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RESUMEN 

ANTECEDENTES: Mediante Biologia Molecular se determinó que el Virus de la 

Hepatitis C, deriva de la familia Flaviviridae, conocido como Hepacivirus. Su 

genoma está formado por una cadena simple de Ácido Ribonucleico de sentido 

positivo, con 9,500-10,000 nucleótidos. Su estructura genómica está formada por 

tres genes estructurales y seis genes no estructurales. La clasificación del 

genotipo del VHC está dada por su variabilidad genética la cual corresponde a 6 

genotipos (1-6) con una similitud de 66-69%, y los subgenotipos que van de la "a" 

hasta la "k" con una homología del 78-88º/o. Los principales factores de riesgo para 

la transmisión del VHC son las transfusiones y cirugías. La cara vira! es la base 

molecular utilizada para indicar tratamiento antiviral. Los genotipos están 

relacionados con la respuesta del paciente al tratamiento con antivirales, los 

genotipos 2 y 3 responden mejor at tratamiento, los que tienen genotipos 1a y 1b 

la respuesta al tratamiento es menor. En México estos últimos genotipos son 

predominantes. El VHC afecta principalmente a los adultos de ambos géneros, se 

estima que alrededor de 170-200 millones de personas en el mundo padecen la 

enfermedad, mientras que en México se registran de 400,000 hasta 1, 400,000 

personas infectadas con el VHC con una prevalencia de 0.7 a 1.5o/o. En base a los 

antecedentes mencionados en el presente estudio nos proponemos determinar la 

carga viral e identificar los genotipos y subgenotipos del VHC y su relación con 

daño hepático en pacientes que acudan al Hospital Civil de Guada!ajara "Fray 

Antonio Alcalde" en el periodo 2010-2011; para determinar la situación actual del 

VHC en la población del Occidente de México. 
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METODOLOGÍA: Se aplicó una historia clínica, toma de sangre periférica y 

exámenes de laboratorio para la evaluación del daño hepático, en suero se 

determinó la carga viral, los genotipos y subgenotipos del VHC mediante la técnica 

de PCR-TR e INNOLIPA y se determinó el daño hepatico mediante la elastografia 

de transición (FibroScan). 

RESULTADOS: Se analizaron 188 (100%) muestras de pacientes positivos a la 

serología para VHC, de los cuales 120 (64%) fueron positivos a carga viral y 68 

(36o/o) presentaron carga viral indetectable; predominando las mujeres infectadas 

con relación 2/1 respecto a los hombres. Las enzimas hepáticas se presentan 

elevadas en pacientes con carga viral positiva (P < 0.05), mientras que el 

colesterol y triglicéridos los presentan elevados los pacientes con carga viral 

indetectabie (P < 0.05). Se determinaron 104 genotipos y subgenotipos del VHC, 

siendo el 1a el que prevalece con 43.6% (45/104) seguido del 1b y 2 (16/104) con 

15.38% y el genotipo 3 con 12.5% (14/104). La frecuencia del genotipo 2b 

disminuyo, mientras que e! genotipo 2 y 3 aumento con respecto a reportes 

anterioreres. El 88o/o de los pacientes positivos a Ja actividad viral de VHC 

manejan cargas virales por arriba de las 100,000 Ul/mL. La carga viral más 

elevada la presento el genotipo 2 con respecto del genotipo 3 (p < 0.05), al igual 

que el genotipo 1 con relación al genotipo 3; (p < 0.05). Los factores de riesgo 

predominantes son las cirugías y transfusiones sin embargo están 

incrementándose los tatuajes, piercing, consumo de drogas entre otros factores 

asociados a la transmisión del VHC. No hay diferencias por genotipo con relación 
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a los factores de riesgo y el tiempo de exposición al VHC. 

El daño hepático se observó en pacientes con carga viral positiva de los cuales el 

45o/o cursan con cirrosis y el 59o/o de pacientes con carga viral indetectable cursan 

por etapas iniciales de fibrosis. Los genotipos 1 y 3 están ocasionando el mismo 

grado de daño hepático a los pacientes infectados. No se encontraron diferencias 

por genotipo en cuanto al IMC; los pacientes con genotipo 1 consumen en menor 

cantidad drogas y alcohol pero llevan más tiempo de exposición, por el contrario 

los pacientes con genotipo 3 consumen una mayor cantidad de alcohol y drogas 

pero con menor tiempo de exposición. 

CONCLUSIONES: El número de pacientes infectados con VHC ARN positivos es 

superior con respecto a los estudios realizados en esta misma población del 

Occidente de México y un porcentaje considerable presentan carga viral 

indetectable. El genotipo predominante es el 1a, sin embargo el VHC está 

pasando por una etapa de transición ep·1demiológica donde e! genotipo 2b 

disminuye y los genotipos 2 y 3 van en aumento. E! genotipo que presenta las 

cargas virales superiores es el genotipo 2, seguido del genotipo 1, y el genotipo 3 

con cargas virales menores. Se están incrementando los factores de riesgo para 

la transmisión de VHC, encontrando un aumento en el consumo de alcohol y 

drogas además de tatuajes, piercing, procedimientos dentales, acupuntura y la 

promiscuidad sexual. El daño hepático ocasionado por el VHC se hace presente 

.:. en pacientes positivos a la carga viral sin encontrar diferencia del daño hepático 
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ue ocasiona entre el genotipo 1 y el genotipo 3; pero también se encontró daño 

epático en aquellos pacientes con carga viral indetectable, por lo tanto ambos 

rupos de pacientes deben ser tratados. El genotipo viral está asociado con la 

. rsistencia del virus y su progresión a daño hepático independientemente de los 

Director de Tesis. 



1. ANTECEDENTES 

1.1. Historia natural de la enfermedad por el VHC 

La hepatitis es toda aquella enfermedad que causa inflamación del hígado, este 

término proviene del griego Hepar que significa hígado, y fue utilizado por primera 

vez en 1710 por Biachi. 1 Otro personaje que hace referencia a la enfermedad es 

Hipócrates e\ cual además de contr"1buir con el juramento de éflca n1edico, 

describió por vez primera una forma de epidemia de ictericia que fue llamada 

posteriormente hepatitis.2 

Las formas más comunes de hepatitis que afectan a los humanos son causadas 

por el virus de la hepatitis A (VHA, de ARN sencillo), por el virus B (VHB, de ADN 

doble), y el virus C (VHC, de ARN sencillo). Tienen en común su gran afinidad por 

el tejido hepático, esto es, son hepatótrofos y en algunos de los casos el VHB y 

VHC conducen a cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC). 1 

El desarrollo de la hepatitis C aún se desconoce con exactitud, ya que la 

enfermedad en cada uno de !os pacientes presenta factores muy particulares e 

independientes, podría deberse a la diversidad genética, las características del 

virus y su tendencia a mutaciones rápidas que previenen su detección por el 

sistema inmune. La infección pasa desapercibida, hasta que exámenes 

relacionados con donación de sangre o por cualquier otra indicación descubren 

niveles elevados de alanina aminotransferasa (AL T), lo que conduce a la 

determinación del VHC; sin embargo se puede decir que se trata de un virus 

citopático; el daño que causa indica que también es mediado inmunológicamente. 
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Cuando el virus invade el organismo reside en Ja célula hepática, posteriormente 

el cuerpo produce anticuerpos para destruirlo, sin embargo, la mayoría de las 

veces no lo hacen con eficiencia y la infección progresa.3 

Después del primer contacto con el virus el periodo de incubación oscila entre 2 y 

26 semanas. A la fase inicial de la enfermedad se le denomina infección aguda y 

generalmente desaparece después de 2-12 sernanas. En 80% de las personas se 

detectan anticuerpos 15 semanas después de la exposición al virus; en 90º/o se 

detectan en 5 meses y en el 97o/o de personas infectadas en 6meses1
· 

4 

Durante la fase aguda de la infección, la enzima AL T puede estar elevada (>400 

IU/mL). Los niveles de esta enzima cambian durante el curso de la enfermedad. 

Aunque estos niveles se mantengan estables no indican la eliminación de! virus; 

ya que pueden volver a elevarse. Sólo el 5% de los individuos presentan ictericia y 

solo e! 1 o/o tiene riesgo de sufrir insuficiencia hepática fulminante. 

Del 15% al 25% de las personas eliminan el virus espontáneamente. Sin embargo, 

de! 75% al 85% de los infectados progresa a !a fase crónica que se describe como 

la persistencia del virus en un plazo de 6 meses sin presentar síntoma alguno, con 

elevaciones de AL T persistentes lo que indica viremia activa. 

Se desconocen los factores clínicos o epidemiológicos que determinan qué 

pacientes progresan a la fase crónica. La mayoría de estos pacientes lo hace 

lentamente y sin síntomas durante 20 ó 30 años.5 
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Las complicac'lones de !a etapa crónica son la inf!amadón y la fibrosis; de 1 O a 

20o/o de personas con hepatitis C crónica desarrollan cirrosis y en 1 a 5°/o, 

carcinoma hepatocelular (CHC).3
· 

6 

1.2. Pronóstico, tratamiento y prevención contra el VHC 

Existen evidencias clinicas que en ciertos casos la infección por VHC es posible 

resolverla de manera espontánea cuando la dosis del inoculo es baja, debido a 

una respuesta inmune efectiva principalmente de las células T. Se considera que 

del 10 al 50°/o resuelven la enfermedad tanto bioquímicamente como a nivel 

virológ·1co. Los factores que pueden estar involucrados en Ja resolución viral son, la 

vía de infección, la cantidad del inoculo, el genotipo y la coinfección con algún otro 

virus y e! abuso del consumo de alcohol. Aunque la negatividad repetida de la 

carga vira! y de la prueba PCR-VHC-ARN en suero no significa que el virus no se 

encuentre en el hígado. 

El tratamiento con mejores resultados de forma independiente es el interferon alfa, 

indicado para los pacientes con pruebas serológicas positivas de anticuerpos 

contra el VHC vinculada con AL T elevadas de manera persistente. La dosis es por 

vía subcutánea tres veces por semana por un mínimo de tres meses, el 50°/o de 

los pacientes responden a este tratamiento, sin embargo al suspenderlo 30°/o 

presentan recaída, y solo en el 20º/o de los pacientes se observa respuesta viral 

sostenida. Los factores que ocasionan la ineficiencia del interferon son, la 

enfermedad de larga evolución, !a carga viral elevada, la lesión histológica grave, 

_)el genotipo 1b y los niveles bajos de AL T. La terapia combinada de ribavirina más 

interteron alfa da mejores resultados, de igual manera el tratamiento de 24 
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' semanas es considerado para los genotipos 2 y 3, mientras que el genotipo 

;. requiere terapia de 48 semanas. Este tratamiento contra el VHC es seguíc y 

efectivo en pacientes pediátricos y adolescentes. 7 

Las recomendaciones para la prevención y control del virus de la hepatitis C son 

_··las siguientes: a) evitar Ja transmisión por sangre y hemoder!vados a través de :a 

detección de infectados y penalización del comercio de sangre, b) prevenir la 

transmisión en consumidores de drogas intravenosas, c) omitir la transmisión 

·sexual o promover las prácticas de "sexo seguro'', d) identificar a infectados de 

y e) prescribir tratamiento con antivirales e interferon en los 

Respuesta inmune al VHC 

.'.la replicación del VHC se realiza en las células extraparenquimatosas del hígado 

iQUe son: células endoteliales, células de Kupffer, células estelares y las células 

;.monoclonales de sangre periférica; además se han detectado antígenos del core, 

1 y E2 en el citoplasma de los hepatocitos lo que indica que es el lugar de 

.~aplicación activa del virus. Se ha correlacionado el desarrollo de fibrosls y cirrosis 

":.corto plazo con el incremento de células estelares y fibroblastos. El VHC puede 

tribuir a modular la función inmune, la fibrosis y la esteatosis en hígado.9 

1 curso de la infección por VHC depende del equilibrio entre la rapidez de la 

licación del virus y !a eficaz especificidad de la respuesta inmune del huésped. 

virus de la hepatitis C utiliza las mutaciones en sitios antigénicos específicos 

a evadir el reconocimiento inmunológico del huésped, esto ocurre cuando el 
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virus se encuentra bajo presión selectiva al actuar los linfocitos B ó T; este 

mecanismo le permite establecer la persistencia de la infección de VHC. 

La respuesta inmune está relacionada con la persistencia o resolución de la 

infección de VHC; se ha descrito que un número menor de cuasiespecies del virus 

esta relacionado con hepatitis agudas resueltas. Además de una variación 

antigénica asociada a las partículas virales las beta-lipoproteínas y la infección de 

células del sistema inmune como los linfocitos By las células dendríticas, tomando 

en cuenta que ésta célula es presentadora de antígenos por excelencia e 

indispensable en la inducción y regulación de la respuesta inmune especifica, 

cuando es modificada por el VHC podría favorecer !a persistencia del virus en el 

huésped. 

Una eficiente respuesta de las células T C04+ se ha relacionado con aquellos 

pacientes que resuelven Ja enfermedad, juntamente con las células T CDS+ las 

cuales participan limitando la replicación viral. Aunque no siempre es determinante 

para la resolución de la infección. Se ha correlacionado la carga viral presente en 

el higado de manera inversa con !a respuesta inmunológica; si la respuesta de las 

células T (CD4+ y CDS+) es inadecuada o insuficiente el ARN-VHC persiste. Por 

lo tanto estas c:élulas son el balance entre la eliminación del virus y el daño 

hepatocelular.10
• 1
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Evaluación del daño hepático ocasionado por el VHC 

Una característica de casi todas las enfermedades crónicas del hígado es la 

. ·fibrosis; la cual es la causa más común originada por las hepatitis virales y la 

·esteatohepatitis por consumo de alcohol y/o la obesidad. La fibrosis se define 

como el resultado del balance entre la producción y la degradación de las céll.ilas 

de la matriz extracelular, lo cual conduce a un cambio del tejido de estas células. 

La fibrosis es causada por una acumulación excesiva de la matriz extracelular, por 

una reorganización histológica y molecular de diversos componentes como el 

, ~lágeno, glicoproteínas, proteoglicanos, proteínas de la matriz y sus factores de 

·.~ecimiento. Estos cambios pueden llevar a un deterioro del metabolismo y !a 

: síntesis de los hepatocitos, células epiteliales y células estelares hepáticas. La 

.activación de las células estelares es el paso principal que conduce a la fibrosis !a 

'cual implica varios cambios en e! hígado como la fibrogénesis, la proliferación, la 

' 

ntractilidad, la quimiotaxis, !a degradación de la matriz y la liberación de 

La fibrosis es potencialmente un proceso reversible en las primeras 

conduce al desarrollo de la cirrosis; aproximadamente del 

()-20o/o de los pacientes con infección crónica por el virus de la hepatitis C tienen 

is y hasta un 20-30o/o de los pacientes que no la tienen finalmente la 

arrollarán; las complicaciones que presentan en un periodo de una o más 

insuficiencia hepática, ascitis, hemorragia por varices, 

lopatía y carcinoma hepatocelular. 12
· 

13 
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la biopsia hepática es considerada actualmente la principal vía para evaluar la 

', fibrosls. Sin embargo, es un procedimiento invasivo y doloroso, además que la 

precisión para evaluar la fibrosis es cuestionable debido a errores de muestreo y 

de interpretación.14 Por tanto hay necesidad de desarrollar y va!idar pruebas no 

invasivas las cuales pueden reflejar con precisión la fibrosis hepática, la cirrosis y 

su gravedad en las enfermedades hepáticas. 

Las técnicas de imagen son capaces de detectar cambios en el hígado y 

diferenciar entre los diferentes grados de fibrosis. Una técnica de imagen nueva y 

rápida no invasiva que mide la elasticidad del hígado es la Elastografía de 

transición (FibroScan), elaborada en París Francia. Este sistema está equipado 

.. __ con una sonda de traductor de sonidos montada en el eje de un vibrador, éste 

~'"genera una vibración que no ocasiona dolor alguno, posee una frecuencia de 50 

;'.,,Hertz y una amplitud de 2 mi!ímetros generando una onda elástica a través de la 

·:- __ piel y tejido subcutáneo en el hígado; donde la velocidad de la onda está 

~;directamente relacionada con la rigidez del tejido. Cuanto más blando es el tejido 

-~'.más rápido se propaga la onda y viceversa. 

·:La fibrosis se clasifica en una escala de 0-4: FO, sin fibrosis, F1, fibrosis inicial, F2, 

'· ·,. fibrosis moderada, F3, fibrosis avanzada y F4 es cirrosis. Informes recientes han 

ostrado que la medición de la rigidez del hígado mediante el FibroScan ha 

itido detectar la frbrosis en pacientes infectados con hepatitis crónica por virus 
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1.5. Descripción Histórica 

· En 1974, Prince y colaboradores; reportaron que 25°/o de pacientes transfundidos 

~.desarrollaban una hepatitis post-transfusional y el 18o/o de estos fueron negativos 

a los marcadores serológicos virales para hepatitis A (VHA) y hepatitis B (VHB), 

·.con características clínicas diferentes. 16 

:i_Sin embargo no fue hasta 15 años después (1989) cuando la corporación Chiron 

:.en California, logró aislar el agente causal al utilizar métodos de biología molecular 

·ie inmunológicos. Primero se aisló del plasma de chimpancés infectados, con un 

no caracterizado, en seguida se clonó un ácido 

complementario (ADNc), y se obtuvo de la región NS4 del 

se realizó una búsqueda en la biblioteca de ácido 

y se localizó un gen que codifica para un antígeno 

a la hepatitis no A y no B. Este nuevo agente fue 

la hepatitis C y se incluyó entre las enfermedades 

:6. Taxonomía del VHC 

al Comité Internacional para la clasificación de los virus, el VHC 

!a familia: Flavívírídae cuyos miembros se propagan mediante 

ores artrópodos, principalmente garrapatas y mosquitos. En esta familia se 
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• Flavivirus: que alberga 67 especies de virus que afectan humanos y 

animales, entre los cuales se encuentra el virus de la fiebre amarilla, virus 

del Nilo Occidental y el virus del dengue. 

• Pestivirus: que incluye a las especies del virus de la diarrea bovina y del 

virus de la peste porcina. 

Hepacivirus: en donde la especie virus de la hepatitis C (VHC), constituye 

su único miembro. 18 

1.7. Origen y evolución de VHC 

la investigación del origen de !os virus es especulativa y limitada por su efímera 

existencia y la falta de estudios históricos y epidemiológicos a profundidad. 

Además de que los archivos de muestras clínicas para e! aislamiento adecuado de 

los virus o por PCR, .son raros y restringidos a 30 años atrás. La obtención de 

evidencias directas de los virus que existen en e! pasado es difícil ya que no existe 

registro fósil comparado con plantas y animales, por lo que pasan como invisibles 

t en el registro histórico y geológico. 

Probablemente las primeras evidencias arqueológicas sólidas de infección por 

,- virus fueron encontradas en esqueletos del periodo Neolítico y le era de Bronce, 

los cuales están deformados como aquellos que padecieron la poliomielitis en la 

:,,actualidad, sin embargo no es posible demostrar que la poliomielitis sea realmente 

-:·.1a causa que originó las deformaciones físicas. El mejor ejemplo de la existencia 
~-
:de los virus en las civilizaciones humanas es la viruela; se cree que fue originada 
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después del desarrollo de la agricultura en el Medio Oriente alrededor de 10,000 

años atrás. Las lesiones en la piel ocasionadas por la viruela fueron observadas 

en restos momificados de las dinastías egipcias 18 y 20 (1570-1085 a. C), 

incluyendo a Ramses V quien murió en 1157 a. C. Otra descripción de la vlruela 

fue encontrada en escritos del griego clásico, tales como los de Atenas en el 430 

a. c. La reconstrucción de la historia de los virus para el análisis de su distribución 

y relación genética es un problema por sus hospederos, los cuales pueden 

imposibilitar la reconstrucción de los virus que frecuentemente cruzan las barreras 

de especies a infectar. Los virus se recombinan unos con otros y con las células 

del huésped infectado, pueden reordenar su genoma y cambiar la estrategia de 

replicación. La tasa de cambios en la secuencia del virus particularmente de 

genoma formado por ARN es mucho mayor que la del huésped, esto oC3siona un 

problema para la reconstrucción evolutiva del virus. 

Cada ciclo de infección en una célula toma de 1-3 días, en este periodo el genoma 

viral desarrolla varias copias, probablemente millones. Durante el periodo 

evolutivo, relativamente corto, el rápido ritmo de cambio de secuencias borra toda 

relación genética existente entre antecesores y descendientes. Los virus están 

sujetos a intensos procesos de selección, !o cual les permite desarrollar 

mecanismos para evadir la respuesta del sistema inmune, el tratamiento antiviral y 

· la adaptación para infectar a nuevos y diferentes hospederos. Los cambios rápidos 

de adaptación de los virus se ven favorecidos por e! periodo de vida de los 

-:..organismos infectados permitiendo al virus replicarse varias veces dando origen a 
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En 1995 se descubre el virus HGV/GBV-C, descrito como virus de la hepatitis G 

no se registran evidencias de que cause enfermedad hepática en sus hospederos 

naturales, Jos humanos, en el periodo inicial de la infección ni en portadores 

crónicos. De igual forma este virus es clasificado dentro de la familia Flaviviridae 

de género Hepacivirus al igual que el VHC debido a la similitud de las secuencias 

enzimáticas de los genes NS3 y NS5b. Aunque no se han encontrado homólogos 

de las proteínas de envoltura del gen E1 de VHC. 

La infección por HGV/GBV-C se describe en población humana con una 

frecuencia de infección activa y pasiva de 5 a 1 So/o. Esta distribución se encuentra 

en poblaciones aisladas como las tribus indígenas de Papúa Nueva Guinea, en 

África al sur del Sahara y el Centro y Sur de América. Variantes de este virus 

muestran variabilidad limitada entre secuencias de nucleótidos con un máximo de 

13%. Basados en estas secuencias se ciasificó en cuatro o cinco genotipos 

distribuidos alrededor del mundo en población indígena; además este virus ya 

había estado presente en población humana moderna, en los migrantes de África, 

100,000 a 150,000 años atrás. 

El genotipo 3 se describe en habitantes nativos del Norte y Sur de América, por el 

contrario en población caucásica, de la India incluso el Norte de África son 

infectados por el genotipo 2. El genotipo se encuentra distribuido en África y 

posee la mayor diversidad de secuencias en su genoma. Los variantes más 

divergentes del virus HGV/GBV-C que aquellos encontrados en humanos también 

,_.fueron encontrados en chimpancés capturados en el Centro y Oeste de África, 
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~·además variantes diferentes del virus fueron encontrados en dos diferentes 

,:subespecies de chimpancés, trogloditas y verus (Figura 1 ). 
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Figura 1. Árbol filogenético de virus de humanos. chimpancés y primates del nuevo mundo 
Tomada de Simmonds 2001. 

comparar las secuencias del virus colectadas durante ocho años de un 

. Clividuo infectado, indican un rango de 3.9 x 10-4 substituciones de nucleótidos 

sitio por año dentro del genoma, esto es comparable con los virus de ARN 

, 'mo el VHC con 4 x 10-4 substitucior.es en la región NS5. Basados en el reloj 

lecu!ar y extrapolando el rango de cambios en las secuencias en un intervalo 

'e ocho años, la divergencia del virus HGV/GBV-C parece haberse originado de 

antepasado común, tan reciente como hace 300 años, mientras que !os 
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chimpancés y primates infectados del Nuevo Mundo se han ido distanciando de 

los genotipos humanos desde los 600 a 1000 años atrás. Un ejemplo más 

concluyente se puede obtener de secuencias del virus GB de primates del viejo 

mundo el cual ocupa una posición filogenética intermedia con un ancestro común 

entre humanos y chimpancés y la rama principal de las especies de primates del 

nuevo mundo. 19 

1.8. Estructura Genómica de VHC 

El genoma del VHC esta formado por acido ribonucleico (ARN) lineal de 32 

nanómetros (nm) de longitud, envuelta en una cápside icosahédrica de 60 nm y 

finalmente por una envoltura lipídica. El VHC pertenece 81 grupo JV de genoma 

viral por ser una cadena sencilla de ARN de polaridad positiva, constituido por 

·:. 9.400-10,000 nucleótidos (9.6 kilo bases). Posee un único marco de lectura 

abierto, el cual codifica para una lipoproteína viral con un alto grado de 

: heterogeneidad genética de aproximadamente 3,01 O aminoácidos. 17 

. El genoma del VHC está constituida por tres genes estructurales (De la 

.nucleocápside o proteína "core" y las proteínas de la envoltura viral, E1 y E2); así 

, como seis genes no estructurales (NS2, NS3, 4A, NS4B, NS5a, NS5b). La región 

··NSS codifica para dos proteínas, NS5a y NS5b, indispensables para la replicación 

región NS3 tiene actividad enzimática. Una región no 

UTR (Untranslated region, por sus siglas en ingles), con 

homología entre los diferentes genotipos del VHC, localizada en el 
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extremo 5· posee 42 bases muy conservadas y resiste la desnaturalización, en el 

se encuentra la región 3' UTR que contiene los genes de las 

estructurales. Ambas están implicadas en la regulación de la 

~replicación del genoma y la expresión genética, y es por estas características que 

para realizar estudios moleculares (Figura 2). 

A) HCV GENO ME NL'CLEOT!DE POSJTION 
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.Figura 2. Estructurn gcnóm1c;;i del VHC, genes cstructurnles (corc, El Y E:2), genes no cstructurillc~ (NS2, 

·~S3, NS4a, NS4b, NSSa y NSSb). Tom8dJ de Simmonds 2001. 
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El RNA viral está envuelto por una nucleocápside, y ambos a su vez cubiertos por 

residuos de las membranas celulares del huésped, en donde las glicoproteínas del 

virus son insertadas para iniciar la replicación en los hepatocitos del huésped, para 

expresar sus proteínas y causar la enfermedad. 

Las regiones 5 · UTR no codificante y del "core" están presentes en todos los 

genotipos y juegan un papel importante en la replicación, en cambio, la región 

variable del genoma viral realiza la síntesis de las proteínas de la envoltura, y 

difiere en el propio virus. Esta característica le permite al virus evadir los 

mecanismos inmunes del huésped. 

Dentro del genoma viral la variabilidad no es homogénea; generalmente se 

conserva la región 5' UTR, que posee menos variación con una relación mayor al 

98%; su principal función es permitir la unión del ribosoma de las células del 

hospedero al ARN viral; también se conservan las secuencias de aminoácidos que 

son codificadas por el núcleo, además de las regiones NS3 y NS4. Las regiones 

que muestran una mayor variabilidad son los genes E1 y E2/NS1 que codifican 

las glicoproteínas de la envoltura, !as proteínas codificadas por los genes NS2 y 

NS5 también son variables. Las regiones E1 y E2 albergan una zona denominada 

HVR1 (hipervariable, por sus siglas en ingles) la cua! permite que el virus no sea 

detectado por el sistema inmune. Se presume que la heterogeneidad en el 

genoma del VHC está producida por las diferencias que existen en los genes que 

codifican las proteínas que regulan la replicación del virus. 

acumulación de mutaciones durante los dos últimos 

milenios, con una tasa de aproximadamente 4 x 10-4 sustituciones por año; 
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mientras que los genes de la envoltura que se encuentran en contacto con el 

sistema inmune del huésped adquieren una rápida evolución.20 

Clasificación de Genotipos y Subgenotipos de VHC 

A partir de modelos matemáticos, algunos autores han sugerido que e! primer 

; ancestro común del VHC se remontaría a más de 2000 años; para observar una 

: divergencia de genotipos deberían de transcurrir 500 años y las diferencias entre 

' un genotipo y subgenotipo a otro se tendrían después de 300 años. Además para 

::que se pudiera dar el cambio de subgenotipo en un mismo hospedador a partir del 

.·:virus parental deberían pasar al menos 50-60 años. 

· .. Simmonds y colaboradores, han establecido un sistema de clasificación 

:eonsensado para los genotipos y subgenotipos del VHC, en donde se describe a 

·.:.los genotipos asignándoles números arábigo y a los subgenotipos con letras 

_minúsculas. La variabilidad que se encuentra en el genoma viral da lugar a Ja 

ificación de los genotipos, subgenotipos y aislados. Una homología de 66-

% da lugar a los genotipos, se conocen 6 hasta el momento designados del 1 al 

',.·Dentro de un mismo genotipo si existe una homología del 77-80°/o se obtienen 

subgenotipos conociéndose más de 50, clasificados desde la "a" hasta la "k". 

~tro de los subgenotipos se tiene una homología de 81-90º/o, se clasifica en 

'·~lados. Además como la ARN polimerasa es incapaz de corregir errores en la 

, .. licación viral ocasiona que el ARN no esté presente como una única secuencia 

como un conjunto de secuencias parecidas agrupadas junto a una secuencia 

ritaria, con una homología intergenoma del 91-99o/o lo que es conocido como 
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Los genotipos difieren entre si el 20o/o y los subgenotipos un 1 Oº/o 21 

Figura 3. Árbol filogcnét1co d(' genotipo~ de VHC conocidos hasta el momento. Torn<.lda de 
Simmonds 2001 

1.10. Distribución geográfica de VHC 

La distribución geográfica de los diferentes genotipos no es homogénea ya que 

. existen diferencias importantes en la prevalencia de todos y cada uno de ellos en 

las distintas áreas del mundo. Se ha descrito22 que el 90% de todas las 

· infecciones por VHC en América, Europa, China, Rusia y Australia son 

ocasionadas por los genotipos 1a, 1b, 2a, 2b, 2c y 3a del VHC. 
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'En Colombia un 80°/o de personas están infectadas con VHC, Estados Unidos 

~'presenta un 40°/o de infectados y Jos genotipos 1a y 1b son los más comunes, 

el 2a y 2b. Europa presenta esta misma prevalencia de los 

India, Pakistán e Irán el genotipo 3 tiene una alta prevalencia, en 

·,.·Egipto y en África Central el genotlpo que prevalece es el 1 y el 4; Sudáfrica tiene 

'.·el 50o/o de infecciones por genotipo 5; en el Sudeste Asiático e! genotipo 6 es el 

los genotipos 1, 2, y 3 tienen una distribución mundial, mientras que el subtipo 1 b 

predominante en Japón. Aunque los subtipos 2a y 2b son relativamente 

uentes en América, Europa y Japón, el subtipo 2c es encontrado en el Norte 

,de Italia. El genotipo 3a es altamente frecuente en pacientes con abuso de drogas 

_ntravenosas en Europa, Estados Unidos y Sureste de Asia. 

genotipo 4 es el de mayor prevalencia en África y en el Medio Este. Los 

otipos 5, 3 y 6 están limitados a Sud África y Asia, respectivamente. En Hong 

predominan los genotipos 4, 5 y 6 pero son poco 

En el centro de Argentina el genotipo 2c es el más 

_mún mientras que en el Este del país predomina el genotipo 1b(Figura4). 
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Figura 4. Distribución geográfica del VHC, los genot ipos 1, 2 y 4 son frecuentes en África y los genotipos 3 
y 6 en Asia. Tomada de Simmonds 2005. 
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Con respecto a Latinoamérica se ha registrado que el genotipo predominante de 

VHC es el 1, en Brasil el 93.8% de los infectados poseen genotipo 1, 2 y el 3 

aunque con menor proporción , excepto en la zona Sur de Brasil donde el genotipo 

3tiene una prevalencia del 44%. Se ha descrito una baja prevalencia del genotipo 

4 en Colombia y Argentina sin embargo los genotipos 1 y 2 están reportados. En el 

Venezuela26 (Figura 5). 

~HCVP•~ • <, •• . , .. ,..__ 
o 2 ·29" • . ,.,,... 
~o-St""'""J 

2010 el genotipo 1b fue remplazado por el 2, en 

.. 

Figura S. Prevalencia de genotipos de VHC C'n Latinoamérica. Tomada dC' Kershcnobrch D. 2011. 
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México es una área de baja endemia para la infección por VHC, los rangos de 

seroprevalencia para este virus son de 0.40 a 1.4o/o. 27 Los estudios 

epidemiológicos moleculares realizados muestran que es heterogénea la 

distribución del VHC, esto podría deberse a brotes ocasionados por fuentes de 

Los genotipos predominantes son el 1 y el 2, se consideran 

escasos los genotipos 3 y 4; teniendo una prevalencia de un 73% del genotipo 1, 

subgenotipo 1 b, el genotipo más complicado debido a que no responde al 

En el Occidente del pais predomina desde el 2007 el genotipo 1a seguido del 1b, 

oon menor proporción se presenta el 2a y 3b29 (Figura 6). 

United States 

2b 

Figura 6. Dlstrrbución geográfica de los genotipos del VHC en Mé~KO, se expresa una mavor prevalencia 
-del genotipo la seguido del genotipo lb. Tomada de Panduro A. 2010. 
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1.11. Prevalencia de la enfermedad por VHC 

Se estima que el 3°/o de la población rnundial, lo cual corresponde alrededor de 

170 a 200 millones de personas en el mundo están infectados con el VHC, este 

afecta a todas las razas y edades por igual. La prevalencia del VHC varía de un 

país a otro, pero en todos se hace presente, en países industrializados es mucho 

menor comparado con los países en vías de desarrollo.27 Europa cuenta con 9 

millones de infectados con una prevalencia de 1 o/o. En Estados Unidos las cifras 

van de 3.6 a 1.4%, con 4.5 millones de infectados, y cerca de 180,000 casos 

nuevos por año. De 2.7 a 3.9 millones de personas tienen infección crónica 

causando 12,000 muertes anuales. 

Además está Japón con 350,000 casos nuevos por año. Suecia y Suiza tiene un 

O.So/o, Francia posee una prevalencia de 1o/o. En países europeos, como el norte 

de Italia se reporta un 3.2º/o, en Bélgica un 0.46º/o en Alemania 0.4º/o y un 0.46% 

en Portugal, Rumania presenta un 3.23o/o de prevalencia. En el Perú se estima 

una prevalencia alrededor de 1 º/o. Por !o que, !a infección por VHC tiene el 

potencial para ser la siguiente epidemia global.3º 

Datos proporcionados por el Sistema Único de Información para la Vigilancia 

Epidemiológica (SIUVE), en México clasifica las hepatitis por grupo de edad, por lo 

tanto, el virus de la hepatitis A (VHA) está asociado principalmente a niños, el 

VHC es diagnosticado en adultos de 40-50 años, mientras que el virus de la 

hepatitis 8 (VHB) se hace presente en la población sexualmente activa. Las 

hepatitis con agente etiológico desconocido afectan a niños y adolecentes, en un 
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menor número a los jóvenes.31 Se ha descrito que en el 2005 la cirrosis hepática 

se consideró la tercera causa de mortalidad en los hombres y la séptima en las 

mujeres, esta varía entre 11.6 a 47.4 por cada 100,000 habitantes, con una mayor 

en el área central del país. El promedio de edad es de 50.3 ± 12.0 

años.32 

Existen evidencias de que en la población mexicana la infección por VHC se haya 

propagado a partir de los 60s y 70s, por medio de donaciones de sangre 

aunado a la implementación exagerada de procesos quirúrgicos 

surgidos en los 70s. La infección por hepatitis C es diagnosticada cuando hay 

manifestación clínica o complicaciones de la enfermedad. El VHC es considerado 

el principal causante de la hepatitis crónica y !a cirrosis hepática en el mundo.33 

En el 2000 se inició en México el diagnostico para el VHC en los bancos de 

sangre; en el periodo 2000-2007 se registraron 192,588 casos de hepatitis. De 

'estos 79% corresponde a VHA, el 3.3o/o a VHB, el 6°/o a VHC, y con agente 

infeccioso desconocido un 11.7º/o.34 Actualmente, se estima 400,000 a 1, 400,000 

personas positivas al antigeno anti-VHC, de los cuales 200,000 a 700,000 

· resentan persistencia del virus. La prevalencia global es 1.4%, sin embargo 

del país, en el Norte se presenta un 2.0°/o, el Sur 
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1.12. Factores de riesgo de VHC 

Los principales factores de riesgo para adquirir la infección por el VHC son: 

•Transfusión de sangre o de sus componentes antes de 1995 (en razón de_que la 

versión definitiva de !a NOM-003-SSA2-1993, que determina la detección de 

anticuerpos de VHC en los bancos de sangre, se dio a conocer hasta el 18 de julio 

de1994). 

•Trasplante de órganos antes de 1995. 

•Uso de drogas vía intravenosa o vía intranasal (se debe investigar la infección 

por el VHC inclusive en personas que sólo us&ron drogas inyectables una sola vez 

y no se consideran adictos). 

•Contacto con sangre de una persona infectada a través de heridas, exudados de 

heridas y laceración de la piel o mucosas. 

•Punciones accidentales al compartir agujas, inyecciones intravenosas o jeringas 

contaminadas con sangre infectada por el VHC. 

•Practicarse tatuajes, piercing, (perforaciones corporales), acupuntura, manicure o 

podologia con instrumentos no esterilizados y que estén contaminados. 

•Tratamiento o extracciones dentales sin las condiciones de higiene adecuadas. 

•El contagio del VHC puede ocurrir en los hospitales por hemodiálisis, uso de 

viales multidosis, cirujano infectado por el VHC o endoscopia con toma de biopsia. 

_.Ser personal de salud expuesto al contacto con sangre infectada por el VHC a 

:·través de las mucosas o por punción accidental con agujas :nfectadas. 

:Transmisión vertical (de madre a hijo durante el nacimiento). 

Contacto sexual en caso de múltiples parejas o relaciones de alto riesgo 

·(homosexual o heterosexual) sin protección.35 
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1.13. Diagnostico serológico y molecular del VHC 

E! diagnostico de infección por VHC se realiza mediante !a determinación de 

anticuerpos anti-VHC y la detección molecular del ARN genómico del VHC en 

suero. Para determinar los anticuerpos hay dos principales tipos de pruebas, las 

más utilizadas son los inmunoensayos enzimáticos (ElA), de los cuales existen 

tres generaciones, el de tercera generación es el más utilizado (EIA-3), detecta los 

antígenos del core y de los genes no estructurales 3' y 5' del genoma viral con una 

sensibilidad del 97º/o. 

La otra técnica para determinar los ariticuerpos es la valoración de inmunoblot 

recombinante (RIBA por sus siglas en ingles), que al igual que en los ElA, se 

conocen tres generaciones diferentes, siendo la más utilizada en la actualidad la 

de 2ª generación (RlBA-2). El diagnostico moiecular del VHC se realiza 

principalmente mediante Ja reacción en cadena de la polimerasa previa 

transcripción reversa del ARN (PCR-TR), y es posible detectarlo de una a dos 

semanas posterior a la exposición al virus. A esta prueba se le denomina 

detección cualitativa; existen también ensayos cuantitativos que tienen e! fin de 

medir la carga viral que presenta el individuo, cuya sensibilidad es menor a la de 

los ensayos estándar de PCR-TR.36 

La determinación de !os genotipos se realiza mediante un ensayo de sonda lineal 

{LIPA, line probe assay por sus siglas en ingles), se utilizán los productos 

amplificados de la PCR-TR obtenidos, estos se enfrentan a sondas derivadas de 

, distintos genotipos del VHC fijadas en una banda reactiva montadas en una banda 

de nitrocelulosa. Un formato comercial de esta técnica es el IN NO-LIPA™ 
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VERSANT para VHC. Otra técnica es la secuenciación directa de amplificación de 

ADNc del genoma viral, mediante PCR y electroforesis capilar automatizada. 

Las secuencias obtenidas se comparan con otras que son obtenidas de un banco 

de genes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para genotipificarlas por homología 

filogenética. 6 

34 



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La hepatitis originada por el VHC se ha convertido en uno de !os principales 

problemas de enfermedades infecciosas emergentes. Datos proporcionados por la 

Organización Mundial de la Salud describen una prevalencia mundial de 3o/o !o 

cual corresponde a 170 millones de personas infectadas.36 

De los pacientes infectados que desarrollan complicaciones un 27°/o evoluciona a 

cirrosis hepática37
, y 30o/o carcinoma hepatocelular.38 En México se registran de 

400,000 a 1, 400,000 anti-VHC positivos, de los cuales 200,000 a 700,000 

presentan viremia activa, con una prevalencia de O. 7o/o lo que indica que existen 

· 700,000 mexicanos infectados.38 En Jalisco se ha descrito una prevalencia de 

0.2o/o de infectados con VHC. 39 La cirrosis hepática en México es la sexta causa 

de muerte general y la tercera en hombres de 15 a 64 años de edad, con una tasa 

de mortalidad de 20.3 defunciones por 100,000 habitantes.50 

determinación de genotipos de VHC en México se rea!izó en 1998 

genotipos predominantes fueron el 1a y 1b.29 Considerados los 

genotipos con peor pronóstico de respuesta al tratamiento antiviral.40 En base a lo 

descrito nos preguntamos cual es el número de pacientes infectados con el VHC 

que resuelven la enfermedad por sí mismos y cuantos evolucionan a la cronicidad 

-y cuál es la prevalencia de los genotipos de VHC, por lo que nos proponemos 

·determinar la carga viral e identificar los genotipos del VHC en pacientes que 

Hospital Civil de Guadalajara "Fray Antonio Alcalde" en el periodo 
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3. JUSTIFICACIÓN 

La hepatitis C, se ha convertido en uno de Jos principales problemas de salud 

pública en el mundo y particularmente en México teniendo una prevalencia 

estimada de O. 7 a 1.5°/o. 

La detección de RNA del VHC y la carga vira! es la base molecular para la 

confirmación de! diagnostico y posterior tratamiento del paciente infectado con el 

virus de la hepatitis C. Los pacientes con carga viral positiva y persistente llegan a 

desarrollar cirrosis hepática y en algunos casos carcinoma hepatocelular. Por el 

contrario en un número indeterminado de pacientes de VHC la carga viral 

disminuye hasta llegar a ser indetectab!e, desconociendo las causas que 

conducen a esta resolución viral. En nuestro país no se sabe qué porcentaje de 

pacientes llegan a tener resolución de la enfermedad. 

Los factores de riesgo asociados a las hepatitis virales se pueden modificar a 

través del tiempo tanto en una misma población como en generaciones diferentes 

por Jo que es necesario realizar periódicamente estudios epidemiológicos 

moleculares para conocer el comportamiento del VHC en una población 

determinada. Conocer el genotipo del VHC es importante puesto que se sabe que 

existe unos genotipos más resistentes al tratamiento antiviral (genotipo 1a y 1b), 

que otros (genotipos 2 y 3). Por lo tanto determinar los genotipos del virus podría 

, proporcionar información del genoma viral y de respuesta a tratamiento, lo cual 

. resulta de vital importancia para el paciente y el clínico. 
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Además \os estudios de epidemiología molecular permiten tener un panorama 

amplio de la evolución del virus y la ruta que éste puede seguir a lo largo del 

tiempo, ya que actualmente no se ha desarrollado "vacuna" alguna para 

contrarrestar sus efectos a la infección. 
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4. HIPOTESIS 

El genoma viral (genotipos), y la carga viral (cinética viral) son factores que 

podrían determinar la persistencia del virus en suero, la cronicidad de la 

enfermedad y por lo tanto la progresión del daño hepático de pacientes que 

acudan al Hospital Civil de Guadalajara. 



5. OBJETIVOS 

5.1. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la carga viral, genotipos y subgenotipos del virus de :a hepatitis C 

(VHC), en pacientes del Hospital Civil de Guadalajara "Fray Antonio Alcalde". 

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

Identificar pacientes con anticuerpos anti VHC y la actividad viral positiva o 

negativa de los mismos. 

Determinar los genotipos y subgenotipos del VHC en pacientes con carga 

viral positiva. 

Relacionar los niveles de la carga viral con el genotipo del VHC. 

Identificar los factores de riesgo en pacientes con VHC. 

Analizar los genotipos del VHC y su asociación con daño hepático. 
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7. DISEÑO METODOLÓGICO 

Se incluyeron 188 pacientes infectados con VHC a los cuales se les aplicó la 

historia clínica para recolección de datos previamente diseñada donde se recabó 

información sociodemográfica, clínica y bioquímica y su respectivo consentimiento 

bajo información de cada uno de los pacientes. 

Se realizó estudio de bioinpedancia magnética (INBODY), para evaluación de 

composición corporal. 

Se realizó la toma de sangre periférica mediante venopunción, para exámenes de 

laboratorio utilizando espectrofotómetria basado en química seca (Vitres); para 

perfil de lipidos (Col-T. TG. Col- LDL. Col- HDL. Col- VLDL); pruebas de función 

hepática (AST, AL T, GGT), química sanguínea (glucosa, urea, creatinina); además 

de obtener muestras sanguíneas para separación de suero y extracción de ADN 

genómico del paciente. 

Se !es realizó el estudio de Elastografia de Transición (FibroScan), para detectar el 

grado de daño hepático que presentan los pacientes con hepatitis e crónica bajo 

los siguientes criterios: 

1. Diagnóstico serológico de VHC. 

2. IMC inferior a 30. 

3. Que no hayan sido diagnosticados clínicamente con cirrosis. 

4. Que el paciente no presente ascitis. 

5. Las mujeres que no cursen por periodo menstrual, ni se encuentren en 

estado gravídico (embarazo). 

41 



7.1. Tipo de estudio 

Descriptivo, prospectivo y de serie consecutivo de casos. 

7.2. Determinación de carga viral ARN-VHC 

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® VHC (Roche) es una prueba de 

amplificación in vitre del ácido nucleico para la determinación cuantitativa de ARN 

del VHC en plasma o suero humano. Esta prueba está basada en tres procesos 

principales que Incluyen la preparación de la muestra, transcripción reversa y 

amplificación del mismo: 

A) Preparación de las muestras. 

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® VHC utiliza la preparación 

automatizada de la rr1uestra en el instrumento COBAS® AmpliPrep mediante una 

técnica de captura genérica basada en sílice. El procedimiento procesa 850 µL de 

plasma o suero. Se lleva a cabo la lisis de !as partículas víricas del VHC mediante 

incubación a alta temperatura con una proteasa y un tampón caotrópico de 

unión/lisis que !ibera los ácidos nucleicos y protege al ARN liberado del VHC de 

las RNasas presentes en suero o plasma. Junto con el reactivo de lisis y las 

partículas magnéticas de vidrio, se introduce en cada muestra Jz. enzima proteasa 

y un número conocido de moléculas de ARN del patrón de determinación 

cuantitativa (OS), del VHC (control interno). 

Posteriormente se incuba la mezcla, el ARN del VHC y del OS del VHC se unen a 

la superficie de las partículas magnéticas de vidrio. Las sustancias no unidas, tales 
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como sales, proteínas y otras impurezas celulares se eliminan al lavar las 

partículas magnéticas de vidrio. Después de la separación de ias perlas y 

completar los pasos de lavado, se eluye el ácido nucleico adsorbido a temperatura 

elevada con una solución acuosa. Se añade entonces la muestra procesada, que 

contiene las partículas magnéticas de vidrio además del ARN liberado del VHC y 

el ARN de! OS del VHC a la mezcla de amplificación que se transfiere al 

analizador COBAS® TaqMan® o el analizador COBAS® TaqMan® 48. El ARN 

blanco del VHC y el ARN del OS del VHC se transcriben (transcripción reversa), 

amplifican y detectan simultáneamente mediante la escisión de una sonda 

oligonucléotida doblemente marcada específica del blanco del OS. 

B) Transcripción reversa y amplificación mediante PCR. 

La reacción de transcripción reversa y amplificación mediante PCR se lleva a cabo 

con la enzima recombinante ADN polimerasa de Thermus specie (Z05). En 

presencia de manganeso (Mn2+) y bajo condiciones tampón apropiadas, Z05 

muestra actividades tanto de transcriptasa reversa como de ADN polimerasa. Esto 

permite que la transcripción reversa y la amplificación mediante PCR tengan lugar 

junto con la detección en tiempo real del amplicón. 

Las muestra.s procesadas se añaden a la mezcla de amplificación en tubos de 0.2 

mL donde se produce la transcripción reversa y la amplificación mediante PCR. La 

mezcla de reacción se calienta para permitir que un iniciador descendente o 

antisentido hibride específicamente con el ARN blanco del VHC y con el ARN del 

QSdel VHC. 
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de Mn2+ y un exceso de deoxinuc!eótidos trifosfato (dNTPs), con 

indusión de trifosfatos de deoxiadenosina, doxiguanosina, deoxicitidina y 

deoxiuridina, !a polimerasa Z05 extiende tos iniciadores hibridados formando una 

cadena de ADN complementaria al ARN blanco. 

• Amplificación del VHC. 

Tras la transcripción reversa del ARN blanco del VHC y del ARN del QS del VHC, 

se realiza en e! termocic!ador COBAS® TaqMan® o el analizador COBAS® 

TaqMan® 48, este calienta la mezcla de reacción para desnatura!izar el híbrido 

ARN:ADNc de VHC y exponer !as secuencias blanco especificas del iniciador. A 

medida que !a mezcla se enfría, !os iniciadores hibridan al AON blanco. La enzima 

ADN polimerasa termoestable de Thermus specie ZOS, en presencia de Mn2+ y 

dNTPs extiende !os iniciadores hibridados a !o largo de la plantil!a del blanco para 

producir una molécula de AON bicatenario denominada amp!icón. El equipo antes 

mencionado repite automáticamente este proceso un número de ciclos 

predeterminado, con el fin de duplicar en cada ciclo !a cantidad de ADN del 

amplicón. 

• Amplificación selectiva. 

La amplificación selectiva del ácido nucleico de la muestra se logra en la prueba 

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® VHC mediante el uso de la enzima 

AmpErase (uracil-N-glicosilasa) y trifosfato de deoxiuridina (dUTP). La enzima 

AmpErase reconoce y cata!iza la destrucción de las cadenas de ADN que 

contienen deoxiuridina, no del ADN que contiene deoxitimidina. E! ADN natural 
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·carece de deoxiuridina, sin embargo está siempre presente en el amplicón debido 

al uso de trifosfato de deoxiuddina como uno de los dNTP en el reactivo de mezcla 

maestra; por lo tanto, sólo el amplicón contiene deoxiuridina. 

La deoxiuridina hace que el amplicón contaminante sea suceptible de ser 

destruido por la enzima AmpErase antes de la amplificación del ADN. Del mismo 

modo, la enzima destruye cualquier producto inespecífico que se pueda formar 

tras la activación inicial de la mezcla maestra por el manganeso. La enzima 

AmpErase que se incluye en el reactivo de mezcla maestra, cata!iza la escisión del 

ADN que contiene deoxiuridina en los residuos de deox!uridina abriendo la cadena 

de deoxirribosa en la posición C1. Cuando se calienta en el primer paso de! ciclo 

térmico, !a cadena de ADN del amplicón se rompe en la posición de la 

deoxiuridina, lo que hace que el ADN ya no pueda amplificarse. La enzima 

permanece inactiva durante largos periodos de tiempo una vez expuesta a 

temperaturas superiores a los 55º C, es decir, durante los pasos del ciclo térmico 

y, por consiguiente, no destruye el amplicón formado tras la reacción PCR. 

C) Detección de los productos de la PCR en una prueba COBAS®TaqMan® 

Las pruebas COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® VHC utiliza tecnología de 

PCR en tiempo real. El uso de sondas fluorescentes doblemente marcadas 

permite detectar en tiempo real la acumulación de productos de la PCR 

monitorizando la intensidad de emisión de los productos fluorescentes (reporteros) 

liberados durante el proceso de amplificación. Esta prueba incluye sondas 

oligonucléotidas del VHC y del QS del VHC con un central primario y un control 
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uorescente. En estas pruebas las sondas del VHC y del OS del VHC están 

arcadas con distintos productos fluorescentes. Cuando las sondas están 

ntactas, la proximidad del control inhibe la fluorescencia del control primario 

ebido a efectos de transferencia de energía tipo Forster. Durante la PCR, la 

onda hibrida con una secuencia blanco y se escinde por la actlvldad nucleasa 5' 

- 3' de la ADN polimerasa ZOS termoestab!e. Una vez que el control primario y et 

control se liberan y separan, cesa la actividad inhib\dora y aumenta la 

fluorescencia del control primario. 

La amplificación del ARN del VHC y el ARN del OS del VHC se miden de forma 

independiente a distintas longitudes de onda. Este proceso se repite durante un 

número de ciclos predeterminados, aumentando en cada ciclo la intensidad de 

emisión de cada uno de los reporteros individuales, lo que permite la identificación 

del ARN del VHC y del ARN del OS del VHC. El ciclo de PCR en el que la curva 

de crecimiento adquiere forma exponencial está relacionado con la cantidad de 

material de partida presente a! inicio de la reacción de PCR. Este sistema tiene un 

limite de detección de 15 VHC-RNA Ul/ml y un rango lineal de 43 Ul/mL a 

6.90E+07 VHC-RNA Ul/ml41 (Los reactivos utilizados para esta prueba se 

encuentran en anexo). 

7.3. Purificación de ARN Viral para genotipificación 

Se utilizan Jos reactivos que provee QJAamp Viral RNA Mini Kit. Este paquete 

puede purificar AON o ARN viral simultáneamente. 

46 



lprocedimiento para la purificación de ARN utilizado es el siguiente: 

En tubo eppendorf de 1.5 ml, se coloca 560 µL del tampón AVL (tiocianato 

de guanidina). 

Se añaden 5.6 µL del ARN acarreador. 

• Se añaden 140 µL de plasma o suero en la solución anterior. 

Se mezcla perfectamente durante 15 s. 

• Se sentrifuga con un pulso para quitar la solución de la tapa. 

• Se incuba a temperatura ambiente (15-25ºC) durante 10 m. 

• Se añaden 560 µL de etanol (96-100%) a la muestra, se mezclar durante 15 

s y se centrifuga con un pulso. 

Cuidadosamente se pasa 660 µL de la solución anterior a la columna con 

su correspondiente tubo recolector de 2 ml. 

• Se centrifuga a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 m. 

• Se repite los dos pasos anteriores. 

• Se añaden 500 µL del tampón AW1 (hidrocloruro de guanidina) 

• Se centrifuga a 8000 rpm durante 1 m. 

• Añadir 500 µL de tampón AW2, se centrifuga a 20,000 x g (14,000 rpm) 

durante 3 m. 

Se coloca la columna en un tubo nuevo de 1.5 ml, y se añaden 60 µL de 

tampón AVE (conservador, azida de sodio), se incuba a temperatura 

ambiente durante 1 m y se centrifugar a 8000 rpm durante 1 m. Se 

almacena a -20ºC.42 
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7.4. Amplificación del ARN-VHC 

utiliza el kit HCV Amplification 2.0 kit (LIPA, VERSANT). 

paquete provee todos los reactivos para la transcripción reversa y la 

Jlificación de las regiones 5'UTR y Ja core del VHC. 

PCR se realiza en presencia de deoxiuridina trifosfato (dUTP) para generar 

llificados que puedan ser degradados por tratamiento con Uracil-N-glicosilasa 

'G) y calor. La UNG corta el enlace g!icosídico entre la base uracil y la 

xirribosa creando un sitio abásico susceptible al calor. 

nezcla para la PCR-TR por muestr2, se compone de 26 µL de la mezcla de 

1lificación que contiene transcriptasa reversa de ambos sentidos, Taq 

nerasa y Uracil-N-Glucosilasa; y 4 µL de mezcla de enzimas la cual se 

pone de oligonucleótidos sintéticos con dNTP/dUTP. MgCl2 y RNAsa. 

• Se homogeniza la mezcla brevemente y se centrifuga con un pulso. 

• Se agregan 30 µL de la mezcla de PCR a cada tubo de reacción. 

Se agregan 20 µL del RNA extraído al tubo de reacción. 

• Se colocan los tubos de reacción a temperatura ambiente durante 1 O min 

antes de la amplificación para permitir la degradación de cualquier ADN 

uraci! contaminante. 
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Para la amplificación mediante PCR se utilizan las siguientes condiciones: 

ETAPAS TEMPETATURA 

Transcripción Reversa 50 ±0.5'C 

Activación inicial PCR 95 ±0.5°C 

40 ciclos de: 

Desnaturalización 95 ±0.5'C 

Alineamiento 50 ±0.5°C 

Extensión 72 ±0.5ºC 

Extensión final 72 ±0.5°C 

4 ±0.5°C 

TIEMPO 

30 m 

15 m 

-------

30 s 

30 s 

15 s 

2m 

Máximo 2 hrs y 
almacenar a 

-20ºC 

Determinación de genotipos y subgenotipos de VHC 

Se utilizó el kit VHC Genotype 2.0 Assay (LIPA). 

Este paquete comercial se compone de cuatro etapas principales todas y cada 

una de ellas son de gran importancia para un buen procesamiento de las muestras 

y la obtención de resultados confiables. 

A) Desnaturalización de la muestra. 

• Es importante tener un baño María con agitación a una temperatura no 

mayor de 50 ± 0.5ºC, la cual es crítica durante el proceso y para los 

resultados. 
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• Se identifican las muestras sobre la tira solamente con lápiz ya que las 

soluciones pueden borrar la tinta. 

Se añaden 10 µL de solución DENAT (contiene 1.?o/o de hidróxido de 

sodio), eri la esquina superior de cada canal de la bandeja. 

• Se agregan 10 µL de la muesira o controles en cada canal, y se mezcla 

perfectamente. 

• Se incuban a temperatura ambiente durante 5 m, para permitir la 

desnaturalización. 

B) Hibridación de la muestra. 

• Cuidadosamente se agregan 2 ml de solución HYB/SW (cloruro de 

sodio, citrato de sodio, detergente y conservantes), a cada canal, 

cuidando de no contaminar otros canales. 

• Se mezclan los reactivos de los canales evitando contaminarlos. 

• Se colocan las tiras en el canal correspondiente identificadas 

previamente, sumergirlas por completo en la solución. 

• Se coloca la bandeja en el baño María a 50 ± 0.5ºC, si es necesario 

inmovilizar la bandeja. 

• Se ajusta el baño María a 80 rpm y se incuba durante 60 m, 

asegurándose de que la tira permanezca sumergida totalmente y en 

movimiento constante. Se remueve la bandeja al completarse el 

tiempo de hibridación. 
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C) Lavado de las tiras reactivas. 

• Se aspira la solución del canal utilizando una pipeta inclinando 

ligeramente la bandeja para que el líquido se almacene en un 

extremo. 

• Se agregan 2 ml de solución HYB/SW a cada canal y se mezcla 

balanceando la bandeja por 30-90 s a TA. 

• Se aspira la solución y se repite el paso anterior. 

• Se aspira la soluclón y se agregar 2 ml de solución HYB/SW a cada 

canal, se coloca la bandeja en el baño l'vlaría a 50 ± 0.5ºC con 

agitación de 80 rpm e incubar durante 30 m. 

NOTA: durante este lapso de tiempo se preparan 8 ml de solución 

de enjuague, RINSE SOLN 5X (0.5% de fosfato, 2-clorocetamida, 

NaCI, detergente y conservandores), diluido en agua inyectable por 

cada canal y 10 ml extra por dilución. También se preparan 2 ml del 

CONJ 100X (estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina< 0.1o/o, 

2-cloroacetamida, proteínas estabilizadoras y conservadores), diluido 

en solución CONJ (fosfato < 0.1 º/o, 2-cloroacetamida, proteínas 

estabilizadoras y conservadores), por cada canal más 2 ml extra. 

• Se remueve la bandeja al completarse el tiempo. 

D) Desarrollo de color. 

• Se aspira la solución de cada canal. 

• Se agregan 2 ml de solución de enjuague (RINSE 5X) a cada canal, 
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se mezcla balanceando la bandeja por 60-90 s a TA. 

• Se aspira la solución y se repiten los pasos anteriores. 

Se añaden 2 ml del conjugado diluido (CONJ DIL) a cada canal, se 

coloca la bandeja en el agitador a 60 rpm por 30 m a TA. 

NOTA: se preparan 2 ml del substrato diluido SUBS BCIP/NBT 

1 OOX diluido en SUBS BUF por cada canal y 2 ml extra. 

Se remove la bandeja al concluir el tiempo de incubación y se aspira 

la solución de cada canal. 

• Se agregan 2 ml de solución de enjuague a cada canal y se mezc!a 

balanceando la bandeja por 60-90 s a TA 

• Se aspira la solución y se repite el enjuague nuevamente. 

• Se añade 2 ml de SUBS BUF (tampón Tris < 0.1 %, 2-

cloroacetamida, MgCb, NaCI y conservadores), a cada canal y se 

mezcla balanceando la bandeja por 30 m a TA. 

• Se aspira la solución, y se agregan 2 ml de substrato diluido (SUBS 

BCIP/NBT) ( 1.6% de 5-Bromo-4-Nitroasul de tetrasodio y 83% 

dimetilformamida), a cada canal y se mezcla balanceando la bandeja 

por 30 m a TA. Se remueve la bandeja del agitador y se aspirar la 

solución. 

• Se agregan 2 ml de agua inyectable a cada canal y se agita durante 

3ó4 m. 

• Se remueve la bandeja, se aspira y se repite el paso anterior. 

• Utilizando pinzas se remueve cada banda de la bandeja y se coloca 
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la banda marcador (banda verde) de frente sobre papel absorbente. 

• Se dejan secar las bandas antes de leer los resultados. 

E) Control de calidad. 

• Se fijan las bandas a la hoja de reporte de datos. 

• Se utiliza la tarjeta de lectura correctamente alineada; banda 

marcador verde con el MKR LN. 

• Una banda es considerada positiva cuando una banda clara 

púrpura/café aparece sobre Ja tira, al finalizar el procedimiento de 

desarrollo de color. 

• El control negalivo sólo tiene positivo una banda (L 1) CONJ CTRL, e 

indica que la tira fue procesada correctamente. 

• Ei control positivo tiene las siguientes bandas: CONJ CTRL (L 1 ), 

AMPL CNTRL 1 (L2) e indica la presencia de ADN-VHC de la región 

UTR 5' biotinilado producto de la PCR. Las bandas 13, 14, 15, AMPL 

CNTRL 2 (L23), esta es positiva cuando el ADN-VHC biotinilado de 

la región core producto de la PCR está presente; y L24. Si las 

bandas no corresponden la corrida es invalidada y debe repetirse 

(Figura 7). 
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Figura 7. Genotipos y subgenot1pos de VHC h1bndados en bandas de ni trocelulosa, en la poblacion del 
Occidente de Mcxico. 
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8. Análisis Estadístico. 

Los datos se agruparon como media y desviación estándar y/o rangos. Se 

analizaron utilizando la distribución t de Student y la probabilidad ji cuadrada 

para identificar diferencia estadística en los parámetros evaluados. Todos los 

valores fueron considerados significativos al presentar una p < 0.05. 
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9. RESULTADOS 

9.1. Características clínicas y sociodemográficas de pacientes infectados 

con VHC 

Se analizaron 188 muestras de pacientes infectados con VHC. en el periodo 2010-

2012, que acudieron al Servicio de Biología Molecular en Medicina. 

De las 188 muestras analizadas, el 64°!o (120/188), tuvieron carga viral positivas y 

el 36% (68/188) restante tuvieron carga viral indetectable (< 15 ARN-VHC, Ul/ml). 

Del total de pacientes estudiados, 67 de ellos fueron de género masculino y 121 

de género femenino. La edad promedio en ambos grupos fue de 50 años, 

predominando las mujeres, dedicándose principalmente al hogar y con una 

escolaridad básica (primaria y secundaria). 

Los estudios de laboratorio indican una elevación significativa de las enzimas 

hepáticas [ALT, 77±59.5 {16-461) u/LJ, en los pacientes de carga viral positiva (p < 

0.05), mientras que los pacientes de carga viral indetectable presentan un 

incremento con relación a los trigllcéridos (P < 0.05), no se encontraron diferencias 

en cuanto a los niveles de glucosa en ambos grupos de pacientes. 

Los factores de riesgo asociados a pacientes infectados con VHC con carga viral 

positiva e indetectable son los mismos, principalmente las cirugías y transfusiones, 

sin embargo los pacientes con carga viral indetectable poseen un incremento en el 

consumo de alcohol y drogas. Además en estos pacientes se suman a la 

transmisión del virus otros factores de riesgo como son Jos tatuajes, 
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procedimientos dentales, y la acupuntura. Cabe mencionar que solamente la 

prevalencia de transfusiones en los pacientes positivos a la carga viral fue 

significativa (p < 0.05), al igual que en los pacientes de carga viral indetectable se 

presenta el piercing (p < 0.05), (Tabla 1). 

VHC VHCC. V. (+) VHCC.V. (·) 

188(100) 120(64) 69 (36) 

GeneroH/M 67/121 40/80 2714 1 

Ed3d ::!" O.E .(Rango} 50t 12 (19-78) 51 ::t: 11 (27- 7t) 49 t 13(19 - 78/ 

Oeup:.\cion: 
HogarfOesempleofOficlo/Profeslon 9516167113 541414016 311212817 

E:=colaridad: 
N u13/ B~sic31M. Sup . / Sup. 10 1 117115129 7 17218116 3 1asn113 -- -------·---·--·-········ ··- ----- - ······---··-

8 loqU1rnlco:s 
- --~---- ... _ ··-····· -·-·-····--··-· 

AST 56:!:39.1 (13- 217) 70.3 :!:: 4 1.8 (13 -17) 33,2 1; 18.8 (15 - 108) 

ALT 60.3 .! 53.1 (6 -461) 77 t 59.5 (16 - 461) . 34.3 t 24.7 (6 - 149) 

GGT 62.3 t 65.7 (2 - 362) 74 .t 72.S {11 - 362) · 43.4 :!:: 47 .9 (2 - 250) 

165.2 t 51 (54 - 298) 151.8 :!: 48.1 ($4 - 298) 188:!:47(85 - 291) 

Trlglic;:erldo:s 144 t 71.S (33 - 43 1) 129.2 t 63.4 (33 - 364) 170.1::77.5 {62-431) . 

Gíucosa 104.5 t 40.2 (59 - 458) 104 .t 42 (59- 458) 104 t 36 (63 - 239) 

OM2 ('%¡ 20(10.6) 13(11) 7(10) 

F~tores do r iesgo 

CWv o•a t- HJM (o/ .. 136 (72) 2 2161 (6~) 16137 (78 ) 

Tr411nsfusion HIM ("'/~ 104 (55) 12/60 (60) . 11121 (4 9) 

Pro m . ~•xu111J HIM ('-/~ •• {26) 2018 (23) 1511 (24) 

Tatu1>jes HJM ("/~ 38 (20) 13112 (21) 914 (19) 

Proc. dento! HfM (9/~ 35 (1 9) 7 11 7 (2 0) 318 (16) 

Acupuntura H/M (""/...) 18 (9.6) 4 18 [10) 115 (9) 

Pi•rclng HIM ~/.J 9 {4 .8) 0'3 (2.5) 511 (9) 

Atcohot HIM ('"/aj 6 1 (32A) 20f1 3 (27) 1 919(41) 

Otra.s CStooo• HIM r'Al 30 ( 16) 1513 (1 5) 1111 (18) 

Droga.l)IV M/M C-/-4 16(8.5) 7 13 (8) 6JO (9) 

• p < 0 .05 e n tre C . V ( + ) Y C. V H . 
Tabla 1. Caract e r íst icas c línicas y siciod emograficas d e pacientes con VHC. 
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9.2. Rangos de Cargas Virales del VHC expresadas en Ul/ml y Log. 

Para un mejor manejo de la información se dividieron los valores de las cargas 

virales por rangos, menor de 4,000, entre 4,001-10,000; entre 10,001-100,000 y 

mayor de 100,000 Ul/ml y expresados en logaritmos. Los niveles de cargas 

virales encontrados en el presente trabajo son variables. encontrando un 3% con 

carga viral menor a 4,000 Ul/ml (Log menor a 3.7); 2% poseen carga viral entre 

4,000-10,000 Ul/ml (Log de 3.8-4.0); 7% presentan un rango de 10,000- 100,000 

Ul/ml (Log de 4.1-5.0), y lo más sobresaliente es que el 88% de los pacientes 

infectados con VHC manejan un rango mayor de 100,000 Ul/ml y la carga viral 

más elevada fue de 96,000,000 de Ul/ml (Log. de 5.1-7.74)38 (Figura 8) . 
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(Log) 100 
88 

VI 
o 
VI 
('Cl 

o 50 
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"ti 
';}?. 

o 
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Figura s. R<1ngos de la carga viral expresadas en Ul/ml y logantmos. de pacientes 1nfe<tados con VHC, 

n= 120 . 
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9.3. Genotipos de VHC en el Occidente de México 

De las 120 muestras con carga viral positiva, 104 de estos pacientes se les 

determinó el genotipo y subgenotipo del VHC, encontrándose predominantemente 

los genotipos 1, 2 y 3 en la población de estudio. Al determinar los subgenotipos 

correspondientes del VHC y su prevalencia, se observó que el genotipo 1 a (n= 45) 

es el de mayor prevalencia con un 43.26%, seguido de los genotipos 1 by 2 (n=16) 

con 15.38%; y con menor prevalencia están los genotipos 3a (n = 13) con 12.5%, 

2b (n= 8) con 7.69%, 2a/2c (n=3) con 2.88% y finalmente los genotipos 1 (n=2) 

con 1.92% y el genotipo 3 (n=1) con 0.96%29
·
43 (Figura 9). 
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Figura 9. Determinacoon de genotipos y subgenot1pos de VHC en el Occidente de Mex1co, n : 104. 
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9.4. Análisis comparativo de los estudios de VHC realizados en el 

Occidente de México 

Al comparar los resultados obtenidos de los genotipos de VHC del presente 

trabajo con los antes realizados en el Hospital Civil de Guadalajara "Fray Antonio 

Alcalde" y en la población del Occ!dente de México, 29
· 

43 podemos observar que el 

genotipo 1 a predominaba antes y lo sigue haciendo en Ja actualidad, sin embargo 

el genotipo 1b presenta una disminución, mientras que los genotipos 2 y 3a han 

aumentado considerablemente con respecto a los estudios anteriores. 

Por lo que podemos observar que en un periodo de catorce años han cambiado 

los genotipos de VHC y su prevalencia en la población de estudio. Considerando 

así encontrarnos en una etapa activa de transición epidemiológica que presenta el 

virus y sus genotipos, sugiriendo que esto es debido a los nuevos factores de 

riesgo que están presentando los pacientes infectados con VHC, siendo estos el 

abuso en el consumo de drogas, lo cual ya se ha descrito en la literatura donde 

correlacionan los genotipos 2 y 3 con el consumo de drogas. 

Por lo que se sugiere considerar estos resultados obtenidos como un indicador 

para que el sector salud tome las medidas adecuadas y se considere aplicación 

estrategias oportunas para que no siga en aumento la propagación de Ja infección 

viral (Figura 10). 
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Correlación de la carga viral expresada en Ul/mL y Log vs genotipos 

deVHC 

correlacionar los genotipos de VHC con el promedio de las cargas virales, se 

servó que los genotipos 2, principalmente 2b manejan cargas virales elevadas 

3, 000,000 Ul/ml) ; los genotipos 1 poseen cargas virales intermedias (6, 

0,000 Ul/ml) y con cargas virales menores el genotipo 3 (25,300 Ul/ml). Estos 

sultados se obtuvieron tanto en Ul/ml como en unidades logarítmicas. Se 

mpararon los diferentes genotipos y sus respectivas cargas virales 

contrándose una diferencia significativa entre el genotipo 1 vs genotipo 3 (p < 

.05), y de la misma manera el genotipo 2 vs genotipo 3 (p < 0.05), (Figuras 11 y 

2). 
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Figura 11. Asoc1ac1on de carga viral de VHC por genotipo, presentando el genotipo 2b las cargas virales 
superiores (13.000,000 Ul/ml). 

62 



12,000,000 

10,000,000 

....J 

E 8 ,000,000 
:::::-
;:) 

6 ,000,000 

4,000,000 • 

2,000,000 . 

o 

P < O.OS 

P < O.OS 

1 2 3 

Genotipos de VHC 

Figura 12. Asociacion de carga viral por genot ipo, p <O.OS del genotipo 2 respecto del genotipo 3 . 
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9.6. Factores de riesgo y tiempo de exposición en pacientes de VHC, con 

carga viral positiva y carga viral no detectable. 

Se analizaron los factores de riesgo que podrían estar involucrados con la 

transmisión del virus de la Hepatitis C, además de los tiempos de exposición a la 

infección en pacientes con carga viral positiva y pacientes con carga viral 

indetectable. Ambos grupos presentaron los mismos factores de riesgo y el mismo 

tiempo de exposición al virus, presentándose las cirugías (72o/o) seguida de las 

transfusiones (55º/o); estos son los más conocidos y tienen un mayor tiempo de 

estar contribuyendo a la transmisión del virus; sin embargo hoy en día se suman 

otros factores asociados con la propagación del VHC aunque en menor medida, 

estos son los tatuajes, los procedimientos dentales, además de la acupuntura. Un 

factor poco reportado con anterioridad en la literatura en nuestra población de 

estudlo son las drogas intravenosas, e! presente estudio permitió observar que 

también se suman a la transmisión de la infección vira!. Otro factor aunado a la 

transmisión de VHC y muy de moda principalmente en los jóvenes son los 

piercing, lo~ cuales se están convirtiendo en una fuente de infección, además de 

los tatuajes por reutilizar material contaminado principalmente agujas y la tinta. 

Por último está la promiscuidad sexual, aunque no se ha corroborado con certeza 

con !a transmisión de este virus en particular sino con el VHB, un número 

considerable de pacientes infectados con e! VHC presentan múltiples parejas 

sexuales (Tabla 2). 
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-----
Factores de Riesgo 

-----Pacientes r¡ Tr.Jnsfustó" C1rvg1.J s T.>ru~es Pterclng Pro<. Orog.Js Acupunwr~ Promit~ 

con VHC donult:s IV soxu.tt 

C:arga Vir3l 120 72 83 25 3 2A 10 12 31 
(+) (64%1 (W l.I (69""1 (21°/.¡ (2.5%¡ (20""1 (8""1 (10"/.¡ (26•1.¡ 

26 ± 9 23± 12 16t 10 12 ± 5 15t 11 13t11 9±6 31 t 10 
Tiempo uposiclon (2 -43) (1-55) (1-34) (9 - 18) (1-40) (4-31) (3-24) (11 -S3) 

Carga Viral (·) 68 32 53 13 6 11 6 6 20 
(36%) (47"/.¡ (7a+I.¡ (19"/.j (9"1.¡ (16%¡ (9•/.¡ (9•1.¡ (29"1.; 

25 ± 11 22±11 17 ± 10 13± 12 10±6 22 ± 13 9 ~7 30t13 
Tiempo exposiclon (1-43) (1-45) (4-34) (2-32) (2-23) (2 - 30) (1 -19) (3 - 54) 

TotaJ 188 104 136 38 9 35 16 1e 51 
(100%¡ (55"/.¡ (72''4¡ (20"1.; (5%1 (18"/.¡ (8"1,; (9"/oj (27•/.¡ 

Tabla 2. Factores de riesgo y tiempo de exposición en pacientes con VHC por carga viral positiva 
y carga viral no detectable. n = 188. 
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.7. Factores de riesgo y tiempo de exposición al VHC por genotipo. 

ara determinar cuáles son los factores de riesgo y el tiempo de exposición al 

irus de la hepatitis C, los 104 subgenotipos determinados se agruparon en los 

enotipos principales que se obtuvieron del presente trabajo estos son: el genotipo 

, genotipo 2 y genotipo 3, respectivamente. 

El análisis de los factores de riesgo y su tiempo de exposición al virus por genotipo 

indica que no hay diferencias de un genotipo a otro en los factores de riesgo ni del 

·empo de exposición, los principales factores de riesgo son las cirugías y las 

transfusiones, además de otros factores que se están asociando con la 

propagación del virus (Tabla 3). 

Factores de Riesgo 
GeMt<pC< 

Trwsf"- Cir"g"'" T;,~""Je< Píercm9 Proc. Drog;,s Acupurm.irJ Prome<c. 
siones Q~'ltJ!<;~ 'V <<;x.;;,! 

Genotipo 1 " " 45 12 16 ' 9 28 
(60%) (65%) (71'%) (19%) (1.6o/.,¡ (25%) {4.S%) (14%) (44%) 

27± 8.9 25 ±12.3 13±10 4 15±11 18±16 s ±6.7 25 ± 20 
Tiempo e~posicion {4-43) {1-55) (1-32) (1-40) (4-31j {3-24) (13-65) 

Genotipo 2 27 13 20 1 ' 2 2 10 
{26%) {67°/.,) (74"/.,) !11°/.¡ (3.7%) (11%! f7%) [7%) (37%) 

Tiempo exposkion 26±S.6 21±14 20± 11 13 11±2 20 12 33 ± 5.5 
f7-41) {3-43) (13-33) (9-13) {27-42) 

Genotipo3 " 7 10 o 2 2 o ' (14%) {50%) {71o/.,) (28%) (14%.) {14~/.,¡ {21%) 

Tiempo exposieion 25±8 22± 11 1S ± 4 o 14±16 7±4 o 16± 15 
(11-32) (3-39) {12-21) (3-26) (4-10i (19-30} 

Tabla 3. Factores de riesgo y tiempo de exposición en pacientes con VHC por genotipo. n = 104. 
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9.8. Correlación de genotipos con IMC, consumo de drogas y el tiempo de 

exposición. 

Al analizar los pacientes con genotipos 1, 2 y 3, los cuales se agruparon para un 

mejor abordaje, con su indice de masa corporal (IMC) observamos que no hay 

diferencias, entre los tres genotipos ya que manejan IMC similares de 26 kg/mt2
, 

27 kg/mt2 y 28 kg/mt2
, encontrándose entre sobrepeso y obesidad; sin embargo si 

se presentan diferencias en la cantidad del consumo de alcohol, de drogas y el 

tiempo de exposicíón al mismo. 

Los pacíentes con genotipo 1 consumen en menor medida tanto alcohol como 

drogas, 24o/o y 17% respectivamente, pero el tiempo de exposición a este 

consumo es mayor con 25 años en promedio para el consumo de alcohol y 18 

años para el consumo de drogas. Por el contrario los pacientes con genotipo 3 el 

36o/o de ellos consumen alcohol con 16 años de exposición en promedio y el 28% 

utilizan drogas con tan solo 8 años y el grado de daño hepático es el mismo en los 

pacientes con genotip6s 1 y 3. Los pacientes con genotipo 2 se encuentran en una 

posición intermedia con relación a los otros genotipos antes mencionados en el 

consumo de dichas drogas, sin embargo no se encontró diferencia estadística al 

comprar los genotipos y el consumo de las drogas mencionadas (Tabla 4). 
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Genotipo IJ ('%) 

63(60) 

2 27(26) 

3 14(13) 

Total 104(100) 

IMC 

27 ± 5.14 
(19-46) 

26 ± 4.28 
(19-46) 

28 ± 6.20 
(21-42) 

27 ± 5.06 
(17-46) 

Alcohol 

15(24%) 

4(15%) 

5(36%) 

24(23%) 

Tiem. 
Expo 

25 ± 18 
(2-60) 

24 

16 ± 5 
(10-21) 

15 ± 9 
(2-60) 

Drogas 

11(17%) 

2(7%) 

4(28%) 

17(16%) 

Tiem. 
Expo 

18 ± 10 
(4-31) 

18 ± 3 
(15-20) 

8±3 
(4-10) 

15 ± 9 
(4-31) 

Tabla 4. Correlación de genotipos con IMC. consumo de drogas y tiempo de exposición. no se 
encontró diferencia estadistlca por genotipo y consumo de drogas. 
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9.9. Correlación de carga viral positiva e indetectable de VHC y daño 

hepático. 

De los 188 pacientes que se incluyeron en el presente trabajo a 69 (37º/o) de ellos 

fue posible realizar !a elastografia de transición (FibroScan), de los cuales 40 

(58°/o) presentan carga viral positiva y 29 (42o/o) carga viral indetectable. 

El análisis de los pacientes por carga viral, al compararlo con el grado de daño 

hepático, el cual está medido por elastografía de transición da como resultado que 

los pacientes positivos a la infección del virus están principalmente en estadio F4 

lo que indica que un 45% de los pacientes infectados con VHC tienen cirrosis; en 

contraste los pacientes que fueron carga viral indetectable se encuentran en 

estadio F1 de daño hepático lo que sugiere que un 59o/o están en una etapa inicial 

de daño hepático a pesar de ser carga viral indetectable. Se tiene un 25º/o de 

pacientes de ambos grupos que se encuentran en etapa intermedia de daño 

hepático, con posible evolución a la cirrosis (Figura 13). 
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9.10. Análisis del daño hepático y tiempo de exposición al VHC por 

genotipo. 

De los 104 pacientes que se les determinó el genotipo del VHC a 37 (35%) 

también se les realizó el estudio del FibroScan, además de los ya diagnosticados 

con cirrosis nos da un total da 48 pacientes con genotipo y FibroScan; se observó 

que los pacientes con el genotipo 1, 62°/o se encuentran en estadio F4 o cirrosis, 

con un tiempo de exposición al virus de 30 años en promedio, lo que muestra la 

agresividad de este genotipo y su dificultad para responder al tratamiento !o cual 

ya se ha descrito. 

De los pacientes con genotipo 2, 45o/o se encontraron en estadio inicial de daño 

hepático con un F1 de FibroScan y un tiempo de exposición de -12 años en 

promedio; mientras que los pacientes con el genotipo 3 están en estadio F4 de 

daño hepático, también con una frecuencia de 62º/o y con 32 años de exposición a 

la infección viral. Estos dos últimos genotipos son menos agresivos pero !os 

resultados indican que el genotipo 3 está afectando a los pacientes de igual 

manera que el genotipo 1 (Tabla 5). 
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Genotipos 'l F1 F2 F3 F4 Cirrosis 
DX 

Genotipo 29 4(14%) 6(21%) 1(3%} 12 (41%) 6(21%) 
1 (60%) 

36 ±7 29 ±4 26 31 ±8 30±2 Tiempo exposición {28-44) {23- 34) {9-42) {27-32) 

Genotipo 11 5(45%) o 1(9%) 4(36%) 1(9%) 
2 (23%) 

12.4 ± 10.9 o 31 32 ±2 30 
Tiempo exposición (4- 31) {30- 35) 

Genotipo 8 1 (12%) 2(25%) o 1 {12%) 4(50%) 
3 (17%) 

Tiempo exposición 20 30 ±2 o 8 32±1 
(29 - 32) {32-34) 

Tabla S. Daño hepático {FibroScan) y tiempo de exposición en pacientes con VHC por genotipo. 
n = 48. 
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1 O. DISCUSIÓN 

Las características clinicas y sociodemogrilficas de la población de estudio 

permiten identificar !a frecuencia de los pacientes infectados con el VHC y la etapa 

actual en la que se encuentran con respecto a la viremia. E! número de pacientes 

que se incluyen en el presente estudio es mayor a otros antes realizados en la 

población del Occidente de México, 29
A

3 esto ha permitido valorar ampliamente la 

actividad v!ral actual y la respuesta del paciente a la infección, además de plantear 

el panorama infeccioso que afecta a la población y las consecuencias que puedan 

presentarse con la propagación del virus. Los pacientes con carga viral persistente 

representan un número importante comparado con estudios realizados en 

población mexicana donde registran un 50°/o de infectados con VHC con viremia 

activa, 34 lo que indica que en la actualidad no se ha logrado controlar la 

transmisión del VHC; por el contrario está aumentando el número de infectados, 

además es sumamente interesante e importante descubrir y describir que los 

pacientes que presentan carga viral no detectable en estudios moleculares, 

además de que están expuestos a tos mismos factores de riesgo y el mismo 

tiempo de exposición a! VHC, estos pacientes están desarrollando daño hepático, 

lo cual indica que independientemente del resultado de las cargas virales el VHC 

daña el hígado de todos los pacientes infectados. 

Los resultados de laboratorio analizados muestran que los pacientes infectados 

con VHC poseen lípidos y enzimas hepáticas alteradas relacionadas con la carga 

viral que presentan, característica ya antes reportada en la literatura donde 

describen una elevación de enzimas hepáticas en pacientes con carga viral 
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positiva, por el contrario lípidos elevados en pacientes con carga viral no 

detectable, las enzimas hepáticas elevadas se han asociado con la resolución de 

la infección vira!,44 en nuestra población no se ha anallzado la resolución de la 

enfermedad asociada al nivel de lípidos, sin embargo los pacientes estudiados 

siguen el mismo patrón de comportamiento y se suman a lo descrito. Es 

importante realizar éstos estudios en lo sucesivo para corroborar los resultados 

obtenidos al respecto en la población del Occidente de México y obtener 

respuestas a esta controversial situación, si los lípidos elevados favorecen o no a 

los pacientes infectados con VHC. 

El presente trabajo ha permitido identificar nuevos factores de riesgo que están 

surgiendo en la actualidad y que contribuyen en la transmisión del VHC, lo que 

permite ubicarnos en la situación actual y el aspecto evolutivo de la infección viral. 

La descripción biológica del VHC y la dirección que está tomando con relación al 

número de infectados y los medios que utiliza para propagarse en la población es 

de vital importancia ya que es el punto de partida para tomar medidas de 

prevención y establecer estrategias para contrarrestar los efectos del virus. 

Podemos observar que e! genotipo 1a sigue predominando desde el primer 

estudio realizado en la población del Occidente de México en 1998,29 sin embargo, 

se presentan cambios en los demás genotipos de VHC. Al comparar los resultados 

obtenidos de la prevalencia de los genotipos de VHC del presente estudio con los 

antes realizados en el Hospital Civil de Guadalajara "Fray Antonio Alcalde" y en la 

población de! Occidente de México; 29
· 

43 indican que en un periodo de catorce 

años han cambiado los genotipos de VHC y su prevalencia en la población de 
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estudio. Por lo que nos encontramos en una etapa activa de transición 

epidemiológica q¡;e presenta el virus y sus genotipos, se especula que esto se 

debe a los nuevos factores de riesgo que están presentes en los pacientes 

infectados con VHC relacionados con el aumento en el consumo de drogas. Por lo 

que podemos observar, el comportamiento evolutivo del virus se encuentra en una 

etapa activa Jo que podría conducir a brotes epidemiológicos de la infección viral 

en la población y por Jo tanto a un incremento en el número de infectados sin 

posibilidad a tratamiento por los costos elevados del mismo. 

La biología molecular ha permitido llegar hasta éste punto de conocimiento donde 

podemos evaluar la actividad viral actual del VHC y de cualquier otro virus o 

agente patógeno infeccioso que afecta a la humanidad. El abordaje del aspecto 

biológico del virus de la hepatitis e permite visualizar la actividad infecciosa que 

está desarrollando y en la medida en que afecta a la población, además del 

panorama evolutivo que presenta el virus y los posibles efectos que puedan surgir 

en nuestra población. 

Los niveles de la carga viral son utilizados para indicar tratamiento y tiempo de 

consumo del mismo, la mayoría de los pacientes infectados del presente estudio 

manejan carga viral elevada por arriba de las 100,000 Ul/ml, por lo tanto todos los 

pacientes requieren tratamiento antiviral y en algunos casos en calidad de 

urgencia. La correlación de los genotipos y sus cargas virales no es muy frecuente 

en estudios realizados sobre el VHC y sus genotipos, lo cual es importante por sí 

mismo. En el presente estudio se obtuvo que el genotipo 2 maneja las cargas 

virales más elevadas con diferencia significativa en relación al genotipo 3, estos 
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resultados coinciden con lo descrito por Márquez-Rosales y colaboradores en 

población mexicana,38 sin embargo difieren de lo descrito por Burguete y 

colaboradores. 45 Ellos describen que el genotipo 1 posee las cargas virales 

elevadas con relación a los demás genotipos del VHC también en población 

mexicana, lo cual es sumamente importante dlscernir los factores que ocasionan 

la discrepancia con el último trabajo descrito, por !o que es necesario analizar los 

resultados obtenidos a detalle para identificar el porqué de las diferencias 

encontradas. 

El genotipo 1 se considera más agresivo por no responder al tratamiento antiviral y 

se esperaría que sus cargas virales fueran elevadas, por e! contrario los genotipos 

2 y 3 responden de manera adecuada al tratamiento antiviral, se esperaría que 

manejaran cargas virales bajas, sin embargo se encontró lo opuesto, genotipo 1 

con cargas virales intermedias, genotipo 2 carga viral superior a los demás 

genotipos, y e! genotipo 3 presenta las cargas virales más bajas; se sugiere que 

pueda deberse al tiempo de exposición a la infección viral o incluso a! cambio 

evolutivo que está presentando el VHC y por cons'1guiente sus genotipos. 

Se analizaron los factores de riesgo y el tiempo de exposición al VHC asociado a 

los pacientes con carga viral positiva y carga viral indetectab!e resultando ser los 

mismos, y el mismo tiempo de exposición para ambos grupos de pacientes, estos 

han sido descritos desde un periodo de tiempo considerable y siguen presentes 

hasta este momento, lo cual indica que la propagación de la infección no se ha 

logrado controlar, además en Ja actualidad están surgiendo nuevos factores de 

riesgo y de igual manera afectan a ambos grupos de pacientes y en un tiempo de 
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exposición al virus similar. Esto podría deberse al manejo inadecuado de las 

instituciones de salud en el control de calidad de las donaciones de sangre y sus 

derivados, la higiene inapropiada del equipo de trabajo en las salas quirúrgicas de 

los hospitales, así como el surgimiento de nuevas tendencias por los tatuajes y los 

piercing en población principalmente joven, además de la promiscuidad sexual en 

la población en general. Si visualizamos los efectos que se están presentando con 

el incremento en !os factores de riesgo, en un periodo de tiempo no muy 

· prolongado estaremos presenciando un aumento considerable en el número de 

personas infectadas con el VHC y cada vez más jóvenes. 

Se analizan los factores de riesgo ahora por genotipo, se observó que los 

pacientes con genotipo 1 Jos factores de riesgo que presenta son los ya 

conocidos, sin embargo los pacientes con los genotipos 2 y 3 son afectados por 

los nuevos factores de riesgo, principalmente por las tendencias en los tatuajes y 

otras actividades relacionadas con el uso de agujas, el incremento acelerado en 

e\ consumo de drogas al igual que el alcohol y una actividad sexual inadecuada. 

En los últimos años el consumo de drogas se ha incrementado considerablemente 

en la población y el presenta estudio evidencia que ese consumo ya está 

ocasionando efectos adversos, estas drogas contribuyen a la propagación del 

VHC principalmente de los genotipos 2 y 3; es por esta razón que se están 

incrementando estos genotipos en la población de estudio. 29
· 
36 

Hoy en día es posible determinar !os resultados que pueden estar ocasionando la 

infección del VHC y los factores asociados a la misma. Un ejemplo claro de ello es 

grado de daño hepático encontrado en los pacientes con carga vira! positiva los 
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cuales manejan los rangos más elevados, además no se esperaría observar a un 

paciente con carga viral indetectable por estudios moleculares y que presente 

daño hepático, sin embargo en el presente trabajo se evidencia que también éstos 

pacientes lo presentan, lo que indica que es necesario darles seguimiento a pesar 

de tener con diagnostico molecular negativo a la actividad del VHC. Esto fue 

posible evidenciar con la aplicación del estudio de imagen (FibroScan), que 

muestra e! grado de daño hepático que presentan los pacientes infectados con 

VHC en diferentes etapas, además permite detectar pacientes en etapas 

tempranas de flbrosis, de esta manera es posible determinar el seguimiento 

adecuado para mejorar la calidad de vida del paciente infectado. 

Al analizar el daño hepático que poseen los pacientes con VHC basados en los 

diferentes genotipos, observamos un daño hepático considerable, esto es, hasta el 

grado de cirrosis en pacientes con genotipos 1 y 3. Si consideramos el hecho de 

que el genotipos 1 es el de mayor prevalencia y el que no responde al tratamiento 

lo cual coincide con el daño hepático que ocasiona, sin embargo el genotipo 3 se 

describió en esta trabajo con un incremento en su número y asociado al consumo 

de drogas, esta podría ser la razón por la cual esté ocasionando daño hepático a 

los pacientes de manera significativa. En la población del Occidente de México, 

incluso en todo México no se ha realizado la correlación de! daño hepático por 

genotipo por medio de! equipo FibroScan lo cual es algo nuevo y novedoso, e! 

obtener los resultados anteriores es de gran importancia puesto que permite 

evaluar la actividad viral a detalle e identificar el grado de daño hepátlco 

ocasionado por el VHC y los genotipos de forma particular. 
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El aspecto biológico de los agentes infecciosos, su asociación con la vida humana 

y su entorno, hoy por hoy se consideran de vital relevancia ya que han tomado 

auge en los últimos años y la biología se está abriendo camino en todos y cada 

uno de los aspectos que envuelven a la humanidad; el presente trabajo no es ta 

excepción, ya que la contribución que ha tenido !a parte biológica ha permitido 

describir la prevalencia de la infección, la situación actual de los genotipos y 

subgenotipos del VHC además de la actividad viral y !a etapa evolutiva en la que 

se encuentra el virus, permitió Identificar los factores de riesgo asociados a la 

transmisión del virus que se suman al panorama situacional de los pacientes 

infectados con el VHC en la población del Occidente de México. 



11. CONCLUSIÓNES 

, El número de pacientes infectados con VHC en la población del Occidente 

de México incluidos en el presente estudio indica que un porcentaje 

considerable de estos pacientes presentan actividad viral activa, por lo tanto 

!a infección viral no se ha logrado controlar sino que por el contrario va en 

aumento. 

,. El genotipo del VHC predominante sigue slendo el 1a, sin embargo el VHC 

está pasando por una etapa de transición epidemiológica donde el genotipo 

2b disminuye y los genotiros 2 y 3 van en aumento debido posiblemente a 

los factores de riesgo. 

,. El genotipo que presenta las cargas virales más elevadas es el genotipo 2, 

seguido del genotipo 1; el genotipo 3 maneja cargas virales menores. Esta 

correlación de carga viral por genotipo no es frecuente encontrarla en 

estudios realizados sobre el VHC y nos proporciona un panorama nuevo 

que permitirá abordar al paciente de una manera personalizada con 

respecto al genotipo que posea. 

,. Se están incrementando los factores de riesgo para !a transmisión de VHC, 

registrándose un incremento en el consumo de alcohol y drogas, adernás 

de tatuajes, piercing, procedimientos dentales inadecuados, acupuntura y 

promiscuidad sexual. 
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,. El daño hepático ocasionado por el virus se hace presente en pacientes 

positivos a la carga viral, por los resultados descritos podemos especular 

que no hay diferencia del daño hepático que ocasiona el genotipo 1 y el 

genotipo 3: además se encontró daño hepático en aquellos pacientes con 

carga viral indetectable, por lo tanto ambos grupos de pacientes deben ser 

tratados. 

,. El genotipo viral está asociado con la persistencia de! virus y su progresión 

a daño hepático independientemente de los rangos de las cargas virales. 

,. El presente estudio permitirá tomar conciencia del comportamiento 

evolutivo actual del VHC, considerando la necesidad de realizar nuevos 

estudios epidemiológicos moleculares para determinar los posibles efectos 

que se puedan presentar en la población infectada. 
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ANEXO 

REACTIVOS PARA: COBAS® AmpliPrep/COBAS COBAS® TaqMan® VHC Test. 

1. VHC CS1(cassette de reactivo de partículas magnéticas de vidrio para 

VHC) 

• Partículas magnéticas de vidrio para 48 deterninaciones. 

• 93º/o de isopropanol. 

2. VHC CS2 ( cassette de reactivo de lisis para VHC) 

• Citrato de sodio dihidratado. 

• 42.5°/o de tiocinato de guanidina. 

• < 14º/o de polidocanol. 

• 0.9o/o de ditiotreitol. 

3. VHC CS3. Cassette multireactivo para VHC, que contiene: 

• Fase (Solución de proteínasa). 

r Tampón Tris. 

;.. < 0.05% de EDTA. 

r Cloruro de calcio. 

r Acetato de calcio. 

,. ~ 7.8o/o de proteinasa. 

r Glicerol. 

• EB (Tampón de elución). 

,. Tampón Tris-base. 

> 0.2o/o de metilparabén. 

4. VHC CS4. Cassette de reactivo específico para la prueba de VHC, que 

contiene: 

• VHC OS. (Patrón de determinación cuantitativa del VHC). 

);- Tampón Tris. 

;.. EDTA. 

;.. < 0.002% de ARN Poli Ar (sintético). 
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,.- < 0.001 ºlo de un constructo de VHC del RNA anidado que 

contiene secuencias de unión al iniciador de\ VHC y una 

región exclusiva de unión a la sonda (RNA no infeccioso en el 

bacteriófago MS2). 

,.- 0.05°10 de azida sódica. 

• VHC MMX. (Mezcla maestra para VHC). 

,.- Tampón tricina. 

,.- Acetato potásico. 

,.- Hidróxido potásico. 

r < 0.004% de dATP, dCTP, uGTP y dUTP. 

,.- < 0.002o/o de iniciadores sentido y antisentido del VHC 

correspondientes a la región (UTR) 5' del VHC. 

>" < 0.001 o/o de sondas oligonucleótidas fluorescentes 

específicas del VHC y del patrón de determinación cuantitativa 

del VHC. 

r < 0.001 ºlo de aptámero o\igonucleótido. 

,.- < 0.05°10 de ADN polimerasa Z05 (microbiana). 

r < 0.1% de enzima AmpErase (uracil-N-

glicosilasa)(microbiana). 

,_ < 0.09°10 de enzima sódica. 

• CAP/CTM Mn2+ (Solución de manganeso para CAP/CYM). 

r < 0.5°10 de acetato de manganeso. 

r Ácido acético glacial. 

r 0.09% de azida sódica. 

• VHC H (+) C (Control positivo alto del VHC). 

:r < 0.001°10. de un constructo de VHC del ARN anidado que 

contiene secuencias del VHC (ARN no infeccioso en el 

bacteriófago MS2). 

>- Plasma humano negativo, no reactivo según pruebas de 

anticuerpos frente al VHC, VIH-1/2, antígeno p24 del VIH y 

HBsAg; ARN del VIH-1, ARN del VHC y ADN del VHB no 
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detectables mediante métodos de PCR 0.1 % de conservante 

ProClin® 300. 

• VHC L (+)C. (Control positivo bajo del VHC). 

,.- < 0.001 º/o de un constructo de VHC del ARN anidado que 

contiene secuencias del VHC (ARN no infeccioso en el 

bacteriófago MS2). 

,. Plasma humano negativo, no reactivo según pruebas de 

anticuerpos frente al VHC, VIH-1/2, antígeno p24 del VIH y 

HBsAg; ARN del VIH-1, ARN del VHC y ADN del VHB no 

detectables mediante métodos de PCR 0.1 º/o de conservante 

ProClin® 300. 

• CTM (-) C. [Control negativo para COBAS® TaqMan® (plasma 

humano)]. 

;... Plasma humano negativo, no reactivo según pruebas de 

anticuerpos frente al VHC, VIH-1/2, antígeno p24 del VIH y 

HBsAg; ARN del VIH-1, ARN del VHC y ADN del VHB no 

detectables mediante métodos de PCR 0.1 o/o de conservante 

ProClin® 300. 

• VHC H (+) CClip. 

> Clip del código de barras para control positivo alto del VHC. 

• VHC L (+) C Clip. 

> Clip del código de barras para control positivo bajo del VHC. 

• VHC (-) C Clip. 

,_ Clip del código de barras para control negativo del VHC. 

• COBAS® AmpliPrep/COBAS COBAS® TaqMan® Wash Reagent. 

(Reactivo de lavado). 

> Citrato de sodio dihidratado. 

> < 0.1 % de N- metilisotiazolona-HCL. 
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