de anticuerpos frente al core del virus B de
la hepatitis y la presencia en suero de anticuerpos frente al
virus de la hepatitis C.

El anti VHC aparece en el 5,1% de los trabajadores due
presentan positivo el anticuerpo frente al antigeno central del
core, mientras que el ARN-VHC aparece positivo en el 2,54% de

esta misma poblacidn.
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EXISTE ASOCIACION ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA
ENTRE EL _ANTI VHC Y:

- Antecedente de transfusién sanguinea.

- Antecedente de ictericia o hepatitis previa.

- Consumo de alcohol obtenido por encuesta estandarizada.
- Presencia de disfuncién hepatocitaria.

- Aumento de la GOT.

- Aumento de la GPT.

- Aumento de la GGT.

—~ Consumo de alcohol con disfuncién hepatocitaria asociada.

- Anti Core HBEV.

NQ EXISTE ASQCIACION ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA
ENTRE EI. ANTI VHC Y:

- HBsAg.

211



RESULTADOS

PREVALENCIA ENCONTRADA, EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES
ESTUDIADAS, DE ANTICUERPOS ANTI VHC MEDIANTE ELISA DE TERCERA

GENERACION ABBOTT:

~ En Trabajadores con.antecedente de transfusidn
sanguinea o de hemoderivados ...... .t vtvveennnvssecsses 16,3%
- En Trabajadores con consumo excesivo de alcohol que
presentan disfuncién del hepatocito ........c0vvevennn.. 10,4%

- En Trabajadores con antecedente de ictericia

O hepatitis previa ......ctiiiiiiereinineetnaneeaneenns 8,2%

- En Trabajadores con GPT elevada .......civiiesvonnnnnns 8%

- En Trabajadores con GGT €levada ....ceessrrscssscnnnnnns 7,7%

~ En Trabajadores con GOT €levada .....eeceeceeccncnosons 17,2%

- En Trabajadores con disfuncién hepatocitaria .......... 7%

- En Trabajadores con anti core HVB positivo ............ 5,1%
Prevalencia en el total de la muestra estudiada: 2,4%
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PREVALENCIA ENCONTRADA EN LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES
ESTUDIADAS, DE LA PRESENCIA DEL ARN-VHC MEDIANTE LA PRUEBA PCR-

AMPLICOR DE ROCHE:

- Trabajadores con consumo excesivo de alcohol que

presentan disfuncién del hepatocito ...........0.0.. 6,25%
- Trabajadores con antecedente de transfusioén

sanguinea © de hemoderivadosS ..ceeievesenrsonecooesens 11,6%

- Trabajadores con antecedente de ictericia

0 hepatitis previa ....... .ttt niiientocannsanans 5,5%

- Trabajadores con GPT elevada .......ceuucecrnncnnsns 6,7%
- Trabajadores con GGT elevada .«....ceeccntccanessssna 6,4%
- Trabajadores con GOT 2levada .....ccetmcensseassnnsn 17,2%
~ Trabajadores con disfuncidén hepatocitaria .......... 5,9%
-~ Trabajadores con anti core HVB positivo ............ 2,54%
Prevalencia en el total de la muestra estudiada: 1,46%
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8.4.— RELACION ENTRE EIL CONSUMO EXCESIVO DE ALCOHOL Y
DIVERSAS VARTABLES CUALITATIVAS ESTUDIADAS-

En el presente estudio hemos guerido analizar, por su
importancia, lo que ocurre en la poblacidén con consume excesivo
de alcohol, comparandola con la poblacién poco consumidora o
abstemia. Observamos que el 16% de la poblacidén estudiada
consumia alcohol de forma excesiva. De ellos el 96% eran hombres
vy el 4% mujeres (Tablé n® 9). En la poblacidén que no consumia
alcohol de forma excesiva (84%) encontramos un 81,8% de hombres
y un 18,2% de mujeres.

No existe relacidén entre el consumo de alcohol de forma
excesiva y el antecedente de haber padecido una hepatitis previa,
asi vemos como incluso en no alcohdlicos este antecedente es del
7,4%, mientras que en alcohdlicos es del 4%.

Es importante observar como la prevalencia de anticuerpos
anti VHC determinados mediante ELISA de tercera generacién es del
4,6% en la poblacidon de consumidores excesivos de alcohol,
mientras que en la de no consumidores es del 2% y en el total de
la poblacién es del 2,4% (Tabla n® 9). Es decir, en el grupo de
poblacién con consumo excesivo de alcohol, se multiplica por 2,3
la posibilidad de encontrar anticuerpos anti VHC en suero. De
igual manera, cuando estudiamos cémo se comportaban los
marcadores de la hepatitis B en la poblacién consumidora excesiva
de alcohol, encontramos que existia una prevalencia del antigeno
de superficie de la hepatitis B del 7,1%, frente al 0,7% de

prevalencia en la poblacién no consumidora excesiva de alcohol
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(Cuadro n® 34). La media en el conjuntoc de las dos poblaciones
fue del 1,8. Sin embargo, cuando estudiamos el anticuerpo frente
al antigeno central del core del VHB (Tabla n® 9) sélo observamos
una prevalencia algo mayor en la poblacidén consumidora excesiva
de alcohol (14,3%) que en la no consumidora (10,1%). Estos datos
podrian sugerir que, aun existiendo la misma posibilidad de haber
estado en contacto con el virus de 1la hepatitis B o haber
padecido una hepatitis\B previa, en los consumidores excesivos
de alcohol existe una mayor posibilidad de tener el antigeno de
superficie de la hepatitis B en sangre dque en los no consumidores

excesivos.

Cuando estudiamos el consumo de farmacos hepatotéxicos
observamos gque tomaban estos medicamentos el 9,3% de 1los
trabajadores consumidores excesivos de alcohol frente al 4,1% de
los trabajadores no consumidores (Cuadro n® 34). Debemos recordar
que el consumo de fdrmacos hepatotédxicos se realizd en la
poblacién de ENDESA Madrid y que los farmacos mds habitualmente
tomados lo eran para enfermedades de origen metabélico
(hiperlipemias, hiperuricemias ...), los resultados obtenidos
pueden ser debidos, en parte, a los habitos dietéticos del

trabajador.
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CUADRQ N2 34: ESTUDIO DE LA POBLACION SEGUN FI, CONSUMO DE ALCOHQT,

Nunmero de Consunidores Consumidores Totales
Trabajadores no excesivos excesivos
Poblaciones 923 (84,0%) 176 (16,0%) 1099
100%
Anti VHC 18/923 (2,0%) 8/176 (4,6%) 2,4%
positivo
HBS AG 6/459 (0,7%) 3/42 (7,1%) 1,8%
| ___positivo
CORE HBV 93/923 (10,1%) 25/175(14,3%) 10,7%
positivo
FArmacos 19/559 (4,1%) 4/43 (9,3%) 4,5%
hepato. pos
Antecedente 68/923 (7,4%) 7/176 (4,0%) 6%
hepatit. pos
GGT 49/708 (6,9%) 31/142 (21,8%) 9,5%
GOT 22/700 (3,1%) 8/142 (5,6%) 3,5%
GPT 118/920(12,8%) 36/174 (20,7%) 14,1%
VCM 11/910 (1,2%) 6/172 (3,5%) 1,6%
CDT No realizado 72/167 (43,1%)
Disfuncién | 143/731(19,6%) 48/148 (32,4%) 21,8%
hepatocito
Caracterist. Hombre 81,8% Hombre 86% Hombre 84%
poblacidn Mujer 18,2% Mujer 4% Mujer 16%
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En el estudio de las transaminasas séricas se observa que
en la poblacidén que consume alcohol de forma excesiva, hay una
elevacién de la GGT en el 21,8% de los trabajadores y, una
elevacidén de la GPT en el 20,7% de los mismos. ILa GOT y el VCM
estdn elevados en dichos trabajadores en el 5,6% y el 3,5%
respectivamente. Si comparamos estas cifras con la poblacidén no
consumidora excesiva de alcohol, vemos gque el riesgo de tener
elevada la GGT es el tfiple en poblacidén consumidora excesiva de
etanol que en la no consumidora. El riesgo también se multiplica
por 2 cuando estudiamos la GOT, la GPT y el VCM.

La elevacién de al menos una transaminasa (GOT, GPT o GGT)
fue del 32,4% en los trabajadores que declararon, mediante la
anamnesis, un consumo excesivo de alcohol, frente al 19,6% de los
trabajadores que no declararon ese consumo excesivo.

A la vista de las cifras encontradas parecia que el nimero
de consumidores excesivos de alcohol, detectado mediante 1la
anamnesis, se asociaba a un incremento del nimero de trabajadores
con elevacién de sus transaminasas o del VCM. Por eso, quisimos
saber si esta asociacidn era estadisticamente significativa o no.
Para ello empleamos la prueba del Chi cuadrade dque estudia la
asociacidn estadistica de variables cualitativas, encontrando que
existe una asociacién estadisticémente significativa entre el
consumo de alcohol excesivo y la elevacién de la GGT y/o la GPT,
pero no existe asociacién con la elevacién de la GOT o el VCM.

Los resultados aparecen en los cuadros n¢ 35, 36, 37 y 38.
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Estudiamos en todos 1los trabajadores, gque declararon
consumos excesivos de alcohol, qué ocurria con la transferrina
deficiente en carbohidratos sérica. Observamos 67 casos
positivos de los 151 sueros analizados, lo dque representa un
44,4% de positivos. Muy superior al 21,8% de GGT elevados, al
20% de GPT elevadas, al 5,6% de GOT elevada o al 3,5% de VCM
elevado. El porcentaje de CDT elevadas (44,4%) también fue
superior al porcentaje obtenido de pacientes con disfuncién del

hepatocito que fue del 32,4% (Cuadro n®° 34).

Las causas mas frecuentes de elevacién significativa de las
transaminasas son las hepatitis viricas, los fdrmacos téxicos
hepaticos, la hepatitis alcohélica, la colestasis y la hepatitis
isquémica. Otras veces se producen discretas elevaciones de
estas enzimas hepaticas en casos de obesidad, disfuncién
tiroidea, enfermedades musculares, diabetes o dislipemias (187,
188).

En el presente trabajo hemos determinado la GPT y GOT de
toda la poblacién laboral. Las cifras obtenidas las hemos
relacionado con el consumo de alcohol con diversos marcadores de
hepatitis wviricas (B y C) , y con el consumo de fdarmacos
hepatotdxicos, por ser estas tres la causas maés frecuentes de
hepatopatias. Para ello dividimos a la poblacién laboral
estudiada en dos grupos, segin tuviesen o no elevada alguna
transaminasa. Como se aprecia en la tabla n® 10 en el grupo de

poblacién donde aparece algun tipo de transaminasa elevada, lo
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CUADRO N¢ 35: RELACION ENTRE EL CONSUMO DE ALCOHOL EXCESIVO

DETECTADO MEDIANTE ANAMNESIS Y PRESENCIA EN SUERQ DE GGT

ELEVADA
GGT GGT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA

CONS. EXC. 31 111 142
ALCOHOL 16,7%

CONS. NO 49 659 708

EXC. ALC. 83,3%

TOTAL 80 770 850

% 9,4% 90,6% 100%

CHI CUADRADO VALOR p(Significado)

Pearson 30.84039 0.00000

Interpretacién y elementos de discusién:
Existe asociacidén estadisticamente significativa (fuerte)
entre el consumo de alcohol excesivo, detectado mediante la

anamnesis, y la presencia en suero de una GGT elevada.
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RESULTADOS

CUADRO N? 36: RELACION ENTRE EL CONSUMO EXCESIVO DE ALCOHOL

DETECTADO MEDIANTE ANAMNESIS Y PRESENCIA EN SUERO DE GOT

ELEVADA
GOT GOT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
CON. EXC. 8 134 142
ALCOHOL ) 16,7%
CON. NO 22 688 710
EXC. ALC. 83,3%
TOTAL 30 822 852
% 30,5% 96,5% 100%
CHI CUADRADO VALOR p gsignificado)
Pearson 2.23883 0.13458

Interpretacién y elementos de discusidn:
No existe asociacién estadisticamente significativa entre
el consumo de alcohol, detectado mediante anamnesis y, la

presencia en suerc de GOT elevada.
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RESULTADOS

CUADRO N¢ 37: RELACION ENTRE EL CONSUMO EXCESIVO DE ALCOHOL,

DETECTADO MEDIANTE ANAMNESIS Y PRESENCIA EN SUERO DE GPT

ELEVADA
. GPT GPT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
CON. EXC. 36 138 174
ALCOHOL 15,9%
CON. NO 118 goz 520
EXC. AILC. 84,1%
TOTAL 154 940 1094
% 14,1% 85,9% 100%
CHI CUADRADO VATLOR p _(Significado)
Pearson 7.48075 0.00624

Interpretacién y elementos de discusién:
Existe asociacién estadisticamente significativa entre
el consumo de alcohol, detectado mediante anamnesis y, presencia

en suero de GPT elevado.
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RESULTADOS

CUADRO N©° 38: RELACION ENTRE EL CONSUMO EXCESIVO DE ALCOHOL,

DETECTADO MEDIANTE ANAMNESIS Y PRESENCIA EN SUERO DE UN VCM

ELEVADO
VCM VCM TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
CONS. EXC. 6 l6e6 172
ALCOHOL 15,9%
CONS. NO 11 899 910
EXC. ALC. 84,1%
TOTAL 17 10656 1082
% 1,6% 98,4% 100%
CHI CUADRADO VALOR p_(Significado)
Pearson 4.86081 0.02747

Interpretacién y elementos de discusién:
No existe asociacién estadisticamente significativa entre
el consumo excesivo de alcohol, detectado mediante anamnesis y

presencia en suero de un VCM elevado.
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RESULTADOS

que representa por otra parte al 21,8% del total de la poblacidn
estudiada, observamos que consumen alcochol de forma excesiva el
25,1% de dichos trabajadores. El1 11,2% consumen

farmacos hepatotéxicos de manera habitual. El1 7% tiene
anticuerpos frente al VHC detectado mediante ELISA de tercera
generacién y el 5,6% presentan positividad para el antigeno de
superficie de la hepatitis B.

En esta misma poblécién con disfuncién del hepatocito, el
anticuerpo frente al core aparecidé en el 9,8% de los
trabajadores. No apreciamos diferencias significativas cuando
relacionamos el antecedente de haber recibido una transfusién
sanguinea o de haber padecido una hepatitis previa, con la
presencia de alguna alteracién en 1las pruebas de funcién
hepatica.

De todas las variables estudiadas, el alcohol es la primera
causa de disfuncidén hepatocitaria. Se observa que uno de cada
cuatro trabajadores, que reconocen un consumo excesivo de
alcohol, presentan por lo menos una transaminasa elevada, siendo
la mas frecuente la GGT. Con la edad vy hasta los 50 afos va
aumentado el porcentaje de trabajadores consumidores excesivos
de alcohol y de forma pareja lo hacen los trabajadores con

elevacidén de la GGT (Ver cuadro).
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CUADRO N@° 39:

RESULTADOS

ESTUDIO DE LA POBLACION SEGUN LA DISFUNCION DEL

HEPATOCITO (GGT o GPT o GOT elevadas)

Variables Disfuncidén hepato. Disfuncién hepato.
negativa positiva
Consumo de alcohol 100/688 48/191
excesivo (14,5%) (25,1%)
Anti VHC 11/689 13/186
positivo (1,6%) (7%)
HBs AG 4/417 5/89
positivo (1%) (5,6%)
Farmacos 13/418 1o0/89
hepatotéxicos (3,1%) (11,2%)
Anti Core VHB 76/692 19/193
positivo (11,0%) (9,8%)
Antecedente 28/688 13/193
transfusiones (4,1%) (6,7%)
Antecedente 53/688 15/193
hepatitis (7.7%) (7,8%)
Nota: El numerador de la fraccidén incluida en cada casilla

refleja el nimero de trabajadores positivos para
cada variable estudiada. El denominador nos informa
del numero total de trabajadores con disfuncién del

hepatocito positiva o negativa.
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RESULTADOS

8.5.— ESTUDIO DE RELACION ENTRE LOS MARCADORES DE LA

HEPATITIS B Y DIVERSAS VARIABLES

A continuacioén se expone si existe asociacién
estadisticamene significativa entre los marcadores del virus de
la hepatitis B (HBsAg vy Anti Core VHB) y las variables
cualitativas estudiadas.

Queremos saber éi el consumo excesivo de alcohol, el
antecedente de transfusiones, el aumento de las transaminasas
séricas o cualquier otra variable tiene el mismo patrén de
comportamiento frente a los marcadores de infeccién de 1la

hepatitis B que frente al anti VHC.
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CUADRO N2 40: RELACION ENTRE EL ANTECEDENTE DE TRANSFUSION

SANGUINEA Y PRESENCIA EN SUERO DEL ANTIGENO DE -

SUPERFICIE DE LA HEPATITIS B

TRANSFUS. TRANSFUS. TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
HBSAG 1l 8 9
POSITIVO 1,8%
HBSAG 28 464 492
NEGATIVO 98,2%
TOTAL 29 472 501
% 5,8% 94,2% 100%
CHI CUADRADO VALOR p_(Significado)
Correccidén de continuidad 0.00000 1.00000
Test exacto de Fisher 0.41790

Interpretacién y elementos de discusidn:
No existe asociacidén estadisticamente significativa entre
el antecedente de transfusidén sanguinea y la presencia en suero

del antigeno de superficie de la hepatitis B.
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CUADRO N¢ 41: RELACION ENTRE EL ANTECEDENTE DE ICTERICIA O
HEPATITIS PREVIA Y PRESENCIA EN SUERO DEL ANTIGENO DE

SUPERFICIE DE LA HEPATITIS B

HEPATITIS HEPATITIS TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
HBSAG 0 9 9
POSITIVO 1,8%
HBSAG 49 443 492
NEGATIVO 98,2%
TOTAL 49 452 501
% 9,8% 90,2% 100%
CHI CUADRADO VALOR o] gSignificado]
Correccidn de continuidad 0.18539 0.66678
Test exacto de Fisher 1.00000

Interpretacidén y elementos de discusidn:
No existe asociacién estadisticamente significativa entre
el antecedente de haber padecido ictericia o hepatitis previa y
la presencia en suero del antigeno de superficie de la hepatitis

B.
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CUADRO N¢ 42: RELACION ENTRE EL CONSUMO EXCESIVO DE ALCOHOL
Y PRESENCIA EN SUERO DEL ANTIGENCO DE SUPERFICIE DE LA

HEPATITIS B

BEBFEDOR BEBEDOR NO TOTAL
EXCESIVO EXCESIVO
HBSAG 3 6 9
POSITIVC 1,8%
HBSAG 39 453 492
NEGATIVO 98,2%
TOTATL 42 459 501
% 8,4% 91,6% 100%
CHI CUADRADOQ VALOR o] ;Significado!
Correccion de continuidad 4.48836 0.03413
Test exacto de Fisher 0.03227

Interpretacidén y elementos de discusidn:
Existe asociacién estadisticamente significativa entre el
consumo excesivo de alcohol detectado mediante interrogatorio del
paciente y la presencia en suero del antigeno de superficie de

la hepatitis B.
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CUADRO N= 44:

RESULTADOS

RELACION ENTRE EL SEXO Y PRESENCIA EN SUERO

DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE DE LA HEPATITIS B

HOMERE MUJER TOTAL
HBSAG 8 1 9
POSITIVO 1,8%
HBSAG 340 157 497
NEGATIVO 98,2%
TOTAL 348 158 506
% 68,8% 31,2% 100%
CHI CUADRADO VAL OR ke gSign;ficado!
Correccidén de continuidad 0.90436 0.34161

Test exacto de Fisher

0.28516

Interpretacidén y elementos de discusiédn:

No existe asociacién estadisticamente significativa entre

el sexo de los trabajadores y la presencia en suero del antigeno

de superficie de la hepatitis B.
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CUADRO N@¢ 44: RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE DISFUNCION
HEPATOCITARIA Y PRESENCIA DEL ANTIGENO DE

SUPERFICIE DE LA HEPATITIS B EN SUERO

D.H. D.H. TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
HBSAG 5 4 9
POSITIVO 1,8%
HBSAG 84 413 497
NEGATIVO 98, 2%
TOTAL 89 417 506
% 17,6% 82,4% 100%
CHT CUADRADO VALOR o] !Significado)
Correccidn de continuidad 6.64046 0.00997
Test exacto de Fisher 0.01060

Interpretacién y elementos de discusién:
Existe asociacién estadisticamente significativa entre 1la
presencia de al menos una transaminasa elevada en suero y la

presencia del antigeno de superficie de la hepatitis B en suero.
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RESULTADOS

CUADRO N@¢ 45: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERO DE GOT
ELEVADA Y PRESENCIA EN SUERO DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE

DE LA HEPATITIS B

- GOT GOT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
HBSAG 0] a9 9
POSITIVO | 1,8%
HBSAG 12 485 497
NEGATIVO 98,2%
TOTAL 12 494 506
% 2,4% 97,6% 100%
CHI CUADRADO VALOR o] !Significado!
Correccidn de continuidad 0.00000 1.00000
Test exacto de Fisher 1.00000

Interpretacidén y elementos de discusién:
No existe asociacion estadisticamente significativa entre
la presencia en suero de GOT elevada y el antigeno de superficie

de la hepatitis B.
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RESULTADOS

CUADRO N2 46: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERCO DE UNA
GPT ELEVADA Y PRESENCIA EN SUERQO DEL ANTIGENO
DE SUPERFICIE DE LA HEPATITIS B
GPT GPT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
HBSAG 4 5 9
POSITIVO 1,8%
HBSAG 60 437 497
NEGATIVO 98,2%
TOTAL 64 442 506
% 12,6% 87,4% 100%
CHI CUADRADO VALOR p {Significadol
Correccion de continuidad 5.71065 0.01686
Test exacto de Fisher 0.01800

Interpretacién y elementos de discusidn:
Existe asociacién estadisticamente significativa entre la
presencia en suero de GPT elevada y del antigeno de superficie

de la hepatitis B.
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CUADRO N2 47: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERO DE GGT
ELEVADA Y PRESENCIA EN SUERO DEL ANTIGENO DE

SUPERFICIE DE LA HEPATITIS B

GGT GGT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
HBSAG 4 5 9
POSITIVO 1,8%
HBASG 41 456 497
NEGATIVO 98,2%
TOTAL 45 461 506
% 8,9% 91,1% 100%
CHI CUADRADO VALOR o) !Significado}
Correccidén de continuidad 10.17512 0.00142
Test exacto de Fisher 0.00497

Interpretacidon y elementos de discusioén:
Existe asociacién estadisticamente significativa entre 1la

presencia en suero de GGT elevada y el antigeno de superficie de

la hepatitis B.
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CUADRO N¢° 48: RELACION ENTRE LA POBLACION CON CONSUMO
EXCESIVO DE ALCOHOL (C.E.A.) CON IPERTRANSAMINASEMIA ASOCIADA Y

PRESENCIA EN SUERO DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE DE LA HEPATITIS B

CEA + HT CEA + HT TOTAL
POSITIVO NEGATIVO
HBSAG 3 6 g
POSITIVO 1,8%
HBSAG 12 485 497
NEGATIVO 98, 2%
TOTAL 15 491 506
% 3,0% 97,0% 100%
CHI CUADRADOQ VAILOR p_(Significado)
Correccidn de continuidad 19.61263 G.00001
Test exacto de Fisher 0.00160

Interpretacién y elementos de discusién:
Existe una asociacidén estadisticamente significativa entre
el consumo de alcohol de forma excesiva que cursa con
hipertransaminemia y la presencia en suero del antigeno de

superficie de la hepatitis B.
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CUADRO N*®

49:

RESULTADOS

RELACION ENTRE EL ANTECEDENTE DE TRANSFUSION

SANGUINEA Y PRESENCIA EN SUERO DEL ANTICUERPO FRENTE AL CORE DEL

VIRUS B DE LA HEPATITIS

CHI CUADRADO

Pearson

TRANSFU. TRANSFU. TOTAL
POSITIVO NEGATIVO
CORE VHB 7 112 119
POSITIVO 10,8%
CORE VHB 39 945 984
NEGATIVO 89,2%
TOTAL 46 1057 1103
% 4,2% 95,8% 100%
VALOR p_{Significado)
0.97815 0.32266

Interpretacién y elementos de discusién:

No existe asociacién estadisticamente significativa entre

el antecedente de transfusién sanguinea y presencia en suero del

anticuerpo frente al core del virus B de la hepatitis.
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RESULTADOS

CUADRO N@¢ 50: RELACION ENTRE EL ANTECEDENTE DE HEPATITIS O

ICTERICIA PREVIA Y PRESENCIA EN SUERO DEL ANTICUERPO FRENTE AL

CORE DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B.

ICTERICIA ICTERICIA TOTAL
L POSITIVA NEGATIVA
CORE VHB 21 98 119
POSITIVO 10,8%
CORE VHB 54 930 984
NEGATIVO 89,2%
TOTAL 75 1028 1103
| % 6,8% 93,2% 100%
CHI CUADRADO VALOR p_(Significado)
Pearson 24.76721 0.00000

Interpretacién y elementos de discusidn:

Existe wuna asociacidén estadisticamente significativa
(fuerte) entre el antecedente de hepatitis previa y la presencia
en suero del anticuerpo frente al core del virus B de 1la

hepatitis.

238



RESULTADOS

CUADRO N2 51: RELACION ENTRE EL CONSUMO EXCESIVO DE ALCCHOL
(C.E.A.} Y PRESENCIA EN SUERO DEL ANTICUERPO FRENTE AL CORE DEL

VIRUS DE LA HEPATITIS B.

C.E.A. C.E.A. TOTAL
POSITIVO NEGATIVO
CORE VHB 25 93 118
POSITIVO 10,7%
CORE VHB 150 830 980
NEGATIVO 89,3%
TOTAL 175 923 1098
% 15,9% 84,1% 100%
CHI_CUADRADO VALOR p_(Significado)
Pearson 2.71814 0.09921

Interpretacién y elementos de discusiodn:
No existe asociacién estadisticamente significativa entre
el consumo excesivo de alcohol, detectado mediante la anamnesis,
y la presencia en suero del anticuerpo frente al core del virus

B de la hepatitis.
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CUADRO N° 52: RELACION ENTRE EL SEXO DE LOS TRABAJADORES Y

PRESENCIA EN SUERO DEL ANTICUERPO FRENTE AL CORE DEL VIRUS B DE

LA HEPATITIS

HOMBRE MUJER TOTAL
CORE VHB 104 15 119
POSITIVO 10,9%
CORE VHB 817 160 977
NEGATIVO 89,1%
TOTAL 921 175 1096
% 84,0% 16,0% 100%
CHI CUADRADO VALOR p_(Significado)
Pearson 1.12463 0.28892

Interpretacién vy elementos de discusidn:
No existe asociacién estadisticamente significativa entre
el sexo de los trabajadores y presencia en suero del anticuerpo

frente al core del virus B de la hepatitis.
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CUADRO N2 53: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERQ DE
DISFUNCION DE LOS HEPATOCITOS Y PRESENCIA EN SUERO DEL ANTICUERPO

FRENTE AL CORE DEIL VIRUS DE LA HEPATITIS B.

D.H. D.H. TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
CORE VHB 19 76 95
POSITIVO 10,7%
CORE VHB 174 616 790
NEGATIVO 89,3%
TOTAL 193 692 885
% 21,8% 78,2% 100%
CHI CUADRADO VALOR p_{Significado)
Pearson 0.20399 0.65152

Interpretacidén y elementos de discusién:
No existe asociacién estadisticamente significativa entre
la presencia en suero de hipertransaminasemia y presencia en

suero del anticuerpo frente al core del virus de la hepatitis B.
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CUADRO N@® 54: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERO DE GPT

ELEVADA Y PRESENCIA EN SUERC DEL ANTICUERFPO FRENTE AL CORE DEL

VIRUS DE LA HEPATITIS B.

_GPT GPT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
CORE VHB 1% 99 118
POSITIVO 10,7%
CORE VHB 137 848 985
NEGATIVO 89,3%
TOTAL 156 947 1103
% 14,1% 85,9% 100%
CHI CUADRADO VALOR p_(Significado)
Pearson 0.41737 0.51825

Interpretacidn y elementos de discusién:
No existe asociacidén estadisticamente significativa entre
la presencia en suero de GPT elevada y presencia en suero del

anticuerpo frente al core del virus de la hepatitis B.
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CUADRO N¢ 55: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERO DE GOT
ELEVADA Y PRESENCIA EN SUERO DE ANTICUERPOS FRENTE AL CORE DEL

VIRUS DE LA HEPATITIS B.

GOoT GOT TOTAL
PCSITIVA NEGATIVA
CORE VHB 5 86 91
POSITIVO 10,6%
CORE VHB 25 741 766
NEGATIVO 89,4%
TOTAL 30 827 857
% 3,5% 96,5% 100%
CHT CUADRADO VALOR o] {Significado[
Correccién de continuidad 0.62885 0.42778

Interpretacidén y elementos de discusién:
No existe asociacidén estadisiticamente significativa entre
la presencia en suero de GOT elevada Yy presencia en suero de

anticuerpos frente al core del virus de la hepatitis B.
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CUADRO N2 56: RELACION ENTRE LA PRESENCIA EN SUERO DE GGT
ELEVADA Y LA PRESENCIA EN SUERO DEL ANTICUERPO FRENTE AL CORE DEL

VIRUS DE LA HEPATITIS B.

GGT GGT TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
CORE VHB 4 87 91
POSITIVO 10,6%
CORE VHB 77 687 764
NEGATIVO 89,4%
TOTAL 81 774 855
% 9,5% 50,5% 100%
CHI CUADRADO VALOR Si if] d
Correccién de continuidad 2.43531 0.11863

Interpretacidn y elementos de discusiodn:
No existe asociacién estadisticamente significativa entre
la presencia en suero de GGT elevada y presencia en suero del

anticuerpo frente al core del virus de la hepatitis B.
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CUADRO N¢ 57: RELACION ENTRE LOS TRABAJADORES CON CONSUMO
EXCESIVO DE ALCOHOL EN LA ANAMNESIS Y DISFUNCION HEPATOCITARTA
Y PRESENCIA EN SUERO DE ANTICUERPOS FRENTE AL CORE DEL VIRUS DE

LA HEPATITIS B.

CEA + DH CEA + DH TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
CORE VHB 4 110 114
POSITIVO 10,6%
CORE VHB 44 917 961
NEGATIVO 89,4%
TOTAL 48 1027 1075
% 4,5% 95,5% 100%
CHI CUADRADO VALOR p_(Significado)
Correccién de continuidad 0.08014 0.77711

Interpretacidén y elementos de discusién:
No existe asociacién estadisticamente significativa entre
trabajadores con consumo excesivo de alcohol y disfuncién
hepatocitaria y presencia en suero de anticuerpos frente al core

del virus de la hepatitis B.
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El cuadro n° 58 es un resumen de los resultados obtenidos
en el estudio de los diversos marcadores seroldégicos de 1la
hepatitis B y C. En ella vemos como existe una asociaciédn
estadisticamente significativa entre el consumo excesivo de
alcohol, detectado mediante anamnesis, y la presencia en suero
de marcadores de hepatitis viricas como son el antigeno de
superficie de la hepatitis B y el anti VHC. Esta asociacidn
estadistica es mayor‘ cuando relacionamos a los anteriores
marcadores virales con la poblacidén de consumidores excesivos de
alcohol, que presentan asociado un aumento de, al menos, una
transaminasa sérica.

Cuando relacionamos el antecedente de haber recibido una
transfusidn sanguinea con los marcadores de las hepatitis viricas
B y C, vemos due existe una asociacién estadisticamente
significativa y fuerte entre la presencia en suero del anti VHC
positivo y el antecedente de haber sido transfundido. Sin
embargo, no encontramos asociacidén entre los marcadores de 1la
hepatitis B y el antecedente de transfusién sanguinea.

El antecedente de hepatitis previa se asocidé, de forma
estadisticamente significativa, con la presencia en suero del
anti VHC o del anti Core VHB, pero no existié asociacidén con la
presencia del antigeno de superficie de la hepatitis B.

La hepatitis B s6lo evoluciona a la cronicidad en el 10-20%
de los casos. Sin embargo, el anti core VHB puede permanecer en

sangre durante anos, lo que explicaria los resultados obtenidos.
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RESULTADOS —

Existe una asociacidén estadisticamente significativa y
fuerte entre la presencia en suero de anticuerpos frente al virus
de la hepatitis C y la elevacién de cualquier transaminasa
sérica. La asociacidn también aparece, aunque mdas débil, cuando
relacionamos al antigeho de superficie de la hepatitis B con la
presencia en suero de alguna transaminasa elevada. Sin enbargo,
no encontramos ninguin tipo de asociacidén estadistica entre la
presencia en suero del anti core VHB y la elevacién de 1las
transaminasas.

La Gammaglutamiltranspeptida es una transaminasa con fuerte
asociacidén, estadisticamente significativa, con los marcadores

tanto de la hepatitis B como de la hepatitis C.
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DISCUSION

Estudio de la prevalecia del virus de la hepatitis C

En nuestro estudio hemos determinado los anticuerpos anti
VHC en una poblacién de trabajadores no sanitarios, sin riesgo
laboral afadido para desarrollar la enfermedad. Los anticuerpos
frente al virus de la hepatitis C aparecieron positivos en 26 de
los 1088 sueros procesados mediante ELISA-VHC de tercera
generacioén (Abbott). La prevalencia de anticuerpos anti VHC en
la poblacidn estudiadalfue, pues, del 2,4%. Esta prevalencia es
muy superior al 0.6-1% obtenida en donantes de sangre espafioles
(69, 94, 210, 223) y cercana a la referida por Suarez y cols.
(37) para los '"nuevos" donantes de sangre en Asturias (1,77%).
Estamos de acuerdo con Bruguera (12) en gue la poblacién de
donantes de sangre no es una muestra representativa de 1la
poblacién general, pues, se autoexcluyen de las donanciones
personas con factores de riesgo para la infeccidén como son entre
otros los drogadictos y los gque han padecido una hepatitis
previa.

La prevalencia de anticuerpos anti VHC obtenida en nuestro
estudio es superior a la referida por De Juanes (92) para una
muestra de poblacidén sanitaria espahola que fue del 2%. A 1la
vista de este resultado no parece que el hecho de ser trabajador
sanitario sea un factor de riesgo para ser portador del virus de
la hepatitis C.

En Espafa sdlo Garcia Bengoechea y cols. (96) refieren una
prevalencia de anticuerpos anti VHC del 3,3% muy superior a la

observada por nosotros. Sin embargo, la muestra gue analizaron
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DISCUSION

era pequefa y correspondia a una consulta de traumatologia de San
Sebastian. Por lo tanto, muchos de los pacientes tenian como
factor de riesge el antecedente de cirugia mayor.

Cuando analizamos los resultados obtenidos segun el sexo del
trabajador observamos que la prevalencia de anticuerpos frente
al virus de la hepatitis C fue del 2,52% en hombres y del 1,73%
en mujeres, no aprecidndose asociacién estadisticamente
significativa, mediante la prueba del Chi cuadrado, cuando se
relacionaba la aparicidén de anticuerpos anti VHC con el sexo del
trabajador. La mayor prevalencia de anti VHC encontrada por
nosotros, en el sexo masculino, coincide con la publicada en 1991
por la Asociacidén Espanola para el Estudio del Higado (91).

También encontramos diferentes prevalencias de anticuerpos
anti VHC, cuando comparamos las tres Areas geograficas
estudiadas. Asi en ENDESA Madrid y Ponferrada se obtuvo una
prevalencia del 2,6% mientras gue en ENDESA Andorra era del 1,6%.
Existen, pues, diferencias geogrdaficas significativas a tener en
cuenta en posteriores estudios epidemiolégicos sobre la hepatitis
C.

Otro factor que influydé en la aparicidén de anticuerpos anti
VHC fue la edad del trabajador. Cuando analizamos los resultados
obtenidos segin grupos de edades observamos dque la mayor
prevalencia de anticuerpos anti VHC aparecié en los dgrupos de
edades comprendidas entre los 50-59,9 afos y entre los 20-29,9
anos de edad, con una prevalencia del 3,1 vy del 3,2%

respectivamente. En paises como Japén, la maxima prevalencia de
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anti VHC (2,9%) también aparece en edades comprendidas entre los
50 y los 65 ahos (97). Sin embargo, nuestros resultados no
coinciden con los obtenidos a nivel nacional (57, 96) donde la
mayor prevalencia de anticuerpos anti VHC se encuentra en el
grupo de poblacidén cercano a los 40 afios.

La edad media de los 26 trabajadores con anticuerpos anti
VHC en su suero fue de 42,5 afos, practicamente igual que la
obtenida en estos mismos trabajadores cuando, ademds, eran

portadores del ARN-VHC en suerc (42,9 anos).

Anticuerpos Anti VHC y consumo excesivo de alcohol:

En el presente estudio hemos detectado como consumidores
excesivos de etanol al 16% de la poblacidn, siendo mds frecuente
el abuso de alcohcl en hombres y mucho mds frecuente en el area
geogrédfica de Ponferrada (28,5%). E1 porcentaje de trabajadores
con consumo excesivo de alcohol aumenta a medida gue aumenta 1la
edad del trabajador. La médxima prevalencia se produce en el
grupo de poblacién con edades comprendidas entre los 50-59,9 afios
que, curiosamente en nuestro estudio, coincide con un pico de
maxima prevalencia de anticuerpos anti VHC y de trabajadores con
presencia de anticuerpos frente al antigeno central del core VHB.
Estas coincidencias hablarian a favor de una relacién entre el
consumo excesivo de alcohol y la presencia de hepatitis viricas
B v/o C.

El grupo de poblacién con menor consumo de alcochol fue la
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de edades comprendidas entre los 20 y los 39,9 afios. En este
grupc las mujeres trabajadoras representan al 47,6% de la
poblacidén, porcentaje muy superior al encontrado en otros grupos
de edad, ademas, sdélo consumen etanol el 4,8% de las mujeres.

Estos datos sugieren que el menor porcentaje de consumidores
excesivos de alcohol en la poblacidén comprendida entre los 20-
39,9 ahos es debido a un predominio de trabajadores del sexo
femenino.

A partir de los 30 anos y hasta los 60 afios, el porcentaje
de consumidores excesivos de alcochol y el de trabajadores con
presencia en suero de anticuerpos anti VHC van aumentando de
forma paralela.

En nuestro estudio el ELISA VHC de tercera generacioén
detectd anticuerpos anti VHC positivos en el 4,6% de 1los
trabajadores con consumo excesivo de alcohol en la anamnesis.
Mientras que en la poblacién no consumidora excesiva de etanol,
la prevalencia de anticuerpos anti VHC fue del 2%. La PCR-
Amplicor VHC aparecid positiva en el 2,8% de la poblacion
consumidora y en el 1,2% de la poblacidén no consumidora. Es
decir, el consumo excesivo de alcohol, multiplica por 2,3 veces
el riesgo tanto de tener anticuerpos anti VHC como de ser
portador del ARN del virus de la hepatitis en suero. Ademas,
cuando estudiamos a la poblacidén de trabajadores con consumo
excesivo de etanol que presenta elevacién de alguna de sus
transaminasas séricas, observamos que el 10,4% de estos

trabajadores presentan anticuerpos anti VHC y en el 6,25% se
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detecté el ARN-VHC en la PCR Amplicor de Roche.

Mediante la prueba del Chi cuadrado observamos que existia
asociacidn estadisticamente significativa entre la positividad
del anti VHC y el consumo excesivo de alcohol, la asociacién era
mds fuerte cuando relaciondbamos a los trabajadores seropositivos
con los consumidores de etanocl gque presentaban elevacién de
alguna transaminasa.

Nuestros resultadbs, sobre la prevalencia de anticuerpos
anti VHC y el hdbito alcohdélico, contrastan con los publicados
en la literatura. Asi se describe que entre el 20-45% de los
pacientes alcohdélicos con afectacién hepdtica presentan
anticuerpos frente al VHC (27, 28, 32).

Esta diferencia puede deberse a gue nuestros trabajadores
no son alcohdélicos y ademds no fueron biopsiados para confirmar

la hepatopatia crénica.

En nuestrc estudio el 30,8% de los trabajadores gue
presentaron anticuerpos frente al VHC reconocieron un consumo
excesivo de alcohol. Suarez y cols. (37) también encuentran
hdbito etilico en el 13,5% de 1la poblacién portadora de

anticuerpos anti VHC.

En la poblacién de trabajadores con consumo excesivo de
alcchol, se observa elevacion de la GGT en el 21,8% de los casos,
elevacién de la GPT en el 20,7%, elevacién de la GOT en el 5,6%,

elevacidén del VCM en el 3,5% v elevacidén de la CDT en el 44,4%
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de los casos. Encontramos que existio asociacién
estadisticamente significativa entre el porcentaje de
consumidores excesivos de alcohol y la elevacién de la GGT y la
GPT. Sin embargo, no existié asociacidén con la GOT o el VCM
debido, posiblemente, a que estos marcadores se elevan mas
frecuentemente en personas con etilismo crdénico. La elevaciédn
de al menos una transaminasa sérica aparecid en el 32,4% de los
trabajadores que declafaron un consumo excesivo de alcohol, cifra
muy cercana al 26% obtenido por Harris (283) en sujetos
consumidores de etanol por encima de 140 gr. a la semana.

La CDT aparecidé positiva en el 61,7% de los bebedores
excesivos de etanol en ENDESA Ponferrada. En Madrid, 1la
positividad fue del 31,3%. Estos datos sugieren diferentes
hdbitos en el consumo de etanol. En Ponferrada los trabajadores
tomarian habitualmente alcohol, mientras que muchos de los
trabajadores de Madrid pueden ser bebedores sociales de fines de
semana. Por otra parte, como la CDT es un marcador cuantitativo
del consumo de alcohol, los datos anteriores podrian reflejar un
mayor consumo (en unidades de alcohol) de la poblacién de ENDESA
Ponferrada con respecto a la poblacién de ENDESA Madrid. En
nuestro trabajo y probablemente por el disefio de la pregunta, no
apreciamos diferencias significativas en el ntmero de "copas"
declaradas por los trabajadores, al comparar las tres poblaciones
laborales estudiadas. La CDT gque aparecid positiva en el 44,4%
de los trabajadores que declararon un consumo excesivo de etanol,

fue un marcador mas sensible que la elevacién de las
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transaminasas séricas para detectar el hdbito alcohélico.

Pruebas biopatolégicas en el diagndstico de la hepatitis C:

A) Anti VHC y transaminasas o HBc.

Sélo observamos elevacién de alguna de 1las tres
transaminasas séricas estudiadas (GOT, GPT, GGT), en el 50% de
los trabajadores que presentaron positiva la prueba de deteccién
de anticuerpos anti VHC mediante ELISA de tercera generacién de
Abbott. Este porcentaje se elevé al 68,75% cuando se confirmé,
en estos individuos, la presencia en suero del ARN-VHC mediante
la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa por el método Amplicor de
Roche. Estamos de acuerdo con Patel (141), en que en los
pacientes portadores de la hepatitis C los niveles de GPT
raramente exceden de las 200 u.i.

La transaminasa con mds resultados positivos fué la GPT,
apareciendo en 11 de los 26 casos estudiados (43,3%) y en 10 de
los 16 (62,5%) de los pacientes anti VHC positivo con presencia
en suero del ARN-VHC.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, coinciden con
los publicados por Huarte (36) y Suarez (37). Estos autores
observaron que un 50-60% de los 1individuos con infeccidén por
virus de la hepatitis C, no presentaban elevacién de las cifras
de GPT. Por otra parte, hemos observado en la poblacién
portadora de anticuerpos antiVHC, una elevacién de la GGT en el
23,1% de los casos, cifra dque se eleva al 31,2% cuando nos

referimos a los seropositivos con el ARN-VHC detectado mediante
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PCR Amplicor. Por tanto, en 1la poblacion de individuos
seropositivos para el VHC, la GPT se encuentra elevada el doble
de veces que lo hace la GGT. 8Sdélco observamos anticuerpos anti
VHC en el 5,9% de log pacientes portadores del anticuerpos
frente al antigeno central del core del VHB, cifra muy inferior
a la gue esperabamos encontrar.

B} Anti VHC y MATRIX.

Cuando analiéamos los 26 sueros gue fueron positivos
en la prueba ELISA VHC de tercera generacidén, con una nueva
prueba de confirmacién de anticuerpos anti VHC de forma
especifica, como es el inmunoblot MATRIX VHC de Abbott, obtuvimos
18 resultados positivos para dicha prueba; es decir, en nuestro
estudio, el inmunoblot confirmé el 69,23% de los resultados
positivos obtenidos por ELISA de tercera generacidn. Diferentes
autores (76, 210, 272, 273) han publicado que el inmunoblot de
segunda generacion confirma alrededor del 70% de los donantes de
sangre con anticuerpos anti VHC positivos por ELISA de segunda
generacidén. No observamos diferencias entre sus resultados y los
nuestros, si bien, al ser el ELISA de tercera generacidn una
prueba mds sensible y especifica que el ELISA de segunda
generacidén, esperabamos un mayor numero de confirmaciones o
resultados positivos.

De los 18 sueros positivos en la prueba inmunoblot MATRIX
VHC, 10 fueron reactivos frente a las cuatro proteinas
recombinantes (Core, NS3, v las dos proteinas de la regidn NS4)

y 8 fueron reactivos frente a las proteinas codificadas por la
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regidén del core y la regidén NS3. Es decir, en nuestro estudio,
las proteinas codificadas por el core y la regién NS3 son las de
mayor reactividad en el inmunoblot MATRIX VHC. El1 nimero de
sueros indeterminados en esta prueba fue de 7, lo gue representa
el 26,92% de los sueros procesados. El numero de sueros
negativos fue de 1, es decir, sdlo el 3,85%.

En el diagnodstico de 1la hepatitis €, 1los resultados
indeterminados obtenidos con el inmunoblot MATRIX, pueden
reflejar un contacto remoto con el VHC y resolucion de enfermedad
o reflejar una fase temprana de seroconversion durante 1la
infeccién aguda, cuando las concentraciones de anticuerpos anti
VHC son pequehas. Para Leon y cols. (207) la reactividad aislada
frente a la regidén NS3 y con menor frecuencia para la regidn core
son los patrones mas comunes que se asocian a esta situacidn.
Sin embargo, en nuestro estudio de los 7 MATRIX indeterminados
gue obtuvimos, 6 fuercon reactivos frente a la proteina de la
regidén del core y 1 fue reactivo a la proteina de la regidn NS3.
Seria conveniente, en estos casos con inmunoblot indeterminado,
realizar siempre una PCR para confirmar la presencia en suero del
ARN del virus de la hepatitis C. En nuestro estudio la PCR
Amplicor Roche soélo confirmé como positivo un suero MATRIX
indeterminado. En este trabajador el anticuerpoc que aparecid
positivo en el inmunoblot fue el anti proteina del core. La
cifra que se obtuvo en la lectura colorimétrica de la PCR
amplicor fue de 0.635, es decir, la cifra positiva mds baja de

las 16 obtenidas. Sin embargo, este trabajador presentaba una
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GPT de 70 u.i., lo que indicaria una infeccidén por el VHC
reciente o con bajos niveles de viremia.

De los 18 trabajadores seropositivos confirmados por
inmunoblot MATRIX, 10 presentaron elevacién de la GPT. Esto
supone que el 55,55% de los trabajadores con inmunoblot MATRIX
positivo tenian una alteracidén de la funcidn hepdtica. Sin
embargo, de los 7 sueros MATRIX indeterminado sélo uno presenta
elevacién de 1la GPT,‘ precisamente el suero que también fue
positivo en la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa.

C) PCR-Amplicor.

Hemos empleado la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
Amplicor-Roche para detectar el ARN del VHC en el suero de los
trabajadores que presentaron resultados positivos en la prueba
ELISA VHC de tercera generacién y en todos aquellos gque referian
un consumo excesivo de alcohol en la anamnesis. La PCR-Amplicor
fue positiva en 16 de los 26 sueros con presencia de anticuerpos
anti VHC. Es decir, la PCR-Amplicor nos confirmé que el 61,54%
de los sueros ELISA positivos presentaban el ARN del virus de la
hepatitis C en sangre. Estando de acuerdo con Bruguera (12) en
que el 60-70% de las personas con anticuerpos anti VHC son
realmente infecciosas. Nuestros resultados son sensiblemente
inferiores a los obtenidos por otros autores (2, 259), para los
cuales, la PCR convencional confirmaria del 80-90% de los
pacientes ELISA VHC de segunda generacidon positivos y la PCR-
Amplicor de Roche tendria una sensibilidad cercana al 920% (253~

255).
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De los 16 sueros que fueron positivos en la prueba PCR-
Amplicor, 15 resultaron ser positivos en el inmunoblot MATRIX VHC
y unc indeterminado. La Reaccidn en Cadena de la Polimerasa sélo
confirmé como positivo uno de los 7 sueros con inmunoblot MATRIX
indeterminado.

De los 26 sueros analizados por PCR-Amplicor e inmunoblot
MATRIX, s86lo uno fue negativo para ambas pruebas. Este
trabajador no presenté'elevacién en sus cifras de transaminasas
(GOT, GPT o GGT), ni tenia factores de riesgos epidemioldgicos.
Es posible que este suero procesado sea un falso positivo en el
ELISA de tercera generacion. Si aceptamos esta hipétesis el
numero de sueros con anticuerpos anti VHC positivos se reduciria
a 25, lo que equivale a una prevalencia de anticuerpos anti VHC
en la poblacién estudiada del 2,3% frente al 2,4% descrito
anteriormente.

Las personas que presentan positivas las pruebas ELISA VHC
de tercera generacién y la PCR-Amplicor son considerados
potencialmente infectivas. En nuestro estudic el nidmero de
trabajadores que tuvieron ambos marcadores positivos fue de 16
sobre un total de 1088, representando una prevalencia de
trabajadores potencialmente infectivos del 1,46% de la poblacién
estudiada.

Tuvimos 6 casos de MATRIX VHC indeterminado, PCR negativa
y trasaminasas normales, interpretando que estos trabajadores han
estado en contacto con el virus de la hepatitis C y gque en la

actualidad estan en fase de curacidén o son portadores crénicos
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asintomdticos, pues, sabemos que el 8% de los pacientes con
hepatitis crénica por VHC tienen el ARN viral en higado pero no
en suero (2). En estos casos la biopsia hepdtica es la unica
prueba que nos confirmaria el diagnéstico. Es importante
recordar que la mayoria de los portadores crénicos asintomdticos
tienen una hepatitis crénica en la biopsia hepdtica (279, 282),
pero sdlo la mitad de ellos tienen detectable en suero el ARN-
VHC. Tuvimos tres suefos de trabajadores con MATRIX VHC

positivo y PCR-Amplicor positiva sin elevacidn en las cifras de
sus transaminasas séricas. Es posible que estos tres
trabajadores sean portadores asintomdticos con el virus
acantonado en el higado o en las células mononucleares de sangre

periférica.

Existe una fuerte asociacién entre 1la presencia de
anticuerpos frente al VHC confirmada por MATRIX VHC y 1la
presencia del ARN-VHC en suero, pues 15 de los 16 sueros
positivos para la PCR Amplicor también presentaban positividad
en el inmunoblot. Sin embargo, no existié relacién entre el
nimero y tipo de proteinas recombinantes que aparecen reactivas
frente al suero problema en el inmunoblot MATRIX y la intensidad
de los resultados positivos obtenidos mediante PCR-Amplicor.
Estamos de acuerdo con Follet y Hsu (213, 214) en que cuando se
comparan los resultados obtenidos por inmunoblot y por PCR vemos
que existe alta probabilidad de encontrar el genoma virico en las

muestras positivas para el inmunoblot.
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En nuestro estudio hemos constatado que no existe relacién
entre el valor de la GPT en u.i. y los resultados cuantitativos
obtenidos en la PCR Amplicor. Coincidimos pues con Patel y
Sherlock (192) en gque no se observa relacién entre el patrén de
ARN-VHC y el perfil de las transaminasas séricas,

Para valorar si existia relacidén entre el patrén de consumo
excesivo de alcchol y la hepatitis C, realizamos, ademds del
ELTISA de tercera generécién para el VHC, una PCR-Amplicor VHC a
todos los sueros de individuos que por anamnesis declaraban un
consumo excesivo de etanol. Realizamos 155 pruebas obteniendo,
tan sélo, 5 resultados positivos para la PCR Amplicor. En estos
5 trabajadores también aparecian positivos los anticuerpos anti
VHC. Por lo tanto, en una poblacidén de riesgo como es la de
trabajadores con consumo excesivo de alcohol, la PCR Amplicor no
detectd nuevos casos de infeccidén por virus de la hepatitis C,
diferentes a los detectados mediante el empleo del
enzimoinmunoensayo de tercera generacidn.

Creemos que el ELISA de tercera generacién es una técnica
aconsejable en el screening del virus de 1la hepatitis C en
grandes poblaciones como la poblacidén laboral y la de donantes
de sangre. Otros autores como Bruguera y Barrera (12) llegan a
la misma conclusién y observan ¢gue en 1993 los receptores de
sangre que habian sido transfundidos de donantes previamente
examinados con un test ELISA VHC de tercera generacién no
presentaron ningun caso de hepatitis postransfusional (12).

Para el diagnéstico de la hepatitis C, en el medio laboral,
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la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa Amplicor-vVHC, ofrece
importantes ventajas frente a la PCR convencional: se puede
realizar en pocas horas en un laboratorio convencional de
andlisis «c¢linicos de forma automatizada. Controla 1la
contaminacion ambiental evitando falsos positivos. Es un método
que realiza la lectura de los resultados de forma
semicuantitativa y por tanto, permite estandarizar los mismos.
Ademas evita la utiliiacién de bromuro de etidio, disminuyendo

riesqgos laborales en el personal del laboratorio.

Utilidad de la PCR en la hepatitis C:

1) Para el diagndstico de hepatitis C agquda: debido a que
los anticuerpos se elevan semanas después del comienzo de los
sintomas, esta prueba nos confirma a los pocos dias si el agente
causante de la hepatitis es el virus C.

2) Evaluar la respuesta al tratamiento de cualquier fdrmaco
administrado: interferon, ribavarina...

3) Para establecer si existe transmisién vertical madre-
hijo; esta prueba es ideal por su rapidez y su gran sensibilidad.

4) Comprobar la actividad viral (replicacién) en pacientes
con hepatitis C crdnica: La PCR es capaz de detectar cadena
genémica y antigendémica tanto en higado como en sangre
periférica.

5) Es la unica prueba gque puede detectar el virus C de forma

especifica en cualquier fluido corporal o biopsia tisular, aunque
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el virus se encuentre en pequehisimas concentraciones, como por
ejemplo, en la saliva.

6) Es la unica prueba confirmatoria de 1l9os screenning
realizados (ELISA o inmunoblots de segunda y tercera generacién).

7) Es capaz de detectar infecciones o reinfecciones por VHC
después del transplante hepdtico o cualquier otro tipo de
transplante de o&rganos. Podemos saber si es el mismo u otro
subtipo de virus el qué ha producido la infeccidn.

8) Es el ensayo mas precoz para evaluar el posible contagio
del virus tras exposicidn accidental a sangre contaminada, como
ocurre en los accidentes profesionales que ocurren en el personal
sanitario. También sabemos si el subtipo del virus de la fuente
es igual al del accidentado.

9) Determina el subtipo de VHC presente en cada enfermo,
utilizando "primers" especificos. Esto es de mdxima importancia
ya gque dependiendo del subtipo varia el prondstico y la respusta
al tratamiento (interferon).

10) Diagnostica hepatitis C en pacientes donde el test de
anticuerpos es negativo por inmunidad alterada.

4.~ Relacién entre los marcadores biopatolégicos del VHC y

VHB.

— Relacién entre los marcadores biopatolégicos del VHC y
VHB
En nuestro estudio el antigeno de superficie de la hepatitis

B aparecid positivo en el 1,8% de los trabajadores de ENDESA
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Madrid, mientras que el anticuerpo frente al antigeno central del
core aparecié positivo en el 10,7% de los 1108 trabajadores
analizados. En otros estudios realizados en Espana (37, 111) la
prevalencia de anti HBc fue del 6,3% de la poblacidn.

S6lo detectamos a un trabajador que presentaba en suero
simultdneamente los anticuerpos anti VHC y el antigeno de
superficie de la hepatitis B. Mediante la prueba del Chi
cuadrado no existié asociacién estadisticamente significativa
entre la presencia del anti VHC y del HbsAg, pero sl1 observamos
asociacién significativa entre la presencia del anti VHC y 1a
presencia del anti core VHB.

De los 119 sueros anti core VHB positivos obtenidos, sélo
7 presentaron anticuerpos anti VHC (5,9%). Nuestros resultados
contrastan con los publicados por Bruis (149) y Fattovide (150)
que refieren que el anti VHC aparece positivo en el 34-44% de los
pacientes que presentan anticuerpos anti HBc positivos. Sin
embargo, otros autores como Prat (22) y Fong (23) refieren que
sélo del 10 al 11% de los pacientes con hepatitis B presentan

anticuerpos anti VHC.

-~ Elevacién de las transaminasas y grupos de riesgo:
En nuestro estudio observamos que el 21,8% de la poblacién
presentaba alterada alguna prueba de funcidén hepdtica. En este
grupo de trabajadores el 25,1% referian un consumo excesivo de

alcchol, el 11,2% consumian farmacos hepatotdéxicos de manera
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habitual, el 9,8% presentaba anticuerpos frente al antigeno del
core del VHB y el 7% presenta anticuerpos frente al VHC
detectados mediante ELISA de tercera generacidn. ILa GPT se elevd
en el 14,4%, la GGT lo hizo en el 9,5% y la GOT en el 3,5% de
todos los trabajadores estudiados.

De todas las variables estudiadas, el alcohol es el primer
factor de riesgo que aparece en la elevacién de al menos una
transaminasa sérica. E1 riesgo de tener elevada la GGT es el
triple en poblacién consumidora excesiva de etanol que en la no
consumidora. Ademds, la GGT es la enzima que mds frecuentemente
se elevd en trabajadores consumidores de etanol. El riesgo de
tener elevada la GOT o la GPT o el VCM, también se multiplica por
dos en trabajadores consumidores de alcohol con respecto a los

no consumidores.

-Protocolo de actuacién, en el medio laboral, para el

diagnéstico biopatoldgico del virus de la hepatitis C.

La deteccidén de anticuerpos anti VHC mediante ELISA de
tercera generacién es un método valido, por su alta sensibilidad
y especificidad, para ser utilizado tanto en los estudios de

screening como en el diagnéstico de la hepatitis C.
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Dada la alta prevalencia de anticuerpos anti VHC, que hemos
encontrado en la poblacidén laboral, seria recomendable realizar
un ELISA-VHC de tercera generacién a todos los trabajadores en
los reconocimientos médicos de empresa.

En un trabajador cuando obtengamos un resultado positivo en
el enzimoinmunoensayo o cuando observemos elevacién en las cifras
de transaminasas, realizaremos ademds, un inmunoblot VHC y la PCR
Amplicor gque es la dnica prueba capaz de detectar el ARN virico

y por tanto, confirmar el diagnéstico.

Interpretacién y conducta a sequir.

1.- Los trabajadores que presenten positivos los anticuerpos
anti VHC y 1la PCR-VHC, serdn considerados potencialmente
infecciosos. Estos trabajadores pueden ser enfermos (GPT
elevada) o portadores crénicos asintomaticos (GPT normal). En
ambos casos la conducta a seguir es referir al paciente a una
unidad de hepatologia, para la realizacién de una biopsia
hepdtica que confirme la enfermedad y su posible inclusién en un
protocolo de tratamiento con interferon.

2_.—- Los trabajadores dque presentan anticuerpos anti VHC
positivos por ELISA, pero con PCR negativas, pueden ser
considerados como portadores crénicos asintomdticos, pero 1los
resultados también pueden reflejar un falso positivo en el
enzimoinmunoensayo o la fase de curacién de una hepatitis C dénde
todavia no se han eliminado los anticuerpos. La conducta a

seguir seria confirmar los anticuerpos de forma especifica con
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inmunoblot y, en caso positivo, vigilar al trabajador repitiendo
peridédicamente las analiticas hasta negativizarse el ELISA o
positivizarse la PCR. Repetir la analitica a los 3 o 6 meses.

3.~ Cuando el trabajador presenta positivos los anticuerpos
anti VHC confirmados mediante inmunoblot, pero presenta una PCR-
VHC negativa con cifras de transaminasas elevadas, podemos
encontrarnos ante un enfermo con hepatitis C o ante un portador
crénico con virus acantonado en células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) o en higado. La conducta a seguir en estos
trabajadores es la misma gque la observada para los trabajadores
del punto 1.

4.- En trabajadores que hayan sufrido una exposicidn
accidental a sangre contaminada o ante la sospecha de una
hepatitis C aguda, realizaremos la deteccidn de anticuerpos
antiVHC mediante ELISA e inmunoblot VHC y la determinacién del
ARN-VHC por PCR. En estos trabajadores nos podemos encontrar con
las mismas situaciones gue las referidas anteriormente, pero
también nos podemos encontrar con una PCR positiva y ELISA
negativo. E1 inmunoblot en estos pacientes puede ser positivo,
negativo o indeterminado. En estos trabajadores interpretaremos
una hepatitis aguda si existe aumento de la GPT, pero si las
transaminasas son normales puede tratarse de un resultado falso
positivo en la PCR Amplicor o, de un falso negativo en el ELISA
de tercera generacidén. Podriamos ademds, estar ante un sujeto
arreactivo para producir anticuerpos frente al VHC. Estos

trabajadores una vez confirmados los resultados deberén ser
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remitidos al hepatdlogo para su seguimiento y tratamiento.

Valor del Inmunoblot MATRIX VHC en_el diagnéstico de 1a

hepatitis C:

El inmunoblot MATRIC VHC positivo nos confirma la presencia
de anticuerpos de forma especifica frente a varias proteinas del
virus de la hepatitis C, estas son las codificadas por la regidn
core, NS3, y NS4. Un inmunoblot MATRIX indeterminado se produce
casi siempre al principio o al final de la enfermedad, es decir,
cuando estdn apareciendo los primeros anticuerpos anti VHC (fase
aguda de 1la hepatitis) o cuando se estdan aclarando esos
anticuerpos (fase de curacidn de la enfermedad). Como la fase
de aclaramiento no es frecuente que se produzca, ante un MATRIX
indeterminado, siempre debemos pensar en una fase aguda de la

hepatitis C.
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DISCUSION

7.— Relacién entre el anti VHC y los grupos de riesgo:

Cuando analizamos a la poblacién de  trabajadores
seropositivos para el VHC observamos que presentan:

A) Antecedente de transfusién sanguinea el 26,9%.

B) Antecedente de hepatitis el 23,1%.

C) Anticuerpos anti Core VHB el 26,9%.

D) Consumo excesivo de alcohol el 30,8%.

En los sueros antiVHC positivos que también fueron positivos
para el test de la PCR-VHC amplicor observamos:

A) antecedente de transfusién sanguinea el 37,5%

B) Antecede de hepatopatia el 25%

C) Anticuerpos anti Core VHB el 18,7%.

D) Consumo excesivo de alcohol el 25%.

En la poblacién de trabajadores gue habia recibido
transfusién sanguinea o© de hemoderivados la prevalencia de
anticuerpos anti VHC fue del 16,3%, demostrdandose, mediante la
prueba del Chi cuadrado, una asociacidn estadisticamente
significativa entre ambas variables.

El 26,9% de los trabajadores seropositivos para el VHC
presentan el antecedente de transfusidén sanguinea. Este
porcentaje es superior al 17,7% encontrado por Suarez (37) y al
22,9% publicado por la Asociacidén Espanola de Enfermedades del
Higado (921). Sin embargo, es bastante inferior al 43% descrito

por Carrefic (19) en pacientes con hepatitis crdnica C.
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CONCLUSIONES

1l.- La prevalencia de anticuerpos anti virus de la hepatitis
C, en poblacién laboral, obtenida mediante ELISA de tercera
generacion es del 2,4%, muy superior a la descrita en poblacidn
de donantes de sangre por enzimoinmunoandlisis de segunda

generacioén.

2.~ La Reaccién en Cadena de la Polimerasa Anmplicor,
confirmé la presencia del ARN en el 1,46% de la poblacién, estos
trabajadores son capaces de contagiar el virus, bien como

enfermos o como portadores asintomaticos.

3.- La prevalencia de anticuerpos anti virus de la hepatitis
C obtenida es similar a la publicada en poblacién de trabajadores
sanitarios hospitalarios. Siendo necesario demostrar si la
ocupacion del trabajador es un factor de riesgo para contraer el

virus de la hepatitis C.

4.- El1 16% de la poblacidén laboral analizada consume alcohol
de forma excesiva. En este grupo de trabajadores la prevalencia
de anticuerpos anti VHC es el doble que en el resto de la
poblacién, existiendo asociacién estadisticamente significativa
entre el consumo excesivo de etanol y la aparicidén de marcadores

biolégicos de la hepatitis C.
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5.- En la poblacién portadora de anticuerpos anti virus de
la hepatitis C el consumo excesivo de alcohol, es el dato
epidemiolégico que mds frecuentemente aparece, seguido del

antecedente de transfusién sanguinea.

6.~ En el diagnéstico de la hepatitis C los resultados
obtenidos por Inmunoblot-MATRIX coinciden en un 93,7% con los
resultados obtenidos por PCR-Amplicor. Sin embargo, el alto
numero de resultados indeterminados que aparecen en el inmunoblot
y el ser una prueba confirmatoria de anticuerpos peroc no de
viremia, la relegan, a nuestro juicio, a un segundo plano frente

a la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa.

7.- Un tercio de los trabajadores portadores del virus en
suerc no presenté alteracidén de las transaminasas séricas. En
los dos tercios restante, no existié relacién entre el nivel de
viremia, medido de forma semicuantitativa por la PCR-Amplicor y
las cifras de transaminasas séricas. Aunque creemos que seria
necesario contrastar nuestro resultados con otras técnicas

cuantitativas méds sensibles.

8.- La gran prevalencia del virus de la hepatitis C y los
problemas gue plantea su diagndstico, Justificarian 1la
intervencién de la administracién sanitaria y la creacién de una
normativa, inexistente hasta ahora, sobre la utilidad de las

pruebas diagnésticas actuales. A este respecto creemos que el
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enzimoinmunoandlisis de la hepatitis C de tercera generacidén es
una buena prueba de screening, cuyos resultados positivos deben
ser siempre ratificados mediante la Reaccién en Cadena de la

Polimerasa.

9.- Los marcadores bioldgicos de dltima generacidn,
utilizados para el diagnéstico de la infeccién por virus de la
hepatitis C, pueden resolver importantes cuestiones médico
legales relacionadas con 1la responsabilidad profesional en
hemoterapia y contribuir a disminuir 1la incidencia de las
hepatitis postransfusionales hasta aproximarnos al "riesgo cero"

demandado por la sociedad.

10.- En el medio laboral, los marcadores biolégicos de la
hepatitis C serian utiles tanto para el diagnéstico de 1la
infeccién, como para descartar portadores asintomdticos del
virus. Estas pruebas adquieren especial importancia en el grupo

de poblacién con consumo excesivo de etanol.
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