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RESUMEN

L virus de la hepatitis C (VHC) es la principal causa

mundial de hepatitis postransfusional. La mayoria

de los pacientes infectados son asintomaticos,

aunque algunos desarrollan ciertos trastornos
cutaneos. Los trastornos cutaneos asociados podrian variar
segun el pais estudiado de acuerdo con tasas locales de
prevalencia viral.

Objetivo

Determinarla frecuencia de infeccién por el VHC en una
poblacion dermatoldgica local y comparar los resultados de
un método inmunoseroldgico y una técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR).

Institucion donde se realizo el trabajo de investigacion: Seccion de
Dermatologia — Departamento de Medicina Interna — Universidad
del Valle, Cali - Colombia.
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Métodos y resultados

Ciento cincuenta y noventa muestras de sangre de
pacientes fueron probadas por reaccién en cadena de la
polimerasa - transcriptasa reversa (RT-PCR) y SERODIA-
HCV, respectivamente. La prevalencia global de infeccion
fue del 1.3% (100% de sensibilidad [IC95%:19,8%-100%)],
100% de especificidad [IC95%:94.8%-100%]), 100% de
valor predictivo positivo [IC95%:19.8%-100%], 100% de
valor predictivo negativo [IC95%:94.8%-100%)).

Conclusiones

El VHC no parece detectarse frecuentemente en los
pacientes dermatoldgicos. Las pruebas de aglutinacién de
particulas son econémicas y apropiadas para el tamizaje
del VHC.

Palabras clave: Virus de la hepatitis C, piel, reaccion
en cadena de la polimerasa.

SUMMARY

Hepatitis C virus (HCV) is the main cause of world post-
transfusional hepatitis. Most infected patients are asympto-
matic, although some develop certain skin disorders.
Cutaneous markers of HCV have been related to local viral
prevalence rates; therefore, associated cutaneous disorders
could vary depending on the country studied.

Objective

To determine the frequency of HCV infection in a local
dermatologic population, and to compare the use of an
immuno-serological method and a serum PCR assay.

Methods and results

One hundred-fifty and ninety patient blood samples
were tested by reverse transcriptase polymerase chain
reaction (RT-PCR) and Serodia-HCV, respectively. Two
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patients resulted positive by both techniques giving an
overall HCV prevalence of 1.3%. (100% Sensitivity (Cl
95%:19.8%,100%), 100% Specificity (Cl 95%:94.8%,
100%); PPV:100% (Cl 95%:19.8%-100%); NPV:100%(CI
95%:94.8%-100%). Neither risk factor nor any abnormality
in liver function tests was found.

Conclusions

HCV does not seem to frequently coexist in our der-
matology patients. Antibody particle agglutination tests
are inexpensive assays suitable for HCV screening. Large
population studies are needed in order to determine real
local prevalences of HCV infection and also to determine
the specificity and sensitivity of sero-immunological as-
says compared to PCR techniques. The latter will enable
identification of HCV positive patients which is worth
regarding their high risk for developing hepatocellular
carcinoma.

Keywords: Hepatitis C virus, skin, polymerase chain
reaction.

INTRODUCCION

El virus de la hepatitis C (VHC) es la principal causa
de hepatitis postransfusional en el mundo' y la mayoria
de las infecciones por él ocurren en adultos jévenes con
comportamientos de alto riesgo. La forma mas eficiente de
transmisién del VHC es mediante la exposicion percutanea
continua, tal como en el abuso de drogas intravenosas
o en las transfusiones sanguineas; sin embargo, la alta
prevalencia de infeccion persistente con el VHC crea un
reservorio enorme de personas infectantes, lo que podria
explicar que el 40% de los pacientes con hepatitis C activa
no tengan factores de riesgo conocidos.2 En Colombia se
conoce poco de la prevalencia y del comportamiento de la
infeccion por VHC,® aunque con base en estudios de Cen-
troamérica, donde la prevalencia de VHC esta por debajo
de 1.5%, se ha estimado que estaria entre 0.8-1% en el
pais.* Un estudio en Cali reporté una frecuencia de 0.74%
de anticuerpos contra el VHC en donantes voluntarios de
sangre.® Los principales factores de riesgo en Colombia
incluyen las transfusiones sanguineas y las intervenciones
quirdrgicas.®

La historia natural de los pacientes infectados con el
VHC aun no es clara. La infeccion tiene un largo periodo
de latencia y 70-80% de los casos desarrollan hepatitis

crénica, pero es usual que haya formas asintomaticas de la
enfermedad con pruebas de funcién hepatica normales.’

Lainfeccion hepatica crénica por el virus de la hepatitis
C se ha identificado como un factor de riesgo importante
para desarrollar carcinoma hepatocelular (CHC), que es el
quinto cancer en orden de frecuencia en elmundo (80% de
los casos ocurren en paises en desarrollo).®

Las proteinas HCV core y N53 han sido asociadas
con el CHGC; sin embargo, estas observaciones se basan
en estudios en ratones transgénicos y lineas celulares,
respectivamente,®' por lo que todavia no se dispone de
un método para predecir en seres humanos cuales casos
desarrollaran cancer hepatico.

La mayoria de los pacientes infectados por el VHC
no tienen enfermedad sistémica aparente; sin embargo,
algunos de ellos desarrollan trastornos cutaneos como
crioglobulinemia mixta, liquen plano o porfiria cutanea
tarda, y aunque ningun signo cutaneo es especifico para
diagndstico de lainfeccion, hastael 17 % de los pacientes
positivos pueden presentar manifestaciones dermatold-
gicas."" Los marcadores cutaneos de infeccién por VHC
han sido relacionados con sus tasas de prevalencia
en diferentes areas del mundo y se ha sugerido que la
frecuencia de los trastornos cutaneos relacionados con
él podria variar segun el pais que se estudie.'? Esto es
relevante no solo para el paciente, debido a la posibilidad
de tener una enfermedad hepatica crénica o fatal, sino
también para el dermatélogo por el riesgo aumentado
de transmision.

La técnica mas sensible de la que se dispone para
diagnosticar la infecciéon por VCH es laRT-PCR, que detecta
numeros bajos de copias del virus (limite de deteccion: 102-
103 copias)™ en el suero, lo que permite detectar pacientes
con bajos niveles de anticuerpos, al igual que individuos
asintomaticos infectados. Su uso esta limitado por los altos
costos y porque requiere laboratorios con alto desarrollo
tecnolégico, lo que podria explicar parcialmente las dificul-
tades para identificar los grupos potenciales de alto riesgo
en paises subdesarrollados y conducir, eventualmente, a
una diseminacion incontrolada del VHC.

Por lo anterior, los objetivos de nuestro estudio fueron:
1) determinar la frecuencia de infeccion por el VHC en una
poblacién dermatoldgica de un hospital universitario de re-
ferencia; y 2) comparar la eficiencia diagnostica del método
inmunoserolégico SERODIA-HCV® con el RT-PCR usado
como estandar.
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MATERIALES Y METODOS

El protocolo del estudio fue aprobado previamente por
el comité de ética de la Universidad del Valle, y se obtuvo
consentimiento informado de cada paciente incluido en él.
Los pacientes estudiados fueron individuos que acudieron
consecutivamente a la clinica dermatolodgica de la universi-
dad entre enero y marzo de 1998. Debido al alto costo de los
estudios solo se incluyeron 150 pacientes para las pruebas
modulares. Se excluyeron los menores de 18 afios y quienes
tenian un diagndstico previo de infeccién por VIH.

En cada caso se obtuvo muestra de sangre y se inda-
g6 por factores de riesgo conocidos para infeccion por el
VHC (transfusién de sangre, abuso de drogas intravenosas
o comportamiento sexual de alto riesgo); también se hizo
tamizacién para enfermedad hepatica mediante pruebas
béasicas tales como: aminotransferasas (ALT, AST), bilirru-
binas y fosfatasa alcalina, asi como pruebas para descartar
infeccién por el virus de la hepatitis B.

Las muestras se obtuvieron en tubos Vacutainer® sin
anticoagulante, después de lo cual se centrifugé la sangre
a 12.000 g y se conservo el suero a-70° C en crioviales. El
ARN se extrajo mediante un agente caotropico y se precipitd
en alcohol de acuerdo con las instrucciones del estuche RT-
PCR Amplicor® (Roche, Francia). Brevemente, un equivalente
de 5:1 de suero fue amplificado en una mezcla master que
contenia la ADN polimerasa Thermus termophilus (rTth), un
cebador 5 3" marcado con biotina (KY80,5’GCAGAAAG
CGTCTAGCCATGGCGT) y KY78 (5-biotinil-CTCGCAAG-
CACCCTATCAGGCAGT), sales tampdn, UNG, dATP, dCTP,
dGTP y dUTP. La amplificacion de ADN se llevé a cabo en un
termociclador Perkin EImer® 2400 con los siguientes ciclos:
2 minutos a 50°C para actividad 6ptima de UNG, seguidos
por 30 minutos de incubacién a 60°C para la etapa de la
transcriptasa reversa, 40 ciclos de PCR (2 ciclos de 95 °C
por 15 s y 60°C por 20 s y 38 ciclos de 90°C por 15y 60 °C
por 20 s) y una extension final de 4 minutos a 60°C.

El producto de PCR se detectd usando una sonda de
fase solida especifica para el VHC, que fue aplicada a platos
de micropozos. El producto de PCR marcado con biotina fue
desnaturalizado quimicamente para formar hebras sencillas,
hibridizado a los micropozos y detectado con un sistema de
avidita peroxidasa con un lector de ELISA Dynatech MR5000
(Dynatech Laboratories EE.UU.). Las densidades opticas
mayores de 0.6 a A450 se consideraron positivas para in-
feccion por el VHC. Todas las técnicas de PCR se llevaron a
cabo en el CIDEIM (Centro Internacional de Entrenamiento
e Investigaciones Médicas), en Cali, Colombia.
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Para determinar la sensibilidad y especificidad de la
técnica inmunoserolégica SERODIA-HCV® (Fujirebio Inc.,
Tokio, Japdn) en comparacién con la PCR, se escogieron
al azar y sin conocer los resultados de ésta, 90 de las 150
muestras de suero estudiadas y se las probé por el ensayo
inmunoserolégico SERODIA-HCV®. Esta es una prueba
diagnoéstica de aglutinacién de particulas in vitro para la
deteccion de anticuerpos contra el VHC, que se fabrica
usando particulas de gelatina sensibilizadas con antigenos
recombinantes y que se realizé de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante.

La sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos
de los resultados positivos y negativos se calcularon segun
la metodologia descrita por Sackett y cols.™

RESULTADOS

Se evaluaron 111 mujeres (74%) y 39 hombres (26%)
cuyas edades estaban entre 18 y 86 afos (promedio de 45).
Todos ellos pertenecian a los niveles educativo y socioeco-
némico bajo (88%) y medio (12%) (cuadros 1y 2).

Cuadro 1. Aspectos demograficos de los pacientes

Caracteristica

Rango de edad
(promedio) en afios Ll i
Mujeres 111 74
Hombres 39 26
Nivel socio-econémico:
Bajo 132 88
Medio 18 12

Cuadro 2. Distribucion por edad y prevalencia de VHC

Edad  Numero % it
18- 45 83 55 0
46 - 59 25 17 0
> 60 42 28 4.8
Total 150 100 13
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Se hicieron 37 diagnésticos dermatolégicos en 148 Dos pacientes, mujeres, resultaron positivas en el
pacientes; los dos restantes estaban sanos a la luz del RT-PCR Amplicor®, lo que da una prevalencia global
examen clinico. Cuando el diagnéstico clinico no era claro de 1.3% de infeccién por el VHC. Sus respectivos diag-
se hizo biopsia de piel para confirmar la sospecha clinica. nésticos clinicos fueron queratosis seborreica y ulcera
En el Cuadro 3 se presentan los diagnésticos y el nimero venosa.

de casos de cada uno de ellos.

Cuadro 3. Distribucion segun diagnéstico dermatolégico

Diagnéstico Numero %
Tumores de la piel * 40 26.7
Cancer diferente de melanoma 15 10
Ulceras en las piernas 14 9.3
Vitiligo 11 7.3
Enfermedades cutaneas del colageno ** 9 6
Eczema no atépico 8 5.3
Otras enfermedades de la piel *** 8 5.3
Acné™ 7 4.7
Reacciones a drogas 5 3.3
Enfermedades cutaneas virales 4 2.7
Infecciones micoticas 4 2.7
Melasma 4 2.7
Psoriasis 4 2.7
Trastornos de la queratinizacion 3 2
Infecciones bacterianas 3 2
Liquen plano 3 2
Alopecia areata 2 1.3
Enfermedades ampollosas autoinmunes 2 1.3
Dermatitis seborreica 1 0.7
Infestaciones 1 0.7
Otras enfermedades cutaneas 8 5.3
Personas sanas 2 1.3
Total 150 100%

*  Queloides, queratosis seborreica, nevus compuestos, intradérmicos y de la unién, queratosis actinica, cuerno cutaneo, acrocordon,
melanoma, lipoma, metastasis de cancer del la glandula mamaria, granuloma piégeno, tricoepitelioma, nevus de Jadassohn, siringoma,
dermatofibroma.

**  Morfea, lupus discoide, esclerodermia y enfermedad mixta del colageno.
*** Liquen escleroatrofico, eritrodermia, dermatosis facticia, elastosis actinica, prarigo, eritema nodoso, pitiriasis rosada.

**** Acné vulgar y rosacea
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Cuando se analizaron las 90 muestras estudiadas por
ambas técnicas (PCR y SERODIA-HCV®) hubo alto acuerdo
de los resultados: las dos pacientes fueron positivas en am-
bas pruebas (sensibilidad de 100% [IC95%:19.8%-100%],
especificidad 100% [IC95%: 94.8%-100%)], valor predictivo
positivo 100% [IC95%: 19.8%-100%], valor predictivo
negativo 100% [IC95%: 94.8%-100%)).

No se identificaron factores de riesgo para infeccion
por el VHC en ninguna de las dos pacientes positivas y sus
pruebas de funcion hepatica fueron normales.

DISCUSION

Ningun signo cutaneo es especifico para diagnosticar
infeccion por el VHC y hasta el 17% de los pacientes po-
sitivos para este virus pueden presentar manifestaciones
dermatolégicas;”'® las mas frecuentes incluyen: crioglo-
bulinemia mixta,'® liquen plano,'”'® porfiria cutanea tarda,
psoriasis,'® y eritema necrolitico acral.?*?!

Al carecer de una manifestacion cutanea o extra-cu-
tanea especifica, el diagndstico seroldgico de la infeccion
por el VHC se basa en pruebas de ELISA de segunda
generacion; sin embargo, el 20-30% de los pacientes son
negativos con esta técnica debido a niveles indetectables
de anticuerpos. Por el contrario, algunos informes describen
falsos positivos repetidos con los inmunoensayos enzima-
ticos de tercera generacion (EIA-3).22

El anti-VHC es positivo en mas del 90% de los
pacientes con infeccion crénica por VHC y usualmente
requiere confirmacion por immunobloting recombinante
(RIBA). No obstante, el RIBA es dificil de interpretar por-
que 25-90% de los pacientes positivos para anticuerpos
pueden ser negativos al estudiarlos con esta técnica.?*?*
Se afirma que las pruebas inmunoldégicas son indicadores
de exposicién previa al virus pero no marcadores de in-
feccién activa. Ademas, en casos de infeccién aguda con
el VHC algunos pacientes no desarrollan anticuerpos, lo
que limita aun mas el papel diagndstico de las pruebas
inmunoserolégicas.?®

La RT-PCR, que en la actualidad es |la prueba disponible
mas sensible, puede usarse como marcador de infeccion
activa, ya que posibilita la deteccién de la viremia antes de la
produccién de anticuerpos?®?’ y permite detectar la infeccion
en pacientes inmunosuprimidos con produccién limitada de
anticuerpos. Por su alta sensibilidad diagnéstica es usada
para la tamizacién habitual de VHC en donadores de sangre,
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pero su uso amplio esta limitado por sus elevados costos y
por el bajo desarrollo tecnoldgico y pocos recursos de los
servicios de salud en los paises en desarrollo.

En este estudio usamos la RT-PCR como herramienta
diagnéstica para confirmar la infeccion activa, asintomati-
ca o cronica por el VHC y para excluir cualquier resultado
falso positivo o falso negativo por los métodos inmunose-
rolégicos.

EI 55% de nuestros pacientes eran menores de 45 afnos
y ninguno estaba infectado por el VHC, lo que es similar
a una region de Japon donde el 45% de los individuos
positivos eran mayores de 41 afos,?® pero contrasta con
los resultados de la Tercera Encuesta Nacional de Salud y
Nutricional de los Estados Unidos (Third National Health and
Nutritional Examination Survey — NHANES |ll), en la cual 65%
y 74%, respectivamente, de las personas positivas para
anticuerpos y RNA-HCV tenian entre 30 y 49 afos.?® Fue
interesante que nuestras dos pacientes positivas tuvieran
mas de 60 afnos. Esto podria explicarse por simple azar y/o
por la clase de poblacién estudiada (en Colombia aun no
se han llevado a cabo estudios de prevalencia del VHC vy,
por lo tanto, no se dispone de datos epidemiol6gicos); mas
hipotéticamente, podria corresponder a diferencias locales
en el patron de transmision viral. Ambos casos positivos en
nuestro estudio ocurrieron en mujeres, pero a este hecho
no se le puede atribuir ninguna significacion dado que la
clinica atiende, con mayor frecuencia, a mujeres.

De acuerdo con el nimero de muestras analizadas en
nuestro estudio, la prueba SERODIA-HCV® fue tan buena
como el RT-PCR Amplicor® para detectar pacientes con
infeccion por el VHC; sin embargo, ello podria explicarse
por el pequeio tamano de la muestra.

Aunque con los resultados de este estudio se subestima
la necesidad de tamizar a los pacientes de dermatologia para
el VHC, hay que intentar cualquier esfuerzo para identificar a
los pacientes infectados, ya que ninguna prueba de funcion
hepatica ni ningun signo clinico son Utiles para detectarla.
Mas aun, puesto que un gran nimero de pacientes no tienen
un factor de riesgo identificable, la identificacion y el trata-
miento de las personas infectadas no solo podrian limitar
la transmision viral sino que también podria ofrecérseles, al
menos, una disminucién en la progresion a cancer.

Es interesante que varios de los pacientes de este
estudio tuvieran enfermedades de la piel de las incluidas
en la lista de manifestaciones extrahepaticas de la hepatitis
C.7,18 Ellas fueron: liquen plano (2%), psoriasis (2,7%) y
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vitiligo (7,3%). Sin embargo, aunque la suma de pacientes
con estas entidades era del 12%, ninguno de ellos resulto
positivo para infeccion por el VHC. Esto podria explicarse
por el limitado nimero de pacientes o por un patron local
diferente de enfermedades dermatolégicas asociadas al
VHC.

Si se tiene en cuenta que nuestras dos pacientes po-
sitivas tenian enfermedades cutaneas comunes, posible-
mente no relacionadas con el VHC, y que no presentaban
sintomas ni anormalidades de laboratorio, debiera evaluarse
mas la justificacion de tamizar para el VHC a los pacientes
dermatoldgicos. Pruebas seroinmunoldgicas de bajo costo
tales como SERODIA-HCV® podrian ser una herramienta
util en el diagnoéstico y control de la diseminacion del VHC
en paises en desarrollo; sin embargo, no se puede perder
de vista que el 20-30% de los pacientes podrian resultar
negativos con cualquier prueba seroinmunolégica, a pesar
de estar infectados.?’

En conclusién, el VHC no tuvo una frecuencia elevada
en nuestra poblaciéon de pacientes dermatoldgicos que
asistieron a la consulta de un hospital de referencia de
tercer nivel de atencion, y las dos pacientes que resultaron
positivas para él tenian lesiones cutaneas probablemente

no relacionadas con la infeccién viral. Las pruebas seroin-
munologicas como SERODIA-HCV® podrian usarse en
paises en desarrollo para tamizar a la poblacién para el
VHC. Se requieren mas estudios en otros grupos, prefe-
riblemente no institucionales, no sélo para determinar la
prevalencia poblacional de la infeccion por el VHC, sino
también para evaluar el comportamiento diagnoéstico de los
ensayos seroinmunolégicos comparados con técnicas de
PCR en personas sanas y enfermas. Lo anterior posibilitara
la identificacion de los pacientes positivos para el VHC,
lo cual esta justificado por su alto riesgo para desarrollar
carcinoma hepatocelular.
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