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INTRODUCCION

La infeccién por el virus de la hepatitis C (HCV) es uno de
los problemas de salud publica de mayor impacto debido
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Resumen

Recientemente, se ha descrito un nuevo escenario clinico denominado hepatitis C oculta (HCV-Oc); este solo
puede ser caracterizado mediante analisis del genoma viral, ya que marcadores serolégicos por prueba de
ELISA no son detectables.

En este trabajo se pretendio identificar el virus de la hepatitis C (HCV) en un paciente retrasplantado por
falla hepética de origen desconocido. Para esto, ARN obtenido de los explantes, muestras de suero, plasma
y buffy coat, fue analizado mediante una RT-PCR que amplifica la region 5’UTR del HCV, demostrando la
presencia del genoma viral solo en el tejido hepatico de ambos explantes; al analizar las secuencias, los
aislados fueron caracterizados como genotipo la.

Este estudio obedece al primer reporte en el mundo de HCV-Oc causada por el genotipo 1a del HCV, en un
paciente que debi6 ser trasplantado. Se recomienda tener en cuenta este nuevo escenario para el diagndsti-
co diferencial en cirrosis hepatica, carcinoma hepatocelular y/o falla hepatica de origen desconaocido.

Palabras clave
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Summary
Anew clinical scenario called Occult Hepatitis C Virus infection has been recently described (HCV-Oc); it can
only be characterized by molecular analysis, due that serological marker by ELISA are not detected.

The aim of the present study was to identify the Hepatitis C Virus infection in a patient re-transplanted by
hepatic failure of unknown etiology. For this, RNA obtained from different sources (Liver tissue, serum, plasma
and buffy coat) was assessed by a RT-PCR protocol that specifically targeted the HCV 5’'UTR, showing the
presence of HCV genome just in liver tissue explants. When viral sequences were analyzed, the strains
belonged to HCV genotype 1a.

Our study corresponds to the first report in the world of HCV-Oc due to HCV genotype 1a, in liver re-
transplantation context. We recommend having in mind this new clinical scenario into the differential diagnosis
of patients with cirrhosis, hepatocellular carcinoma and/or hepatic failure of unknown etiology.

Key words
Hepatic failure, Occult hepatitis C virus, Genotype, RT-PCR.

a su amplia distribucién y su relacién con el desarrollo de
cirrosis y carcinoma hepatocelular (HCC); se estima que
a nivel mundial existen mds de 170 millones de individuos
infectados (1).
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EIHCV pertenece a la familia Flaviviridae, género hepa-
civirus (2, 3). Este posee un genoma ARN de cadena sen-
cilla con polaridad positiva, de aproximadamente 9600
nucleétidos de longitudes que contienen un marco de lec-
tura abierto, flanqueado por regiones no codificante (deno-
minadas 5"y 3"UTR, por las siglas en inglés Untranslated
Region). De estas, la region S"UTR posee una estructura
secundaria que contiene un sitio de entrada interna al
ribosoma (IRES), esencial para la traduccién cap-indepen-
diente del RNA viral (4), funcién que explica el grado de
conservacion de este segmento genémico entre los diferen-
tes aislados y su utilizacion para el diagnéstico molecular
de la infeccién (S).

Hasta la fecha, 6 genotipos y mds de 100 subtipos han
sido descritos para el HCV, con una divergencia del 35 y
15-20%, respectivamente (6). El genotipo se indica por
numeros arabigos y una letra mintscula para indicar el sub-
tipo (Robertson B, 1998); el genoma total, Core, NSSb y
la regién S’UTR son utilizados de manera rutinaria para la
genotipificacién de asilados del HCV (7, 8). Los genotipos
del HCV presentan una circulacion geogréifica mds o menos
especifica. Los genotipos 1, 2, y 3 tienen una distribucién
mundial, su predominio varia de un drea geografica a otra.
Los subtipos 1a y 1b son los méas comunes en los Estados
Unidos de América (9) y en Europa (10). En Jap6n, subtipo
1b es responsable del 73% de los casos de infeccién por el
virus de la hepatitis C (11), mientras que en Latinoamérica
y Colombia el genotipo 1 se ha descrito como el de mayor
prevalencia (12-15). Por otra parte, la infeccion por ciertos
genotipos del HCV tiene implicaciones clinicas importan-
tes. Por ejemplo, el genotipo 1b estd asociado con un mar-
cado deterioro hepético (16), mientras que los genotipos 1
y 4 se asocian con menos respuesta al tratamiento antiviral
(17-19).

La infeccion crénica por HCV generalmente es diagnos-
ticada mediante la prueba de ELISA, que detecta la presen-
cia de anticuerpos totales contra el virus de la hepatitis C
(anti-HCV) (1). Sin embargo, en el 2004, un nuevo esce-
nario clinico denominado hepatitis C oculta (HCV-Oc)
fue descrito (20). Este tipo de infeccidn se caracteriza por
la deteccion del genoma viral, preferentemente en tejido
hepatico o mononucleares de sangre periférica, en pacien-
tes con elevacion o no de transaminasas, y ELISA anti-HCV
negativo (21).

Este tipo de infeccion ha sido descrito por diversos auto-
res en pacientes con enfermedad hepdtica criptogénica
(20), y esté presente hasta en el 57% de los casos. Factores
delhospedero comolarespuestainmune hansido asociados
con el desarrollo de HCV-Oc, evidencidndose una mayor
respuesta de proliferacion de linfocitos TCD4, y mayores
recuentos de CD8 en pacientes con este escenario clinico

vs. pacientes con hepatitis C crénica. Dentro de los facto-
res virales estudiados, se encuentra el genotipo infectante;
hasta la fecha, todos los aislados caracterizados en pacien-
tes con HCV-Oc han sido identificados como genotipo 1b
(21), e indican la existencia de alguna diferencia molecular
en este genotipo.

Dada la alta frecuencia de HCV-Oc en pacientes con
enfermedad hepitica criptogénica, y a la ausencia de estu-
dios de este tipo en Colombia, con el desarrollo del presente
estudio se pretendi6 determinar la presencia del genoma
del HCV en muestras de diferente origen, pertenecientes
a un paciente que requirié retrasplante hepatico por falla
del injerto. Se detect6 genoma viral en muestras de tejido
del higado nativo y del primer injerto. Al realizar analisis
filogenéticos de los aislados detectados, se encontré que
ambas cepas pertenecian al genotipo 1a, indicando que fue
el mismo agente el desencadenante de los cuadros de falla
hepatica. El presente estudio se constituye en la primera
evidencia en el mundo de HCV-Oc causada por el geno-
tipola, en el contexto 6rgano trasplantado, y asi mismo el
primer reporte de HCV-Oc en Colombia. Se recomienda
hacer la deteccion del genoma del HCV en muestras de
tejido hepatico (tejido embebido en parafina, fresco conge-
lado, o proveniente de ldminas de patologia fijadas o colo-
readas) con el fin de descartar una infeccién oculta por el
HCV en casos de cirrosis, HCC y falla hepatica de origen
desconocido.

PACIENTE Y METODOS

Tipo de estudio
Descriptivo retrospectivo.
Paciente

Un hombre de 29 afos, proveniente de la ciudad de
Barranquilla, fue atendido el 21 de diciembre de 2006 por
el grupo de trasplante hepdtico Universidad de Antioquia-
Hospital Pablo Tobén Uribe, por un cuadro consistente en
nduseas, diarrea y dolor abdominal persistente. Durante
la evaluacién se encontrd ictericia mucocutdnea y ascitis,
acompanados de criterios clinicos y paraclinicos sugesti-
vos de encefalopatia y coagulopatia. Se sospecha inicial-
mente cirrosis hepética asociada a enfermedad de Wilson o
hemocromatosis, dado que no se encontraron marcadores
seroldgicos para virus hepatotrépicos mediante prueba de
ELISA (HBsAg, anti-HBc, anti-HCV; Roche), tampoco
de autoinmunidad, ni de consumo de firmacos o toxi-
cos. Durante la evaluacién oftalmoldgica no se evidencié
anillo de Kayser-Fleischer. En estudios histopatolégicos
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posteriores se reportaria positividad para marcacion focal
de hierro en células de Kuppfer y cobre negativo. A la eva-
luacién histopatoldgica de cortes de tejido con coloracién
tricrémica, se observd fibrosis pericelular focal y fibrosis
confinada al espacio porta (figura 1A). Debido al grado de
la falla hepatica y sus complicaciones, se realiza trasplante
hepatico el 24 de diciembre de 2006, y se inicia tratamiento
con terapia inmunosupresora triple después del trasplante.
A la evaluacién macroscépica del explante (higado nativo),
se observé un 6rgano oscuro, de consistencia dura, aspecto
nodular y clara evidencia de cirrosis (figura 1B).

La evolucién inicial fue buena, sin embargo, el 18 de
mayo de ese mismo ano el paciente regresa a consulta por
un cuadro de diarrea, prurito persistente e ictericia con una
bilirrubina total mayor a 20 mg/dl, y marcada elevacién de
aminotransferasas. El reporte de la biopsia hepética obte-
nida evidenci6 rechazo celular agudo moderado a severo
dictado por la presencia de infiltrado inflamatorio mono-
nuclear, que comprometia la mayoria de los espacios porta,
acompanado de numerosos eosindfilos y dafo focal de la
placa limitante. Se observo endotelitis y epitelitis, colestasis
intracitoplasmatica de hepatocitos, con acentuacién hacia
la zona 2y 3, sinusoides congestivos y preservacion de la
vena centrolobulillar (figura 2A). No se observé colangi-
tis ni malignidad; el tricrémico mostr6 fibrosis pericelular
focal y fibrosis confinada al espacio porta. Los estudios
seroldgicos fueron negativos para citomegalovirus, virus
de la hepatitis B y HCV. En una segunda biopsia hepidtica,
tomada el 26 de julio (figura 2B), se reporté rechazo cré-
nico basado en la observacion de marcada colestasis intra-
citoplasmatica acompanada de balonamiento, sinusoides
ligeramente congestivas y ductopenia en mds del 50% de
los espacios porta evaluados con preservacién de la arteria
y la vena hepatica (tincién de citoqueratina 7). El paciente
es retrasplantado el 7 de octubre de 2007 por diagnéstico
de insuficiencia hepética secundaria a colestasis cronica
severa de origen desconocido.

Actualmente, el paciente se encuentra medicado con
Tacrolimus S mg, Micofenolato 500 mg y Prednisolona $
mg. A la fecha, no ha presentado alteraciones bioquimicas,
ni expresion clinica de rechazo o hepatitis. Dado que los
dos cuadros de falla hepética no pudieron ser asociados a
ningun factor conocido, el paciente acepta participar de
manera voluntaria en el proyecto.

Muestras

Debido a los procedimientos quirurgicos y a los estudios

bioquimicos realizados al paciente, para el presente estudio

se pudo contar con varios tipos de muestras, asi:

+ Primer trasplante (24 de diciembre de 2006): Muestra
de Suero y explante hepético (higado nativo).
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« Segundo trasplante (7 de octubre de 2007): Muestra
de Suero, plasma, buffy coat y explante hepatico (primer
injerto).

En todos los casos, una vez recolectado el tejido hepdatico
fresco ylas muestras de sangre, fueron almacenados a -70°C
hasta su procesamiento.
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Figura 1. Hallazgos histopatolégicos en muestra de tejido hepético
correspondiente al injerto rechazado. Se observa un érgano con lesiones
nodulares, oscuro y con clara evidencia macroscépica de cirrosis. A.
Lémina con coloracidn tricrémica realizada a partir de biopsia del higado
nativo. Se observan grandes bandas fibrosas. B. Organo correspondiente
al higado nativo explantado en 2006.

Deteccion del genoma del virus de la hepatitis C

Con el fin de determinar la presencia del genoma del
HCV en las muestras clinicas obtenidas, ARN total fue
extraido mediante el método de TRlzol (Invitrogen),
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial.
Una vez obtenido el material genético, se amplific6 por
RT-PCR una secuencia altamente conservada para el
HCV (7), mediante la utilizaciéon de cebadores que
flanqueaban especificamente la region S’UTR: para
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transcripcion reversa y primera ronda el set de primers
ATACTCGAGGTGCACGGTCTACGAGACCT/
nt299-nt327 'y CTGTGAGGAA CTACTGTCII/
nt23-nt42, y para la segunda ronda el grupo de primers
CACTCTCGAGCACCCTATCAGGCAGT /nt266-
nt292 y TTCACGCAGAAAGCGTCTAG/nt41-nt60. En
ambos pasos de PCR se utilizé el protocolo de ciclaje de
94°C por 2 minutos para desnaturalizacion, seguido de 40
ciclos de amplificacién que incluyeron desnaturalizacién
por 30 segundos a 94°C, annealling a 56°C por 30 segun-
dos y extension durante 1 minuto y 30 segundos a 72°C,
acompanado de una extensién fina de 72°C por 10 min.
Para la visualizacién de los productos amplificados, geles
de agarosa al 2% fueron tenidos con bromuro de etidio
(10 ug/ml) y corridos durante 1 hora a 100 voltios. Como
marcador de peso molecular, se utilizé un escalera alélica
con incremento de 100pb (Fermentas). Una vez terminado
el corrido, los geles fueron fotodocumentados en el 2UV
transiluminator Digital Imaging System. La presencia del
genoma del HCV fue considerada cuando se observara un
fragmento amplificado de 251 pb. Como control positivo
de los ensayos se utilizaron tejidos y/o muestras de suero
de pacientes con diagndstico de cirrosis y/o HCC, anti-
HCYV positiva por ELISA, con prueba de RT-PCR HCV-
especifica positiva en ensayo independiente previamente
realizado. Como control negativo se utilizé blanco de reac-
tivo o muestras de pacientes con hepatitis crénica relacio-
nado a enfermedad autoinmune. Todos los ensayos fueron
efectuados por triplicado y confirmados por un laboratorio
internacional de referencia (Laboratorio de virologfa mole-
cular IVIC).

Caracterizacion del genotipo viral

En caso de resultado RT-PCR positivo, los amplicones fueron
sometidos a secuenciacién directa por un método automa-
tizado (BigDyeTM terminator, secuenciador 3730xl). Una
vez obtenidas las secuencias, fueron editadas y ensambla-
das utilizando el programa SeqMan de DNAstar. Luego de
obtener los consensos, se realizé el alineamiento utilizando
el programa BioEdit; para este anlisis se usaron secuencias
de prototipos disponibles en Genbank de cada uno de los
genotipos del HCV y de algunos subtipos (tabla 1).

Ya descartados los eventos de recombinacién (Simplot),
se realizaron las inferencias filogenéticas utilizando los
métodos de mdxima parsimonia, maxima verosimilitud y
Neighbor joining (NJ) del paquete PAUP 4.0 (Sowford
1998). Para cada inferencia se generaron minimo 100-
1.000 réplicas de “Boostrap”, con el fin de evaluar la confia-
bilidad de la topologia. El érbol seleccionado fue obtenido
por “Majority Rule” y visualizado en el programa TreeView.

Como “outgroup” en los darboles con raiz, se utilizé la
secuencia Y13184 perteneciente al genotipo S del HCV.
El genotipo para cada aislado fue identificado de acuerdo
al agrupamiento que generaron con las cepas referencia
del Genbank. El andlisis fue replicado usando el programa
MEGA 4,1.

Figura 2. Hallazgos histopatoldgicos en muestra de tejido hepético
correspondiente al injerto A. Se observan bandas fibrosas delimitando
no6dulos de hepatocitos e infiltrado mononuclear rodeando conductos.
B. Se observan las venas centrales permeables pero con cambios
isquémicos en hepatocitos de la zona tres con colestasis.

Analisis de substituciones en la region 5’UTR de los
aislados del HCV detectados en el estudio

Para tratar de evaluar las diferencias nucleotidicas entre los
aislados del HCV detectados en los explantes, las secuen-
cias de la region S"UTR fueron alineadas utilizando el pro-
grama Bioedit, junto a una secuencia prototipo colombiana
perteneciente al genotipo 1b (HCVCol-172), previamente

Infeccion oculta por el virus de la hepatitis C en un paciente retrasplantado por falla hepatica de origen desconocido 79



Tabla 1. Listado de secuencias prototipo Genbank utilizadas para el anlisis filogenético del HCV.

N° Acceso Pais Genotipo N° Acceso Pais Genotipo
AM269925 Australia 1 D10988 Dinamarca 1b
AB016785 Bolivia 1 D14853 Egipto 1b
AB030907 Bolivia 1 D16612 Francia 1b
AB031663 Bolivia 1 D16614 Germania 1b
AB047639 Bolivia 1 D16618 Gran Bretafia 1b
AB080299 Bolivia 1 D16620 Hong Kong 1b
AF009606 Brasil 1 D17763 India 1c
AF046866 Brasil 1 D28917 India 1c
AF064490 Colombia 1 D49374 Indonesia 1c
AF077227 Espafia 1 AM400878 Indonesia 2
AFQ77233 Esparia 1 AF177036 Indonesia 2a
AF139594 Germania 1 D50409 Italia 2a
AF165045 India 1 D63821 Jap6n 2a
AF176573 Japon 1 D63822 Japon 2a
AF238485 Japén 1 D84264 Jap6n 2a
AF238486 Japon 1 D84265 Japon 2a
AF271632 Japon 1 D90208 Japon 2b
AF290978 Japén 1 DQ077818 Jap6n 2b
AF356827 Rusia 1 DQO77819 Japon 2b
AF483269 SurAfrica 1 DQ313454 Jap6n 2c
AF511948 USA 1 138334 Japon 2k
AF511949 USA 1 AM400879 Jap6n 3
AF511950 USA 1 AM709653 Nepal 3
AJ000009 USA 1 AM709654 Nepal 3
AJ132996 USA 1 M62321 Nepal 3a
AM400873 USA 1 M67463 Nepal 3a
AM400874 USA 1 M84832 Rep. D. Congo 3a
AM400875 USA 1 M84845 Rep. D. Congo 3a
AM400876 USA 1 M84852 Rusia 3a
AM400877 USA 1 M84860 SurAfrica 3a
AM709668 Colombia la M84862 SurAfrica 3a
AM709669 Colombia la M84864 Uruguay 3a
AM709675 Colombia la M86765 Uruguay 3b
AY051292 Colombia la AF280435 Uruguay 3c
AY232731 Colombia la X76918 Uruguay 3d
AY576557 Colombia la Y11604 Uruguay 3e
AY576576 Colombia la Y13184 Uruguay 3f
AY651061 Colombia la AY376833 Uruguay 3k
AY746460 Colombia la AM709655 Uruguay 4
AY859526 Colombia la AM709656 Uruguay 4
AM269927 Colombia la AM709657 Uruguay 4
AM269928 Espafia la AM709658 Uruguay 4
AM269929 Esparia la AM709659 Uruguay 4
AM269926 Argentina 1b AM709660 Uruguay 4
AM269930 Argentina 1b AM709661 Uruguay 5
AM269931 Argentina 1b AM709662 Uruguay 5
AM269932 Argentina 1b AM709667 Uruguay 5
AM269936 Argentina 1b AJ012831 USA 5a
AM269933 Argentina 1b AJ012832 USA 6a
AM269934 Argentina 1b AY376835 Venezuela 69
AM269935 Bolivia 1b AY376836 Vietnam 6h
D00944 Bolivia 1b AY376837 Vietnam 6k
D10749 Dinamarca 1b
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caracterizada, mediante RFLP y anélisis de secuencias, por
el grupo de los autores de Genotipificacion del HCV en mues-
tras obtenidas de pacientes multitransfundidos.

RESULTADOS
Deteccion del genoma del HCV

Con el fin de determinar de manera retrospectiva la pre-
sencia del virus de hepatitis C, en muestras de diferente
origen de un paciente con retrasplante de higado, se imple-
mentd un protocolo previamente descrito de RT-PCR, el
cual utiliza grupos de primers que flanquean una de las
regiones gendémica mds conservadas del HCV. Una vez
extraido el ARN total de las diferentes muestras y realizada
la RT-PCR, se observo¢ el producto especifico esperado en
las muestras de explante hepatico del trasplante de 2006 y
de 2007 (figura 3); cabe anotar que al evaluarla cantidad de
muestra necesaria para la deteccién del genoma del HCV
fue necesario utilizar el doble de muestra de tejido de 2007
vs. 2006 (200 y 100 mg, respectivamente), lo que indicaria
un menor titulo de virus en esta muestra. Este analisis fue
reproducible en tres ensayos realizados independiente-
mente y confirmado por el laboratorio de virologia mole-
cular IVIC. Contrariamente, en ninguna de las muestras
de suero, plasma o buffy coat fue detectable el genoma del
HCV (figura 4). Los resultados mostrados aqui sugieren
que el factor asociado a los episodios de falla hepatica, y
que llevaron al retrasplante del paciente, podria ser la infec-
cién oculta por el HCV.

Genotipificacion de los aislados del HCV

En el presente estudio se realizaron anélisis filogenéticos para
tratar de inferir cudl era el genotipo presente en las muestras,
y si el genotipo infectante era el mismo en ambos explantes.
Al verificar los arboles filogenéticos generados, la topologia
fue muy similar independiente del método desarrollado. Asi
mismo, las secuencias de referencia Genbank utilizadas hicie-
ron los agrupamientos esperados, los cuales fueron soportados
por valores de bootstrap entre 49 y 94. Cuando se estudi6 la
clada en la que se ubicaron las secuencias del HCV obtenidas
de los explantes, se concluy6 que ambos aislados pertenecian
al genotipo 1a (figura S); sin embargo, se encontraron en ramas
separadas, lo que fue explicado en el andlisis de comparacién de
secuencias con Bioedit por la presencia de dos substituciones
transversionales en los nucleétidos 100y 190 (cambio de ade-
nina por citocina en ambos); en los restantes 249 nucleétidos
las secuencias fueron idénticas (figura 6). Estas substituciones
podrian ser explicadas por la alta tasa de mutacién reportada
por virus ARN, debido a la ausencia de accién correctora 3-5°
de sus ARN polimerasas dependientes de ARN.
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Figura 3. Deteccion del genoma del HCV en muestras de tejido hepético
de un paciente retrasplantado por falla hepatica de origen desconocido.
Productos de RT-PCR corridos en gel de garosa al 2%, tefiido con
bromuro de etidio. MP. Marcador de peso molecular con incrementos
de 100pb. 1y 2. ARN total extraido a partir de 100 mg de tejido hepatico
nativo. 3. ARN total de la muestra de suero obtenida en el trasplante de
2006. 4. ARN total obtenido de 200 mg de tejido hepatico del primer
injerto. 5. Control positivo del ensayo de extraccién y RT-PCR (Muestra
THI). 6. Control negativo del ensayo de extraccién y RT-PCR. Flecha
blanca. Producto de PCR esperado especifico para el HCV.
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Figura 4. Deteccion del genoma del HCV en muestras de sangre de un
paciente retrasplantado por enfermedad hepatica criptogénica. Ensayo
de electroforesis realizado a partir de los tubos de RT-PCR en los que se
analizaron las muestras de sangre del trasplante de 2007. MP. Marcador
de peso molecular con incremento de 100pb. 1-3. RNA total extraido a
partir de las muestras de suero, plasma y buffy coat, respectivamente. 4-5.
Controles positivos de extraccion y RT-PCR (Muestras de tejido TH-1
y TH-2). 6. Control negativo del ensayo de RT-PCR. 7-9. Controles
positivos de extraccién y RT-PCR (Muestras de suero 033-sp, 050-sp y
215-sp). Flecha blanca. Producto de PCR esperado especifico para el
HCV.
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Figura 6. Caracterizacion de substituciones en laregién S’UTR de los aislados detectados en el presente estudio. Alineamiento de la secuencia SUTR
mediante el programa Bioedit. Secuencia 1. Aislado de HCV colombiano perteneciente al genotipo 1b del HCV. Secuencia 2. Aislado del HCV
proveniente del primer injerto. Secuencia 3. Aislado del HCV detectado a partir del tejido hepético nativo. En la secuencia 2 se observa la substitucion
A por C, en las posiciones 100 y 190 (con respecto al fragmento amplificado de 251 pb).

DISCUSION

Lainfeccién oculta por el virus de la hepatitis C es un nuevo
escenario clinico a tener en cuenta en el marco de pacientes
con cirrosis, carcinoma hepatocelular y/o falla hepética de
origen desconocido. En este trabajo se pretendié identifi-
car algun factor de riesgo desencadenante al desarrollo de
falla hepética en un paciente sometido a dos trasplantes de
higado, encontrando el genoma del HCV en las muestras
de tejido hepético obtenido tanto en el higado nativo como
en el primer injerto. Dado que durante los andlisis nunca
se detecto anticuerpos totales anti-HCV por ELISA, pode-
mos concluir de manera légica que la causa podria ser una
infeccién oculta recurrente por el HCV.

Con el fin de asegurar la deteccion del genoma viral en
las muestras clinicas, fue utilizado un procedimiento de
RT-PCR anidado que contenia dos grupos de primers que
presentaban como blanco una de las regiones mds conser-
vadas del HCV (7), el extremo no codificante S, primordial
para la traduccién del genoma viral (18).

A pesar de haber utilizado un protocolo anidado alta-
mente sensible, el genoma del HCV solo fue detectado
en tejido hepatico y nunca en las muestras de sangre. Esto
podria relacionarse con problemas de reproducibilidad de
la técnica; sin embargo, podriamos descartar esa posibilidad

ya que los controles funcionaron correctamente durante el
desarrollo de todos los analisis. Un comportamiento similar
ha sido reportado por otros autores, que encontraron que la
muestra 6ptima para el diagndstico molecular de casos de
HCV-Oc es el tejido hepatico (100% de casos detectables),
seguido por mononucleares de sangre periférica (57%) y
buffy coat (14%); al utilizar suero, plasma o sangre total,
Carrefio y col no lograron detectar ninguno de los casos de
HCV-Oc (22).

Uno de los factores virales que ha sido estudiado en
relacién con la HCV-Oc es el genotipo infectante. En los
estudios donde se han desarrollado andlisis moleculares
de los aislados, el tnico genotipo asociado al desarrollo
de HCV-Oc ha sido el genotipo 1b (21), que a su vez es
considerado uno de los mds patogénicos por relacionarse
con mayor riesgo de desarrollo de HCC (23). De manera
sorprendente, el andlisis filogenético de las secuencias
caracterizadas en el presente trabajo arroj6 que los aislados
detectados en ambos tejidos correspondian al genotipo
la. El hecho de que el mismo genotipo del HCV haya sido
encontrado en el tejido hepético resecado de dos trasplan-
tes totales de higado en 2006 y 2007, soportaria la posibi-
lidad de que fuese el mismo agente, y por lo tanto que sea
la HCV-Oc el factor asociado a ambos episodios de falla
hepdtica del paciente. Este estudio corresponde al primer
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reporte mundial en el que se identifica el genotipo la en
un caso de HCV-Oc con el desenlace de retrasplante de
higado.

Aunque casos de HCV-Oc han sido reportados en
pacientes con hepatitis crénica criptogénica y poblacién
en riesgo (hemodializados) (21), en Colombia no se ha
adelantado ningun estudio. La infeccién oculta por el HCV
tiene serias implicaciones en el diagndstico, la transmision
y el tratamiento de esta entidad. Aunque se encuentra en
evaluacion el impacto que podria tener este escenario cli-
nico en la severidad de la infeccidn, el hallazgo reportado
en el presente estudio hace necesario que en Colombia se
sospeche de este tipo de casos en pacientes con cirrosis,
HCC vy falla hepética de origen desconocido, utilizando
como muestra de eleccion para el diagnoéstico tejido hepa-
tico y procedimientos de biologia molecular de alta sensibi-
lidad, como lo son el RT-PCR anidado y/o PCR en tiempo
real. Actualmente el grupo de los autores estd adelantando
estudios adicionales tendientes a confirmar el genotipo
viral mediante la amplificacién de las regiones core y NS5b
del HCV.
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