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RESUMEN 

 

La hepatitis C es una de las causas principales de cirrosis y carcinoma hepatocelular a 

nivel mundial. En 2016, la Organización Mundial de la Salud (OMS) elaboró un plan 

estratégico para la eliminación de las hepatitis virales como problema de salud pública, 

en el cual se establecían entre sus objetivos principales alcanzar tasas del 90% de 

diagnóstico y 80% de tratamiento para el 2030. Para ello, se necesita llevar a cabo el 

abordaje más adecuado en cada escenario, a través de estrategias de prevención, 

diagnóstico y tratamiento innovadoras. 

La presente tesis doctoral se centra en la mejora del diagnóstico y caracterización de la 

epidemia por el virus de la hepatitis C (VHC) en personas que se inyectan drogas 

(PQID). Este colectivo representa uno de los focos más importantes en la epidemia por 

VHC, especialmente en países de rentas altas, donde el uso de drogas por vía 

parenteral constituye la primera causa de infección por el VHC. Las PQID presentan un 

alto riesgo de contraer el VHC, y se calcula que el 39,2% de las PQID están infectadas 

por el virus a nivel mundial. No obstante, las tasas de diagnóstico y tratamiento de la 

hepatitis C en esta población siguen siendo muy bajas. Este colectivo es vulnerable a la 

pobreza, a otros problemas de salud y a la estigmatización social. Además, las PQID 

tienen que hacer frente a múltiples barreras (sociales, administrativas, sanitarias y/o 

estructurales) que dificultan su acceso al sistema sanitario convencional. Por lo tanto, 

el diseño de estrategias simples y descentralizadas son claves para llevar a cabo los 

planes de eliminación propuestos por la OMS. 
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En Cataluña existe una red de centros de reducción de daños (CRD), integrada dentro 

de una red pública de recursos (Red de Atención a las Drogodependencias) que se 

encarga de la atención y el seguimiento de problemas relacionados con el consumo, el 

abuso y/o la dependencia de sustancias psicoactivas. Uno de los servicios que ofrecen 

los CRD es la prueba rápida de detección de anticuerpos contra el VHC (anti-VHC). 

Además, desde el año 2008 se realiza el estudio REDAN de monitoreo bio-conductual 

en PQID que acuden a servicios de reducción de daños. Este ha permitido analizar la 

tendencia de la seroprevalencia por VHC en este colectivo, del 65,8% en el corte 

transversal 2014-2015. No obstante, la prevalencia de infección virémica era 

desconocida debido a la falta de confirmación del RNA del virus de la hepatitis C (RNA-

VHC), que se realiza en centros de salud especializados, a los que este colectivo no se 

acude habitualmente.  

Por ello, el plan estratégico elaborado por la OMS en 2016 fomentaba el uso de 

algoritmos diagnósticos y ensayos alternativos simples, fiables y asequibles incluyendo 

el uso de muestras mínimamente invasivas de sangre seca (dried blood spots, DBS), 

con el fin de facilitar el acceso al diagnóstico y aumentar la tasa de tratamiento en esta 

población. En 2015, nuestro grupo adaptó y validó una técnica de PCR en tiempo real 

para la detección cualitativa del RNA-VHC a partir de DBS como estrategia alternativa 

para mejorar el diagnóstico de la hepatitis C en hombres que tienen sexo con hombres 

(HSH) VIH negativos que acudían a ONGs en Barcelona (estudio HepCdetect I) (1). Esta 

técnica, con un límite inferior de sensibilidad (LID) de 541 UI/mL de sangre, mostró una 
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sensibilidad y especificidad excelentes (100%) en pacientes de consultas externas de 

hepatología de nuestro Hospital. 

En este contexto, en 2015 se diseño el estudio HepCdetect II (Artículos I y III), llevado a 

cabo en PQID que acudían a CRD en Cataluña, con el objetivo de mejorar el diagnóstico 

de la infección virémica por VHC y caracterizar la epidemia de hepatitis C en esta 

población. 

En primer lugar nos propusimos validar en vida real la técnica de RNA-VHC en 

muestras de DBS en PQID que acuden a CRD de Cataluña y evaluar la utilidad de la 

detección en un único paso del RNA-VHC en DBS como estrategia de cribado y 

confirmación diagnóstica del VHC alternativa al algoritmo clásico en dos pasos 

(serología y si positiva realización de la carga viral en plasma) (Artículo I). Para ello, se 

reclutaron 410 PQID en activo en cuatro CRD de la provincia de Barcelona en el 

periodo 2016-17. Se recogieron muestras de DBS para todos los participantes y plasma 

para 300. Se realizó la detección cualitativa del RNA-VHC en DBS a partir del ensayo 

puesto a punto previamente en el laboratorio y la cuantificación de la carga viral del 

VHC en plasma utilizando un ensayo comercial (Abbott RealTime™ HCV). 

La detección de RNA-VHC en DBS mostró una especificidad del 100% respecto al 

plasma. Para el análisis de la sensibilidad se consideraron diferentes puntos de corte 

de carga viral con interés clínico/epidemiológico; respecto al punto de corte propuesto 

por la OMS (3.000 UI/mL) para el uso de ensayos de detección del RNA-VHC, con el 

objetivo de expandir el acceso al diagnóstico, el ensayo en DBS mostró una sensibilidad 

del 97,2% (171/176). 
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Posteriormente, quisimos evaluar el rendimiento del diagnóstico en un único paso 

(detección directa del RNA-VHC en DBS) como estrategia alternativa de cribado y 

confirmación diagnóstica en comparación al algoritmo diagnóstico convencional en 

dos pasos en la población de estudio. Al comparar la proporción de casos virémicos 

entre las dos estrategias no se observaron diferencias significativas (p=0,230). Además, 

la detección directa del RNA-VHC a partir de DBS permitió identificar 15 casos con 

infección virémica y prueba rápida de anticuerpos negativa. 

En conclusión, las muestras de DBS tienen el potencial de descentralizar el diagnóstico 

del VHC, reducir pérdidas en el seguimiento e incrementar el número de PQID que son 

conscientes de su estado. No obstante, el uso de DBS requiere de un laboratorio 

central al que enviar las muestras, y de una segunda visita al CRD por parte de los las 

PQID para conocer el resultado de la prueba. En el Artículo I fuimos capaces de evaluar 

la tasa de entrega del resultado de RNA-VHC en el centro A en una segunda visita, que 

fue posible en el 76,0% de los individuos virémicos. 

En este contexto, en 2018 nos planteamos ir un paso más allá y evaluar el ensayo 

point-of-care Xpert® HCV VL Fingerstick (Xpert FS), el cual necesita de un equipo de 

GeneXpert y que integra la extracción de los ácidos nucleicos, la retro-transcripción, la 

amplificación y la detección del RNA-VHC en muestras de sangre capilar, y permite dar 

resultados in-situ en aproximadamente una hora. En el Artículo II comparamos dos 

estrategias de cribado y diagnóstico de la infección virémica del VHC en un único paso 

en PQID que atendían el CRD A, a partir de: 1) la detección del RNA-VHC en sangre 

capilar fresca por el ensayo Xpert FS mediante el equipo GeneXpert instalado en el 
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CRD A, y 2) la detección del RNA-VHC en sangre capilar seca recogida como DBS en el 

CRD A mediante la técnica validada previamente en PQID en el Artículo I. Los dos 

ensayos fueron comparados con el método de referencia realizado en muestras 

pareadas de plasma, mediante el ensayo Xpert® HCV VL. 

La especificidad del ensayo Xpert FS fue del 100% (IC95%, 90,1%-100%). La sensibilidad 

del ensayo se evaluó utilizando diferentes puntos de corte de carga viral con interés 

clínico/epidemiológico, como en el Artículo I. Cuando se utilizó como referencia el 

resultado de carga viral detectable por el ensayo en plasma, la sensibilidad fue del 

98,4%, mostrando una concordancia muy buena entre ambos métodos (Kappa=0,979). 

Además, la correlación entre los resultados de carga viral obtenidos por ambos 

métodos fue significativa (rho de Spearman, r=0.87), con un sesgo de -0,0659 Log 

(IU/mL) del ensayo Xpert FS respecto al método de referencia (IC95%: -0,69898 - 

0,56718). 

Cuando se comparó la sensibilidad del ensayo Xpert FS con la sensibilidad de la 

detección de RNA-VHC en DBS para cada cut-off de carga viral, no se encontraron 

diferencias significativas. Por otro lado, la prueba en DBS mostro un 2,0% de 

resultados inválidos, frente al 11,5% del ensayo Xpert FS. Tampoco se detectó 

influencia del genotipo o la coinfección por VIH en la detección del RNA-VHC por 

ambos ensayos. 

También se evaluó la entrega de los resultados del ensayo Xpert FS, que fue posible en 

el 100% de los participantes, y en el 80% de los casos se entregó el mismo día de la 

prueba. Como resultado de la presente intervención, se diagnosticaron 34 nuevas 
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infecciones virémicas por VHC (54,8% del total de participantes virémicos), que no 

eran conscientes del propio estado frente a la hepatitis C, y el 98,4% de los casos 

virémicos que no estaban previamente vinculados al sistema sanitario fueron 

derivados. 

Por último, se preguntó a los participantes sobre las preferencias en cuanto a la 

entrega de los resultados. El 50,0% de los participantes prefirió recibir el resultado el 

mismo día, aunque cuando se tuvo en cuenta el conocimiento del propio estado frente 

al VHC, el 59,4% de los que desconocían su estado (fuera virémico o no) preferían 

recibir los resultados el mismo día vs. el 33,3% de los que sí eran conscientes de su 

estado (p=0,012). 

En conclusión, en el Artículo II mostramos que los dos ensayos basados en la 

obtención de sangre capilar en PQID (PoCT y DBS) son aceptados por las PQID y 

presentan una fiabilidad elevada para la detección del RNA-VHC. Las dos estrategias 

ayudarían a reducir potencialmente el número de individuos que no alcanzan un 

diagnóstico confirmado y, en consecuencia, aumentaría el número de PQID con 

hepatitis C que son conscientes de su estado y que pueden ser vinculados al 

tratamiento.   

A fin de caracterizar la epidemia de hepatitis C en PQID que acuden a CRD en Cataluña, 

en el Artículo I calculamos la seroprevalencia del VHC en la población de estudio, que 

fue del 79,8%, y por primera vez se describió la prevalencia de la infección virémica a 

partir de la detección directa del RNA-VHC en DBS, que fue del 58,5%. Por otro lado, el 

35,8% de los participantes con una infección virémica por VHC desconocían su estado, 
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aunque no se identificaron factores sociodemográficos o de comportamiento 

asociados. Entre los participantes con una infección pasada o actual por el VHC, el 

29,0% declaró haber recibido tratamiento para la hepatitis C. 

Por último, nos planteamos llevar a cabo un estudio de epidemiología molecular con el 

objetivo de caracterizar la epidemia local por VHC y proporcionar información 

relevante para el diseño de estrategias específicas de prevención y tratamiento 

(Artículo III). Para ello se diseñó una aproximación basada en la secuenciación masiva 

(next-generation sequencing, NGS) de la región NS5B del VHC, a partir de la cual se 

estimaron parámetros de diversidad genética inter-hospedador (a nivel de genotipo y 

subtipo) e intra-hospedador (a nivel de cuasiespecies). En total, se secuenciaron 171 

muestras de plasma y 49 muestras de DBS de individuos con infección virémica por 

VHC procedentes del estudio HepCdetect II (Artículo I).   

Con el objetivo de validar el DBS para el estudio de la diversidad genética inter- e intra-

hospedador, se seleccionaron muestras pareadas de DBS y plasma de 16 participantes 

del estudio HepCdetect II. En cuanto al análisis de diversidad genética inter-

hospedador, todos los resultados de genotipado y subtipado del VHC obtenidos 

mediante el análisis filogenético de las secuencias consenso de NGS de DBS y plasma 

fueron concordantes. Para el análisis de diversidad intra-hospedador se utilizó el 

estimador de diversidad genética Entropía de Shannon (ES), que se calculó a partir de 

los datos obtenidos de NGS. Después de la normalización de las lecturas obtenidas, las 

medidas de ES no mostraron diferencias significativas entre las muestras de plasma y 

DBS (p=0,734). 
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Una vez demostrada la validez de las muestras de DBS para el estudio de la diversidad 

genética, se identificaron los genotipos y subtipos del VHC circulantes en la población 

de estudio. Para el estudio de la diversidad inter-hospedador se desarrolló una nueva 

herramienta (HCVGenotool) cuyo uso no requiere de personal bioinformático 

especializado, con el fin de facilitar la identificación del genotipo/subtipo del VHC a 

partir de los datos obtenidos de NGS. Los resultados obtenidos del HCVGenotool 

concordaron con la técnica de referencia (análisis filogenético realizado a partir de las 

secuencias consenso obtenidas de NGS). El subtipo mayoritario fue el 1a (38,2%), 

seguido del 3a (33,6%) y el 1b (16,4%). Además, se detectaron cinco infecciones mixtas 

(2,2%). 

Posteriormente, nos propusimos identificar las infecciones agudas con el fin de 

caracterizar las PQID que se habían infectado recientemente y posteriormente su 

perfil, lo que permitiría generar información válida para el diseño y monitorización de 

intervenciones específicas de prevención y tratamiento. Para este análisis nos 

planteamos utilizar el estimador de diversidad intra-hospedador ES como un marcador 

alternativo de infección aguda, en base a que la diversidad intra-hospedador aumenta 

proporcionalmente con el tiempo de infección, y en consecuencia, tiene el potencial 

de diferenciar las infecciones agudas de las crónicas a nivel poblacional.  

La determinación del punto de corte óptimo del valor de ES para diferenciar a nivel 

poblacional las infecciones agudas (<6 meses de infección) de las crónicas (≥6 meses 

de infección) se obtuvo a partir de 15 controles de infección aguda y 40 de infección 

crónica. De esta manera, se estableció un valor de cut-off para el cual se obtuvo una 
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sensibilidad del 93,3% intervalo de confianza (IC) (IC 95%: 0,81 - 1,06) y una 

especificidad del 95,0% (IC 95%: 0,88 - 1,02) para la identificación de la infección aguda 

mediante un análisis de curva ROC (receiver operating characteristic curve). Al aplicar 

este cut-off en la población de estudio, el 13,5% (29/215) de los participantes con 

infección virémica fueron identificados como infecciones agudas, frente al 1,8% 

(4/215) si se hubiera aplicado el método de referencia, es decir, la presencia de RNA-

VHC dentro del periodo ventana de anticuerpos.  

 

La identificación de los individuos con infección aguda y el cálculo del tiempo en el cual 

el estimador de diversidad genética ES permanecía por debajo del cut-off establecido 

en los controles de infección aguda y crónica permitió estimar la incidencia del VHC en 

un estudio transversal, que osciló entre 31 y 59/100 personas/año. 

También se llevó a cabo un análisis filogenético a partir de los datos de NGS, con el 

objetivo de entender la transmisión del VHC a nivel poblacional y complementar la 

información obtenida de la identificación de infecciones agudas. Para el estudio de 

epidemiología molecular se utilizaron los datos obtenidos por NGS de la región NS5B 

del VHC, lo que permitió describir que el 46,8% de los individuos con infección virémica 

formaban parte de un cluster de transmisión.  

Además, observamos que los individuos con infección aguda era más frecuente que 

formaran un cluster con otro caso de infección aguda que con aquellos con infección 

crónica (p=0,001). 
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Por último, identificamos los determinantes de infección aguda y clustering 

filogenético. La infección aguda se asoció a la edad ≤30 años (adjusted odds ratio 

(AOR)=8,09), no inyectarse diariamente (AOR=4,35), ≤5 años de consumo de drogas 

inyectables (AOR=3,43), compartir rulo para esnifar cocaína (AOR=2,89) y a desconocer 

el estado de la infección virémica por VHC (AOR=3,62).; la edad ≤30 años (AOR=6,16), 

la infección aguda (AOR=5,73) y la infección por el subtipo 1a (AOR=4,78) se asociaron 

independientemente con el clustering filogenético.  

En conclusión, en el Artículo III se validó por primera vez la muestra de DBS para el 

estudio de la diversidad genética inter-hospedador y intra-hospedador del VHC 

utilizando NGS. Esto permitió identificar marcadores claves para caracterizar la 

transmisión local del VHC y monitorizar la eficacia de las intervenciones 

específicamente dirigidas, así como la identificación de infecciones agudas y clusters de 

transmisión y la incidencia del VHC, calculadas a partir de un enfoque novedoso 

basado en marcadores de diversidad genética en un estudio transversal. Junto con los 

estimadores epidemiológicos clásicos, los análisis realizados en el Artículo III 

constituyen una herramienta poderosa para caracterizar la epidemia de VHC en PQID 

que acuden a CRD en Cataluña.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. El virus de la hepatitis C 

1.1.1. Descubrimiento y origen 

El VHC es un virus RNA perteneciente al género Hepacivirus, dentro de la familia 

Flaviviridae. Nuevas evidencias datan el origen del VHC hace 450.000 años, anterior a 

la supuesta migración de los humanos modernos fuera de África (2). Desde el 

descubrimiento del VHC como  agente causal de la hepatitis C, hasta el tratamiento de 

alta eficacia con los antivirales de acción directa (AAD), la investigación biomédica 

llevada a cabo entorno al VHC constituye uno de los hitos más exitosos en el campo de 

la virología, fruto de una investigación básica y aplicada eficientes, recompensado 

recientemente con el Premio Nobel de Medicina (3). El VHC fue descubierto en 1989 

gracias a la aplicación de técnicas moleculares de clonaje y secuenciación y fue 

denominado inicialmente como virus de la hepatitis no-A, no-B (4), 14 años después 

del reconocimiento de la hepatitis no-A, no-B como enfermedad (5). Pronto surgieron 

evidencias sólidas de la asociación del virus y la hepatitis aguda y crónica que producía 

(6), así como del cáncer hepático (7). No obstante, la dificultad técnica para llevar a 

cabo modelos in vivo (8,9), y especialmente in vitro (10,11), obstaculizó durante 

muchos años el estudio del ciclo celular y la estructura del virus necesario para el 

desarrollo de antivirales específicos. 
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1.1.2. Clasificación taxonómica, estructura y organización genómica del VHC 

El VHC es un virus con envuelta. Los primeros análisis por microscopia electrónica 

mostraron partículas esféricas de unos 33-70nm (12). Sin embargo, datos posteriores 

sugirieron que el VHC tenía una estructura pleomórfica, con una capa lípídica que 

contiene el heterodímero funcional formado por las glucoproteínas E1 y E2,  que están 

implicadas en la entrada del virus al hepatocito y es diana de los anticuerpos 

neutralizantes producidos por el hospedador (13). Bajo la membrana lipídica se 

encuentra la nucleocápside, compuesta por múltiples copias de la proteína core que 

rodean el material genético. 

El genoma del VHC consiste en una única molécula de RNA lineal de cadena simple, 

polaridad positiva y de aproximadamente 9,600 nucleótidos(14), con un marco abierto 

de lectura de unos 9.000 nucleótidos de longitud, flanqueado por dos regiones no 

traducidas altamente conservadas en los extremos 5’ (5’ untranslated region, UTR) y 3’ 

(3’ untranslated region, UTR)(15). En la región 5’UTR se encuentra  una región 

altamente conservada de 341 nucleótidos conocida como sitio de entrada del 

ribosoma interno (internal ribosome entry site, IRES), que permite la unión directa con 

la subunidad ribosómica 40S. La traducción del marco abierto de lectura da lugar a una 

poliproteína de unos 3.000 aminoácidos cuyo procesamiento por proteasas da lugar a 

tres proteínas estructurales (core, E1 y E2) y siete no estructurales (p7, NS2, NS3, 

NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Figura 1) con diferentes implicaciones en el procesamiento 

viral, la replicación y el ensamblaje del virus (16). Brevemente, P7 se trata de un 

polipéptido hidrófobo que funciona como una canal iónico y tiene implicación en la 



33 

                                                                                                                                Introducción            

 

producción in vivo de partículas infecciosas, y NS2 está implicado en procesos de 

ensamblaje, envuelta, maduración y liberación del virus. NS3 es una proteína 

multifuncional con actividad serín-proteasa, que actúa tanto en proteínas virales como 

del huésped y está implicada en la evasión del sistema inmune innato. La proteína 

NS4A actúa como cofactor de la serín-proteasa NS3A. NS4B interviene en la replicación 

viral, la modulación del sistema inmune del huésped y el ensamblaje del virus. La 

proteína no estructural NS4B está involucrada en la formación del complejo de 

replicación, en el ensamblaje de los viriones, así como en la inhibición de la respuesta 

inmune innata. La proteína NS5A está involucrada en la capacidad replicativa del virus, 

en la formación de los viriones, la modulación de las vías de señalización celular, la 

propagación del virus y la respuesta al interferón alfa (IFN-α). Por último, NS5B codifica 

para la polimerasa viral (RNA polimerasa RNA-dependiente) (16).  

 

 

Figura 1. Genoma del VHC. Fuente: MS Abdel-Hakeem et al., 2014 (17). 
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1.1.3. Variabilidad genética del VHC y distribución en cuasiespecies 

La evolución del VHC, como la de otros virus RNA, está sometida a un conjunto de 

procesos dinámicos que determinarán su variabilidad genética. La elevada tasa de 

substitución nucleotídica a lo largo del genoma (estimada alrededor de 1,5–2,5 X 10-3 

substituciones por posición nucleotídica por año (16) se debe, principalmente, a la 

falta de actividad reparadora de errores (ausencia de actividad exonucleasa 3’-5’) de la 

enzima RNA polimerasa RNA-dependiente y a la elevada tasa de replicación del virus, 

con una producción diaria de 1010-1012 viriones. Otro factor relevante en la generación 

de variabilidad genética en el VHC es la recombinación genética, que puede tener 

lugar durante la elongación del RNA en la replicación, en la que la polimerasa se 

traslada de una molécula o virus “donante” a otro “receptor”, resultando en una nueva 

molécula de RNA con rasgos de ambos progenitores (18). No obstante, este evento es 

poco frecuente en el VHC, en el que es necesario una coinfección de la misma célula 

para que suceda (19,20). Sin embargo, la recombinación se ha descrito tanto a nivel 

inter-genotípico como intra-genotípico(21) (entre subtipos), siendo la región localizada 

entre los genes NS2 y NS3 especialmente susceptible a este suceso (19). La variante 

recombinante con más impacto en la epidemiología global es la RF1_2k/1b, 

caracterizada en 2002 por Kalinina et al. en San Petersburgo (22). A pesar de aislarse 

de forma puntual en muchos países, está presente en un porcentaje alto en países de 

Europa del Este como en Georgia, donde puede llegar al 20% de los aislados (23).  

A nivel inter-hospedador, en 2005 P. Simmonds et al. propusieron una nomenclatura 

consenso basada en genotipos (difieren entre un 31-33% a nivel de secuencia 
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nucleotídica) y subtipos ( 15-25% de diferencias nucleotídicas en el genoma) (24). Así, 

la asignación de nuevos genotipos y subtipos requería de (i) la identificación de tres 

aislados sin relación epidemiológica para nuevos subtipos y uno para nuevos genotipos 

(asignación provisional), (ii) la obtención de al menos una secuencia completa y de 

otras dos de las regiones core/E1 y NS5B, (iii) la evidencia de un nuevo clado 

filogenético a través de varios métodos de análisis, y (iv) la exclusión de presencia de 

recombinación intra- e inter-genotípica. Una actualización del documento realizada 

por el mismo grupo en 2014 confirmó siete genotipos, 67 subtipos, 20 subtipos 

provisionales y 21 subtipos sin asignación. Además, se establecieron algunas 

modificaciones en cuanto a la asignación de nuevos subtipos y genotipos, entre las que 

se destaca la necesidad de secuenciar tres genomas enteros para la asignación 

provisional de nuevos subtipos (25). Recientemente se ha descrito un nuevo genotipo, 

clasificado como genotipo 8, en cuatro pacientes de la región del Punjab en India sin 

relación epidemiológica (26) (Figura 2). En la última actualización llevada a cabo por el 

Comité internacional de Taxonomía de los Virus (International Committee on 

Taxonomy of Viruses, ICTV) en Mayo del 2019, se documentaron ocho genotipos y 90 

subtipos diferentes del VHC 

[https://talk.ictvonline.org/ictv_wikis/flaviviridae/w/sg_flavi/56/hcv-classification, 

visitado el 09/08/2021]. 
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Figura 2. Árbol filogenético de máxima verosimilitud a partir de las secuencias 

genómicas codificantes completas del VHC aislados de 170 pacientes en el que se 

representan los ocho genotipos del VHC. Fuente: S. Borgia et al., 2018 (26).  

 

A nivel de individuo, coexiste una población de variantes virales estrechamente 

relacionadas entre si (diversidad intra-hospedador). La población in vivo de dichas 

variantes se conoce con el nombre de cuasiespecies, término acuñado por primera vez 

por M. Eigen et al. para referirse a esta estructura poblacional en un marco 

matemático formulado para explicar la evolución de la vida en el mundo pre-celular en 

el que los primeros objetos con capacidad de replicación autónoma se suponían 

iguales o similares al RNA (27–29). Dicha teoría se utilizó posteriormente para describir 
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la dinámica evolutiva de los virus RNA, entre los que se encuentra el VHC (30–32). La 

población de cuasiespecies tiene que entenderse como una unidad, en la que la 

dinámica de la distribución de las variantes está sujeta a variación, competición y 

selección. En esta, variantes con menor adaptación al ambiente pueden sobrevivir a 

este por el hecho de estar rodeadas de un espectro poblacional de variantes mejor 

adaptadas, fenómeno llamado acoplamiento mutacional (31). Otra característica 

importante en la dinámica de las cuasiespecies es la existencia de un límite de error en 

el que el virus preserva su información genética, más allá del cual lleva a su extinción, 

llamado mutagénesis letal (33). La teoría de las cuasiespecies promulga, que, en 

ambientes dinámicos (sistema inmune), las altas tasas de mutación (originadas por la 

falta de fidelidad de la polimerasa en los virus RNA) favorecen la supervivencia de la 

población frente a una población homogénea menos flexible a las variaciones 

ambientales (34), constituyendo uno de los principales problemas en cuanto a la 

respuesta eficaz del sistema inmune del hospedador frente al virus, por lo que en la 

mayoría de casos el virus conseguirá establecer una infección crónica (16) (se describe 

en el apartado 1.2.1).  

 

1.1.4. Estudio de la variabilidad genética 

El estudio de la diversidad genética de una población viral supone determinar la 

frecuencia de cada una de las variantes presentes en la misma y los polimorfismos 

entre las variantes. Para su análisis se han desarrollado diferentes estimadores, como 

la Entropía de Shannon (ES). La ES mide la diversidad de la población en su conjunto a 
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partir de la relación entre el sumatorio de la frecuencia observada de las diferentes 

variantes o haplotipos en una población y el número total de haplotipos, normalizado 

en una escala del 0 al 1 (16).  

Más allá de la discusión originada en el plano teórico de las cuasiespecies, su estudio 

experimental no está exento de complicaciones técnicas. Hasta el 2005 y la aparición 

de nuevas tecnologías de secuenciación masiva, la técnica de referencia para el estudio 

de las cuasiespecies circulantes era un proceso largo y laborioso basado en la clonación 

de los productos obtenidos a partir de la transcripción reversa seguida de una reacción 

en cadena de la polimerasa (RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction). 

En esta, el producto de PCR obtenido es clonado en un plásmido vector que se utiliza 

para transformar una bacteria que es cultivada. Una vez crecida, se lleva a cabo la 

secuenciación Sanger del inserto (fragmento del VHC) que corresponderá a una 

variante única de la población de cuasiespecies circulante en el individuo infectado 

(35). No obstante, este método requiere el análisis de al menos 20 clones para alcanzar 

una representación del 95% de las variantes (aquellas con ≥10% de frecuencia relativa 

dentro de la población viral), sin embargo, la mayoría de las variantes minoritarias no 

son detectadas (36).  

La secuenciación Sanger, descrita en 1977 por F. Sanger et al.(37), se basa en la lectura 

de la información genética del ADN mediante el empleo de dideoxinucleótidos 

marcados con fluorescencia que interrumpen la elongación de la nueva cadena de ADN 

durante la reacción de secuenciación utilizando un solo cebador, seguido de una 

electroforesis capilar de los diferentes fragmentos de ADN generados y lectura de la 
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señal fluorescente del terminador incorporado en cada uno de ellos, que permite la 

obtención de secuencias de hasta unas 1.000 bases de longitud.  

En el 2005, el nacimiento de la nueva tecnología de secuenciación masiva, 

secuenciación de nueva generación (NGS) o de segunda generación, supuso un avance 

en la capacidad de secuenciar en paralelo múltiples genomas o amplicones, 

procedentes tanto de una misma muestra como de diferentes muestras 

simultáneamente gracias a la preparación previa de unas librerías etiquetadas con 

diferentes índices (multiplexado) (38). Además, esta tecnología permitió la 

secuenciación de genomas completos de virus y de bacterias sin necesidad de 

cebadores específicos (39). 

De forma general, para el proceso experimental de secuenciación masiva del VHC que 

se ha utilizado en la presente Tesis Doctoral, en primer lugar, se generan amplicones 

de 389 pares de bases de la región NS5B mediante unos cebadores, que tienen una 

región complementaria al genoma del VHC y otra a los identificadores de Illumina  

(overhangs). Posteriormente, a partir de estos amplicones, se preparan las librerías de 

secuenciación añadiéndoles en cada uno de sus dos extremos (3’ y 5’)  identificadores 

únicos mediante una PCR de pocos ciclos. Estos identificadores permiten secuenciar 

múltiples muestras a la vez, ya que permitirán identificar la muestra a la que pertenece 

cada fragmento secuenciado una vez se han generado las lecturas en el secuenciador. 

Así mismo, también permiten la fijación de los fragmentos a secuenciar a una 

superficie bidimensional (flow cell), ya que su secuencia es complementaria a la de 

unos oligonucleótidos inmovilizados en esta superficie. Posteriormente se lleva a cabo 
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una reacción de amplificación clonal en paralelo de todos los fragmentos fijados en la 

flow cell mediante una amplificación en puente (bridge amplification), lo que permitirá 

amplificar la señal generada por cada cluster durante la secuenciación. Finalmente, 

una vez amplificados los fragmentos de DNA, se produce la reacción de secuenciación 

en sí, denominada secuenciación por síntesis (SBS, sequencing by synthesis). Ésta 

consiste en la incorporación secuencial de nucleótidos marcados con fluoróforos 

distintos (A, C, T y G) que tienen una acción terminadora reversible. Para iniciar este 

proceso, se utilizan cebadores de secuenciación que son complementarios a un 

fragmento del adaptador que se añade al generar las librerías, lo que permite la 

adición de los nucleótidos marcados antes mencionados. De esta forma, en cada ciclo 

de secuenciación se produce la adición de un único nucleótido a cada uno de los 

fragmentos en síntesis cuya señal fluorescente es captada y traducida a nucleótidos 

(40) (Figura 3).  
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Figura 3. Representación gráfica del proceso experimental de secuenciación masiva 

del VHC que se ha utilizado en la presente Tesis Doctoral. a) generación de librerías; 

b) amplificación clonal en puente; c) secuenciación por síntesis; d) análisis 

bioinformático. Adaptado de S. Goodwin et al., 2016 (40). 

 

A pesar de la gran capacidad de la NGS para generar miles de secuencias en un único 

proceso, esta novedosa técnica también presenta una mayor tasa de error en relación 

a la secuenciación Sanger. No obstante, las técnicas basadas en NGS permiten 

establecer diferentes criterios de calidad con el objetivo de obtener las secuencias con 

una calidad de lectura óptima, así como posteriores procesos de filtrado basado en 

múltiples parámetros, como por ejemplo la longitud de la lectura. El análisis 
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bioinformático de los datos es un proceso complejo que en la mayoría de ocasiones 

requiere de personal especializado, lo que constituye uno de los principales cuellos de 

botella para su implementación en los laboratorios de microbiología clínica (41).  

Finalmente, la aparición recientemente de la tecnología de secuenciación de tercera 

generación ha permitido la caracterización de genomas enteros sin necesidad de 

amplificación previa, mediante la aplicación de diferentes estrategias como la 

empleada por la plataforma Oxford Nanopore, en la que se produce una 

desnaturalización de la doble cadena de ADN, y conforme la molécula de cadena única 

de ADN va atravesando el nanoporo se producen cambios en el voltaje aplicado que 

pueden medirse y traducirse en la lectura de la secuencia nucleotídica. Aunque está 

representa una potencial herramienta para la reconstrucción de haplotipos de 

microorganismos con una diversidad elevada como el VHC (análisis de la evolución de 

las cuasiespecies, resistencias a antivirales, etc.), la tasa de error es mayor incluso que 

en la secuenciación de segunda generación, constituyendo un aspecto a mejorar para 

su implementación definitiva (42). 

 

1.1.5. Filogenias moleculares 

Una filogenia es la representación gráfica de la distancia evolutiva entre caracteres o 

secuencias genéticas, a menudo reflejada en forma de árbol que contiene ramas y 

nodos (Figura 4). En este, cada rama representa la persistencia de un linaje genético a 

través del tiempo, y cada nodo representa el nacimiento de un nuevo linaje. Si el árbol 

representa la relación entre un grupo de especies, entonces los nodos representan 
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eventos de especiación. En otros contextos, la interpretación puede ser diferente. Por 

ejemplo, en un árbol genético de secuencias muestreadas de un población de 

individuos infectados por el VHC, un nodo representa un evento de trasmisión 

(ancestro común compartido por varias secuencias) (43). 

Los árboles filogenéticos son inferidos a partir información incompleta derivada de las 

secuencias disponibles.  

 

Figura 4. Representación gráfica de un árbol 

filogenético. Un árbol filogenético representa 

una historia genealógica en el que cada nodo 

(ζ) reproduce el nacimiento de un nuevo linaje 

y cada rama (b) representa el tiempo 

transcurrido, expresado en número de 

substituciones por posición nucleotídica. 

Adaptado de Z. Yang et al., 2012 (43). 

 

Los modelos evolutivos de substitución nucleotídica se utilizan para calcular la 

distancia genética entre las secuencias de estudio, con el fin de corregir o compensar 

las sustituciones no observadas pero que pueden haber tenido lugar a lo largo de la 

filogenia. De entre los modelos evolutivos más destacados se encuentran el modelo de 

Jukes-Cantor (44), que asume la misma tasa de substitución entre todos los 

nucleótidos, el Kimura-2 (45), en el que las tasas de substitución son diferentes para 
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las transversiones y transiciones, o los modelos más avanzados como el modelo 

Hasegawa-Kishino-Yano (46) (Figura 5) o el Generalised time-reversible (47), en el 

que la tasa de substitución es diferente para cada uno de los 6 cambios posibles entre 

las cuatro bases nucleotídicas. En ausencia de la aplicación de un modelo evolutivo la 

distancia genética entre dos secuencias es la observada, es decir, que no han tenido 

lugar substituciones intermedias, lo que se denomina pairwise distance. No obstante, 

esto puede llevar a una infraestimación de la verdadera distancia genética, 

especialmente cuando el tiempo de evolución es grande y/o la tasa de substitución 

nucleotídica es alta (48). 

La reconstrucción de un árbol filogenético a partir del alineamiento múltiple de datos 

moleculares se basa en modelos de inferencia estadística utilizando un modelo 

evolutivo y un criterio de optimización con el objetivo de buscar la tipología de árbol 

que mejor se ajuste a estos datos. La reconstrucción mediante el método neighbour 

joining utiliza el criterio de la mínima evolución (balanced minimum evolution), en el 

que el mejor árbol es aquel que minimiza la longitud de las ramas internas (49).  

Métodos más complejos como los basados en la máxima verosimilitud (utilizado en la 

presente tesis doctoral), se basan en el uso de un valor denominado log-likelihood para 

evaluar topologías alternativas del árbol filogenético con el fin de encontrar aquella 

que maximiza su valor. Este método permite la inferencia de árboles filogenéticos 

usando modelos evolutivos complejos, e incluye la posibilidad de estimar los valores 

de los parámetros del modelo. Por último, la reconstrucción mediante la inferencia 

bayesiana ha cobrado protagonismo recientemente y se fundamenta en la teoría 
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bayesiana, que, aunque parecida a la máxima verosimilitud, considera la probabilidad 

previa de los parámetros del modelo en vez de asignarles valores fijos como en la 

máxima verosimilitud. Esta probabilidad anterior se combina con la información 

obtenida de los datos de las secuencias disponibles para generar una probabilidad 

posterior, que es utilizada para construir el árbol filogenético (43). 

 

 

Figura 5. Representación gráfica de diferentes modelos de substitución nucleotídica. 

El grosor de las líneas indica la frecuencia de substitución entre las bases nucleotídicas, 

y el tamaño de los círculos representa la frecuencia de los nucleótidos cuando el 

proceso de substitución está en equilibrio. Fuente: Z. Yang et al., 2012 (43). 

 

1.1.6. Clustering filogenético 

La identificación de un cluster o grupo de transmisión, es decir, de un evento de 

transmisión reciente entre dos o más individuos, tiene un importante papel en la 

caracterización de epidemias o brotes de un agente infeccioso, así como en la 

determinación de los factores de riesgo asociados a dichos eventos de transmisión(50).  
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La caracterización de clusters de transmisión se puede realizar a través de métodos 

basados en las distancias genéticas (no tienen en cuenta la relación filogenética entre 

las secuencias) o utilizando los métodos basados en evaluación de los clados 

observados (las secuencias que agrupan en el mismo cluster tienen un ancestro 

común) a partir de la evaluación de la fiabilidad de los nodos internos. Los métodos de 

distancia aplican un punto de corte por debajo del cual se define un cluster. La 

distancia genética, como ya se ha explicado anteriormente, se puede calcular a través 

de las diferencias nucleotídicas observadas (pairwise distance) (51) o las distancias 

derivadas de la longitud de rama en un árbol filogenético obtenido mediante la 

aplicación de un modelo de substitución nucleotídica (52). Por otro lado, el método 

basado en la evaluación de la fiabilidad de los nodos internos más utilizado es el 

Bootstrap, con el que se reconstruye el árbol n veces a través de un remplazamiento 

de las secuencias, obteniéndose la proporción de veces que un determinado clado se 

repite. Inicialmente, D. Hillis et al. estableció un valor de bootstrap de ≥70% como 

medida de la fiabilidad de un clado, aunque este valor se tiene que validar en cada 

contexto específico (53). Para el estudio de clusters del VHC algunos autores optan por 

un valor más conservador (54,55), ≥90%. Por otra parte, la inferencia bayesiana utiliza 

la probabilidad posterior para determinar la exactitud de un clado dentro de un árbol 

filogenético (43). En las últimas décadas se han desarrollado algoritmos más 

sofisticados para el análisis de clusters, mediante la combinación de métodos de 

distancia y evaluación de los clados, como el propuesto por S. Hué et al., en el que los 

autores proponen un valor de bootstrap ≥90% y una distancia patrística <0,015 para 

definir clusters del VIH (56).  
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Por otro lado, la región del genoma seleccionada tiene un papel relevante en el 

análisis de clusters de los virus RNA, y específicamente del VHC, donde la variabilidad 

se distribuye de manera heterogénea a lo largo de su genoma. Las regiones más 

utilizadas son la subregión altamente variable HVR1 dentro de la región E2 y la región 

semi-conservada NS5B(54,55,57), además del análisis conjunto desde la región core 

hasta el final de la región E2 que ha demostrado tener una alta resolución para la 

identificación de transmisiones recientes (58). 

La idoneidad del método seleccionado, no obstante, depende en gran medida del 

objetivo del estudio. Por ejemplo, la subregión HVR1, que es la zona del genoma con 

mayor variabilidad genética ya que codifica para la región de la proteína E2 reconocida 

por los anticuerpos neutralizantes, puede ser de gran utilidad para verificar 

transmisiones muy recientes como las que se producen en un brote nosocomial (59), 

mientras que regiones más conservadas como la NS5B o core-E2 pueden ser más 

convenientes para analizar transmisiones más antiguas (55).  

Por último, la tecnología de secuenciación utilizada es determinante en la 

caracterización de los clusters filogenéticos. Hasta la aparición de las nuevas 

tecnologías de secuenciación masiva, la técnica de referencia para el estudio de la 

diversidad genética intra-hospedador y análisis filogenético de clusters de transmisión 

requería de estrategias basadas en la secuenciación Sanger de los productos de 

amplificación clonados (60,61), aunque, como se ha comentado anteriormente, el 

proceso de clonación es largo y laborioso y no permite identificar variantes 

minoritarias (36) (frecuencia relativa <10). Estudios basados en NGS demostraron que 
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después de un evento de transmisión, la diversidad intra-hospedador del virus es muy 

limitada, ya que una o pocas variantes son las responsables de establecer la infección 

en las primeras etapas. Después de este cuello de botella, la diversidad del virus crece 

exponencialmente (62,63). En este contexto, la NGS ha demostrado una mayor 

capacidad para representar la diversidad intra-hospedador del virus e inferir la 

transmisión del VHC por variantes minoritarias (64,65). 

 

1.1.7. Vías de transmisión del VHC 

El VHC se transmite principalmente por vía parenteral. Las  prácticas médicas no 

seguras y el uso de drogas inyectables constituyen los dos principales factores de 

riesgo para la transmisión del VHC en países de media/baja y alta renta, 

respectivamente (66). 

Las prácticas médicas no seguras siguen siendo el principal factor de riesgo para la 

transmisión del VHC en algunos países del Sudeste Asiático y del Mediterráneo 

Oriental, donde la reutilización de material inyectable sin esterilizar alcanza el 14% 

(Figura 6). Por otro lado, la trasmisión del VHC asociado a las transfusiones de sangre 

ha disminuido considerablemente a consecuencia de la mejora de los programas de 

cribado en los donantes, aunque en algunos países de renta media/baja, la proporción 

de transfusiones sin controles de calidad sigue siendo considerable (66). Personas en 

hemodiálisis (67), o con trastornos hemorrágicos hereditarios (como la hemofilia) (68) 

siguen estando a riesgo de contraer la enfermedad en países de renta baja. A su vez, 

los profesionales sanitarios también presentan un mayor riesgo de infección (una 
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razón de probabilidad de más del doble que la población normal) tanto en países de 

renta media/baja como de renta alta  (69). 

Las PQID constituyen el núcleo de la epidemia de hepatitis C en zonas de renta alta, 

como Europa o los Estados Unidos. En Europa, por ejemplo, se calcula que alrededor 

de un 44% de las nuevas infecciones están relacionadas con esta vía (70). En Estados 

Unidos, después de años de clara tendencia descendente, los programas de vigilancia 

epidemiológica reportaron una duplicación en la tasa de incidencia del VHC en el 

periodo 2010-2014, debido principalmente al uso de drogas inyectadas (71).  

Por otro lado, aunque con menor relevancia en la carga global de la enfermedad, los 

trasplantes de órgano sólido (72) y el uso de drogas por vía esnifada constituyen otras 

dos vías de transmisión del VHC (73). La transmisión por vía sexual, si bien es poco 

frecuente en parejas heterosexuales o HSH VIH negativos, aumentó notablemente en 

HSH VIH positivos al final de los años 90. La aparición del VHC coincidió con un 

aumento de las conductas sexuales de riesgo y de las tasas de enfermedades de 

transmisión sexual entre los HSH debido a la disminución de la percepción de la 

amenaza del VIH/SIDA por la aparición del tratamiento antirretroviral combinado de 

alta efectividad (74). Los factores que se han asociado a la transmisión del VHC en esta 

población son el sexo anal sin protección, la presencia de lesiones ulcerativas causadas 

por enfermedades de transmisión sexual, el uso de juguetes sexuales o traumas 

durante el acto sexual o el uso de drogas para la práctica del sexo (Chemsex) (75). En 

los últimos años, la aparición de la profilaxis preexposición (PrEP) para el VIH ha 

supuesto un cambio de paradigma en la transmisión del VHC por vía sexual en HSH; la 
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creciente interacción entre HSH VIH positivos y VIH negativos debido a la PrEP podría 

desencadenar una epidemia de VHC, como han mostrado algunos estudios, por lo que 

será necesario reforzar el cribado en la población que recibe esta quimioprofilaxis 

(76,77).  

El VHC también puede transmitirse durante el embarazo (transmisión vertical) en el 

5%-15% de los casos, con un mayor riesgo de transmisión en caso de coinfección por el 

VIH o cuando se presentan cargas víricas elevadas (78,79). 

 

 

Figura 6. Proporción de material de inyección reutilizado durante las prácticas 

médicas en diferentes regiones de la OMS. Fuente: Global Hepatitis Report, 2017 (66). 
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1.1.8. Prevalencia y distribución de la infección por el VHC 

De acuerdo con el Observatorio Polaris, la prevalencia global de infección virémica por 

VHC era del 1% en 2015 (correspondiente a 71.1 millones de personas con infección 

virémica), con una variabilidad significativa entre países y regiones (80). En un informe 

posterior, la OMS estimaba que en 2019, 58 millones de personas vivían con el VHC, lo 

que representa el 0,75% de la población (se calcula que durante el periodo 

mencionado se han tratado alrededor de 9,4 millones de personas) (81). Según el 

informe llevado a cabo por el Observatorio Polaris, el mayor número de individuos con 

infección virémica se concentraban en cinco países: China, Pakistán, India, Egipto y 

Rusia. Otros países, aunque con un menor número de personas infectadas, destacaban 

por su alta prevalencia, como Gabón (7%), Siria (3%), Georgia (4,2%), Uzbekistán (4,3%) 

o Mongolia (6,4%) (Figura 7). No obstante, los autores subrayaban en su informe que 

la falta de datos fiables en determinadas regiones dificultaba una estimación exacta de 

la prevalencia, como en la India o en la mayoría de países del África subsahariana (80).  
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Figura 7. Estimación de casos de hepatitis C crónica en las diferentes regiones de la 

OMS. Interim guidance for country validation of viral hepatitis, 2019 (82). 

 

A nivel Europeo, en la mayoría de los países la prevalencia de infección virémica se 

encuentra por debajo del 1,5%, con tasas más altas en países de Europa del Este, como 

Rumanía (2,5%) o Rusia (3,3%) (80). Según la memoria epidemiológica anual elaborada 

por el Centro Europeo para la Prevención y el Control de Enfermedades (European 

Centre for Disease prevention and Control, ECDC), en 2018 se notificaron 37.527 casos 

en Europa, de los cuales el 4% fueron infecciones agudas. El uso de drogas por vía 

parenteral constituía la vía de transmisión mayoritaria, seguido de las infecciones 

asociadas a la transmisión nosocomial y la vía sexual entre HSH (70). 
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En España, el último estudio de prevalencia de la infección por VHC en la población 

general se realizó entre mayo de 2017 y 2018, en el que se analizaron 9.103 muestras 

de personas entre 2 y 80 años de edad que acudían en centros de atención primaria. 

En este, la seroprevalencia del VHC fue del 0,69% y la prevalencia de infección virémica 

del 0,17%. Tanto la prevalencia de anti-VHC como de RNA-VHC fue significativamente 

mayor en hombres que en mujeres. Según el país de nacimiento, la prevalencia de 

anti-VHC en personas nacidas en España fue del 0,81%, frente al 1,30% nacidas fuera 

de España, y la prevalencia de infección virémica fue de 0,20% frente a un 0,34%, 

aunque en ninguno de los dos casos se alcanzó la significación estadística. Además, no 

se encontró ningún caso confirmado de hepatitis C en menores de 20 años (83). 

Respecto a los posibles factores de riesgo asociados al VHC, el 63,6% de las personas 

que contestaron el cuestionario refirió tener algún factor de riesgo incluido en el 

cuestionario. El antecedente más frecuente, presente en el 32% de las personas 

encuestadas, fue la acupuntura con agujas, tatuajes o infiltraciones. Por otro lado, el 

4,2% se había sometido a alguna prueba diagnóstica o tratamiento invasivo, el 0,8% 

declaraba haber sido dializado alguna vez y el 0,4% tener hemofilia, aunque no se 

especificó la fecha para estos antecedentes. Por otro lado, un 8,5% había recibido 

alguna transfusión (el 37,1% antes de 1992). Como limitaciones los autores referían no 

haberse recogido las condiciones sanitarias en las que se realizaron estas prácticas, así 

como la posibilidad de haber dejado fuera a personas de mayor riesgo y que no acuden 

a los centros de salud del sistema sanitario público (HSH, PQID o extranjeros sin tarjeta 

sanitaria), por lo que es difícil establecer los factores asociados al VHC en este estudio 

(83).  
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En Cataluña, un estudio epidemiológico llevado a cabo en 37 centros de atención 

primaria entre 2016 y 2018 en población adulta reportó una seroprevalencia del 0,99% 

y una prevalencia de infección virémica del 0,49% (84), similar a la observada en el 

último estudio nacional en la población de 20  a 80 años (0,85% de anti-VHC y 0,22% 

de RNA-VHC) (83). Además, se calculó la reducción de la prevalencia de infección 

virémica por tratamiento en el periodo de estudio (2016-2018), del 0,69% a 0,49%, ya 

que casi la mitad de los individuos con RNA-VHC indetectable habían sido tratados con 

AAD (84). 

 

1.1.9. Distribución de los genotipos del VHC 

A nivel global los genotipos mayoritarios son el genotipo 1 (44% del total de 

infecciones), seguido del genotipo 3 (36%) y el genotipo 4 (15%). El genotipo 1 destaca 

en la mayoría de países de Asia (centro y sud), Europa, América y el norte de África. 

Por otra parte, el genotipo 3 destaca en países del sur de Asia y Australia. Por su lado, 

el genotipo 4 predomina en países del Centro y el Este de la región del África 

Subsahariana, mientras los genotipos 5 y el 6 están más presentes en países del sur de 

África y el sudeste asiático, respectivamente (80) (Figura 8). Asimismo, queda por 

determinar la distribución de nuevos genotipos como el 7, que fue identificado por 

primera vez en personas procedentes de la República Democrática del Congo, y que 

podría tener un mayor impacto de lo esperado, como muestra un estudio reciente 

llevado a cabo en el África Subsahariana (85), o del genotipo 8, también identificado 
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por primera vez en Canadá, en cuatro personas procedentes de la región de Punjab en 

la India (26).  

 

 

Figura 8. Distribución de genotipos por regiones de la OMS. Fuente: The Polaris 

Observatory, The Lancet, 2015 (80). 

 

El estudio de los genotipos tiene relevancia a nivel epidemiológico, ya que ciertos 

genotipos y subtipos se asocian a diferentes vías de transmisión. A nivel español, el 

Grupo de Estudio de las Hepatitis Víricas (GEHEP) de la Sociedad Española de 

Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica (SEIMC) llevó a cabo un estudio 

epidemiológico para conocer la prevalencia y distribución de los diferentes genotipos 

del VHC en España entre 2000 y 2015 con participación del Hospital Universitario 

Germans Trias i Pujol, en el que se observó un predominio de los genotipos 1a y 1b, 
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seguido de los genotipos 3 y 4. Coincidiendo con otros estudios internacionales, los 

genotipos 1a y 3 se identificaron principalmente en PQID, mientras el genotipo 1b se 

asoció de manera significativa con la exposición nosocomial (transfusiones y diálisis) en 

pacientes que habían nacido antes de 1945 y que presuntamente recibieron 

transfusiones de sangre antes del cribado del VHC en 1992 (86). 

 

1.2. La hepatitis C 

1.2.1. Historia natural de la hepatitis C 

La infección por VHC tiene un periodo de incubación que oscila entre 2 y 12 semanas. 

La hepatitis C aguda (seis primeros meses de infección) cursa de manera asintomática 

o con síntomas inespecíficos en aproximadamente el 70% de los casos, lo que dificulta 

su diagnóstico clínico. Las náuseas, la astenia o el dolor abdominal son los síntomas 

más frecuentes. Durante la hepatitis C aguda se puede producir un aumento de las 

transaminasas, con niveles fluctuantes que alcanzan hasta 10-30 veces los valores 

normales. Por otra parte, la aparición de ictericia se manifiesta en un 20-30% de los 

casos sintomáticos (87). En la hepatitis C aguda, el RNA-VHC aparece habitualmente a 

las dos semanas posteriores a la exposición, mientras que los anticuerpos (anti-VHC) 

son detectados a las 6-12 semanas en la mayoría de los individuos. Los anti-VHC 

permanecen detectables durante toda la vida en gran parte de las personas infectadas, 

lo que supone una limitación para el diagnóstico de la enfermedad virémica, cuyo 

algoritmo se basa clásicamente en la detección de los anti-VHC, y en caso de resultado 

positivo, debe confirmarse la presencia del RNA-VHC (87). 
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La infección se limita de manera espontánea en el 15-40% de los casos en la fase 

aguda. Factores como el género masculino, la presencia de ciertos polimorfismos cerca 

del gen humano de la interleucina 28B, o la inmunosupresión (tratamiento con 

corticoides o la coinfección con VIH) se han asociado a una menor probabilidad de 

aclaramiento espontáneo del virus (88). Asimismo, en el caso del aclaramiento 

espontáneo, los niveles de RNA-VHC suelen ser indetectables a los tres meses de la 

infección, no obstante, existe una gran variabilidad inter-individual, ya que en algunos 

casos se produce el aclaramiento hasta un año (o más) después de la transmisión. Por 

lo tanto, aunque la bibliografía no aporta datos precisos en cuanto a la duración de la 

hepatitis C aguda, existe un consenso generalizado que la define dentro de los seis 

primeros meses de infección (87,88).  

En aquellos individuos en que la infección persiste más allá de los seis primeros meses, 

se establece la hepatitis C crónica, proceso progresivo caracterizado por la persistencia 

de la inflamación hepática y la aparición de la fibrosis, que en sus fases más avanzadas, 

conduce al desarrollo de cirrosis en el 10-20% de los casos en un transcurso de tiempo 

de 20 a 30 años. Una vez establecida la fase de cirrosis, el riesgo anual de desarrollar 

un carcinoma hepatocelular es del 1-5%, y del 3-6% de descompensación hepática (en 

forma de ascitis, peritonitis bacteriana espontánea, varices hemorrágicas o 

encefalopatía hepática, entre otras) (Figura 9). Tras un episodio de descompensación 

el riesgo de muerte en el año siguiente es de entre el 15 y el 20%. Por último, factores 

como la edad avanzada, la esteatosis hepática, el género masculino, la presencia de 

ciertos polimorfismos genéticos, el alcoholismo, la obesidad, la resistencia a la insulina, 
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la coinfección con el virus de la hepatitis B (VHB) o el VIH, o la terapia 

inmunosupresora, han sido asociados con un incremento del riesgo de progresión 

hepática (87,88). 

 

 

Figura 9. Historia natural de la hepatitis C. Fuente: S. Lingala et al., 2015 (87). 
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1.2.2. Situación epidemiológica de la hepatitis C y estrategias de eliminación 

como problema de salud pública 

La preocupación de las instituciones sanitarias por las hepatitis virales como problema 

de salud pública ha aumentado de manera notoria en las últimas décadas. En 2013, el 

estudio Global Burden of Disease ponía de manifiesto la mortalidad asociada al fracaso 

hepático agudo, la cirrosis y el carcinoma hepatocelular secundario a las hepatitis 

virales. Globalmente, las hepatitis virales causaban más de 1 millón de muertes al año, 

superior a la mortalidad asociada al VIH, la tuberculosis o la malaria (89). Además, se 

estimaba que esta brecha puede agrandarse en el futuro. Un estudio afirmaba que 

para el 2040 las muertes por hepatitis crónica (mayoritariamente por hepatitis C y B) 

superarían a las asociadas al VIH, la tuberculosis y la malaria juntas (90). 

En mayo del 2016, los Estados Miembros de la OMS aprobaron la primera Estrategia 

Mundial del Sector de la Salud frente a las hepatitis víricas en la 69ª Asamblea 

General de Salud (91). Esta estrategia hacía un llamamiento a la eliminación de las 

hepatitis víricas como amenaza para la salud pública para el 2030, con el objetivo de 

reducir la mortalidad (un 10% en 2020 y un 65% en 2030) y la incidencia de nuevas 

infecciones (un 30% en 2020 y un 90% en 2030). Asimismo, destacaba la necesidad de 

mejora con medidas de actuación específicas en diferentes puntos del proceso 

sanitario como en la prevención, el diagnóstico y el tratamiento. En cuanto a la 

prevención, se instaba a mejorar la seguridad en las inyecciones, transfusiones de 

sangre y cirugías en los entornos sanitarios como una de las principales medidas para 

la reducción de la transmisión del VHC, especialmente en los países de rentas bajas y 



60     

     Introducción 

 

medias. También destacaba la necesidad de implementar estrategias de reducción de 

daños para asegurar el acceso a material estéril de inyección (jeringuillas, agujas, y 

resto de parafernalia) y el tratamiento efectivo de la drogodependencia como 

medidas clave para la reducción de la transmisión del VHC, así como de métodos de 

diagnóstico simplificados en un escenario en el que solo el 20% de los pacientes con 

hepatitis C crónica estaban diagnosticados en 2015, con el objetivo de llegar al 90% de 

personas diagnosticadas y entre estas, el 80% de personas tratadas en 2030. De igual 

manera, exponía la necesidad de crear circuitos sanitarios dirigidos a prevenir las 

pérdidas en el seguimiento de la enfermedad así como incrementar las tasas de 

tratamiento (66,91) (Figura 10).  

En 2017, la OMS avaló el primer Plan de Acción para las Hepatitis Víricas en la Región 

Europea, que adaptaba la estrategia mundial al contexto de esta región. El plan 

proponía siete objetivos regionales para 2020 (92); 

1. Cobertura del 95% de personas con tres dosis de la vacuna contra el VHB en los 

países que aplican la vacunación infantil universal; 

2. 90% de cobertura en intervenciones para prevenir la transmisión del VHB de madre 

a hijo (vacunación de la hepatitis B al nacer u otros enfoques); 

3. 100% de cribado para el VHC y el VHB en las donaciones de sangre con métodos de 

calidad garantizada; 

4. 50% de las inyecciones administradas con dispositivos de inyección de seguridad, 

integrado en un sistema de prevención y control de infecciones; 
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5. Distribución de al menos 200 kits de material de inyección estéril por persona y año 

para PQID, como parte de un paquete integral de servicios de reducción de daños; 

6. Una tasa de diagnóstico del 50% entre las personas que viven con infección crónica 

por el VHC o el VHC; 

7. 75% de cobertura para las personas elegibles para el tratamiento y diagnosticadas 

con infecciones por el VHB y el VHC. 

 

 

Figura 10. Cascada de cuidados del VHC por diferentes regiones de la OMS y 

objetivos marcados por el plan de la OMS para la eliminación del VHC. Fuente: Global 

hepatitis report, 2017 (66). 

 

En mayo del 2021 la OMS ha publicado un informe sobre el progreso global de 

eliminación del VIH, las hepatitis víricas y las infecciones de transmisión sexual, en el 

que destaca los avances realizados en el campo de la hepatitis C. En 2019, un total de 
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124 países habían desarrollado planes de acción nacionales o estaban en desarrollo, 

frente a 15 en 2016. Desde entonces, se han llevado a cabo numerosas intervenciones 

en las respuesta a las hepatitis víricas basadas en modelos innovadores de prestación 

de servicios (93). La aparición de nuevos AAD, con unas tasas de respuesta viral 

sostenida (RVS) superiores al 90% han supuesto una revolución en el tratamiento y la 

consecuente reducción de la mortalidad asociada a la hepatitis C a nivel global. En 

2019, 9,4 millones de personas se habían tratado con estos antivirales. No obstante, 

este número sigue estando lejos del objetivo de 40 millones de personas tratadas para 

2030. Además, solo el 21% de las personas con hepatitis C son conscientes de su 

estado (Figura 11). Por ello, el informe la OMS hace un llamamiento a seguir escalando 

el diagnóstico y el tratamiento de la hepatitis C, en especial en las poblaciones más 

vulnerables, como las PQID. El informe pone de manifiesto que el acceso a los servicios 

de prevención, reducción de daños y atención sanitaria para estas poblaciones es en 

gran medida insuficiente, y la persistencia del estigma, las desigualdades, la 

criminalización y otras barreras socio-estructurales impiden que los planes diseñados 

para la eliminación de la hepatitis C lleguen a las personas que más los necesitan en 

muchos países (81). 

Un nuevo documento publicado por la OMS en Junio del 2021 ha propuesto el uso de 

indicadores de impacto absoluto para validar la eliminación a nivel nacional en lugar 

de los objetivos de reducción relativa definidos originalmente en el plan de 2016, 

como una incidencia anual <5/100.000 personas o <2/100 en PQID, o una tasa de 

mortalidad anual <2/100.000 personas (82). 
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Figura 11. Porcentaje de personas diagnosticadas y tratadas de hepatitis C en las 

diferentes regiones de la OMS en 2019. Fuente: Global progress report on HIV, viral 

hepatitis and sexually transmitted infections, 2021 (81). 

 

Paralelamente al plan de la OMS, en 2015 se elaboró en España el Plan Estratégico 

para el abordaje de la Hepatitis C (PEAHC) como respuesta a la problemática de la 

hepatitis C en nuestro país (94). El Plan se estructuraba en 4 líneas estratégicas; la 

cuantificación del problema, la definición de los criterios científico-clínicos para 

establecer una estrategia terapéutica, los mecanismos de coordinación para su 

implementación en el Sistema Nacional de Salud, y el fomento del avance en el 

conocimiento de la prevención, diagnóstico y tratamiento de la enfermedad a través 

de actuaciones específicas en el área de la I+D+i. El PEAHC enfatizaba la escasez de 

información válida y actualizada sobre la situación de la hepatitis C en España a partir 

de la que poder desarrollar e implantar un sistema de información válido, evaluable y 

de amplia cobertura territorial. Además, dada la ausencia de una vacuna para la 

hepatitis C, se resalta la relevancia de programas de prevención y diagnóstico, 
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principalmente en los grupos de alto riesgo, como los HSH con prácticas sexuales de 

riesgo y las PQID, coincidiendo con las recomendaciones marcadas por la OMS. 

 En este contexto, un estudio publicado en 2017 calculaba que el 53% de los individuos 

infectados por el VHC en España no habían sido aún diagnosticados (95), y un segundo 

trabajo estimaba que de seguir con las tasas de diagnóstico reportadas, se alcanzaría 

un estado de “agotamiento diagnóstico” en 2022, en la que no quedarían más 

individuos por tratar si no se ampliaban los esfuerzos para detectar los casos ocultos 

(96). De acuerdo con el Observatorio Polaris, en aquel momento la estrategia 

española estaba lejos de promover la detección de nuevos diagnósticos requeridos por 

la OMS, especialmente necesario en las poblaciones más vulnerables (97). 

No obstante, gracias al PEAHC, a fecha de 1 de Octubre de 2019 se habrían tratado 

más de 135.000 de los 472.000 pacientes con hepatitis C crónica en España, según los 

cálculos del plan en 2015 (94,98). Sin embargo, la estimación realizada por el último 

estudio nacional de prevalencia sobre el número de individuos con anticuerpos e 

infección virémica por VHC era considerablemente inferior a las reflejadas por el 

PEAHC (1,7% vs 0,85% en anti-VHC y 0,22% vs 1,22% en RNA-VHC en población adulta), 

por lo que el número de individuos infectados que quedan por tratar podría ser más 

bajo que el considerado inicialmente. Además, el mismo estudio destaca el porcentaje 

de individuos sin diagnosticar. La proporción de individuos que acudían a atención 

primaria y que no era consciente del estado propio de anti-VHC y RNA-VHC fue del 

14,3% y 29,4%, respectivamente (83).  
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A nivel regional, en 2017 se diseñó el Plan de prevención y control de la hepatitis C en 

Cataluña, editado de nuevo en 2018 y aprobado finalmente en 2019, en el cual el 

Departamento de Salud reconocía el diagnóstico precoz como un beneficio tanto 

desde un punto individual como de salud pública, al reducir la transmisión del virus. Al 

igual que en la estrategia de la OMS, este identificaba la necesidad de mejorar el 

acceso al diagnóstico en aquellas poblaciones que presentan mayor riesgo de infección 

y ponía énfasis en el cribado comunitario de estos colectivos, como los migrantes de 

países endémicos, las PQID o los HSH (99). A raíz de este plan, del 2015 al 2020 se 

habrían tratado 25.839 personas con hepatitis C crónica en Cataluña (100). También 

cabe destacar la implementación de acciones específicas para aumentar las tasas de 

diagnóstico, tratamiento y vinculación a la atención sanitaria, como la formación de 

médicos de familia referentes en el manejo de la hepatitis C en el ámbito de la 

atención primaria o el tratamiento del 42% de las PQID diagnosticadas por VHC en 

programas de mantenimiento de metadona (a fecha de 2019) (101). No obstante, la 

prescripción de antivirales ha disminuido estos últimos años (de 5.974 en 2015 a 1.727 

en 2020) (102), por lo que será necesario reforzar y diseñar estrategias de cribado 

capaces de detectar los casos no diagnosticados, como se ha comentado 

anteriormente.  
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1.2.3. Impacto de la COVID-19 en la eliminación de la hepatitis C 

En marzo de 2020 la OMS declaró la situación de pandemia debido a la expansión del 

severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS‐CoV‐2), agente etiológico de la 

enfermedad por coronavirus 2019 (COVID‐19) (103).  

La COVID-19 ha dado lugar a una respuesta mundial sin precedentes y ha supuesto un 

importante desgaste en los sistemas sanitarios a nivel global, siendo necesaria una 

importante reasignación de los recursos y personal sanitarios en detrimento de otras 

enfermedades (104). 

En este contexto, un trabajo basado en modelaje matemático publicado a mitades del 

2020 alertaba sobre las graves consecuencias a largo plazo de interrumpir durante un 

año el diagnóstico y tratamiento de la hepatitis C, lo que supondría un exceso de 

623.000 infecciones virémicas para 2030 a nivel global, así como 44.800 casos más de 

carcinoma hepatocelular y 72.300 muertes asociadas más (104). El exceso de casos de 

cáncer y muertes se daría especialmente en paises de renta alta (104). En otra 

publicación inglesa, se estimó que durante el 2020 habían incrementado un 17% el 

número de casos de enfermedad hepática avanzada por el VHC y un 7% el número de 

muertes asociadas a la hepatitis C (105). 

En España, durante la pandemia causada por la COVID-19 se ha producido un descenso 

en el número de pruebas diagnósticas realizadas del VHC, y se ha visto afectado la 

vinculación al sistema sanitario, los programas de reducción de daños y los programas 

de micro-eliminación (106). En el ámbito de los servicios de reducción de riesgos en 

Cataluña, durante el periodo de pandemia en 2020 se atendieron un 27% menos 
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usuarios de media al día (de 300 a 70). Además, ningún paciente inició tratamiento 

para la hepatitis C, y el 28% (n=34) no acudieron a las visitas de seguimiento (107). 

Por todo ello, ahora más que nunca, será necesario potenciar los programas de 

prevención, cribado y tratamiento para poder alcanzar los objetivos de eliminación 

(108). 

 

1.3. Diagnóstico y tratamiento de la hepatitis C 

1.3.1. Diagnóstico serológico y virológico de la hepatitis C 

El diagnóstico de la hepatitis C se ha basado tradicionalmente en la combinación de 

dos pruebas: una prueba serológica que informa sobre la exposición previa del VHC 

seguida de la detección directa del virus en suero/plasma para confirmar la infección 

virémica (ya sea a través de técnicas moleculares de PCR como de detección del 

antígeno core del VHC) (109).  

En la práctica clínica habitual de los laboratorios especializados, el primer paso para el 

diagnóstico del VHC se basa en la detección de los anti-VHC a través de técnicas 

inmunoenzimáticas comerciales (EIA, enzyme immunoassays). Con el desarrollo de los 

EIAs de tercera generación es posible detectar los anti-VHC entre cuatro y seis 

semanas después de la infección con una sensibilidad de más del 99% (110). La 

especificidad es difícil de definir debido a la falta de un apropiado gold standard. No 

obstante, pueden aparecer falsos positivos en pacientes con enfermedades 

autoinmunes; se han observado reacciones cruzadas con el factor reumatoide. Por 

otro lado, los falsos negativos pueden encontrarse en pacientes con inmunodepresión 
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severa (como en la infección avanzada por VIH o los pacientes receptores de trasplante 

de órgano sólido), en hemodiálisis o en el periodo ventana de los anti-VHC, que dura 

aproximadamente dos meses (111).  

La posterior confirmación de la infección virémica por el VHC se basa en la detección 

de su genoma. Además, la detección del genoma es necesaria para la evaluación de la 

respuesta al tratamiento frente al VHC, el diagnóstico de la infección aguda durante el 

periodo ventana serológico, o en aquellos individuos, que, como se ha comentado en 

el anterior apartado, tienen un sistema inmune comprometido y pueden dar falsos 

negativos en la prueba de anticuerpos. Las primeras plataformas automatizadas 

capaces de detectar el RNA-VHC se basaban en ensayos cualitativos, mucho más 

sensibles que las técnicas cuantitativas en sus inicios.  La necesidad de aumentar la 

sensibilidad de detección del RNA-VHC, de determinar la carga viral durante el 

tratamiento del VHC así como de evaluar su eficacia, dio paso a la expansión de los 

ensayos cuantitativos, ampliamente utilizados hoy en día en la gran mayoría de 

laboratorios de referencia. Desde su salida al mercado, se han comercializado 

múltiples ensayos basados en técnicas de amplificación de ácidos nucleicos. El Cobas 

Amplicor™ HCV 2.0 Monitor (Roche Diagnostics) está basado en una PCR competitiva, 

mientras que el ensayo Versant™ HCV RNA Assay (Siemens Healthcare Diagnostics) se 

basa en una hibridación molecular con amplificación de la señal (branched DNA). Más 

recientemente, se han introducido los ensayos Cobas® TaqMan® HCV Test v2.0 (Roche 

Diagnostics) y Abbott RealTime™ HCV test (Abbott Diagnostics), ambos basados en la 

PCR a tiempo real. Su límite inferior de detección (LID), así como la linealidad y el 
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amplio margen de detección de las cargas virales supusieron una ventaja frente a las 

técnicas cualitativas y cuantitativas diseñadas anteriormente. Más recientemente, se 

ha aprobado un nuevo ensayo basado en la amplificación mediada por transcripción 

(TMA), el ensayo Aptima HCV Quant Dx (Hologic), que permite la detección cualitativa 

y cuantificación del RNA-VHC y que ha mostrado una elevada concordancia con los 

ensayos basados en la PCR a tiempo real (112).  

La incorporación de algoritmos reflex, denominado diagnóstico en un solo paso, ha 

sido incorporada en varios países, demostrando mejorar la vinculación a la asistencia y 

el tratamiento (113). En esta, una muestra en la cual se detectan los anti-VHC es 

redirigida de manera refleja para la detección del RNA-VHC sin necesidad de realizar 

una segunda venopunción, acortando el número de visitas necesarias para alcanzar un 

diagnóstico confirmado. En España, el algoritmo reflex ha sido avalado por la guía de 

cribado de la infección por el VHC (114), y desde 2019 el 80% de los laboratorios en 

centros hospitalarios españoles lo han incorporado en su rutina (115).  

La detección del antígeno Core del VHC (Ag Core) constituye una técnica alternativa 

para la detección directa del virus. El ensayo detecta la partícula p22 de la 

nucleocápside del VHC liberada por las células infectadas, siendo un marcador 

subrogado de su replicación (116,117). En un meta-análisis reciente, la detección del 

Ag Core mostró una sensibilidad y especificidad en comparación con la PCR en tiempo 

real del 93 y el 98%, respectivamente (118). Además, en un estudio francés realizado 

en Camerún se demostró la fiabilidad del Ag Core en pacientes con coinfección por el 

VHB y el VIH (119). La cuantificación del Ag Core es posible a través del ensayo Abbott 
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Ag Core assay (Abbott Diagnostics), mostrando una buena correlación con las cargas 

virales por encima de 3.000 UI/mL. El LID del ensayo se encuentra entre 500 y 3.000 

UI/mL, en función del genotipo, lo que permite detectar la mayoría de los pacientes 

con hepatitis C crónica (116). No obtante, se debe tener en cuenta la falta de datos de 

sensibilidad/especificidad para los genotipos 4, 5 y 6 (118), además de los posibles 

falsos negativos en pacientes infectados por el genotipo 3, en el que se han detectado 

polimorfismos que alteran la detección del Ag Core (120). 

Una de las mayores ventajas de la determinación de Ag Core es el precio, 

considerablemente más bajo que las técnicas moleculares de detección del RNA-VHC 

(121). No obstante, el ensayo más utilizado es el comercializado por Abbott 

Diagnostics a través de la plataforma Architect, lo que requiere de un laboratorio 

centralizado para su realización. En este sentido, el desarrollo de pruebas PoCT para el 

Ag Core supondrá un beneficio cuanto a la implementación de esta técnica en 

escenarios donde el acceso a un laboratorio no sea posible (121). A finales de 2018 la 

organización de salud global sin ánimo de lucro FIND anunció la concesión de ayudas 

para el desarrollo, la fabricación y la validación de dos prototipos de PoCT para la 

detección del Ag Core por parte de las empresas Qorvo Biotechnologies y Novel 

Biomarkers Catalyst Lab, aunque en el momento de redacción de la presente tesis no 

se disponían de resultados preliminares (122). 
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1.3.2. Diagnóstico de la infección aguda de la hepatitis C 

El diagnóstico de la infección aguda tiene implicaciones tanto a nivel individual como 

colectivo. En grupos vulnerables como las PQID el diagnóstico precoz del VHC 

promueve la vinculación al sistema sanitario, asesoramiento en prácticas de riesgo 

para evitar la reinfección e intervenciones para la reducción de la progresión de la 

enfermedad hepática. Asimismo, estudios recientes demuestran que el tratamiento 

con AAD es altamente efectivo en la fase aguda de la infección. A nivel colectivo la 

identificación de la infección aguda es fundamental para prevenir la transmisión entre 

individuos y de esta manera la propagación de la infección, especialmente en 

poblaciones con factores de riesgo para el VHC y alta incidencia de la enfermedad 

(como en las PQID) (123,124). En consecuencia, las principales guías internacionales 

recomiendan el tratamiento de la infección aguda en aquellos individuos donde el 

seguimiento del aclaramiento espontáneo no se pueda llevar a cabo, con el fin de 

evitar la transmisión del virus (125,126).  

Actualmente, su diagnóstico microbiológico se basa en: 1) la detección del RNA-VHC 

durante al periodo ventana seronegativo, o 2) la evidencia de una seroconversión 

después de un resultado reciente negativo (123,127). En estos casos, se puede 

sospechar de una hepatitis C aguda si los signos y síntomas clínicos son compatibles 

con una hepatitis aguda (nivel de alanina aminotransferasa >10 veces el límite superior 

de la normalidad y/o ictericia), en ausencia de antecedentes de enfermedad hepática 

crónica u otras causas de hepatitis aguda, y/o si se puede identificar una fuente de 

transmisión reciente (128). No obstante, el diagnóstico de la infección aguda por VHC 
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es complicado debido a múltiples factores; el corto período ventana de los anti-VHC 

(dos meses aproximadamente después de la transmisión), la ausencia de síntomas en 

la mayoría de los casos, así como la ausencia de marcadores serológicos específicos 

para su identificación. En este sentido, V. Montoya et al. demostraron que la 

diversidad intra-hospedador de la región NS5B del VHC, determinada por el valor del 

estimador de diversidad genética ES estimada mediante NGS, aumenta 

proporcionalmente con el tiempo de infección, y en consecuencia, tiene el potencial 

de diferenciar las infecciones agudas (menor diversidad) de las crónicas (mayor 

diversidad) a nivel poblacional incluso después de la seroconversión, pudiéndose 

utilizar como método alternativo para identificar las infecciones agudas (129,130). No 

obstante, para su utilización a nivel poblacional era necesario establecer un punto de 

corte del valor de ES que permitiera diferenciar las infecciones agudas de las crónicas, 

por lo que fue uno de los obetivos principales del Artículo III de la presente tesis 

doctoral. Además, en el Articulo III también valoramos nuevas aplicaciones de este 

estimador, como su utilidad para calcular la incidencia en estudios transversales y para 

identificar los determinantes de infección aguda entre PQID que acuden a CRD, dos 

herramientas valiosas para hacer frente a la epidemia en la población de estudio. 

 

1.3.3. Tratamiento farmacológico de la hepatitis C 

El objetivo principal de la terapia contra el VHC es curar la infección para prevenir la 

cirrosis, su descompensación, el cáncer de hígado y aumentar la supervivencia. El 

mejor indicador del efecto beneficioso y curativo del tratamiento es la respuesta 
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virológica sostenida (RVS), que se define como la negativización de los niveles de RNA-

VHC en plasma a las 12 semanas después de terminar el tratamiento. Después de la 

RVS las recidivas tardías son muy poco frecuentes (0,2% de todos los casos de recidiva 

después del tratamiento). La RVS mejora el pronóstico de los pacientes con fibrosis 

avanzada por el VHC, reduciendo significativamente la probabilidad de 

descompensación de la enfermedad hepática, la incidencia de carcinoma 

hepatocelular, y la necesidad de trasplante. Además, disminuye la mortalidad de causa 

hepática y la mortalidad por cualquier otra causa (128).  

La evaluación pretratamiento incluye la valoración de la fibrosis hepática, que es 

necesaria para identificar a los pacientes con fibrosis avanzada, los cuales requerirán 

seguimiento a largo plazo. Por otro lado, la identificación del genotipo antes de iniciar 

el tratamiento permite optimizar el tratamiento antiviral y es relevante a nivel 

epidemiológico (126,128).  

El primer tratamiento frente a la hepatitis C fue el IFN-α, aprobado por primera vez en 

1991 como monoterapia. Posteriormente, la adición de la ribavirina, y más tarde la 

administración combinada de IFN-α pegilado con ribavirina aumentó notablemente las 

tasas de RVS hasta alcanzar aproximada un 60% (Figura 12) (desde el 16% con IFN-α en 

monoterapia), aunque eran tratamientos largos (entre 6 y 18 meses) y con frecuentes 

efectos adversos. Diferentes factores virológicos y del hospedador se asociaron a la 

RVS con las terapias basadas en el IFN-α, como la edad joven, el sexo femenino, la 

herencia no afroamericana, los niveles bajos de fibrosis, los genotipos 2 y 3, los niveles 
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bajos de carga vírica o la presencia de polimorfismos específicos cerca del gen de la 

interleucina 28B, que codifica para el interferón λ3 (131).   

 

 

Figura 12. Evolución de la respuesta viral sostenida de las diferentes combinaciones 

de fármacos contra la hepatitis C. Fuente: S.M. Kamal, 2017 (132). 

 

El conocimiento del ciclo de replicación del VHC ha permitido identificar nuevas dianas 

terapéuticas, tales como inhibidores de la proteasa NS3-4A, inhibidores de la 

polimerasa NS5B e inhibidores de la NS5A. En 2011 se aprobaron los primeros AAD 

(telaprevir y boceprevir), ambos inhibidores de la proteasa NS3–4A, en combinación 

con el IFN-α pegilado y la ribavirina. Posteriormente se comercializaron AAD con 

actividad inhibidora de la RNA polimerasa RNA-dependiente NS5B (sofosbuvir, 

dasabuvir), inhibidores de la NS5A (daclatasvir, elbasvir, ledipasvir, ombitasvir, 

pribrentasvir, velpatasvir) y nuevas generaciones de inhibidores de la proteasa NS3-4A 
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(glecaprevir, grazoprevir, paritaprevir, simeprevir, voxilaprevir), con un perfil de 

seguridad y eficacia más elevados, permitiendo alcanzar tasas de RVS superiores al 

95% (131) (Figura 13). Finalmente, la aparición de combinaciones de fármacos 

pangenotípicos ha supuesto simplificar el tratamiento, haciendo posible adaptar la 

terapía a diferentes colectivos, especialmente los más vulnerables y aquellos que 

presenta diferentes barreras para la vinculación al sistema sanitario (PID, HSH, 

migrantes, personas sin hogar o personas internas en centros penitenciarios), 

permitiendo un enfoque centrado en el paciente. 

 

 

Figura 13. Ciclo celular del virus de la hepatitis C y dianas de los antivirales de acción 

directa. Fuente: S.M. Kamal, 2017 (132). 
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La aparición de los AAD también cambió el paradigma del abordaje de la hepatitis C: el 

tratamiento de la infección y no de la lesión hepática, permitiendo enfocar el problema 

desde un punto de vista de salud pública. En el colectivo de las PQID, antes de la 

aparición de los antivirales específicos existía la idea ampliamente aceptada  de que las 

PQID debían haber estado sin consumir droga o en terapia de sustitución durante al 

menos 6-12 meses, por lo que no existía una recomendación general para el 

tratamiento de las PQID activas, y se recomendaba un enfoque individualizado 

después de la evaluación y seguimiento estrecho por un experimentado 

multidisciplinario (133). En 2015 las guías de la Sociedad Europea para el Estudio del 

Hígado (EASL) sitúan por primera a las PQID como un grupo prioritario para el 

tratamiento frente a la hepatitis C (134), con el objetivo de utilizar el tratamiento no 

sólo a nivel individual, sino como herramienta de salud pública para cortar la 

transmisión del virus, recomendación que fue adoptada el mismo año por el 

documento de consenso del Grupo de Estudio de las Hepatitis Víricas (GEHEP) sobre el 

tratamiento de la hepatitis C (135).  

 

1.3.4. Genotipado del VHC 

Antes de la aparición de los AAD, el genotipo era un factor predictivo de la respuesta a 

la terapia basada en el IFN-α, y debía ser determinado para la elección de la pauta 

terapéutica más adecuada de los primeros regímenes de AAD (136). La identificación 

del genotipo sigue teniendo relevancia en la era de los nuevos AAD pan-genotípicos, 

tanto para optimizar el tratamiento como a nivel epidemiológico (126,128). No 
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obstante, las últimas guías internacionales proponen un tratamiento simplificado con 

AAD pan-genotípicos, que pueden utilizarse sin la necesidad de determinar el genotipo 

y subtipo del VHC previamente (Figura 14) (128).  

 

 

Figura 14. Recomendaciones para el tratamiento simplificado, sin 

genotipado/subtipado del VHC, de los pacientes ≥ 12 años infectados por el VHC o 

con coinfección por VHC/VIH con hepatitis C crónica sin cirrosis o con cirrosis 

compensada (Child-Pugh A), incluidos los pacientes sin tratamiento previo y los 

pacientes con tratamiento previo con IFN-α pegilado y ribavirina; IFN-α pegilado, 

ribavirina y sofosbuvir; o sofosbuvir y ribavirina). Fuente: EASL recommendations on 

treatment of hepatitis C, 2020 (128). 

 

No obstante, la identificación del genotipo/subtipo sigue siendo útil y puede ser 

necesario antes de iniciar algún régimen de AAD específico de genotipo en situaciones 

donde no se disponga de AAD pan-genotípicos, o para optimizar los regímenes de 

tratamiento con AAD pan-genotípicos (Figura 15) (128).  
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Figura 15. Recomendaciones para el tratamiento basado en el genotipo/subtipo del 

VHC, de los pacientes ≥ 12 años infectados por el VHC o con coinfección por VHC/VIH 

con hepatitis C crónica sin cirrosis o con cirrosis compensada (Child-Pugh A), 

incluidos los pacientes sin tratamiento previo y los pacientes con tratamiento previo 

con IFN-α pegilado y ribavirina; IFN-a pegilado, ribavirina y sofosbuvir; o sofosbuvir y 

ribavirina). Fuente: EASL recommendations on treatment of hepatitis C, 2020 (128). 

 

Además, se recomienda determinar el genotipo y el subtipo del VHC en algunas 

regiones de África y Asia y en los migrantes de estas regiones en las que se han 

observado una alta prevalencia de ciertos subtipos (p.e. los subtipos 1l, 4r, 3b, 3g, 6u o 

6v) que presentan polimorfismos que confieren resistencia intrínseca a los inhibidores 

de la NS5A, lo que da lugar a tasas inaceptables de fracaso terapéutico (128).  

El método de referencia para el genotipado comprende la secuenciación Sanger 

seguido del análisis filogenético de amplicones de las regiones NS5B o core/E1. No 

obstante, su complejidad técnica y laboriosidad no está al alcance de todos los 

laboratorios (24,25). En la última década se han comercializado una considerable 

cantidad de ensayos que permiten la automatización y procesamiento de las muestras, 
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basados en tecnologías de PCR a tiempo real o de hibridación reversa con sondas 

específicas que detectan las regiones 5’UTR y además la NS5B y/o core del virus. El 

HCV Genotype II assay de Abbott utiliza una PCR a tiempo real con sondas específicas 

marcadas con diferentes fluorocromos para la región 5’UTR para el genotipado y la 

NS5B para asignar los subtipos 1a/1b. Esta técnica ha demostrado una fiabilidad 

excelente para determinar los genotipos/subtipos, aunque con un porcentaje de 5-

12% de muestras no subtipadas del genotipo 1 (137–140) y una tasa resultados 

indeterminados del 8% en muestras con genotipo 3, según un estudio realizado en el 

Hospital Germans Trias i Pujol (139). Además, algunos estudios han observado que la 

determinación del genotipo puede fallar en el genotipo 6, en el que en ocasiones se 

asigna como genotipo 1 sin subtipar, lo que constituye un problema en regiones como 

el Sud-este Asiático, donde este genotipo es altamente prevalente (140).  

Recientemente, Abbott ha desarrollado el VHC Genotype Plus RUO assay basado en la 

PCR a tiempo real de la región core para la confirmación de los subtipos 1a/1b y 

genotipo 6 en aquellas muestras con subtipo 1 indeterminado por el ensayo anterior 

(138). En un estudio realizado por nuestro grupo con muestras de pacientes tratados 

en el Hospital Germans Trias i Pujol, el ensayo HCV Genotype Plus RUO (Abbott) fue 

capaz de asignar el subtipo (1a o 1b) en el 88,8% de los casos en los que el ensayo HCV 

Genotype II (Abbott) no había sido capaz de subtipar. Además, la concordancia global 

del ensayo HCV Genotype Plus RUO en comparación con la secuenciación Sanger o el 

ensayo de hibridación reversa LiPA fue del 98,6%, consiguiendo reducir 
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considerablemente el porcentaje de muestras con genotipo 1 sin subtipar, y por lo 

tanto, la necesidad de realizar el método de referencia (secuenciación Sanger) (141).  

Otros dos ensayos ampliamente utilizados en los laboratorios son el Versant® VHC 

Genotype 2.0 System (LiPA) de Siemens, basado en la hibridación reversa y el Cobas® 

VHC genotyping test de Roche (PCR a tiempo real), que utilizan las regiones 5’UTR/core 

y 5’UTR/core/NS5B, rectivamente, para el genotipado y la caracterización de los 

subtipos más frecuentes del virus. Ambos ensayos han sido validados con buenos 

resultados, aunque de manera similar al ensayo de Abbott, con algunos problemas 

para identificar el genotipo 6 (142).  

Por último, la aparición de las nuevas tecnologías de NGS supone un avance en la 

capacidad de caracterizar los genotipos y subtipos, especialmente de identificar 

posibles infecciones mixtas donde uno de ellos es minoritario y no se detecta por 

secuenciación Sanger o los ensayos basados en sondas, así como para identificar 

variantes minoritarias asociadas a resistencia al tratamiento. La tecnologías basadas en 

NGS también han permitido generar genomas completos de una manera mucho más 

rápida que la secuenciación Sanger, facilitando así la caracterización de nuevos 

genotipos/subtipos o formas recombinantes (143). No obstante, aunque las técnicas 

de NGS tienen un gran potencial en este sentido, la falta de estandarización a nivel 

experimental y la complejidad del análisis de los datos constituyen los principales 

inconvenientes de esta tecnología (144). La comercialización de plataformas 

automatizadas como Sentosa SQ VHC Genotyping Assay (VELA Diagnostics GmbH), que 
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utiliza la NGS para el genotipado y la detección de resistencias asociada a los AAD, será 

determinante para su implementación en los laboratorios clínicos (145).  

  

1.3.5. Muestras alternativas para el diagnóstico del VHC y point-of-care 

testing (PoCT) 

La hepatitis C cursa de manera asintomática en la mayoría de los casos hasta el 

desarrollo de enfermedad hepática avanzada, antes de la cual muchas personas no son 

conscientes de su estado. Además, la complejidad del algoritmo diagnóstico 

convencional (basado en la serología, y si positiva, detección del RNA-VHC) y de las 

técnicas disponibles, que requieren de un laboratorio especializado, dificultan el 

diagnóstico del VHC, especialmente para poblaciones vulnerables con acceso limitado 

al sistema sanitario (121). Consecuentemente, las tasas de diagnóstico en la población 

general siguen siendo bajas, incluso en países de renta alta (81). En este sentido, las 

guías de diagnóstico elaboradas por la OMS fomentan el uso de algoritmos y test 

diagnósticos alternativos en escenarios donde los recursos sean limitados o en grupos 

poblacionales denominados de difícil acceso por su menor acceso al sistema sanitario 

formal, con el fin de llegar al 90% de casos diagnosticados para el 2030 (91,109).  

Entre las pruebas alternativas se encuentran los test de diagnóstico rápido (Rapid 

diagnostic tests, RDTs) en forma de inmuno-cromatografías para la detección de los 

anti-VHC en muestra de sangre capilar o fluido oral que permiten la lectura de los 

resultados en 15-20 minutos. A diferencia de los EIAs realizados en los laboratorios de 

referencia, estas técnicas no requieren de equipos sofisticados, ni de un 
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procesamiento especial de las muestras (centrifugación o conservación en frío) o 

personal cualificado, además de tener un coste reducido. Su uso como PoCT permite la 

descentralización de la detección de anti-VHC en escenarios donde los recursos son 

limitados, o en colectivos donde las técnicas de referencia no sean practicables. En las 

PQID, por ejemplo, la obtención de muestras alternativas como la sangre capilar 

obtenida a partir de punción dactilar o el fluido oral son una gran ventaja debido al 

difícil acceso venoso que suelen presentar estos individuos, donde la obtención de 

sangre por flebotomía puede constituir una barrera para el diagnóstico (146). 

Asimismo, en los últimos años han surgido diferentes RDTs con valores excelentes de 

sensibilidad y especificidad respecto a los EIAs (147–150). Por otra parte, algunos 

estudios llevados a cabo con estas técnicas rápidas en condiciones de vida real han 

expuesto peores resultados de sensibilidad y especificidad, por lo que el 

riesgo/beneficio de su implementación se tienen que valorar en cada situación (121). 

Igualmente, la detección del RNA-VHC a través de ensayos PoCT tiene un gran 

potencial en la mejora del acceso al diagnóstico de la infección virémica por el VHC, 

aunque en este caso no hablamos de RDT porque los resultados no se obtienen de 

forma tan rápida. Estos ensayos integran la extracción de los ácidos nucleicos, la retro-

transcripción, la amplificación y la detección permitiendo el diagnóstico in situ del VHC 

(149). No obstante, al contrario que los RDTs de detección de anticuerpos, el mercado 

de los PoCT para la detección del RNA-VHC es reducido, dificultando así la 

disponibilidad de una alternativa económica a los ensayos actuales. Entre estos se 

encuentra el ensayo PoCT Xpert HCV Viral Load manufacturado por Cepheid, el cual 
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requiere de un instrumento de GeneXpert y un ordenador, y es el único ensayo con 

precalificación por la OMS como PoCT y marcado CE-IVD para la detección del RNA-

VHC en plasma (105 minutos) o sangre capilar fresca (58 minutos) (151). Además, en 

un estudio realizado por Lamoury et al., el ensayo demostró una buena sensibilidad 

con muestras de sangre capilar respecto a plasma (152). Recientemente también se ha 

comerzializado el PoCT Genedrive HCV ID Kit (Sysmex Diagnostics), que al igual que el 

ensayo de Cepheid tiene precalificación por la OMS y marcado CE-IVD para la 

detección del RNA-VHC, aunque este último sólo se ha validado en plasma, por lo que 

requiere de separación previa. No obstante, en los próximos años se espera la salida al 

mercado de ensayos basados en nuevas tecnologías y materiales que permitan un 

resultado más rápido y más económico que facilite su implementación en regiones con 

pocos recursos. De igual manera, la adaptación de estos ensayos para la lectura 

remota de los resultados por personal cualificado abre nuevos caminos hacia la mejora 

del acceso al diagnóstico (146). 

Finalmente, la obtención de sangre seca obtenida mediante sangre capilar por punción 

dactilar (muestras de DBS) representa una alternativa real para el diagnóstico del VHC. 

Esta requiere únicamente de unas tarjetas con papel de filtro (Whatman) 

especialmente preparado para embeber la sangre capilar (cada círculo puede adsorber 

unos 50µL de sangre capilar), que después de dejarse secar, pueden ser transportadas 

al laboratorio por correo ordinario y a temperatura ambiente. Las muestras de DBS se 

han utilizado durante muchos años para detectar trastornos metabólicos en el recién 

nacido (153), así como para el diagnóstico del VIH (154), y fueron validadas por 
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primera vez para la detección de anti-VHC (155) y RNA-VHC (156) a finales de la década 

de los 90.  

La utilización de estas muestras ha demostrado ser eficaz en diferentes escenarios y ha 

sido recomendada por la OMS debido a (i) su fácil recolección y aceptabilidad, (ii) fácil 

transporte (temperatura ambiente), y (iii) alta sensibilidad y especificidad de los 

ensayos moleculares para la detección del RNA-VHC a partir de muestras 

mínimamente invasivas (109,157).  

Los DBS pueden utilizarse para la detección de los anti-VHC con técnicas de EIAs, 

aunque su interpretación requiere del establecimiento de un nuevo cut-off para la 

matriz de eluido de sangre seca en lugar de suero. En un meta-análisis realizado por 

Lange et al., en el que se evaluaron 19 estudios, la sensibilidad y especificidad para la 

detección de los anti-VHC fueron del 98 y 99%, respectivamente (158). En otro meta-

análisis en el que se evaluó la detección del RNA-VHC, la sensibilidad variaba entre el 

80 y el 100%, dependiendo del estudio (157). Diferentes plataformas de casas 

comerciales como Roche, Abbott y Hologic han sido evaluadas para la extracción y 

detección de ácidos nucleicos a partir de DBS (149). No obstante, los ensayos en DBS 

presentan algunas limitaciones, como la menor sensibilidad para la detección del RNA-

VHC en comparación con los ensayos en plasma, o la variabilidad entre las diferentes 

técnicas, debido a múltiples factores como el volumen de sangre empleado, la 

eficiencia de la extracción de los ácidos nucleicos o la degradación del RNA en 

condiciones extremas de almacenado de las muestras en países donde la temperatura 

y la humedad son elevadas (149). Así pues, aunque esta muestra representa una 
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valiosa herramienta para la mejora del acceso al diagnóstico del VHC y facilita la 

descentralización de este, existe la necesidad de crear unos estándares de calidad para 

la aprobación del diagnóstico in-vitro (marcado CE-IVD) de los ensayos que utilizan 

DBS, como anteriormente se realizara para el VIH. Durante años se han estado usando 

técnicas desarrolladas in-house o técnicas comerciales que han sido validadas para el 

uso de DBS bajo las condiciones de cada laboratorio, pero no ha sido hasta julio de 

2020 que se ha podida disponer de un ensayo de carga viral del VHC a partir de DBS 

con marcado CE-IVD (Abbott Molecular) y aún no se dispone de ningún ensayo 

serológico aprobado para diagnóstico in-vitro (151). Este hecho ha limitado el uso de 

los DBS por parte de los laboratorios de microbiología clínica. Recientemente, Roche 

ha desarrollado las plasma separation cards, que permiten separar el plasma a partir 

de la sangre capilar, y que ha recibido la precalificación por la OMS, aunque no tiene el 

marcado CE-IVD.  

El uso de diferentes RDTs, PoCT y DBS han sido validados para el cribado del VHC en 

varios escenarios, probando su aplicabilidad y eficacia donde no es posible realizar las 

técnicas convencionales. Asimismo, el desarrollo de nuevos ensayos y tecnologías 

capaces de detectar el VHC serán fundamentales para alcanzar los objetivos de 

eliminación del VHC fijados por la OMS (149). En 2015, cuando se diseñó el estudio 

HepCdetect II en que se basa la presente tesis doctoral, a pesar de haber una evidencia 

sólida de la utilidad de los DBS para la detección del RNA-VHC, se necesitaban más 

estudios de su uso en vida real para el cribado comunitario. En este contexto, nuestro 

grupo había validado previamente en el laboratorio un nuevo ensayo para detectar el 
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RNA-VHC en sangre seca por primera vez en España (LID de 541  UI/mL) (1), a partir del 

cual se establecerían la mayoría de objetivos presentados en esta tesis. Asimismo, en 

ese momento no se había llevado a cabo la validación de ningún ensayo PoCT para la 

detección del RNA-VHC fuera del laboratorio de diagnóstico. 

 

1.3.6. Estrategias de cribado de la hepatitis C  

El diagnóstico precoz y la identificación de casos ocultos constituyen el primer paso 

para el acceso al tratamiento y la prevención de la transmisión del VHC. Para ello, es 

necesaria la implementación de la estrategia de cribado más adecuada en cada 

escenario, especialmente en poblaciones a riesgo de contraer la enfermedad como las 

PQID, los HSH, las personas que conviven con el VIH, las personas en prisión o los 

migrantes de países endémicos, que en muchas ocasiones se enfrentan a diferentes 

barreras (sociales, administrativas, estructurales…) para el acceso a la atención 

sanitaria (159).  

Los hospitales constituyen los principales puntos de diagnóstico y tratamiento 

actualmente, llevado a cabo en su mayoría por hepatólogos y médicos especialistas en 

enfermedades infecciosas. Aunque estos atienden regularmente a diferentes 

poblaciones de riesgo, como los pacientes sometidos a transfusiones de sangre 

(personas con hemofília o personas que recibieron transfusiones antes de la 

implementación de los controles de cribado en 1992), en hemodiálisis, pacientes 

psiquiátricos, otros grupos como las PQID o algunos migrantes de países endémicos no 

acuden a estos centros. En estos casos, las estrategias de cribado oportunista 
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realizadas en la comunidad han demostrado ser efectivos para la identificación de 

casos ocultos de hepatitis C. Diferentes estudios han demostrado una alta 

aceptabilidad y altas tasas de positividad entre migrantes que acceden a centros de 

salud internacional, PQID que acuden a CRD, farmacias adscritas a programas de 

intercambio de jeringas (PIJ) y programas de mantenimiento con metadona (PMM), o 

HSH VIH positivos que acuden a centros comunitarios de salud sexual. Además, estas 

estrategias ayudan a la normalización de la prueba, así como a reducir el estigma y 

mejorar el acceso al diagnóstico entre poblaciones vulnerables (160,161). Otras 

plataformas, como las unidades móviles, han demostrado ser efectivas para alcanzar 

poblaciones como la gente sin hogar (161).  

En 2017, la OMS publicó una guía para el cribado de las infecciones por hepatitis B y C 

(109). En esta se recomienda el cribado de la hepatitis C en las poblaciones más 

afectadas, como los migrantes de países con una endemicidad alta/intermedia, o 

aquellas con un historial de exposición de alto riesgo de infección por el virus (PQID, 

personas en prisiones, HSH, trabajadores del sexo o personas que viven con el VIH y 

sus parejas). También se recomienda el cribado en población general en entornos con 

una seroprevalencia ≥5%, así como promueve la búsqueda de sinergias mediante 

estructuras existentes, como las clínicas prenatales, las clínicas para refugiados o 

migrantes, las clínicas para el VIH y la tuberculosis, o las clínicas de atención crónica, 

entre otras. 

Otra guía elaborada por el ECDC en 2018 describía seis principios para el diagnóstico 

eficaz de la hepatitis C; 1) el diagnóstico tiene que ser accesible, voluntario y 
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confidencial, 2) la necesidad de asesoramiento en prácticas de riesgo, atención médica 

y otra educación sanitaria, 3) la existencia de vías efectivas para la vinculación al 

sistema sanitario después del diagnóstico, 4) la posibilidad del cribado en diferentes 

centros de salud y comunitarios, 5) el asesoramiento a las personas que realizan el 

cribado, y 6) la disponibilidad de una estrategia de cribado a nivel nacional. Además, se 

establecían las condiciones y frecuencia de cribado en diferentes poblaciones de riesgo 

(por ejemplo, se recomendaba el cribado cada seis meses en PQID activas, 

dependiendo de la epidemiología local) (160).  

En España, en 2020 se publicó la primera guía de cribado de la infección por el VHC, en 

la que se establecía la necesidad de cribar, al menos una vez en la vida (cada 6-12 

meses si la exposición es continuada), a las personas que mantienen exposiciones y 

situaciones de riesgo para la infección por el VHC (114) (Tabla 1).  
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Tabla 1. Exposiciones y situaciones de riesgo para la infección por el VHC en las que 

está indicado el cribado del VHC, según la guía española de cribado de la infección 

por el VHC. Fuente: Guía de cribado de la infección por el VHC, 2020 (114). 

 

El documento también anunciaba la evaluación en marcha del cribado poblacional en 

personas pertenecientes a cohortes de nacimiento con mayor prevalencia, que se está 

llevando a cabo por un grupo técnico a partir de un informe que evaluará la evidencia 
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de la eficacia clínica y de la relación coste-efectividad. En este contexto, un estudio 

nacional realizado por M. Buti et al. concluía que el cribado de la población general era 

costo-efectivo frente al cribado específico en poblaciones de riesgo (162). Asimismo, el 

seguimiento de los posibles contactos ha demostrado ser beneficioso tanto a nivel 

individual (en términos de morbi-mortalidad) como a nivel de salud pública 

(previniendo la propagación de la infección), aunque está pobremente implantado a 

nivel europeo (163). 

 

1.3.7. Modelos de atención de la hepatitis C 

En los últimos años se han descrito numerosos modelos de atención para la hepatitis, 

que han mostrado la importancia de simplificar los circuitos de diagnóstico y 

tratamiento, así como adaptar la atención al entorno de las personas con mayor 

vulnerabilidad. La estrategia de eliminación de la hepatitis C en Egipto constituye un 

excelente ejemplo de un programa de eliminación a nivel nacional. Este país, con una 

seroprevalencia entorno al 15% debido a la utilización de material no estéril en 

campañas de tratamiento de la esquistosomiasis entre los años 1950s y 1980s, elaboró 

en 2018 una estrategia en coordinación con las diferentes partes interesadas 

(administración, instituciones sanitarias y pacientes), en la que se cribó a todas las 

personas de 18 a 59 años. El plan se llevó a cabo a través de campañas educativas de 

promoción de la salud, y se realizó el diagnóstico de la hepatitis C (el mismo día 

realizaban detección de anti-VHC y si positivo llevaban a cabo la detección de RNA-

VHC) en diferentes entornos clínicos y comunitarios (por ejemplo, unidades móviles), 
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sin coste para el paciente. En menos de un año, el programa de eliminación del VHC 

cribó a 49,6 millones de personas, e iniciaron tratamiento el 92% de los 1,15 millones 

de personas infectadas por el VHC, con una RVS del 98% (164).  

A destacar los modelos ECHO (Extension for Community Healthcare Outcomes), el 

primero de los cuales nació en 2003 en Nuevo México, que fue la primera región en 

crear una plataforma basada en la telemedicina en la que médicos especialistas 

formaban y ayudaban a los médicos de familia de las zonas rurales a tratar la hepatitis 

C. En la actualidad, numerosos modelos ECHO se han implementado con éxito en todo 

el mundo, mostrando una notable capacidad de escalar el diagnóstico y tratamiento en 

diferentes poblaciones de difícil acceso a la atención especializada (165).  

Un plan nacional pionero que merece ser mencionado es el elaborado por el gobierno 

escocés en 2008, que es un ejemplo de coordinación a nivel nacional y local mediante 

un enfoque multidisciplinar en el que se involucraron las diferentes instituciones, con 

la participación de las agencias de salud y las autoridades locales, que abarcó todas las 

zonas geográficas, entornos y ámbitos de necesidad de servicios (prevención, 

diagnóstico, tratamiento y atención), y que consta de un sistema de monitorización y 

evolución. Gran parte de los recursos de este plan fueron destinados a las PQID, el 

centro de la epidemia por VHC en Escocia. Mediante la implementación de estrategias 

como la utilización del DBS o la incorporación de farmacéuticos comunitarios en el 

circuito de atención, Escocia pretende alcanzar las metas de eliminación marcadas por 

la OMS en 2024 (93). En este contexto, la región escocesa de Tayside ha sido la 
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primera en alcanzar dichos objetivos, mostrando la eficacia de las estrategias de 

eliminación en un área geográfica concreta basados en la comunidad (166). 

De hecho, en 2017 la Asociación Europea para el estudio del Higado (European 

Association for the Study of the Liver, EASL) propuso una nueva estrategia con la que 

poder alcanzar las metas de eliminación del VHC marcadas por la OMS: la micro-

eliminación. La justificación de este enfoque es que la eliminación a pequeña escala 

puede considerarse un objetivo más tangible y realista, con la idea de que sirva como 

puente para el desarrollo de programas nacionales que finalmente conduzcan a la 

eliminación global o macro-eliminación.  

La micro-eliminación basa su estrategia en una población específica, que puede 

referirse a un entorno específico (p.e. personas en prisión o en unidad de diálisis), un 

grupo con características clínicas específicas (personas que viven con el VIH o personas 

con trastornos sanguíneos), un sistema sanitario específico (como el sistema sanitario 

destinado a los veteranos de guerra en Estados Unidos), o un área geográfica 

específica (167–169). 

Un ejemplo de estrategia de micro-eliminación es la llevada a cabo en la prisión de El 

Dueso (Cantabria, España), donde se aplicó una estrategia de diagnóstico y 

tratamiento in situ (diagnóstico y tratamiento) e implementación de un sistema de 

cribado periódico a los internos cada seis meses. El programa fue aceptado por el 

99,5% de los internos, y se trató a todos los participantes que permanecieron en 

prisión más de 30 días (69 pacientes), con un 97% de RVS. Finalmente, ninguno de los 

internos presentó una reinfección durante el periodo de seguimiento (170). 
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En el plan de macro-eliminación llevado a cabo en Egipto también se pueden observar 

programas de micro-eliminación, como el llevado a cabo en aldeas individuales del 

delta del Nilo, en el que se hacía un cribado, evaluación del estado de fibrosis y 

tratamiento universal el mismo día adaptado a las necesidades específicas de cada 

pueblo. Aunque se utilizaron estrategias similares en cada pueblo, se puede considerar 

cada uno de ellas como proyectos de micro-eliminación, que, además, sirvieron como 

modelo para el desarrollo de un plan (80). 

Las PQID, una de las poblaciones más afectadas por la hepatitis C, deben ser una 

población prioritaria para las intervenciones de micro-eliminación, para prevenir y 

tratar la infección. Si se quiere lograr la eliminación de la hepatitis C, se requieren 

modelos centrados en las personas, que proporcionen un marco de acción en el que 

las PQID se involucren en todos los procesos de su atención, desde el diagnóstico hasta 

el tratamiento y la atención de seguimiento (171).  

 

1.4. Hepatitis C en PQID 

1.4.1. Situación epidemiológica de las drogas en Europa y España 

La definición de dependencia a las drogas no está exenta de un alto grado de debate 

generado por plasmar una realidad compleja y difícil de describir. No obstante, el 

Observatorio Europeo de las Drogas y Toxicomanías define el consumo de drogas de 

alto riesgo como el uso reiterado de droga/s que provocan dependencia en la persona 

causando daños físicos, psicológicos y sociales (172), o que expone a dicha persona a 

una probabilidad o riesgo elevados de sufrir estos problemas. 
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En el escenario Europeo la evolución del consumo de drogas hacia substancias 

psicoactivas de diseño y nuevas plataformas de venta (como por ejemplo a través de 

internet) muestra una realidad cambiante y cada vez más compleja (173). Según el 

Informe Europeo sobre Drogas publicado en el 2018, España se situaba como el primer 

país en cantidad incautada de diferentes drogas, como el cannabis o la cocaína, lo que 

sugiere no solo el tráfico de estas substancias, sino también la producción. En lo que 

refiere a la vía de administración, se puede percibir una disminución del consumo de 

drogas por vía parenteral. En España, por ejemplo, solo un 8% de los consumidores de 

opiáceos utilizan esta vía. En Cataluña también ha apreciado una clara evolución tanto 

en el tipo como en la vía de consumo; desde los años setenta, con la irrupción de la 

heroína, se ha observado un aumento del consumo de cocaína y cannabis. Asimismo, 

la administración por vía parenteral ha disminuido (ahora se encuentra en torno al 

30% de las usuarios que consumen heroína), a favor de otras vías como la inhalada o la 

intranasal (172).  

También cabe destacar el incremento del uso de medicamentos opiáceos en personas 

jóvenes, relacionado directamente con el aumento de comorbilidad (intentos de 

suicidio, episodios de sobredosis, etc.), así como a una mayor prevalencia del VHC. 

Aunque este problema se ha notificado mayoritariamente en EUA, otros países como 

Canadá o Australia también han reportado esta problemática (174).  

Por otro lado, la mejora del abordaje terapéutico de la dependencia ha mejorado 

substancialmente en Europa en las últimas décadas; se han introducido programas de 

reducción de riesgos con el objetivo de dar un tratamiento integral a la problemática 
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de la drogodependencia, principalmente en torno a la prevención de la mortalidad por 

sobredosis y la propagación de infecciones en este colectivo, incluyendo la hepatitis C. 

Cabe destacar la implementación de dos proyectos; el PIJ y el PMM, además de otros 

incorporados posteriormente en los servicios de reducción de daños, como las salas de 

consumo supervisado, los programas de intervención de la sobredosis o los programas 

de dispensación de heroína. Estas estrategias han proporcionado una evidencia 

contrastada tanto en la disminución de la morbi-mortalidad por el consumo de drogas 

inyectables como en la prevención de infecciones transmitidas por vía parenteral 

(172,175). 

 

1.4.2. Prevalencia e incidencia de la hepatitis C en PQID 

Los PQID han sido históricamente una población “core” en la epidemia de la hepatitis C 

(176). En comparación con la población general, los PQID presentan más riesgo de 

arresto policial, encarcelación, intercambio de sexo por dinero y vivienda inestable, 

factores asociados a un riesgo elevado de transmisión del VHC (177). Según un meta-

análisis llevado a cabo por J. Grebely et al., en 2015 la prevalencia global de la 

infección por el VHC en  PQID activos era del 39,2%, representando 6,1 millones de 

personas (Figura 16) (178). Un estudio publicado en 2017 estimaba que en ese 

momento había en España alrededor de 150.000 PQID, de los cuales entre el 60 y 80 % 

habían tenido contacto con el VHC alguna vez (179). Además, la inyección de drogas 

por vía parenteral representa la principal vía de transmisión del VHC en Europa; el 49% 

y 61% del total de nuevas infecciones agudas y crónicas, respectivamente, fueron 
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atribuibles a esta vía según el Informe Epidemiológico de 2018 del ECDC (180). En un 

meta-análisis se estimó que previniendo los casos de hepatitis C asociados a la 

inyección de drogas por vía parenteral se evitarían el 43% de las infecciones incidentes 

a nivel global (el 79% en países de alta renta) (181). 

Las PQID no solo presentan un mayor riesgo de infección y reinfección, sino también 

de progresión de la enfermedad, mortalidad y transmisión del VHC (182). El abordaje 

de este colectivo es clave para alcanzar los planes de eliminación del VHC fijados por la 

OMS, dada su alta prevalencia e incidencia. Para ello, es necesario una cobertura 

amplia de los servicios de reducción de daños para la prevención de la transmisión, así 

como modelos centrados en el paciente que ofrezcan el diagnóstico y tratamiento del 

VHC de manera integrada en los servicios de reducción de daños o centros de 

tratamiento de drogodependencias (91,109,183). 

 

https://epso.europa.eu/job-opportunities/institutions-and-agencies/1435-ecdc-european-centre-disease-prevention-and-control_es
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Figura 16. Prevalencia del VHC en PQID con historial reciente de uso de drogas por 

vía parenteral. Fuente: J. Grebely et al., 2019 (178). 

 

1.4.3. Reducción de daños y prevención de la hepatitis C en PQID 

La práctica de compartir jeringas y agujas usadas por otras PQID constituye el principal 

factor asociado a la infección por el VHC en esta población. Además, otros factores de 

riesgo descritos son compartir otro material de inyección (recipientes, filtros, agua) o 

practicar “front-backloading”, que consiste en transferir restos de droga disuelta desde 

una jeringa a otra. Los programas PIJ, a través de la provisión de agujas, jeringuillas, 

material de inyección y material para otras vías de consumo, y los PMM, constituyen 

las dos principales vías de prevención primaria para el VHC en PQID, así como el primer 

punto de contacto con los servicios que proporcionan apoyo a los usuarios. Su 
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implementación ha sido reconocida por la OMS y ONUSIDA como un objetivo 

prioritario para la reducción del riesgo asociado al consumo de drogas. El plan de 

eliminación del VHC redactado por la OMS sugería una cobertura de 300 jeringas y 

agujas distribuidas por usuario anualmente como medida específica a alcanzar para el 

2030. Los servicios de reducción de daños constituyen un ambiente libre de estigma y 

discriminación, óptimo para iniciar una vinculación a la atención sanitaria (184). Un 

meta-análisis reciente mostró que tanto ambas medidas por separado como 

combinadas (PIJ y/o PMM) disminuían substancialmente la aparición de nuevas 

infecciones por VHC en PQID (185). Su instauración también ha probado ser eficaz en 

la disminución de las conductas de riesgo asociadas a la infección por VHC, además de 

una estrategia costo-efectiva en países como el Reino Unido, Australia o Estados 

Unidos (175,186). No obstante, según los últimos datos del Centro Europeo de 

Monitorización de Drogas y Toxicomanías, solo el 47,4% y el 26,7% de los países 

europeos disponían de una cobertura amplia de servicios de PMM y PIJ, 

respectivamente. Además, las políticas de criminalización presentes en muchos países 

suponen una barrera para la normal implementación de estos servicios (183,187).  

En Cataluña, los servicios de reducción de daños se iniciaron a principios de los años 

1990s noventa impulsados por el Departamento de Salud, la Agencia de Salud Pública 

de Barcelona y el Colegio de Farmacéuticos de Barcelona (172). Actualmente, una red 

de servicios de reducción de daños (entre los que se encuentran los CRD, las farmacias 

comunitarias y los centros de atención primaria entre otros) se encargan de 

proporcionar el material de inyección. Los principales servicios y programas que llevan 
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a cabo son el PIJ, la atención sociosanitaria (abordar las necesidades médicas, de salud 

y psicosociales), las salas de consumo supervisado y el programa de prevención de 

sobredosis de Cataluña. En el ámbito del programa PIJ, a parte de la dispensación de 

material higiénico para el consumo, se ofrecen otras prestaciones como educación 

sanitaria, dispensación de otros materiales para el consumo inhalado o preservativos 

para prevenir las enfermedades de transmisión sexual. Otra prestación de reducción 

de daños son las salas de consumo supervisado, espacios donde las PQID pueden 

consumir drogas no legales de manera segura y acompañados de profesionales 

sanitarios, con la finalidad de facilitar una práctica de venopunción higiénica y sin 

riesgos de infección y complicaciones orgánicas, prevenir las sobredosis y reducir la 

morbi-mortalidad asociada al consumo de drogas. 

Según el informe elaborado por la Agencia de Salud Pública de Cataluña sobre el 

sistema de información sobre drogodependencias de Cataluña, en 2019 se atendieron 

6.729 personas en los servicios de reducción de daños, y se calcula que se 

distribuyeron, de media, 177 jeringas por cada PIQD. Aunque estos valores indicarían 

una cobertura media-alta según los valores establecidos por la OMS, siguen siendo 

insuficientes respecto a los objetivos marcados por la misma organización para 

conseguir la eliminación de la hepatitis C (300 jeringas por persona/año). En el aspecto 

sanitario, se llevaron a cabo más de 800 cribados de VIH, VHB y/o VHC (detección de 

anti-VHC), además de una actividad intensa en cuanto a educación y consejo sanitario 

(188). Los CRD se integran dentro de una red pública de recursos (Red de Atención a 

las Drogodependencias) que se encarga de la atención y el seguimiento de problemas 
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relacionados con el consumo, el abuso y/o la dependencia de sustancias psicoactivas. 

Esta red proporciona atención sociosanitaria y comunitaria para todo tipo de 

drogodependencias a través de diferentes servicios distribuidos por todo el territorio 

catalán (Figura 17). 

 

Figura 17. Recursos de la Red de Atención a las Drogodependencias ofrecidos por el 

Departamento de Salud de la Generalitat de Cataluña a través de la Subdirección 

General de Drogodependencias de la Agencia de Salud Pública de Cataluña y el Plan 

director de salud mental y adicciones. Fuente: www.drogues.gencat.cat/ 
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Además, en Cataluña, desde el año 2008 se realiza el estudio REDAN de monitoreo bio-

conductual coordinado por el Centro de Estudio Epidemiológicos sobre las Infecciones 

de Transmisión Sexual y Sida de Cataluña (CEEISCAT) en PQID que acuden servicios de 

reducción de daños. Este ha permitido analizar la tendencia de la seroprevalencia por 

VHC en este colectivo, que muestra una leve tendencia a la baja desde el 2008, aunque 

sigue siendo extremadamente elevada, del 65,8% en el corte transversal 2014-2015 

(189). 

En definitiva, el objetivo final de la reducción de daños en el colectivo de PQID es la 

mejora de las condiciones para evitar la infección y la reinfección por los agentes 

causales de enfermedades infecciosas como las hepatitis víricas o el VIH. No obstante, 

el abordaje en esta población requiere de una perspectiva global que cubra las 

necesidades y demandas de las PQID, entre las cuales se incluye el acceso al sistema 

sanitario y la aceptación de dichos colectivos en riesgo de exclusión social (190). 

 

1.4.4. Mejora del diagnóstico, acceso al sistema sanitario y tratamiento de la 

Hepatitis C en PQID 

A pesar de la importancia de las PQID en la epidemia de hepatitis C, las tasas de 

diagnóstico y tratamiento en esta población siguen siendo muy bajas. Estos servicios se 

llevan a cabo en centros sanitarios especializados, el alcance de los cuales a menudo 

implica superar diferentes barreras sociales (marginalización y discriminación de los 

PQID), administrativas, sanitarias y/o estructurales (referido a políticas, prácticas o 

normas que favorecen la marginalización de un colectivo) por parte de las PQID que 
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impiden el correcto abordaje de la enfermedad (Figura 18) (191,192). El curso 

asintomático de la hepatitis C, además, provoca un desconocimiento del estado de 

infección virémica hasta llegar a fases avanzadas de esta, así como una infravaloración 

del riesgo asociado a la propia enfermedad (193).  

 

 

Figura 18. Barreras para la eliminación de la hepatitis C en PQID. Fuente: A. Versfeld 

et al., 2020 (194) 

 

Igualmente, la identificación de la infección virémica en PQID puede verse 

obstaculizada por otros factores, como la reticencia de esta población a realizarse 
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flebotomías debido al acceso venoso difícil o el miedo a los efectos adversos de 

tratamientos antiguos frente a la hepatitis C basados en el interferón, que eran la 

única opción disponible hasta la aprobación de los AAD. Además, el algoritmo 

convencional de diagnóstico en dos pasos del virus (detección de los anti-VHC, y si 

positivo, carga viral en una segunda muestra), hace necesario varias visitas regladas a 

los centros sanitarios, lo que provoca un aumento de pérdidas en el seguimiento (195). 

En general, a pesar de que muchas PQID refieren resultados previos de anti-VHC (cerca 

del 80%), hasta el 30% no llega a realizarse la prueba confirmatoria para la detección 

del RNA-VHC (196–198), y únicamente el 32% ha recibido alguna vez tratamiento 

frente a la hepatitis C (199).  

Debido al riesgo elevado de transmitir la enfermedad, las PQID han sido considerados 

una población clave por la OMS para el diagnóstico de la hepatitis C y la aparición de 

los nuevos AAD ha hecho posible que sean priorizadas para su tratamiento por las 

guías internacionales (123,125). La aparición de los nuevos tratamientos orales, con 

pautas cortas y sin contraindicaciones importantes, abre una oportunidad para la 

eliminación de la hepatitis C en este colectivo. Un meta-análisis reciente mostraba que 

las tasas de RVS en PQID (alrededor del 90%) era similares a las de la población general 

(200).  

No obstante, para escalar las tasas de tratamiento en los PQID de manera equitativa y 

efectiva se necesitan estrategias simples y fáciles de implementar en los servicios 

comunitarios a los que esta población asiste habitualmente, que permitan identificar a 

las personas que viven con VHC, así como la manera óptima de manejar el tratamiento 
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y su adherencia (146,183,193) (Figura 19). El abordaje in situ del VHC en los CRD, 

centros de atención a la drogodependencia, centros de atención primaria, clínicas de 

salud mentales o prisiones ha demostrado ser una medida eficaz para el incremento 

de las tasas de diagnóstico y tratamiento en PQID. No obstante, la prescripción de los 

AAD sigue siendo exclusiva de los médicos especialistas en muchos países, como en 

España (a excepción de algunos centros penitenciarios (201), lo que supone una 

barrera para la descentralización del tratamiento. En este sentido, varios estudios 

internacionales muestran excelentes resultados de RVS a través de la prescripción de 

AAD por médicos de atención primaria, enfermeras o farmacéuticos después de una 

formación adecuada (183). Otros modelos de atención, como los basados en la 

telemedicina, han evidenciado su eficacia, como muestra el estudio español en la 

cárcel de El Dueso mencionado anteriormente (170). De igual manera, modelos 

integrados por equipos multidisciplinares de profesionales médicos y no médicos, así 

como el apoyo de iguales, muestran ser clave para aumentar la vinculación al sistema 

sanitario, en el que se aborden intervenciones médicas, educacionales y sociales 

(182,183,191,202). 

El uso de muestras mínimamente invasivas como los DBS ha probado ser una 

herramienta valiosa para incrementar el diagnóstico en PQID que acuden a centros 

comunitarios (203,204), así como mediante estrategias novedosas a través de la auto-

recogida de la muestra (205). Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, 

esta muestra ha demostrado ser aceptada por los PQID ya que permite obviar la 

venopunción (206). Dada la alta prevalencia de anti-VHC en esta población, se ha 
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propuesto la detección directa del RNA-VHC a partir del DBS (sin la detección previa de 

anti-VHC). Ello permite excluir aquellas PQID con una infección resulta, o bien con 

niveles indetectables de anti-VHC (como en el periodo ventana de la infección aguda o 

en aquellos con una respuesta sub-óptima del sistema inmunitario) (207,208). Por otro 

lado, el uso de DBS depende de la disponibilidad de un laboratorio centralizado donde 

poder enviar las muestras, lo que puede constituir una barrera en escenarios con 

recursos limitados. En ese sentido, el desarrollo en los últimos años de PoCT para la 

detección directa del RNA-VHC, que permiten la entrega de resultados en 1 hora 

aproximadamente, tienen el potencial de evitar pérdidas en el seguimiento de las 

PQID. (183,191,209). 

Como se describe posteriormente, el proyecto en que se basa la presente tesis 

doctoral, diseñado en 2015, se centró en la necesidad del momento de evaluar nuevas 

herramientas y algoritmos con el objetivo de mejorar el diagnóstico de la infección 

virémica por el VHC en PQID. En ese contexto, aún no había PoCT disponibles para la 

detección del RNA-VHC, y las muestras de DBS constituían una alternativa potencial 

para mejorar la caracterización de la epidemia en este colectivo, tanto por sus 

características técnicas como por su capacidad de descentralizar el diagnóstico, 

además de permitir identificar estimadores epidemiológicos claves, como la 

prevalencia de infección virémica o la incidencia. 

Finalmente, la consecución de los objetivos de eliminación del VHC, pasan por la 

mejora de los servicios sanitarios en PQID, incluidos los PIJ y PMM, la modificación de 

políticas punitivas, y la implementación de modelos simplificados y con una 
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aproximación multidisciplinar que permita el abordaje global de las necesidades de 

esta población (184).   
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Figura 19. Representación de los diferentes algoritmos diagnósticos de la hepatitis C 

y el número de visitas por estrategia. A. Algoritmo convencional: detección de anti-

VHC en suero y confirmación de la carga viral en suero/plasma. Con el algoritmo de 

diagnóstico en un solo paso (prueba del RNA-VHC refleja) se reduciría en tres días. B. 

Realización de la prueba de anticuerpos mediante un dispositivo de detección rápida 

sin necesidad de venopunción. C. Estrategia diagnóstica mediante el uso de DBS, que 

permite detectar tanto los anti-VHC como el RNA-VHC. D. Estrategia de diagnóstico y 

tratamiento in situ, a partir del uso de un PoCT tanto para la detección de anti-VHC 

como del RNA-VHC para el diagnóstico in situ de la infección virémica, permitiendo 

iniciar el tratamiento el mismo día. Fuente: J. Grebely et al., 2017 (195).
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2. OBJETIVOS 

2.1. Justificación de la unidad temática de la Tesis Doctoral 

A pesar de los importantes avances en el tratamiento antivírico, el VHC sigue siendo 

una de las principales causas de morbi-mortalidad debido a un agente infeccioso, y un 

desafío para la salud pública global. En 2014, la OMS elaboró un plan estratégico para 

la eliminación de las hepatitis víricas como problema de salud pública, que presentó 

finalmente en 2016, en el cual se establecían entre los objetivos principales alcanzar 

tasas del 90% de diagnóstico y 80% de tratamiento para el 2030. 

En la presente tesis doctoral nos centramos en la mejora del diagnóstico y la 

caracterización de la epidemia de VHC en PQID. Esta población presenta un elevado 

riesgo de infección por el VHC, y aunque se calcula que aproximadamente un tercio de 

la población mundial de PQID tiene una infección virémica por este virus, las tasas de 

diagnóstico y tratamiento son bajas. Este colectivo es vulnerable a la pobreza, a otros 

problemas de salud y a la estigmatización social. Además, las PQID tienen que hacer 

frente a múltiples barreras (sociales, administrativas, sanitarias y/o estructurales) que 

dificultan su acceso al sistema sanitario convencional. Por lo tanto, tanto a nivel global 

como regional se requería del desarrollo de nuevas estrategias para aumentar la tasa 

de diagnóstico y caracterizar la epidemia en esta población. 

El plan estratégico para la eliminación de las hepatitis víricas como problema de salud 

pública publicado por la OMS en 2016 fomentaba el uso de algoritmos diagnósticos y 

ensayos alternativos simples, fiables y asequibles incluyendo el uso de DBS, con el fin 
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de facilitar el diagnóstico y aumentar el tratamiento en esta población. Sin embargo, 

entonces no había ensayos comerciales disponibles aprobados para el diagnóstico in-

vitro a partir de DBS, ni para la detección de anti-VHC ni de RNA-VHC.  

En 2015, partiendo de la experiencia previa de Escocia, nuestro grupo adaptó y validó 

una técnica de RT-PCR en tiempo real para la detección cualitativa del RNA-VHC a 

partir de DBS como estrategia alternativa para mejorar el diagnóstico de la hepatitis C 

en HSH VIH negativos que acudían a ONGs en Barcelona (estudio HepCdetect I) (1). 

Esta técnica, con un LID de 541 UI/mL de sangre, mostró una sensibilidad y 

especificidad excelentes (100%) en pacientes de consultas externas de hepatología de 

nuestro Hospital. 

En este contexto, en primer lugar nos planteamos validar nuevas herramientas para 

facilitar el diagnóstico de la infección virémica por VHC en PQID que acuden a CRD. 

En el estudio HepCdetect II evaluamos la utilidad de la detección directa del RNA-VHC 

en muestras mínimamente invasivas de DBS (obtenidas por personal de los CRD a los 

que se formó en la recogida de las muestras), como estrategia alternativa de cribado y 

confirmación de la infección virémica por VHC en comparación al algoritmo clásico en 

dos pasos (detección del anti-VHC mediante serología, y si positiva, detección del RNA-

VHC en plasma) (Artículo I). 

Siguiendo la línea del estudio HepCdetect II, en uno de los CRD (el que atiende a un 

mayor número de usuarios) nos propusimos evaluar en vida real en PQID el primer 

ensayo PoCT de detección del RNA-VHC en sangre capilar fresca Xpert HCV VL 

Fingerstick (Cepheid) antes de que se comercializara (Artículo II). Este nuevo ensayo 
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podría facilitar la descentralización del diagnóstico y evitar pérdidas en el seguimiento 

de las PQID. Aunque este PoCT permite la obtención de resultados en una hora, no se 

conocía cuáles eran las preferencias de las PQID con respecto a la entrega de 

resultados. Tampoco se había evaluado la viabilidad ni el rendimiento diagnóstico de 

instalar el equipo de laboratorio GeneXpert para la realización de la prueba PoCT en un 

CRD con personal sin experiencia previa de laboratorio.  

En segundo lugar, quisimos caracterizar la epidemia de infección virémica por VHC en 

PQID que acuden a CRD en Cataluña. En Cataluña, aunque existe una red de CRD 

donde se ofrece la prueba rápida de anticuerpos para la detección del anti-VHC, pero 

muchos PQID no acuden al sistema sanitario para la confirmación del diagnóstico 

(detección del RNA-VHC) (210). Por ello, antes de la realización del estudio HepCdetect 

II, se desconocía la prevalencia de infección virémica por VHC en este colectivo en 

Cataluña, que fue uno de los objetivos principales del Artículo I y se estimó a partir de 

la detección directa del RNA-VHC en muestras de DBS. También nos propusimos 

comprender la dinámica de la transmisión del VHC en PQID a nivel local, con el 

objetivo de proporcionar información necesaria para el diseño de estrategias 

preventivas y de tratamiento específicamente dirigidas a esta población (Artículo III). 

Para ello, era necesaria la validación de las muestras de DBS para el estudio de 

epidemiologia molecular del VHC. Anteriormente, algunos trabajos habían validado 

estas muestras para caracterizar la diversidad genética inter-hospedador 

(genotipo/subtipo del VHC), aunque no la diversidad intra-hospedador. Por ello, 

llevamos a cabo una aproximación basada en NGS, a partir de los datos de la cual 
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pudimos validar las muestras de DBS para caracterizar tanto la diversidad inter-

hospedador (genotipo/subtipo) como intra-hospedador, para la que utilizamos el 

estimador de diversidad genética ES. Como parte del estudio de epidemiologia 

molecular, caracterizamos los genotipos y subtipos circulantes, anteriormente 

desconocidos en la población de estudio. Además nos propusimos desarrollar una 

nueva herramienta con la que poder identificar los genotipos/subtipos del VHC a partir 

de datos de NGS sin la necesidad del soporte técnico de personal especializado en 

bioinformática. 

Una vez validadas las muestras de DBS para la caracterización inter- e intra-

hospedador del VHC, nos planteamos utilizar los datos obtenidos de NGS para 

determinar parámetros epidemiológicos claves incluyendo la incidencia y los 

determinantes de infección aguda y clustering filogenético. Para ello, nos propusimos 

identificar las infecciones agudas y calcular la incidencia en la población de estudio 

como marcadores fundamentales de la epidemia actual de VHC en la población de 

estudio. Como se ha explicado ampliamente en la introducción, el diagnóstico de la 

infección aguda del VHC es complicado, debido a que suele cursar de manera 

asintomática o con síntomas inespecíficos, y a que sólo se puede determinar de 

manera fiable a partir de 1) la detección del RNA-VHC durante al periodo ventana 

seronegativo, o 2) la evidencia de una seroconversión después de un resultado 

reciente negativo, lo que requeriría de un estudio longitudinal, con el tiempo y los 

costes que esto comporta. Otros marcadores alternativos, como la avidez de los anti-
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VHC, pueden verse negativamente influenciados por una respuesta inmune ineficaz, 

como ocurre en los casos coinfectados con el VIH. 

En este sentido, V. Montoya et al. demostraron que la diversidad intra-hospedador de 

la región NS5B del VHC, determinada por el valor del estimador de diversidad genética 

ES estimada mediante NGS, aumenta proporcionalmente con el tiempo de infección, y 

en consecuencia, tiene el potencial de diferenciar las infecciones agudas de las 

crónicas a nivel poblacional incluso después de la seroconversión, pudiéndose utilizar 

como método alternativo para identificar las infecciones agudas. Por ello, nos 

planteamos validar el estimador SE en la población de estudio, así como utilizar por 

primera vez un marcador de diversidad genética para calcular la incidencia del VHC en 

un estudio transversal.  

Por último, combinamos esta información con el análisis filogenético, también a partir 

de los datos de NGS. A pesar de que otros estudios han utilizado el análisis filogenético 

para identificar los determinantes de clustering, a través de este trabajo nos 

propusimos combinar ambas herramientas (identificación de infecciones agudas y 

análisis filogenético) para describir no solo los determinantes de transmisión, sino los 

de infección aguda, con el objetivo de caracterizar de manera exhaustiva la epidemia 

actual en las PQID que acuden a CRD y ayudar a diseñar intervenciones 

específicamente dirigidas a los perfiles que presenten más riesgo de infectarse y 

transmitir el virus. 
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2.2. Objetivos planteados 

 

2.2.1 Validar nuevas herramientas para facilitar el diagnóstico de la infección 

virémica por VHC en PQID que acuden a CRD 

 

2.2.1.1 Validar en vida real una nueva técnica de detección del RNA-VHC en muestras 

mínimamente invasivas de sangre capilar seca (DBS) en PQID que acuden a CRD de 

Cataluña (Artículo I). 

 

2.2.1.2 Evaluar la utilidad de una estrategia alternativa de cribado y confirmación 

diagnóstica en un único paso a partir de la detección directa del RNA-VHC en DBS 

(Artículo I). 

 

2.2.1.3 Validar en vida real el nuevo ensayo PoCT Xpert VL Fingerstick para la 

cuantificación del RNA-VHC en muestras de sangre capilar recogidas en PQID que 

acuden a CRD de Cataluña (Artículo II). 

 

2.2.2 Caracterizar la epidemia de infección virémica por VHC en PQID que acuden a 

CRD en Cataluña. 

 

2.2.2.1 Estimar la prevalencia de infección virémica por VHC en la población de estudio 

(Artículo I). 

 

2.2.2.2 Validar el uso de las muestras de DBS para la estimación de la diversidad 

genética a nivel inter e intra-hospedador del VHC (Artículo III). 
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2.2.2.3 Determinar los genotipos y subtipos del VHC circulantes en la población de 

estudio (Artículo III). 

 

2.2.2.4 Estimar la proporción de infecciones agudas por VHC en la población de estudio 

a partir de datos de NGS (Artículo III).  

 

2.2.2.5 Identificar clusters de transmisión del VHC en la población de estudio (Artículo 

III). 

 

2.2.2.6 Identificar los factores asociados a la infección aguda y el clustering filogenético 

en la población de estudio (Artículo III).
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Validación de nuevas herramientas para facilitar el diagnóstico de la 

infección virémica por VHC en PQID que acuden a CRD 

Como ya se ha expuesto en la introducción de la presente tesis doctoral, el diagnóstico 

convencional de la hepatitis C se lleva a cabo en laboratorios centralizados en dos 

pasos; el primero, la serología, en el que se objetiva la exposición al virus y, si es 

positiva, la detección del RNA-VHC, que determina si se trata de una infección virémica 

o una infección ya resuelta. A pesar de que el diagnóstico denominado “en un solo 

paso” en España o “reflex RNA testing” a nivel internacional  (que consta de la 

detección del RNA-VHC en la misma muestra de suero si la serología ha sido positiva) 

ha sido implementado en la mayoría de hospitales españoles, este sigue requiriendo 

múltiples visitas del paciente al sistema sanitario (211). 

Asimismo, también se han descrito las diferentes barreras sociales, administrativas, 

sanitarias y/o estructurales que impiden el abordaje de esta y otras enfermedades en 

PQID, y que evidencian la necesidad de nuevas herramientas y algoritmos que faciliten 

su diagnóstico y vinculación al sistema de salud (191,192,195).  

 

Estudio HepCdetect II (Artículos I y III). En el momento de escribir el proyecto 

HepCdetect II en que se basa esta tesis, algunos estudios realizados en el Reino Unido 

sugerían que la utilización del DBS tenían el potencial de mejorar las tasas de 

diagnóstico del VHC en el contexto de estrategias de cribado en la comunidad, a través 
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de modelos descentralizados, integrados en aquellos servicios frecuentados por parte 

de las PQID. No obstante, como se discute en el artículo de revisión publicado por J.T. 

Coats et al. en 2015, estos trabajos presentaban un riesgo elevado de sesgos que 

dificultaban la interpretación de los resultados (212). Por otra parte, en ese momento 

aún no se había llevado a cabo ninguna evaluación de PoCT para la detección del RNA-

VHC en vida real (212).  

Por ello, en el estudio HepCdetect II quisimos evaluar en vida real la utilidad de una 

técnica de detección directa del RNA-VHC en DBS puesta a punto anteriormente en 

nuestro laboratorio (1), como estrategia alternativa de cribado y confirmación 

diagnóstica de la infección por el VHC en comparación al algoritmo clásico en dos 

pasos.  

Para ello, se reclutaron 410 PQID en activo (consumo de drogas por vía parenteral en 

los últimos seis meses) en cuatro CRD de la provincia de Barcelona en el periodo 2016-

17 (El Local en el barrio de la Mina en Barcelona, AEC GRIS Fundación Privada en 

Hospital de Llobregat, Fundación Àmbit Prevenció en el Prat del Llobregat y Sociedad 

AIDE en Terrasa). Se recogieron muestras de DBS para todos los participantes y plasma 

para 300 PQID (en El Local o centro A, que es el que atiende a un mayor número de 

usuarios en Cataluña y dispone de personal de enfermería). Se realizó la detección 

cualitativa del RNA-VHC en DBS a partir del ensayo puesto a punto previamente en el 

laboratorio (1) y la cuantificación de la carga viral del VHC en plasma utilizando un 

ensayo comercial (Abbott RealTime™ HCV). Además, en las muestras de los usuarios 

del centro A con infección virémica se llevó a cabo la amplificación por PCR de un 
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fragmento de la NS5B para su posterior secuenciación Sanger y análisis filogenético 

mediante los métodos previamente puestos a punto en nuestro laboratorio (141,213), 

con el objetivo de identificar el genotipo y analizar la posible influencia de este en la 

detección del RNA-VHC en DBS. En las muestras con carga viral baja se utilizó un 

ensayo comercial basado en PCR en tiempo real para el genotipado (HCV Genotype II 

assay de Abbott). 

Paralelamente, se utilizó un PoCT (HCV Antibody Test Card de LumiQuick Diagnostics) 

para la detección de anti-VHC en sangre capilar. Cuando el resultado de la prueba 

rápida de anticuerpos fue discordante con el estado autodeclarado frente al VHC, 

también se realizó la serología en plasma utilizando un ensayo comercial (Vitros, 

Ortho–Clinical Diagnostic). Asimismo, se llevó a cabo la detección de 

antígeno/anticuerpos del VIH (Vitros, Ortho–Clinical Diagnostic) en aquellos individuos 

para los que se obtuvo muestra de plasma (centro A), mientras que para los otros 

centros se disponía de los resultados de la prueba rápida del VIH (Figura 20).  
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Figura 20. Diagrama de flujo del estudio y métodos utilizados. DBS: dried blood spots; 

PoCT: Point-of-care test; anti-VHC: anticuerpos contra el VHC; anti-VIH: anticuerpos 

contra el VIH. Las actividades realizadas en los CRD y en el laboratorio se indican con 

recuadros grises y blancos, respectivamente; 1Solo se realizan en el centro A; 2Solo se 

realizan en los casos en los que se observa un resultado discordante entre el estado de 

hepatitis C autodeclarado y la prueba rápida para la detección de los anti-VHC en el 

CRD. 

 

Características de la población de estudio. Las características socio-demográficas y 

conductuales de la población de estudio están resumidas en la Tabla 1 del Artículo I. 

Todos los usuarios a los cuales se propuso el estudio, para el cual se ofrecía una 

pequeña remuneración económica para incentivar la participación (6€), aceptaron 

participar (N=410, n=300 del centro A, n=44 del B, n=27 del C y n=39 del D). La media 
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del tiempo de inyección fue de 17,7 años, y el 20,5% llevaba ≤5 años de consumo 

inyectado. La gran mayoría de los usuarios eran hombres (85.4%), con una edad media 

de edad de 40,5 (desviación estándar (DE): 8,2 años). El 28,0% nació en el extranjero, 

la mayoría de ellos en países de Europa del Este (65.2%) e Italia (15,6%). Un 12,9% 

declaró haber vivido en la calle en los últimos seis meses, mientras que un 63,8% había 

estado en prisión al menos una vez en la vida. De estos, un 27,0% declaró haberse 

inyectado drogas en la cárcel. La heroína fue la droga más consumida, seguida por la 

cocaína. Un 44,0% de los PQID manifestó haber compartido jeringas alguna vez, y un 

52,6% otro material de inyección. El 88,5% reportó haber recibido tratamiento para la 

drogodependencia alguna vez en su vida.  

 

3.1.1. Validación una nueva técnica de detección del RNA-VHC en vida real en 

muestras mínimamente invasivas de sangre capilar en PQID que acuden 

a CRD de Cataluña (Artículo I) 

 

Evaluación de las muestras de DBS para la detección del RNA-VHC en sangre capilar. 

La recogida de muestras de DBS fue correctamente realizada en el 99,0% (406/410) de 

los casos. Esto demuestra que tanto el personal de enfermería como los trabajadores 

sociales de los CRD aprendieron la técnica y obtuvieron muestras de calidad. Solo en 

las cuatro muestras restantes la calidad o cantidad de sangre no fue la adecuada. Los 

DBS fueron enviados y almacenados a temperatura ambiente por una media de 20,0 

días (DE: 11,0 días) antes de ser procesadas.  
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Para la evaluación de la capacidad diagnóstica de la nueva técnica basada en DBS en 

comparación con la técnica de referencia en plasma, de las 300 muestras apareadas 

(DBS y plasma) obtenidas del centro A, 11 fueron descartadas; tres por proceder de 

personas que estaban recibiendo tratamiento para el VHC y las otras ocho restantes 

debido a un fallo en el extractor automático de ácidos nucleicos a partir de los DBS. En 

total, se analizaron muestras pareadas de DBS y plasma de 289 participantes. De éstas, 

en el 32,2% (n=93) no se detectó el RNA-VHC ni en plasma ni en DBS, mostrando una 

especificidad del ensayo en DBS del 100% (IC 95%: 96,0–100%). Por otro lado, la carga 

viral del VHC fue detectable en plasma en el 67,8% (n=196) de los participantes (rango 

de carga viral: positivo <12 a 33.096.148 UI/mL). Debido a la considerable proporción 

de cargas virales bajas (10,2%, n=20/196, por debajo de 3.000 UI/mL; 9,2%, n=18/196, 

por debajo de 1.000 UI/mL) y cargas virales muy bajas (5,1%, n=10/196, por debajo de 

100 UI/mL), se llevó a cabo un análisis de sensibilidad considerando diferentes puntos 

de corte de carga viral con interés clínico/epidemiológico (Tabla 2 del Artículo I) 

(Figura 21).  
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Figura 21. Sensibilidad del ensayo in-house de detección del RNA-VHC a partir de DBS 

en comparación con el método de referencia de la carga viral en plasma 

considerando varios puntos de corte de carga viral. IU: International Units; DBS: dried 

blood spots. 

a LID del ensayo Abbott, de acuerdo con el LID ≤15 UI/mL en suero o plasma 

recomendado para el diagnóstico del VHC (125). 

b En entornos específicos, se puede utilizar un ensayo cualitativo para la detección del 

RNA-VHC con un LID ≤1.000 UI/mL para aumentar el acceso al diagnóstico y la atención 

de la hepatitis C (125). 

c Según la OMS, un ensayo para la detección del RNA-VHC con un LID ≤3.000 UI/mL 

sería aceptable y permitiría identificar al 95% de las personas con infección virémica 

(214). 

d La gran mayoría de los pacientes elegibles para el tratamiento de la hepatitis C tienen 

niveles de RNA-VHC >50.000 UI/mL (215). 

 

Al considerar el punto de corte establecido por las guías clínicas para los ensayos 

diagnósticos de carga viral realizados en plasma (LID ≤15 IU/mL) (125), el porcentaje de 

falsos negativos en DBS fue del 11,7% (23/196). El único factor asociado a un resultado 
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falso negativo fue tener una carga viral <1.000 UI/mL (p<0,0001); otras variables como 

la coinfección por VIH, el origen, el sexo, la edad, o el tiempo de almacenamiento de 

los DBS a temperatura ambiente no mostraron asociación con este resultado. Del 

mismo modo, no se encontró evidencia de la influencia del genotipo/subtipo 

identificado con la detección del RNA-VHC en DBS en los pacientes en los que se pudo 

llevar a cabo el análisis (no se pudo realizar el genotipado en 10/196 muestras con 

cargas virales <100 UI/mL). Si bien esta proporción de falsos negativos en comparación 

con la técnica de referencia puede parecer elevada, la detección del RNA-VHC 

mediante la técnica basada en DBS permitió detectar la mayoría de las infecciones 

virémicas en un colectivo especialmente vulnerable (el 12,9% no tenían un hogar 

estable y el 21,4% estaban desempleados) que habitualmente no acude a los centros 

de salud formales donde se ofrece el diagnóstico mediante las técnicas de referencia 

en sangre venosa (210).  

Si, de acuerdo con las guías de la OMS, tenemos en cuenta las muestras con cargas 

virales superiores a 3.000 UI/mL, el ensayo mostró una sensibilidad y especificidad del 

97,2% y 100%, respectivamente. La OMS incentiva el uso de ensayos para la detección 

del RNA-VHC con límites de detección de al menos 3.000 UI/mL, incluyendo los 

basados en DBS, siempre que implique una mejora en el acceso al diagnóstico del VHC 

(214). 

La recomendación de este punto de corte (3.000 UI/mL) por parte de la OMS se basa 

en dos estudios realizados, a partir de los cuales se concluía que el 95% de individuos 

con infección virémica por el VHC presenta cargas virales por encima de 3.000 UI/mL 
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(216,217). No obstante, en el presente estudio, un 10,2% de los participantes estaba 

por debajo de ese umbral, lo que da lugar a un porcentaje de falsos negativos en DBS 

mayor de lo esperado. Esto puede deberse principalmente a dos factores; en primer 

lugar, la fibrosis avanzada o cirrosis pueden alterar la replicación del VHC en el hígado 

(218). En este sentido, el consumo elevado de alcohol en esta población (219), así 

como la baja vinculación al sistema sanitario, pueden propiciar un escenario en el que 

la enfermedad hepática avanzada sea frecuente (219). De hecho, en un estudio que se 

está llevando a cabo actualmente en PQID en activo del mismo centro A se ha descrito 

un grado de fibrosis avanzada en el 11% de los con infección virémica por VHC (220). 

En segundo lugar, la posibilidad de que los individuos con cargas virales bajas y muy 

bajas puedan estar en el periodo de infección aguda, durante la cual la carga viral del 

VHC experimenta importantes fluctuaciones, e incluso breves periodos durante los 

cuales sería indetectable para posteriormente volverse a detectar (221). En un estudio 

llevado a cabo por M. Feiman et al. los autores sugieren que, de hecho, la carga viral 

baja podría ser utilizada como un marcador subrogado de la infección aguda (217). La 

incidencia elevada del VHC en la población de estudio, como se reflejará en el Artículo 

III (estimación de la proporción de infecciones agudas por VHC en la población de 

estudio a partir de datos de NGS), refuerza esta hipótesis, en una población con 

múltiples factores de riesgo para la infección y, por tanto, con mayor probabilidad de 

encontrar infecciones agudas, ya sean infecciones primarias o reinfecciones.  

Por otra parte, en el estudio llevado a cabo por Scott et al. mediante modelización 

matemática, se constata la necesidad de cribar directamente y de manera periódica el 
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RNA-VHC en esta población, especialmente cuando la seroprevalencia es elevada 

(>50%), con la finalidad de obtener un diagnóstico temprano y frenar la transmisión, 

para poder alcanzar los objetivos de eliminación propuestos por la OMS (222). En la 

misma línea, las últimas guías del ECDC recomiendan un cribado semestral en las PQID 

(160), lo que permitiría incrementar el número de individuos diagnosticados. Así 

mismo, una persona con un resultado falso negativo en una de las pruebas debido a 

una fluctuación en la carga viral durante la infección aguda, podría llegar a detectarse 

en la siguiente prueba si no aclara la infección espontáneamente. 

 

Entrega de los resultados de RNA-VHC en DBS. Aunque el uso de DBS esté 

condicionado por la centralización de las pruebas a un laboratorio de referencia (lo 

que implica que el individuo tiene que acudir a una segunda visita en el CRD para 

recoger el resultado de RNA-VHC), evita la necesidad de desplazarse a los centros de 

salud formales y potencialmente reduce las pérdidas de seguimiento, incrementando 

así el número de PQID que son conscientes de su estado y esto ayuda a vincularles al 

sistema de salud. En el presente estudio fuimos capaces de evaluar la tasa de entrega 

del resultado de RNA-VHC en el centro A en una segunda visita, que fue posible en el 

76,0% de los individuos virémicos (n=155), con una media de entrega de 90 días (RIC: 

48-158 días). Idealmente, se necesitarían tasas más altas de entrega y vinculación al 

sistema sanitario, no obstante, la implementación en este estudio fue positiva si 

consideramos el volumen de trabajo en el centro A, uno de los más grandes de Europa. 

En este aspecto, la implementación de PoCT moleculares que permitan el diagnóstico 
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rápido de manera in situ (152), tiene el potencial de mejorar estos aspectos, lo que 

motivó el estudio que corresponde al objetivo 2.2.1.3 de la presente tesis doctoral 

(Artículo II).  

 

3.1.2. Evaluación de la utilidad de una estrategia alternativa de cribado y 

confirmación diagnóstica en un solo paso a partir de la detección del 

RNA-VHC en DBS (Artículo I) 

A través de este subobjetivo, quisimos evaluar el rendimiento del diagnóstico en un 

único paso (detección directa del RNA-VHC en DBS) en comparación al algoritmo 

diagnóstico convencional en dos pasos. Como ya se ha comentado, la prueba de 

anticuerpos se ofrece en los CRD en Cataluña, aunque la mayoría de pacientes no 

acuden para la confirmación de la carga viral en los centros de salud formales (210).  

Al comparar la proporción de casos virémicos (RNA-VHC positivo independientemente 

de la carga viral) detectados en la población de estudio por el algoritmo convencional 

en dos pasos (prueba rápida de anti-VHC seguido de carga viral en plasma extraído en 

el centro A) (64,7%: 187/289; IC 95%: 59,0−70,0%) frente a la alternativa en un único 

paso (RNA-VHC en DBS) (59,9%: 173/289; IC 95%: 54,1−65,3%), no se encontraron 

diferencias significativas (p=0,230). Además, la detección directa del RNA-VHC a partir 

de DBS tiene el potencial de mejorar el acceso al diagnóstico, ya que los usuarios 

pueden someterse a la prueba y recoger el resultado en una segunda visita al CRD, 

ambos procesos sin necesidad de acudir al sistema sanitario formal.  
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La Figura 22 muestra la prevalencia de anti-VHC y RNA-VHC en la población de estudio 

que asiste a los CRD por años de inyección (<3, 3-5 y >5 años). En ella se puede 

observar como en los usuarios con más de dos años de infección la detección de anti-

VHC aporta poca información, ya que este colectivo presenta una seroprevalencia muy 

alta (75,0 % en los que declararon 3-5 años de inyección y 87,4% en de >5 años, grupo 

que constituye el 80% de la muestra), es decir, la gran mayoría de personas a las que 

se le realice una prueba de anticuerpos, necesitarán también la prueba del RNA-VHC, 

por lo cual podría hacerse directamente en todos los casos. La detección directa del 

RNA-VHC permitiría además identificar aquellos casos en el periodo ventana de los 

anticuerpos (infección aguda), lo que supone una ventaja en una población en la que la 

incidencia del VHC es elevada (223–226), especialmente en aquellas personas que 

llevan poco tiempo consumiendo drogas por vía inyectada. Asimismo, permite 

detectar aquellos casos con niveles indetectables de anti-VHC debido a una respuesta 

sub-óptima de anticuerpos, como puede suceder en los individuos coinfectados por el 

VIH. De hecho, se ha sugerido que la eliminación del cribado mediante la prueba de 

anticuerpos podría mejorar el diagnóstico del VHC en personas con coinfección por el 

VIH (207). En el presente estudio la prueba rápida de anti-VHC fue negativa en 15 

casos (6,4%). Entre estos, cuatro fueron clasificados como infecciones agudas dentro 

del periodo ventana de anticuerpos (la ausencia de anti-VHC fue confirmada en 

muestra de plasma, y todos eran VIH negativos). Por otro lado, en cinco casos si se 

detectaron los anti-VHC en las muestras pareadas de plasma, por lo que se 

consideraron falsos negativos de la prueba rápida de anticuerpos. Los cuatro casos 
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restantes no se pudieron clasificar debido a que no se disponía de la muestra de 

plasma. 

 

 

Figura 22. Relación entre la prevalencia del VHC y los años de consumo de drogas 

inyectables. Anti-VHC: anticuerpos contra el virus de la hepatitis C; PoCT: Point-of-care 

test; DBS: dried blood spots. 

 

En conclusión, el algoritmo en un único paso de detección directa del RNA utilizando 

muestras mínimamente invasivas (DBS) permite simplificar el diagnóstico y vincular al 

tratamiento aquellos individuos con infección virémica, y a la vez, aumentar el número 

de PQID que son conscientes de su enfermedad. Además, el uso de DBS tiene el 

potencial de descentralizar no solo el diagnóstico, sino también el seguimiento del 

tratamiento de la infección por VHC (128), así como la evaluación periódica de la 
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reinfección en esta población (160). En conjunto, la nueva prueba basada en DBS 

permitiría mejorar el acceso al diagnóstico por parte de las PQID que acuden a CDR así 

como conocer y monitorizar la prevalencia de infección activa en esta población, 

necesario para guiar los esfuerzos hacia la micro-eliminación del VHC en PQID en el 

contexto del plan para la Prevención y Control de la Hepatitis C en Cataluña (comisión 

para la elaboración del plan de prevención y control de la Hepatitis C en Cataluña, 

2018) con el fin de alcanzar los objetivos de eliminación establecidos por la OMS (99). 

 

3.1.3. Evaluación del PoCT Xpert® HCV VL Fingerstick para el cribado y 

diagnóstico de la infección virémica en PQID que acuden a CRD en 

Cataluña (Artículo II) 

En el estudio HepCdetect II (Artículo I), demostramos que las muestras mínimamente 

invasivas de DBS eran útiles para mejorar el diagnóstico de la infección virémica por 

VHC en PQID que acuden a CRD de Cataluña, sin necesidad de derivar al sistema 

sanitario formal a todos aquellos casos seropositivos para realizarse la analítica 

confirmatoria de detección del RNA-VHC. En este sentido, el uso de algoritmos 

simplificados para el diagnóstico de la infección virémica del VHC en PQID tienen el 

potencial de mejorar no solo el acceso al diagnóstico sino también al tratamiento de la 

hepatitis C en programas descentralizados, y ayudar a establecer programas de micro-

eliminación en esta población (167). 

En el Artículo I, en el contexto del estudio HepCdetect II, el DBS fue implementado y 

evaluado para una estrategia de cribado y diagnóstico de la infección virémica del VHC 
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en cuatro CRD de Cataluña. De esta manera fue posible establecer la prevalencia de 

infección virémica, y demostró aumentar el conocimiento de la infección virémica por 

parte de la población de estudio (Artículo I). Una de las limitaciones de la detección del 

RNA-VHC en DBS es que no se trata de una prueba en el punto de atención (PoCT), ya 

que las muestras de DBS se tienen que remitir a un laboratorio centralizado. En el 

Artículo I se evaluó la entrega de los resultados de la detección del RNA-VHC en un el 

centro A, y fue posible en el 76,0% de los casos en un plazo de 160 días cuando el 

usuario volvía al mismo centro. En este contexto, la implementación de un PoCT 

molecular para el diagnóstico in situ en el mismo centro podría reducir las pérdidas de 

seguimiento (195). El PoCT Xpert® HCV VL Fingerstick (Xpert FS) es un ensayo que 

integra la extracción de los ácidos nucleicos, la retro-transcripción, la amplificación y la 

detección del RNA-VHC mediante PCR en tiempo real, lo cual requiere de un 

instrumento GeneXpert conectado a un ordenador. Este ensayo fue desarrollado a 

partir de la versión previa en plasma venoso para mejorar el diagnóstico de la infección 

virémica del VHC a partir de una muestra mínimamente invasiva de sangre capilar 

fresca (195), lo que permite obtener resultados cuantitativos en aproximadamente una 

hora (152). En 2018, nos propusimos evaluar este nuevo ensayo en su formato RUO 

(research use only), antes de su comercialización para diagnóstico in vitro (marcado CE-

IVD).  

De esta manera, el principal objetivo del Artículo II fue el de comparar dos estrategias 

de cribado y diagnóstico de la infección virémica del VHC en un único paso en PQID 

que atendían el CRD A, a partir de: 1) la detección del RNA-VHC en sangre capilar 



136 

        Resultados y Disusión 

 

fresca por el ensayo Xpert® HCV VL Fingerstick mediante el equipo GeneXpert 

instalado en el CRD, y 2) la detección del RNA-VHC en sangre capilar seca recogida 

como DBS en el CRD A mediante la técnica validada previamente en PQID en el 

Artículo I. Los dos ensayos fueron comparados con el método de referencia realizado 

en el laboratorio para la cuantificación de la carga viral en muestras pareadas de 

plasma, el ensayo Xpert® HCV VL. En los casos en los que hubo una discordancia entre 

los ensayos Xpert FS y Xpert VL se llevó a cabo la carga viral del VHC por una tercera 

técnica, el ensayo Abbott HCV RealTime (Abbott Diagnostics). Además, se evaluó la 

influencia del genotipo/subtipo del VHC y la coinfección por VIH sobre la detección del 

RNA-VHC. Por último, se evaluó la entrega de los resultados del RNA-VHC, así como la 

derivación al sistema sanitario de los casos virémicos. 

 

Características de la población de estudio. Las principales características 

sociodemográficas y conductuales de la población de estudio (N=100) están reflejadas 

en la Tabla 1 del Artículo II. La mayoría eran hombres (86,0%), con una edad media de 

43,9 años; el 28,0% eran personas sin hogar estable, el 22,0% eran inmigrantes, el 

69,0% habían estado alguna vez en prisión y el 71,0% utilizaba drogas por vía 

parenteral a diario. 

En total, 99 participantes se habían sometido previamente a la prueba del VHC (de 1 a 

10 veces); el 76,8 % (n=76) de ellos reportaron haber sido diagnosticados previamente 

de infección por el VHC y el 36,8% (n=28) haber recibido tratamiento antiviral. De este 

último grupo, el 85,7% (n=24) reportaron haber completado el tratamiento (el 50,0% 
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(n=14) con tratamiento inyectado) y el 82,1% (n=23) haberse curado (aunque seis de 

ellos tenían una infección virémica en el momento de participar en el estudio).  

La seroprevalencia del VHC fue del 89,0% (IC al 95%: 81,4-93,7%), y el 63,0% (IC al 95%: 

53,2-71,8%) tenían una infección virémica. En dos participantes virémicos (VIH 

negativos) no se detectaron anticuerpos (3,2% del total de participantes con infección 

virémica); por lo tanto, la prevalencia de infección pasada o actual por el VHC fue del 

91,0%. Por último, el 25,4% (n=16) de los participantes con infección virémica por el 

VHC presentó una coinfección por el VIH.  

 

Evaluación del ensayo Xpert FS para la detección del RNA-VHC en sangre capilar 

fresca. En total, se necesitaron 113 cartuchos para generar resultados válidos para los 

100 participantes. En el 11,5% (13/113) de los casos se obtuvieron resultados inválidos; 

i) en ocho participantes el ensayo se interrumpió una vez, mientras que en otro el 

ensayo se interrumpió hasta cuatro veces; ii) en un participante se obtuvo un resultado 

inválido debido a que se detectaron los controles en un ciclo de amplificación muy 

alto; y iii) en otro caso se obtuvo un resultado inválido debido al fallo de los controles, 

pero el resultado se validó manualmente (se dio un resultado positivo cualitativo dado 

que la curva de amplificación para el VHC era correcta) siguiendo las recomendaciones 

del servicio técnico.  

La especificidad del ensayo Xpert FS (utilizando el ensayo Xpert VL como método de 

referencia) fue del 100% (IC al 95%, 90,1%-100%). La sensibilidad del ensayo se evaluó 

utilizando tres puntos de corte de carga viral (Tabla 1, Artículo II), tal y como se había 
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realizado anteriormente para el ensayo basado en DBS (Artículo I). Cuando se utilizó 

como referencia el resultado de carga viral detectable por el ensayo en plasma, la 

sensibilidad fue del 98,4%, mostrando una concordancia muy buena entre ambos 

métodos (Kappa=0,979). El único resultado no concordante correspondió a un 

participante con una carga viral positiva pero no cuantificable (<10 UI/mL) en plasma 

por el método de referencia, con un resultado negativo por el ensayo Xpert FS (es 

decir, un resultado falso negativo). La carga viral de este participante fue confirmada 

como positiva en plasma por el ensayo HCV Realtime de Abbott (positiva <12 UI/mL). 

Además, se confirmó la presencia de anticuerpos en plasma. En otro participante se 

detectó una carga viral positiva no cuantificable tanto por el método de referencia 

(<10 UI/mL) como por el ensayo Xpert FS (<40 UI/mL). 

Para los puntos de corte de cuantificables ≥10 IU/mL y >3.000 IU/mL, la sensibilidad 

del ensayo Xpert FS fue del 100%. En una muestra con una carga viral de 5,54 

Log(UI/mL) en plasma, la carga viral no fue cuantificada por el ensayo Xpert FS debido 

a un error en los controles del ensayo, y la curva de amplificación del VHC fue 

verificada manualmente como positiva (resultado cualitativo).  

La media de la carga viral de los 60 participantes con resultados cuantificables fue de 

5,82 Log(UI/mL) [rango: 2,56-7,46 Log(UI/mL)] para el método de referencia, y de 5,75 

Log(UI/mL) [rango: 2,54-6,99 Log(UI/mL)] para el ensayo Xpert FS. La correlación entre 

los resultados de carga viral obtenidos por ambos métodos fue significativa (rho de 

Spearman, =0.87), como se muestra en la Figura 23.  
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Figura 23. Correlación entre las cargas virales obtenidas por los ensayos Xpert® en 

plasma y sangre capilar (Fingerstick). UI: Unidades Internacionales 

 

El diagrama de Bland-Altman (Figura 24) mostró un sesgo de -0,0659 Log (IU/mL) del 

ensayo Xpert FS respecto al método de referencia (IC del 95%: -0,69898−0,56718), lo 

que indica cargas virales ligeramente inferiores con el XpertFS en comparación al 

ensayo basado en plasma. Cuatro muestras superaron el límite superior de 

concordancia, con una carga viral más alta detectada por el ensayo Xpert FS que por el 

método de referencia. Cabe destacar que, si bien el volumen de sangre capilar 

necesario (100 µl) se recoge mediante una Minivette de esa capacidad, es posible que 

a veces el volumen de sangre recogido no sea exactamente de 100 µl debido a diversos 

motivos (p.ej. que no se rellene totalmente por dificultades en la recogida de la 

muestra), lo que puede dar lugar a la variabilidad observada cuando se comparan los 
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resultados con la prueba de plasma, donde el volumen necesario (1000 µl) se dispensa 

con una micropipeta con mayor precisión. 

 

Figura 24. Representación de la 

diferencia de entre las cargas 

virales obtenidas por los ensayos 

Xpert® en sangre capilar y en 

plasma. UI: Unidades 

Internacionales. 

 

 

En el Artículo II se evaluó la viabilidad de un ensayo PoCT para la detección del RNA-

VHC en un contexto de práctica real en CRD de Cataluña, en el que el 11,5 % de las 

pruebas tuvieron que ser repetidas. Esta cifra es superior a la observada en un estudio 

australiano realizado en clínicas de tratamiento de la drogodependencia y servicios de 

atención a personas sin hogar, en el que se documentó un 8 % de pruebas inválidas 

(152). En el estudio mencionado, no obstante, el ensayo era realizado por el propio 

equipo investigador, y no por el personal del centro como en el presente estudio, el 

cual se formó específicamente para este proyecto (no tenía experiencia previa en 

técnicas de laboratorio). Otro factor que pudo influir en algunos resultados inválidos es 

la presencia de sangre coagulada en la pipeta con la que se recoge la sangre capilar, 

que puede suceder aun cuando ésta contiene anticoagulante. 
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En otro estudio llevado a cabo en Tanzania en un centro de tratamiento de la 

drogodependencia, la tasa de error del ensayo Xpert FS fue del 42%, la mayoría debido 

a una falta de volumen de la muestra. En este, la muestra de sangre recogida era 

transportada desde el centro de extracción hasta un laboratorio centralizado donde 

hacían la prueba en el GeneXpert, por lo que los autores hipotetizaron posibles 

problemas en la toma de la muestra y estabilidad durante el envío, en un país con una 

temperatura y grado de humedad muy elevadas (227).  

Aunque el ensayo Xpert FS está diseñado para su utilización por personal sin 

experiencia previa en técnicas de laboratorio, el porcentaje de error observado tanto 

en el presente como en otros estudios indica la necesidad de capacitación del personal 

que realiza la técnica para asegurar la calidad del proceso (228). 

En el estudio llevado a cabo en Australia (152) , el ensayo Xpert FS mostró un excelente 

rendimiento tanto para la detección del RNA-VHC (sensibilidad y especificidad del 

98,3% y 100%, respectivamente) como para la cuantificación de la carga viral 

(sensibilidad y especificidad del 100% con un punto de corte de ≥12 IU/mL). A pesar de 

que utilizaron como técnica de referencia el ensayo HCV Realtime de Abbott, que tiene 

un LID ligeramente superior (12 IU/mL) al del ensayo Xpert VL (10 IU/mL) utilizado en 

el Artículo II, se obtuvieron resultados muy similares a los observados en el presente 

estudio (sensibilidad del 98,4% y especificidad del 100%). En el estudio australiano 

también se detectó un falso negativo en una muestra con carga inferior a la detectable 

por el ensayo de referencia (152). 
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Asimismo, el estudio realizado en Tanzania también reportó una excelente sensibilidad 

y especificidad (del 99,1% y 98,7%, respectivamente) (227). En este, los autores 

documentaron un caso de infección virémica detectada por el ensayo Xpert FS y con 

un resultado negativo por el Xpert VL, aunque los autores no pudieron sacar 

conclusiones ya que no fue posible repetir los ensayos de la muestra en concreto. 

En concordancia con los estudios de Lamoury et al. (152) y Mohamed et al. (227), la 

diferencia entre las cargas virales de VHC detectadas por el Xpert FS y los ensayos de 

referencia fueron mínimas (-0,07 Log(IU/mL en el presente estudio y en Lamoury et al. 

(152) y -0,13 Log(IU/mL) en el estudio llevado a cabo por Mohamed et al. (227).  

 

Comparación entre el rendimiento diagnóstico del PoCT molecular (Xpert FS) y la 

detección del RNA-VHC en DBS. La recogida de DBS fue adecuada en todas las 

muestras. En ningún caso se observó cambios en el indicador de humedad, y la 

cantidad de sangre (diámetro y número de los spots) fue adecuada en todos ellos. Las 

muestras se almacenaron a temperatura ambiente durante una media de 18,2 días 

(DE; 9,5 días) antes de procesarse en lotes.  

Los resultados de cada una se compararon con los de la misma técnica de referencia 

(Xpert VL en plasma) para diferentes puntos de corte de carga viral (Figura 25). Para 

todas las muestras con carga viral detectable por la técnica de referencia, la 

sensibilidad fue del 93,7% para el DBS frente al 98,4% del Xpert FS, mostrando una 

concordancia muy buena entre ambos métodos (Kappa = 0,916). Para los resultados 

con carga viral cuantificable, considerando los puntos de corte de ≥10 IU/mL y 3.000 
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IU/mL, tampoco se detectaron diferencias significativas entre las dos técnicas. En 

todos los casos la especificidad fue del 100%. En cuanto a los resultados inválidos, en 

dos casos de DBS (2,0%) se obtuvo un resultado inválido que se resolvió al volver a 

realizar la técnica, frente al 11,5% del ensayo Xpert FS. 

 

 

Figura 25. Sensibilidad de los ensayos Xpert FS y DBS en comparación con la técnica 

de referencia.  

 

Este es el primer estudio que compara el rendimiento de la detección del RNA-VHC por 

el ensayo Xpert FS con la detección en muestras mínimamente invasivas (DBS). A pesar 

de la menor sensibilidad de la técnica basada en DBS (LID: 541 UI/mL en sangre total 

(1) en comparación con el ensayo Xpert FS (LID, 40 UI/mL), la diferencia en el número 

de casos virémicos identificados no fue significativa (para cualquiera de los tres puntos 
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de corte de carga viral considerados; detectable, cuantificable ≥10 UI/mL y 

cuantificable >3.000 UI/mL). La no detección de cargas virales no cuantificables o 

cargas virales bajas por ambos ensayos supone un bajo impacto en el diagnóstico de la 

infección virémica, ya que en la mayoría de casos los pacientes presentan cargas más 

altas. En un meta-análisis reciente se estableció que un ensayo diagnóstico con un LID 

de 1.316 UI/mL sería capaz de detectar el 97% de los casos virémicos (217). Además, 

tanto la EASL (125) como la OMS (214) establecen LID alternativos de 1,000 y 3,000 

UI/mL, respectivamente, en situaciones específicas (como en regiones de baja y media 

renta o en poblaciones como los PQID), si con ello se promueve el acceso al 

diagnóstico. 

 

Efecto del genotipo del VHC y la infección por el VIH en el rendimiento de la detección 

del RNA-VHC con los ensayos Xpert FS y DBS. Los dos participantes con cargas virales 

<10 UI/mL en plasma (2/63, 3,2%) no pudieron ser genotipados por ninguno de los 

métodos utilizados. En los casos restantes, el genotipo se asignó por secuenciación 

Sanger seguido de análisis filogenético, excepto en un caso en que se utilizó el ensayo 

Abbott HCV Genotype II debido a una baja carga viral (1.650 UI/mL). Los genotipos y 

subtipos del VHC identificados fueron los siguientes: 3a (n=31; 50,8%), 1a (n=24; 

39,3%), 1b (n=2; 3,3%), 4a (n=2; 3,3%), y 4d (n=2; 3,3%). Como solo se obtuvo un 

resultado falso negativo con el ensayo Xpert FS en uno de los dos participantes con 

carga viral muy baja que no pudieron ser genotipados, no se pudo identificar ningún 

efecto del genotipo/subtipo del VHC en la sensibilidad de la técnica.  
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Por otra parte, los dos participantes con cargas virales <10 UI/mL no fueron detectados 

por la técnica realizada en DBS (falsos negativos). En los dos casos restantes en que el 

DBS no detecto el RNA-VHC y se pudo genotipar el virus, los dos se clasificaron como 

subtipo 3a. No obstante, la no detección por la técnica en DBS seguramente fue debida 

a las cargas virales presentes en ambas muestras (364 y 4.530 UI/mL en plasma, 

respectivamente), ya que por otra parte sí se detectaron todas las demás muestras con 

subtipo 3a (rango de cargas virales: 1.650 - 2,9x107 UI/mL).  

Del mismo modo, no se pudo observar ningún efecto de la coinfección por el VIH en 

los resultados cualitativos del ensayo Xpert FS ni del ensayo basado en las muestras de 

DBS; la prevalencia de la infección por VIH fue similar en los casos positivos y negativos 

de RNA-VHC, tanto en el ensayo Xpert FS como en DBS: 25,8% (16/62) vs. 25,0% 

(15/60), p=0,733 y 29,0% (11/38) vs. 30,0% (12/40), p=0,583. 

 

Entrega de los resultados del ensayo Xpert FS. Entre los 100 participantes, el 

resultado del ensayo Xpert FS se entregó al 100% de los participantes después de 

recibir un incentivo económico, y en el 80% de los casos se entregó el mismo día de la 

prueba. En los 20 casos en los que el resultado se notificó en un día diferente, tuvo 

lugar entre 1 y 8 días más tarde (mediana: 3 días). Entre los 11 participantes para los 

cuales fue necesario repetir la prueba, ocho (72,7%) recibieron el resultado de Xpert FS 

el mismo día de la prueba, mientras que en los que no hubo problemas en la técnica 

(n=89), el 80,9% recibieron el resultado el mismo día (p=0,765). 
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La derivación a la atención médica se llevó a cabo en todos los casos que requerían 

tratamiento de la hepatitis C y no estaban en seguimiento (62/63 casos virémicos, 

98,4%). Con respecto al resultado confirmado por el método de referencia (Xpert VL), 

este estuvo disponible al siguiente día laborable y se pudo entregar a todos los 

participantes en una segunda visita al CRD (mediana: 7 días; rango intercuartílico (RIC):  

5-11 días). 

Estos resultados de un estudio en vida real demuestran que la entrega de los 

resultados del nuevo ensayo Xpert FS en el mismo día es viable. Este es el primer 

estudio en evaluar la entrega de los resultados del ensayo Xpert FS, que pudo llevarse 

a cabo en todos los participantes, y en el mismo día de la prueba en el 80% de los 

casos. Estos datos mejoran los observados en el Artículo I, en los que se pudo entregar 

el resultado del RNA-VHC en el 76% de los PQID con infección virémica diagnosticados 

a partir de muestras de DBS y en un plazo de tiempo más largo. Como resultado de la 

presente intervención, se diagnosticaron 34 nuevas infecciones virémicas por VHC 

(54,8% del total de participantes virémicos), que no eran conscientes del propio estado 

frente al VHC, y el 98,4% de los casos virémicos que no estaban previamente 

vinculados al sistema sanitario fueron derivados.  

Cabe señalar que el incentivo económico se ofreció en el momento de entrega de los 

resultados; por lo tanto, los estudios posteriores deberán evaluar la tasa de entrega de 

los resultados en circunstancias diferentes. En un estudio que se está llevado a cabo 

actualmente en PQID en activo del mismo CRD A (220) en el que se evalúa una 

estrategia descentralizada de diagnóstico y tratamiento in situ, solo el 46% de las PQID 
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aceptaron el cribado del VHC sin recibir remuneración económica, por lo que será 

necesario valorar estrategias para aumentar las tasas de diagnóstico.  

Cuando se preguntó a los participantes sobre sus preferencias en cuanto a la entrega 

de resultados (Figura 26), el 50,0% de los participantes prefirió recibir el resultado el 

mismo día aunque tuviera que esperar una hora, el 13,0% prefirió recibir los resultados 

otro día (diferente al de la prueba), y el 37,0% no expresó ninguna preferencia. Cuando 

se tuvo en cuenta el conocimiento del propio estado frente al VHC, el 59,4% de los que 

desconocían su estado (fuera virémico o no) preferían recibir los resultados el mismo 

día vs. el 33,3% de los que sí eran conscientes de su estado (p=0,012). Cuando se 

consideraron solo los participantes virémicos, esta proporción fue del 58,8% vs. el 

34,5%, respectivamente (p=0,054). La proporción de PQID que prefirieron recibir el 

resultado de RNA-VHC el mismo día fue menor a la observada en el estudio de Bajis et 

al. (63%) (209).  
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Figura 26. Preferencias de los participantes en cuanto a la entrega de los resultados 

del RNA-VHC. 

 

Dada la elevada aceptabilidad y fiabilidad de los dos ensayos basados en la obtención 

de sangre capilar en PQID (PoCT y DBS), los datos observados en el presente estudio 

muestran la posibilidad de implementar ambas estrategias basadas en la detección 

directa del RNA-VHC en esta población (150). La simplicidad de la recolección, 

almacenamiento y transporte de las muestras de sangre seca en DBS a los laboratorios 

centralizados, ofrecen una alternativa útil y fiable para mejorar el acceso al diagnóstico 

en PQID que acuden a CRD (191), especialmente en situaciones en las que la 

instalación del equipo GeneXpert para la realización del ensayo Xpert FS no sea viable. 

Este equipo tiene requerimientos de espacio, suministro de energía, conectividad a 

Internet para la validación remota de resultados y disponibilidad de personal capaz de 
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realizar las pruebas. Por otra parte, el ensayo en DBS requiere la centralización de la 

prueba en un laboratorio de referencia, así como una segunda visita al CRD, lo que 

puede suponer pérdidas de seguimiento de los PQID, como se observó en el Artículo I 

en los casos en que no fue posible entregar los resultados de la prueba del RNA-VHC 

en DBS. No obstante, el hecho de obtener los resultados en la siguiente visita podría 

no ser una barrera para las PQID que son usuarios regulares del CRD, especialmente si 

ya son conscientes de su estado de enfermedad virémica, en los que la estrategia 

basada en el DBS sigue evitando la necesidad de asistir a centros de salud ordinarios, 

así como de someterse a la flebotomía para realizar las pruebas, lo que puede 

constituir una barrera para el diagnóstico del VHC en esta población debido al difícil 

acceso venoso que suelen presentar (229).  

En conclusión, el ensayo Xpert FS para la detección y cuantificación del RNA-VHC 

constituye una herramienta valiosa para la descentralización del diagnóstico del VHC 

en PQID que asisten a CRD. Además, en los centros en que no sea posible la realización 

del ensayo Xpert FS, la utilización de muestras mínimamente invasivas (DBS) es una 

alternativa viable. En consonancia con nuestros resultados, la Sociedad Española para 

el Estudio del Hígado expresó en un documento de posicionamiento publicado en 2019 

que para alcanzar la eliminación de la hepatitis C en España, el diagnóstico 

descentralizado (que incluye el uso de ensayos basados en DBS o de tipo PoCT para la 

detección del RNA-VHC) debería promoverse en poblaciones marginales que rara vez 

acuden a los servicios sanitarios formales, como las PQID (230), lo que también 

contribuiría a reducir las presentaciones tardías de la enfermedad (231). Por lo tanto, 
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las dos estrategias ayudarían a reducir potencialmente el número de individuos que no 

alcanzan un diagnóstico confirmatorio y, en consecuencia, aumentaría el número de 

PQID con hepatitis C que son conscientes de su estado y que pueden ser vinculados al 

tratamiento. La implementación de ambos ensayos, no obstante, requiere establecer 

programas para garantizar la calidad del proceso (195). Los resultados observados en 

los estudios en vida real descritos en el Artículo I y Artículo II han sido fundamentales 

para orientar los esfuerzos hacia la eliminación del VHC en los PQID en el contexto del 

Plan de Prevención y Control de la Hepatitis C en Cataluña (99); dentro de este plan se 

ha aprobado en 2020 un protocolo para el diagnóstico y tratamiento del VHC en 

centros de atención y seguimiento de las drogodependencias, que ya incluye el 

GeneXpert y el DBS como alternativas a la analítica convencional tanto para el 

diagnóstico como para seguimiento del tratamiento y la reinfección del VHC en 

aquellas ocasiones en los que no se puedan realizar extracciones de sangre venosa 

(232). 
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3.2. Caracterización de la epidemia de infección virémica por VHC en 

PQID que acuden a CRD en Cataluña. 

3.2.1. Estimación de la prevalencia por VHC en la población de estudio 

(Artículo I) 

La seroprevalencia de la infección por VHC observada en las PQID que participaron en 

el estudio HepCdetect II fue del 79,8% (327/410; IC 95%: 75,6-83,4%), mientras que la 

prevalencia de infección virémica fue del 58,5% (235/402; IC 95%: 53,6-63,2%). Del 

total de participantes virémicos, el 6,4% (n=15) de los PQID tuvieron un resultado 

negativo en la prueba rápida de anticuerpos (seis de ellos con una confección por el 

VIH). De estos, cuatro individuos fueron clasificados como infección aguda (se 

confirmó la ausencia de anti-VHC en muestras de plasma y se excluyó la coinfección 

por VIH). Cinco casos fueron clasificados como falsos negativos de la prueba rápida de 

anticuerpos (fueron detectados en muestra de plasma). En el resto de individuos (n=6) 

no se pudo llevar a ninguna conclusión debido a que la muestra de plasma no estaba 

disponible, aunque tres de ellos reportaron haber tenido un diagnóstico previo del 

VHC. Teniendo en cuenta todos los participantes que fueron o bien positivos para 

anticuerpos o bien para el RNA-VHC, un 83,8% (337/402; IC 95%: 79,9-87,1%) de los 

participantes había tenido una infección por el VHC. 

Un 24,3% de los participantes con infección virémica por el VHC presentaba 

coinfección por el VIH. La prevalencia de infección virémica por VHC entre los PQID 

VIH-positivos y VIH-negativos no mostró diferencias significativas (60,0% vs. 58,0%, 

p=0.727). En global, la prevalencia de infección por VIH a partir de la información auto-
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declarada o por la prueba rápida fue del 23,4% (IC 95%: 19,6–27,7%), siendo más 

frecuente entre los PQID con >5 años de inyección (27,7% vs. 7,1%). 

La prevalencia de infección virémica en PQID activos que acuden a CRD de Cataluña 

(58,5%), fue descrita por primera vez en el estudio HepCdetect II. Ésta se sitúa dentro 

de las tasas más altas observadas en Europa occidental en un meta-análisis reciente 

(media: 39,9; rango: 19,4 (Serbia); 65,8 (Portugal))  (178). Además, la seroprevalencia 

observada fue significativamente superior a la reportada por Folch et al. (79,8% vs. 

65,8%, p < 0,0001) en una muestra transversal del estudio bio-conductual REDAN 

realizada en 2014-2015 en PQID que acudían a CRD de Cataluña (233). Dos factores 

pueden haber influido en las diferencias observadas entre los dos estudios; por una 

parte, el periodo de estudio (2016-2017 en el presente estudio y 2014-2015 en el 

estudio REDAN); y por la otra parte, el uso de una prueba de anticuerpos más sensible 

en el presente estudio respecto al utilizado en el trabajo de Folch et al. (RDT en sangre 

capilar con una sensibilidad del 97,6% (147,149) frente a un inmunoensayo enzimático 

en fluido líquido oral con una sensibilidad del 86,7% (234), son factores que podrían 

explicar las diferencias observadas entre ambos estudios.  

Por otra parte, la prevalencia de anti-VHC a partir de muestras de fluido oral en el 

último estudio bio-conductual REDAN en PQID usuarios de CRD en 2019 fue del 74% 

(C. Folch, comunicación personal), similar a la observada en el estudio HepCdetect II 

(2016-2017). En el estudio REDAN del 2019 también se observó una tendencia 

creciente de seroprevalencia en el periodo 2008-2019 dentro del grupo de PQID que se 

inyectaban drogas desde hacía menos de cinco años (de 55,7% en 2008 a 68% en 
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2019), hecho que se reflejará también en el apartado 3.2.6, en el que las PQID más 

jóvenes (< de 30 años) y los inyectores recientes son más susceptibles a tener una 

infección aguda y pertenecer a un cluster de transmisión. En la cohorte de PQID del 

CRD-A a partir de la cual se validó la técnica de Xpert FS (reclutamiento entre 2018-

2019) (Artículo II), la seroprevalencia del VHC fue del 89,0% (IC al 95%: 81,4-93,7%), y 

el 63,0% (IC al 95%: 53,2-71,8%) tenían una infección virémica, similar a lo observado 

en el CRD-A en el estudio HepCdetect II (en este centro la seroprevalencia fue del 

83,6% y la prevalencia de infección activa del 67,3%) (Artículo I). Todo ello indica que, 

aunque existe una estructura de servicios de reducción de daños que atiende a las 

PQID en Cataluña, es necesario darle un nuevo enfoque que incentive el diagnóstico de 

la infección virémica del VHC y la vinculación al tratamiento, hasta el momento 

insuficiente. En el futuro habrá que evaluar el impacto de estrategias de micro-

eliminación en este colectivo, como el llevado a cabo por el equipo de la Dra. Sabela 

Lens (Hospital Clínic de Barcelona) en el CRD-A a través de un programa de diagnóstico 

y tratamiento in situ (220), así como la implementación de nuevos circuitos que 

faciliten el continuum asistencial en esta población. 

Evaluación del conocimiento del propio estado de infección virémica por VHC en la 

población de estudio. La proporción de los participantes del estudio HepCdetect II que 

desconocían tener una infección virémica (RNA-VHC en DBS) se calculó a partir de 

aquellos que respondieron “no” o “no lo sé” a la pregunta “¿tienes hepatitis C?”, 

dividido entre el total de individuos con infección virémica. También se evaluó el 

desconocimiento de la infección por VIH a partir de aquellos que contestaron 
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“negativo” o “no lo sé” a la pregunta “cuál fue el resultado de tu último test de VIH?”, 

dividido entre todos los individuos con resultado positivo por el test rápido. 

No fue posible estudiar el grado de desconocimiento del propio estado de infección 

virémica por VHC en el 9,8% (23/235) de los participantes virémicos (no se obtuvo 

contestación a las preguntas del cuestionario antes referidas). En total, el 35,8% 

(76/212) de las PQID desconocía tener una infección virémica (fueron, por lo tanto, 

nuevos diagnósticos). En comparación, solo el 8,3% (8/96) de los participantes con 

resultado VIH positivo desconocían tener la enfermedad. Los resultados del análisis de 

regresión logístico uni y multivariado de los factores asociados con el desconocimiento 

de la infección virémica por VHC se muestran en la Tabla 3 del Artículo I. En el análisis 

de regresión logística univariado el origen extranjero y el reportar ≤5 años de uso 

inyectado de drogas (inyección reciente) se asoció significativamente al 

desconocimiento de la infección virémica, mientras que el consumo de cocaína como 

principal droga inyectada en los últimos seis meses, estar en tratamiento para la 

drogodependencia y tener una coinfección por VIH se asoció negativamente (es decir, 

se asoció con un mayor conocimiento de la infección virémica). No obstante, ninguna 

de estas variables fue identificada como factor independiente en el análisis de 

regresión logística multivariada.  

Asumiendo que la población de PQID que atiende a CRD en Cataluña era de 6.000 

personas en 2017, estimamos que alrededor de 1.257 PQID no eran conscientes de su 

infección virémica, y, por lo tanto, estaban a riesgo de contagiar la enfermedad a otros 

individuos y de que su enfermedad hepática progresara, ya que no estaban siendo 
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considerados para tratamiento antiviral. La diferencia respecto el VIH también se 

evidenció en las tasas de tratamiento de las dos infecciones; un 33,1% de los pacientes 

con infección virémica por VHC recibió tratamiento en alguna ocasión, frente al 79,1% 

del VIH. Además, entre aquellas PQID que alguna vez recibieron tratamiento frente al 

VHC, solo un 10% era RNA-VHC negativo, lo cual implica reinfección o fallo terapéutico. 

El conocimiento de la infección virémica por VHC es el primer paso a la vinculación al 

sistema sanitario, y está asociado a la disminución de las conductas de riesgo en las 

PQID (124), como el serosorting (definido como un tipo de medida en la cual el 

individuo realiza conductas de riesgo o no, como compartir material de inyección o 

llevar a cabo prácticas sexuales de riesgo para la infección del VHC, dependiendo del 

estado serológico del compañero/s, con el objetivo de reducir el riesgo de adquirir o 

transmitir el virus) (235).  

A pesar de no permanecer como factores asociados en el análisis multivariado, los 

inmigrantes (46,0%) y los inyectores recientes (51,5%) tenían un mayor grado de 

desconocimiento del propio estado de infección virémica. Los inmigrantes constituyen 

una población vulnerable a las enfermedades infecciosas debido a su exposición en el 

lugar de origen, durante el traslado y en el lugar de destino, a consecuencia de factores 

como la falta de acceso a la asistencia sanitaria o las condiciones socio-sanitarias (236). 

Por otro lado, los inyectores recientes son una población clave en la monitorización de 

las infecciones por transmisión parenteral. Este grupo se ha relacionado con prácticas 

de riesgo para las infecciones transmitidas por vía parenteral como el VHC y el VIH, 

como compartir jeringas u otro material de inyección, el consumo de cocaina y de 
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varias drogas a la vez, la coexistencia de enfermedades de transmisión sexual y el sexo 

sin protección, o el intercambio de sexo por dinero, entre otros (237,238), además de 

presentar un riesgo mayor de transmitir la enfermedad a otros individuos (54,55) y 

tasas de tratamiento más bajas respecto a las PQID que llevan más años consumiendo 

drogas (239). 

El tratamiento de la drogodependencia constituye, junto al PIJ, las dos principales 

herramientas de prevención primaria para el VHC en PQID. Los usuarios que recibían 

tratamiento de la drogodependencia tenían mayor conocimiento de la infección 

virémica, lo que evidencia la importancia de este programa en la vinculación al sistema 

sanitario, y, en consecuencia, en la tasa de diagnóstico y tratamiento (175,186,190). El 

tratamiento de la drogodependencia también se asoció positivamente al conocimiento 

de la exposición previa por VHC (basado en la prueba de anticuerpos) en un estudio 

realizado entre 2008-2012 por Parés-Badell et al. en PQID que acudían a CRD de 

Cataluña (240). Además, el tratamiento para la drogodependencia se asoció 

positivamente a estar diagnosticado y a haber empezado tratamiento para el VHC en 

un meta-análisis reciente  (241). 

A su vez, las PQID con una coinfección por el VIH tenían un mayor grado de 

conocimiento de la infección virémica por VHC (29,4%), aunque no permaneció como 

factor asociado en el análisis multivariado. A pesar de que no se preguntó en el 

cuestionario, una posible explicación residiría en el hecho que las PQID infectadas por 

el  VIH tienden a estar atendidas por unidades de atención específicas donde se integra 

el diagnóstico y el tratamiento del VHC (242). 
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Asimismo, las PQID que consumían cocaína tenían un mayor conocimiento de la 

infección virémica (31,6%). La cocaína se ha asociado a una mayor incidencia de 

reinfección tras el tratamiento efectivo del VHC, debido a la mayor frecuencia de 

inyección asociada a esta droga (243). Aunque pueda parecer paradójico, el presentar 

factores de riesgo para la infección (como en este caso la cocaína) podría propiciar a 

un mayor conocimiento de la enfermedad virémica, dado que estos usuarios 

percibirían un mayor riesgo y serían más propensos a someterse a pruebas con 

regularidad (240).  

Limitaciones del estudio Hepdetect II (Artículo I). Este estudio presenta algunas 

limitaciones. En primer lugar, la información bioconductual autodeclarada puede no 

ser completamente fiable debido a una interpretación errónea, o a la estigmatización. 

Sin embargo, creemos que este impacto se minimizó debido a que las entrevistas se 

llevaban a cabo por personal capacitado que trabaja en los mismos CRD, por lo tanto, 

en un entorno de confianza. En segundo lugar, el ensayo de detección del RNA-VHC 

basado en DBS no es tan sensible como los ensayos comerciales, lo que podría haber 

llevado a una subestimación de la prevalencia global de la infección virémica. Sin 

embargo, los resultados muestran que la estimación obtenida no debería diferir 

significativamente de la que se habría encontrado si se hubiera llevado a cabo el 

algoritmo convencional en dos pasos, incluyendo la carga viral en plasma con ensayos 

comerciales. En tercer lugar, los datos de prevalencia obtenidos en la provincia de 

Barcelona podrían no ser representativos de todas las PQID que acuden a los SRD en 

Cataluña. No obstante, en el estudio REDAN (2014-2015) se demostró que no había 
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diferencias significativas respecto a los datos de seroprevalencia entre las cuatro 

provincias de Cataluña (233). 

En resumen, a pesar de contar con una red de CRD en Cataluña donde se ofrece la 

prueba de anticuerpos del VHC, se necesita urgentemente expandir el diagnóstico de 

la infección virémica, la vinculación al sistema sanitario y el tratamiento frente al VHC 

entre la población de PQID que hace uso de estos servicios. En este sentido, el ensayo 

basado en DBS permite estimar la prevalencia en la población de estudio de una 

manera fiable y tiene el potencial de mejorar el acceso al diagnóstico por parte de las 

PQID que acuden a CDR, así como el conocimiento del propio estado de infección 

virémica por VHC.  

 

3.2.2. Validación del uso de las muestras de DBS para la estimación de la 

diversidad genética del VHC (Artículo III). 

Se evaluó el uso de muestras de DBS para la estimación de la diversidad genética inter-

hospedador (a nivel de genotipo y subtipo) e intra-hospedador (a nivel de 

cuasiespecies) del VHC, a partir de la comparación de la diversidad en muestras 

pareadas de DBS y plasma de 16 participantes del estudio HepCdetect II (rango de 

cargas virales: 4,20-6,78 Log(UI/mL)). Para ello, se llevó a cabo una aproximación 

basada en NGS de un amplicón que cubre 338 pares de bases de la región NS5B del 

VHC.  

En cuanto al análisis de diversidad genética inter-hospedador, todos los resultados de 

genotipado y subtipado del VHC obtenidos mediante el análisis filogenético de las 
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secuencias consenso a partir de los datos de NGS (NS5B) de DBS y de plasma fueron 

concordantes (n=7 subtipos 1a, n=3 1b, n=2 3a, n=1 4a, n=2 infecciones mixtas 1a/4a, y 

n=1 infección mixta 1a/1b). Además, no se observaron diferencias a nivel de 

nucleótidos entre las secuencias consenso de las 16 parejas DBS/plasma. Los 

resultados confirmaron lo observado en otros estudios, en los que se evidenciaba la 

idoneidad de las muestras de DBS para la identificación del genotipo/subtipo mediante 

amplificación y secuenciación Sanger de las regiones 5’UTR (244,245) o NS5B (246) en 

comparación con las muestras de plasma. 

Para el análisis de diversidad intra-hospedador, se normalizaron las lecturas (se 

seleccionaron una media de 4.205 lecturas de todas las muestras; RIC: 4,074-6,822). 

Los valores del estimador de diversidad intra-hospedador ES no mostraron diferencias 

significativas entre las muestras de plasma y DBS (p=0,734) (Figura 27).  

Este es el primer estudio que evalúa la utilidad de las muestras de DBS para el análisis 

de la diversidad genética del VHC a nivel intra-hospedador utilizando NGS. Esta 

tecnología de secuenciación ha demostrado una mayor sensibilidad para la detección 

de variantes minoritarias en comparación con las técnicas de clonación y secuenciación 

Sanger, lo que permite una mejor caracterización de virus con una alta tasa de 

diversidad genética como el VHC (247,248). 
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Figura 27. Diagrama de caja y puntos de los valores de ES para las 16 parejas 

DBS/plasma. 

 

De esta manera, demostramos la utilidad de las muestras de DBS para el estudio de la 

diversidad inter- e intra-hospedador, a partir de la validación con muestras de plasma, 

con el objetivo posterior de determinar los genotipos del VHC (diversidad genética 

inter-hospedador), así como diferenciar las infecciones agudas de las crónicas e 

identificar clusters de transmisión (diversidad genética intra-hospedador) en la 

población de estudio. Para ello, se llevo a cabo la secuenciación NGS (NS5B) antes 

mencionada en las muestras de plasma cuando estaban disponibles (participantes CRD 

A), y en DBS en el resto de CRD (B, C y D). 
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Características de la población de estudio. El perfil socio-demográfico y conductual de 

los participantes del estudio de diversidad genética inter- e intra-hospedador se 

muestra en la Tabla 1 del Artículo III. La mayoría de los participantes eran hombres 

(85,7%), y el 8,7% tenían ≤30 años. Las PQID extranjeros representaron el 30,2% (entre 

los PQID extranjeros a los que se le hizo NGS, el 39,7% eran de Georgia y el 13,2% de 

Italia), mientras que el 15,8% eran inyectores recientes (≤5 años de uso de drogas 

inyectadas). Como no se obtuvieron datos de NGS para todos los pacientes con 

infección virémica (principalmente debido a la dificultad de amplificar mediante PCR la 

región de interés en aquellos con cargas virales más bajas), se compararon las 

características socio-demográficas entre aquellos a los que se llevó a cabo NGS y los 

que no, sin evidenciarse diferencias significativas. Sin embargo, en lo que respecta a 

conductas relacionadas al consumo de drogas, los individuos no sometidos a NGS 

reportaron con más frecuencia compartir jeringas (p=0,024), practicar front-

backloading (p=0,028) y esnifar drogas (p=0,042). 

Entre los participantes virémicos, el 1,9% (4/265) se encontraban dentro del período 

ventana de los anticuerpos (RNA-VHC positivo y anti-VHC negativo tanto por la prueba 

rápida como por el ensayo serológico en plasma). Estos cuatro participantes, todos 

ellos VIH-negativos, constituyeron los controles de infección aguda. 
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Rendimiento del procedimiento experimental de NGS de la región NS5B del VHC. El 

circuito de procesamiento de las muestras de plasma y DBS está representado en la 

Figura 28. Se llevó a cabo esta estrategia en muestras de plasma con cargas virales 

≥10.000 UI/mL (183/203), de acuerdo con resultados preliminares realizados en el 

laboratorio, en los que la estrategia de amplificación de la región NS5B demostraba ser 

poco efectiva por debajo de este límite. En total, el 93,4% (171/183) de las muestras se 

caracterizaron con éxito por NGS. Entre los participantes con infección virémica de los 

que solo se obtuvieron muestras de DBS (n=62), no fue posible llevar a cabo la 

secuenciación en tres casos por muestra insuficiente. En las muestras restantes, la NGS 

se realizó con éxito en el 83,1% (49/59) de los casos. Entre las 220 muestras 

secuenciadas por NGS, la mediana de lecturas tras el filtrado de calidad fue de 10.075 

(RIC: 7.675-13.875). 
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Figura 28. Diagrama de flujo del procesamiento de muestras de DBS y plasma. 

*Muestras pareadas utilizadas para la comparación entre plasma y DBS. 

 

3.2.3. Determinación de los genotipos del VHC circulantes en la población de 

estudio (Artículo III) 

Con el fin de caracterizar la diversidad genética inter-hospedador del VHC (genotipo y 

subtipo) a partir de los datos NGS, se desarrolló una herramienta in-house 

(HCVGenoTool, disponible en github; https://github.com/igtp-genbioinfo/HCVgenotool). 

Brevemente, la herramienta genera un alineamiento múltiple de todas las lecturas tras 

el filtrado de calidad junto a un set de secuencias de referencia del VHC, y asigna el 

genotipo/subtipo mediante análisis de identidad. Los resultados de genotipo/subtipo 

obtenidos para cada muestra de estudio con la herramienta HCVGenoTool, se 

compararon con los obtenidos mediante el análisis filogenético a partir de las 
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secuencias consenso obtenidas a partir de los datos de NGS. Además, se incluyeron dos 

muestras como controles: una muestra con infección mixta 3a/1b (generada 

experimentalmente en proporción del 24,0% y 76,0%, respectivamente), y otra con 

genotipo 5 (por ser un genotipo no representado en las muestras de estudio). 

Los resultados de genotipado/subtipado obtenidos con la herramienta HCVGenoTool 

coincidieron con los obtenidos mediante el análisis filogenético de las secuencias 

consenso, así como los resultados de los controles (Tabla suplementaria 1 del Artículo 

III). En la Figura 29 se muestran los porcentajes de los genotipos y subtipos del VHC 

circulantes en la población de estudio (n=220). Se detectaron cinco infecciones mixtas 

(2,3%): n=2 4a/1a, n=1 1a/1b, n=1 1a/3a y n=1 1a/4d. Entre los paticipantes nacidos en 

España, el subtipo 1a predominó (46,0%; 70/152), seguido por el 3a (29,6%; 45/152), 

mientras que entre las PQID extranjeras el subtipo 3a (42,6%; 29/68) predominó sobre 

el 1a (25,0%; 17/68) (p=0,006). 

                                                                                                     

Figura 29. Distribución de 

genotipos y subtipos del 

VHC circulantes en la 

población de estudio. 

 

 

 

 



165 

                                                                                                           Resultados y Discusión 

 

En la actualidad, la identificación del genotipo/subtipo del VHC sigue siendo necesaria 

para determinar el régimen de AAD específico de genotipo y la duración del 

tratamiento en situaciones donde no se disponga de AAD pan-genotípicos, o para 

optimizar los regímenes de tratamiento con AAD pan-genotípicos, así como para 

estudios epidemiológicos. Además, se recomienda determinar el genotipo y el subtipo 

del VHC en algunas regiones de África y Asia y en los migrantes de estas regiones en las 

que se han observado una alta prevalencia de ciertos subtipos (p.e. los subtipos 1l, 4r, 

3b, 3g, 6u o 6v) que presentan polimorfismos que confieren resistencia intrínseca a los 

inhibidores de la NS5A, lo que da lugar a tasas inaceptables de fracaso terapéutico 

(128).  

La aparición de las técnicas de NGS implicó un avance en la capacidad de caracterizar 

los genotipos y subtipos, especialmente de identificar posibles infecciones mixtas con 

variantes minoritarias no detectadas por la secuenciación Sanger o los ensayos de PCR 

basados en sondas, así como de detectar formas recombinantes y variantes 

minoritarias asociadas a resistencias al tratamiento (249). No obstante, la 

secuenciación profunda de amplicones, puede llevar a una identificación errónea de 

las infecciones mixtas debido a que los cebadores pueden favorecer la amplificación de 

genotipos o subtipos específicos (144), por lo que es necesario una validación interna 

de esta metodología. En nuestro caso, los datos obtenidos de NGS de la muestra 

control de infección mixta mostraron un 38,64% de lecturas asignadas al subtipo 3a y 

un 61,25% de lecturas al 1b, mientras que la proporción teórica generada era del 

24,0% y 76,0%, respectivamente. A pesar de que el proyecto no fue diseñado 
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inicialmente para la identificación de infecciones mixtas, demostramos que la 

aproximación llevada a cabo tiene la capacidad de detectarlas en la población de 

estudio (se detectó en el 2,3% (n= 5/220) del total de muestras analizadas), si bien esta 

información no puede interpretarse de manera cuantitativa para conocer la 

proporción de cada subtipo. 

El presente estudio destaca por dos aspectos; 1) en cada proceso de secuenciación se 

corrió una muestra del plásmido control de la región NS5B (de secuencia conocida y 

detallado en la sección de métodos del Artículo III) junto con con las muestras del 

estudio para cuantificar los posibles errores introducidos durante el proceso de 

secuenciación, y en base a esto, se introdujo un punto de corte conservador (3% de las 

lecturas) para definir una infección mixta; y 2) la metodología se validó en un set de 

muestras procedentes de un colectivo con una incidencia elevada, lo que supone un 

escenario ideal para valorar las infecciones mixtas. Por lo tanto, tanto la metodología 

experimental como la herramienta de análisis bioinformático desarrollada en el 

presente estudio permite la caracterización del genotipo/subtipo del VHC mediante un 

enfoque simple, y de fácil uso para personal no especializado en bioinformática. 

Otros trabajos han desarrollado ensayos para el genotipado y subtipado del VHC 

basados en NGS, tanto in-house como comerciales. Entre estos últimos cabe destacar 

el ensayo Roche-Next Generation Sequencing assay de Roche (procedimiento semi-

automatizado) (250,251), y la plataforma totalmente automatizada Sentosa SQ VHC 

Genotyping Assay (VELA Diagnostics GmbH). Los dos ensayos son capaces de 

identificar el genotipo y subtipo del VHC basándose en la identidad de la región NS5B, 
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al igual que en el presente estudio. El ensayo Sentosa SQ VHC Genotyping además 

detecta resistencias asociadas a los AAD en otras regiones genómicas (145). No 

obstante, en un estudio en el que se validaba esta última plataforma a partir de un set 

de muestras de diferentes genotipos y subtipos asignados por secuenciación y análisis 

filogenético, los autores observaron discrepancias en el subtipo de algunas muestras 

con VHC genotipo 2 y genotipos 1 diferentes a 1a/b, aunque los autores afirmaban que 

este hecho podría ser corregido ampliando las secuencias de referencia de la base de 

datos del ensayo (145).   

La distribución de los genotipos/subtipos circulantes fue similar a la observada en PQID 

un estudio realizado a nivel nacional (86), en el que el subtipo 1a fue predominante en 

las PQID (38,1% vs. 38,2% en nuestro estudio), seguido por el 3a (26,5% vs. 33,6% en 

nuestro estudio). El subtipo 3a fue predominante en las PQID extranjeras, lo que 

concuerda con una revisión sistemática de la distribución global de genotipos en PQID, 

donde el subtipo 3a fue el mayoritario en PQID de países como Georgia (70,0%) o Italia 

(39,7%) (252), con una alta representación en el presente estudio (el 39,7% y el 13,2% 

de las PQID no autóctonas procedían de Georgia e Italia, respectivamente). El genotipo 

3 se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar cirrosis hepática y carcinoma 

hepatocelular (253) , y una menor respuesta a algunos regímenes de AAD (254). No 

obstante, según un meta-análisis reciente, las tasas de RVS han demostrado ser altas 

en PQID (255), incluso en las que se han inyectado recientemente y tienen una 

adherencia irregular al tratamiento (256). 
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3.2.4. Estimación de la proporción de infecciones agudas por VHC en la 

población de estudio a partir de los datos de NGS (Artículo III) 

El estudio de factores de riesgo asociados a la infección reciente por el VHC es clave 

para entender la epidemia del virus a nivel local, así como para obtener información 

con el objetivo de desarrollar estrategias de prevención y tratamiento dirigidas (55) . 

La infección aguda se define como el período que comprende los seis primeros meses 

posteriores al evento de transmisión (123). Sin embargo, su identificación es difícil 

debido a que cursa de manera asintomática o con sintomatología inespecífica en la 

mayoría de los casos, y al valor limitado que ofrecen los marcadores diagnósticos 

disponibles. Clásicamente, la infección aguda puede identificarse dentro del período 

de ventana de anticuerpos (las primeras 6-8 semanas tras la exposición) cuando se 

detecta el RNA-VHC en pacientes seronegativos (257), o cuando se observa una 

seroconversión en pacientes previamente negativos en estudios longitudinales (123). 

No obstante, algunos individuos tienen una respuesta inmune humoral retardada o 

incluso anti-VHC indetectables a largo plazo (258). También se han descrito enfoques 

alternativos, como la determinación de la avidez de los anticuerpos contra el VHC, 

aunque esta puede verse alterada en pacientes inmunodeprimidos, como en las 

personas con una coinfección por VIH (259,260). 

En este sentido, V. Montoya et al. demostraron que la diversidad intra-hospedador de 

la región NS5B del VHC, medida a través del estimador de diversidad ES a partir de los 

datos obtenidos de la NGS, aumenta proporcionalmente con el tiempo de infección, y 

en consecuencia, tiene el potencial de diferenciar las infecciones agudas de las 



169 

                                                                                                           Resultados y Discusión 

 

crónicas a nivel poblacional incluso después de la seroconversión, pudiéndose utilizar 

como método alternativo para identificar las infecciones agudas (129,130). De esta 

manera, la identificación de las infecciones agudas permite estimar la incidencia de 

infección en estudios transversales, y monitorizar la epidemia del VHC, así como el 

efecto de las intervenciones de control llevadas a cabo (261). 

En el Artículo III se evaluó la diferenciación a nivel poblacional de las infecciones 

agudas (<6 meses de infección) y crónicas (≥6 meses de infección) basándose en los 

valores de ES obtenidos a partir de los datos de NGS de la región NS5B. La 

determinación del punto de corte óptimo del valor de ES que permitiera diferenciar 

con fiabilidad las infecciones agudas de las crónicas, se calculó utilizando un conjunto 

de controles de infección aguda (n=11) y crónica (n=28) de un estudio previo de 

seroconvertores en Canadá (129), así como otros controles pertenecientes a la 

población de estudio (n=4 agudos y n=12 crónicos); con un total de 15 controles de 

infección aguda y 40 de infección crónica. 

A fin de comparar los valores de ES entre los participantes, se normalizó el número de 

lecturas obtenidas tras el filtrado de calidad en cada experimento de secuenciación 

masiva llevado a cabo (mediana: 4205; rango: 4074-6822), lo que representó utilizar 

una mediana del 46,5% de las lecturas (RIC: 35,0% - 61,6%). Se realizó un análisis de 

sensibilidad para estudiar como variaba la ES respecto al valor obtenido al utilizar el 

100% de las lecturas (Figura 30), sin observar diferencias significativas respecto al uso 

de las lecturas normalizadas. 
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Figura 30. Diagrama de cajas y puntos de los valores de entropía de Shannon 

utilizando las lecturas normalizadas y el 100% de lecturas obtenidas tras el filtrado 

de calidad. 

 

A partir del análisis de curva ROC de los valores de ES obtenidos para los controles de 

infección aguda y crónica, se obtuvo un área bajo la curva ROC (AUROC) de 0,987 (IC 

95%: 0,96-1,00) (Figura 31). Seleccionando un valor de ES de 0,41040 como punto de 

corte para diferenciar las infecciones agudas de las crónicas, se obtuvo una 

sensibilidad del 93,3% (IC 95%: 81,0%-100%), una especificidad del 95,0% (IC 95%: 

88,0%-100%), un valor predictivo positivo del 87,5% (IC 95%: 71,0%-100%) y un valor 

predictivo negativo del 97,4% (IC 95%: 92,0%-100%). Cuando se aplicó este punto de 

corte a la población de estudio, el 13,5% (29/215) de los participantes se clasificaron 
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1,0 

como infecciones agudas. Las cinco infecciones mixtas detectadas fueron excluidas de 

este análisis, ya que la metodología no había sido validada en este contexto.  

 

 

Figura 31. Análisis de curva ROC para la identificación de las infecciones agudas a 

partir de los valores de ES obtenidos mediante NGS de la región NS5B en los 

controles de infección aguda (n=15) y crónica (n=40). AUROC=0.987. 

 

La metodología utilizada en el presente estudio fue capaz de identificar las infecciones 

agudas de manera fiable (AUROC de 0,99), de acuerdo con el estudio llevado a cabo 

por Montoya et al. (129). En este último, los autores demostraron que el estimador de 

diversidad inter-hospedador ES aumentaba de manera proporcional después de la 

infección utilizando modelos lineales mixtos; mediante un análisis de curva ROC, 

evidenciaron por primera vez que este marcador podía distinguir las infecciones 
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agudas de las crónicas de forma fiable (AUROC: 0,96), lo que fue validado 

posteriormente en una cohorte diferente en el presente estudio. 

Como novedad, en el estudio HepCdetect II propusimos un valor de punto de corte de 

ES que permitió diferenciar las infecciones agudas de las crónicas a nivel poblacional 

con una sensibilidad del 93,3% y una especificidad del 95,0%. La utilidad de la región 

NS5B para discriminar las infecciones agudas de las crónicas ha sido confirmada en un 

estudio reciente, en el que la región NS5B demostró tener una mayor capacidad 

respecto a otras regiones del VHC (130). Mientras que inicialmente solo cuatro 

participantes con infección virémica (1,9%; 4/265) fueron identificados como 

infecciones agudas en el estudio HepCdetect II (Artículo I), en base a la detección del 

RNA-VHC dentro del período de ventana de anticuerpos, cuando se utilizó la nueva 

metodología basada en NGS se identificaron 25 participantes adicionales como 

infecciones agudas (13,5%; 29/215). La aplicación de esta metodología permitió 

estimar la incidencia de la infección por VHC en el siguiente análisis. 

 

Estimación de la incidencia de infección por VHC en la población de estudio. La 

incidencia del VHC es un estimador clave para medir los esfuerzos hacia la eliminación 

de la hepatitis C. Recientemente la OMS ha propuesto reducir la incidencia del VHC en 

PQID por debajo de 2 infecciones por 100 personas/año para el 2030, con el objetivo 

de eliminar la hepatitis C crónica como problema de salud en este colectivo (82). En el 

Artículo III, la incidencia se estimó basándose en la fórmula descrita por Hope et al. 

(261), aplicando una corrección por la tasa de falsos positivos de ES para identificar las 
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infecciones agudas en el grupo control de seroconvertores antes mencionado. 

. En esta ecuación, I representa la 

incidencia; T es el periodo de tiempo estimado durante el cual el marcador de 

diversidad genética ES se mantiene por debajo del punto de corte establecido para 

diferenciar infecciones agudas de crónicas en los controles anteriormente 

mencionados (para ello se escogieron los valores superior e inferior del RIC observado 

en el estudio de seroconversores; 48 y 155 días, respectivamente); n  representa el 

número de infecciones incidentes (infecciones agudas obtenidas a partir de los datos 

de NGS); N es el número de personas susceptibles de adquirir la infección (individuos 

con RNA-VHC negativo y aquellos clasificados como infecciones agudas por NGS, ya 

que se consideró que al inicio del estudio también eran RNA-VHC negativos); y FP es la 

tasa de falsos positivos del estimador ES para estimar las infecciones agudas. La 

incidencia anual estimada del VHC varió de 59 por 100 personas/año (cuando se 

consideró el valor de 48 días) a 31 por 100 personas/año (cuando se utilizó el valor de 

155 días).  

Estos valores de incidencia observados son similares a los obtenidos en una cohorte de 

seroconvertores del VHC en PQID jóvenes de España (52,9 por 100 personas/año, 

período 2001-2003) (262), y se encuentran en el rango superior de un estudio llevado a 

cabo en PQID en varias ciudades de Estados Unidos, Canadá, los Países Bajos y 

Australia (7-33 por 100 personas/año) (263). En otro estudio realizado en CRD de 

Barcelona durante el periodo 2010-2011, se estimó una incidencia de 25 por 100 
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personas/año en inyectores recientes (223). Aunque la metodología que los autores 

utilizaron para estimar la incidencia (detección de anticuerpos frente al VHC junto a 

tiempo medio desde el inicio de inyección) no es comparable a la del presente estudio, 

el hecho de que la incidencia del VHC siga siendo alta en nuestro contexto, donde 

existen una red estable de servicios de reducción de riesgos, pone en relieve la 

necesidad de mejorar las medidas de prevención, así como el diagnóstico temprano y 

las tasas de tratamiento (264). En este sentido, en el Artículo I observamos que el 

35,8% de las PQID no eran conscientes del propio estado de infección virémica, y que 

únicamente el 29% con antecedentes de VHC había recibido tratamiento alguna vez.  

Para disminuir la incidencia y conseguir la micro-eliminación del VHC en este colectivo 

será necesaria la singergia entre diferentes medidas de prevención primaria (en 

especial de los programas PIJ y PMM) y una rápida expansión de la cobertura de 

tratamiento como herramienta de prevención de la trasmisión (tretament as 

prevention) (265). 

 

3.2.5. Identificación de clusters de transmisión del VHC en la población de 

estudio 

El análisis filogenético de las cepas circulantes del VHC es una herramienta poderosa 

para entender la dinámica de transmisión del virus a nivel poblacional a través de la 

identificación de eventos de transmisión (55,65,266,267), lo que permite inferir redes 

sociales (268) e identificar a los individuos con mayor riesgo de transmitir la infección 

(54,55).  
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Para el estudio de epidemiología molecular dentro del estudio HepCdetect II se 

utilizaron los datos obtenidos por NGS de la región NS5B del VHC. En un subgrupo de 

muestras (n=59) se amplificó y secuenció mediante Sanger la región Core-E2 como 

región de referencia, ya que presenta una mayor variabilidad genética que la NS5B. En 

un estudio llevado a cabo por un grupo australiano, los autores demostraron que la 

región Core-E2 tenía una longitud y variabilidad genética óptimas, que le confería 

mayor poder resolutivo para identificar clusters de transmisión en estudios 

poblacionales en comparación con otras regiones del VHC.  

El 46,8% (103/220) de los participantes con infección virémica en los que se llevó a 

cabo la estrategia NGS se identificaron como parte de cluster de transmisión. Se 

observaron 29 clusters de transmisión que tenían el siguiente número de personas 

involucradas y genotipo del VHC:  n=29, subtipo 1a; n=9, subtipo 3a; n=6, subtipo 1a; 

dos clusters de n=4, uno perteneciente al subtipo 1a y el otro al subtipo 3a; tres 

clusters de n=3, dos del subtipo 1a y uno del subtipo 3a; y 21 clusters de n=2 de los 

subtipos 1a (n=7), 3a (n=6), 1b (n=4) y 4 (n=4) (Figura 32). Entre las personas con una 

infección aguda que pertenecían a un cluster de transmisión, el 82,6% (19/23) 

agrupaban con otro PQID con infección aguda (Figura 32). Además, en los individuos 

con infección aguda, era significativamente más frecuente que formaran un cluster con 

otro caso de infección aguda que en aquellos con infección crónica (p=0,001). No hubo 

evidencia de clustering por país de origen, es decir, los clusters identificados incluían 

tanto PQID autóctonas como no-autóctonas.  
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Figura 32. Respresentación de la red de clusters de transmisión identificados en la 

población de estudio derivados de la filogenia de máxima verosimilitud a partir de 

los datos de NGS de la región NS5B del VHC. Los genotipos y subtipos identificados se 

representan en diferentes colores (subtipo 1a, rojo; subtipo 1b, azul, subtipo 3a, verde 

y genotipo 4, amarillo). Los participantes con infección aguda se identifican con un 

círculo violeta. Las ramas entre cada nodo se escalan de manera proporcional a las 

distancias correspondientes en la filogenia de máxima verosimilitud a partir de las 

secuencias consenso de la región NS5B.  
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La amplificación y secuenciación Sanger de la región Core-E2 se realizó con éxito en el 

71,2% (42/59) de las muestras seleccionadas, las cuales presentaban un rango de carga 

viral de 4,65-7,37 Log(UI/mL), y pertenecían a los subtipos 1a (n=16), 1b (n=4), 3a 

(n=18), 4a (n=2) y 4d (n=2). El resto de muestras no se incluyeron en al análisis 

filogenético debido a que no se pudo obtener cromatogramas de suficiente calidad 

para la interpretación de las secuencias, aunque no se asoció a la carga viral de éstas 

(todas las muestras presentaban cargas virales por encima de 4 Log(UI/mL). En este 

sentido, una posible causa podría deberse a la longitud y elevada variabilidad del 

fragmento amplificado Core-E2 (1.534 pb). Cuando se compararon los clusters 

identificados por secuenciación Sanger (Core-E2) con los obtenidos mediante NGS 

(NS5B), el porcentaje de concordancia fue del 85,7% (=0,68; IC 95%: 0,44-0,92). Dos 

participantes que pertenecían a un cluster de transmisión según el análisis de la región 

NS5B (NGS) no fueron identificados mediante el análisis de la región Core-E2 (Sanger), 

y cuatro participantes identificados mediante el análisis de Core-E2 no formaron 

cluster según la región NS5B. Estas diferencias pueden ser debidas tanto al diferente 

poder resolutivo de cada una de las regiones como a que en el análisis filogenético 

basado en la región Core-E2 se incluyeron menos muestras que en el de la región 

NS5B, y, por lo tanto, la información de la que partía el análisis filogenético no era la 

misma, pudiendo afectar a los clusters identificados en ambos análisis.  
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En general, la estrategia llevada a cabo mediante NGS de la región semiconservada 

NS5B, capaz de detectar variantes minoritarias implicadas en los eventos de 

transmisión (Figura 33), demostró ser comparable a la secuenciación Sanger de la 

región de referencia Core-E2. Además, la tasa de amplificación y secuenciación de la 

NS5B fue superior al de la región Core-E2 (93,4% frente a 71,2%), lo que constituye una 

fortaleza del método utilizado. 

 

Figura 33. Representación de un cluster de transmisión (IDs 67 y 137) identificado en 

la población de estudio mediante análisis filogenético de máxima verosimilitud a 

partir de los datos de NGS de la región NS5B del VHC. La imagen muestra como las 

variantes secuenciadas del ID 137 (color rojo) se intercalan entre las variantes del ID 67 

(representadas en color azul) y ambos tienen un origen monofilético. 

 

Cluster 67-137 
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3.2.6. Identificación de los determinantes de infección aguda y de los clusters 

de transmisión en la población de estudio (Artículo III) 

Los análisis llevados a cabo en el Artículo III permitieron caracterizar los determinantes 

de infección reciente, mediante la identificación de determinantes de infección aguda 

y clustering filogenético. En el análisis de regresión logística sin ajustar (Tabla 2 del 

Artículo III), la infección aguda se asoció a la edad ≤30 años, a llevar ≤5 años de uso de 

drogas inyectadas, a compartir rulo para esnifar cocaína, al estar infectado con el 

subtipo 3a del VHC y a desconocer el estado de la infección virémica por VHC. En el 

análisis de regresión logística ajustado por edad y tiempo de inyección, la edad ≤30 

años (AOR=8,09; IC 95%: 1,99-33,33), no inyectarse drogas diariamente (AOR=4,35; IC 

95%: 1,99-33,33), ≤5 años de uso de drogas inyectadas (AOR=3,43; IC 95%: 1,04-11,32), 

compartir rulo para esnifar cocaína (AOR=2,89; IC 95%: 1,08-7,75) y desconocer el 

estado de infección virémica por VHC (AOR=3,62; IC 95%: 1,36-9,62) permanecieron 

como factores asociados a la infección aguda por VHC. 

Por otro lado, la edad ≤30 años (AOR=6,16; IC 95%: 1,21-31,21), tener una infección 

aguda por VHC (AOR=5,73; IC 95%: 2,04-16,13) y la infección por el subtipo 1a del VHC 

(AOR=4,78; IC 95%: 2,56-8,93) se identificaron como factores asociados a formar parte 

de un cluster de transmisión en el análisis de regresión logística sin ajustar y ajustado 

por edad y tiempo de inyección (Tabla 3 del Artículo III). 

La infección por los genotipos 3a o 1a se asoció a la infección aguda (análisis 

univariado) y a formar parte de un cluster de transmisión (análisis uni- y multivariado), 

respectivamente. Este hecho no es sorprendente, ya que estos dos genotipos se han 
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vinculado históricamente a la transmisión parenteral por inyección de drogas, debido a 

un crecimiento exponencial en el colectivo de PQID durante la segunda mitad del siglo 

XX (269), además de haberse relacionado anteriormente como factor asociado al 

clustering filogenético en PQID en Australia (genotipo 1a) (270) y Canadá (genotipo 3a) 

(267). 

La edad ≤30 años fue identificada como factor predictor independiente de infección 

aguda (AOR=8,09) y pertenecer a un cluster de transmisión (AOR=5,98). La juventud ha 

sido previamente reconocida como factor de riesgo de formar parte de un cluster de 

transmisión en un estudio realizado en Canadá en PQID (54). Las PQID más jóvenes se 

han relacionado con prácticas de inyección de alto riesgo, como compartir jeringas u 

otro material de inyección e inducir a otros jóvenes a inyectarse drogas por primera 

vez (271). En este sentido, son necesarias medidas de prevención innovadoras dirigidas 

a las PQID más jóvenes, con el objetivo de reducir la transmisión entre esta población 

de riesgo. 

Además, se observó que las PQID con infección aguda compartían rulo para esnifar 

cocaína con mayor frecuencia que aquellas con una infección crónica, pero por el 

contrario, mostraban menos tendencia a inyectarse drogas diariamente, lo que podría 

indicar un proceso de transición del uso de drogas no inyectadas al uso parenteral, lo 

cual suele ocurrir a una edad temprana (272). A pesar de las controversias sobre este 

tema, la ruta de transmisión intranasal del VHC se ha demostrado a nivel virológico en 

PQID (73). Las autoridades sanitarias han recomendado el uso de drogas no inyectadas 

con el objetivo de reducir las infecciones transmitidas por vía parenteral, la 
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dependencia y la sobredosis (273), pero los resultados observados en el presente 

estudio destacan la importancia de reforzar la educación también sobre el consumo 

seguro por vías diferentes a la inyectada. 

La asociación de la infección aguda con ≤5 años de uso de drogas inyectadas es 

esperable, ya que la mayoría de las infecciones por VHC en las PQID se producen 

durante los primeros años de inyección. Como se describió en el apartado 3.1.2 

(Artículo I), el 38,3% de las PQID que llevaban menos de dos años inyectándose ya 

habían tenido contacto con el VHC, alcanzando el 75,0 % en PQID con entre 3 y 5 años 

de inyección (Figura 20).  

Además, el desconocimiento de la infección virémica es esperable, teniendo en cuenta 

que el 35,8% del total de participantes con VHC virémica desconocían el estado de su 

infección en el estudio HepCdetect II (Artículo I). Aumentar el conocimiento del propio 

estado de infección virémica es el primer paso hacia la vinculación al sistema sanitario 

y tratamiento, y ha sido relacionado con la disminución de conductas de riesgo para 

evitar la transmisión a otras PQID (124). En este sentido, la implementación de 

algoritmos de diagnóstico alternativos (como la estrategia de diagnóstico en un único 

paso basada en la detección directa del RNA-VHC en DBS analizada en el Artículo I) son 

necesarios para promover el diagnóstico temprano y aumentar el conocimiento del 

propio estado de infección virémica, y de esta manera reducir la transmisión del VHC 

entre PQID. 

Por otro lado, la infección aguda se asoció a formar parte de un cluster de transmisión, 

de acuerdo con estudios anteriores (54,274). Las PQID con infección aguda también 
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mostraron una mayor tendencia a estar en el mismo cluster con otros PQID con 

infección aguda que con individuos con infección crónica, lo que sugiere una relación 

epidemiológica estrecha entre los participantes con infección aguda. Todo ello, sugiere 

no solo la necesidad de reforzar la prevención y diagnóstico de la infección virémica 

del VHC, sino de aplicar estrategias de tratamiento precoz en estos individuos, así 

como en las otras PQID con las que se inyectan (estrategia denominada “treat a 

friend”) (123,125,126,275).  

 

Limitaciones del estudio. En primer lugar, el 8,7% (23/265) de las muestras de los 

participantes virémicos no fueron sometidas a NGS, debido a una carga viral inferior a 

10.000 UI/mL en plasma (n=4) o a un volumen insuficiente de muestra (n=19), y, por lo 

tanto, no se realizó el análisis filogenético o el estudio de la infección aguda/crónica en 

estos participantes. Dado que durante la infección aguda los niveles de RNA-VHC 

pueden experimentar fluctuaciones (221), es posible que algunos de los participantes 

con cargas virales inferiores a 10.000 UI/mL que no se secuenciaron estuvieran en la 

fase aguda de la infección, lo que podría llevar a subestimar la incidencia del VHC e 

influir en el análisis de los determinantes de la infección aguda. De hecho, se 

observaron ciertas diferencias en cuanto a las conductas relacionadas al consumo de 

drogas entre los participantes virémicos a los que se les hizo NGS de los que no (estos 

últimos tenían más tendencia a compartir jeringas, practicar front-backloading, y 

esnifar drogas), lo que va a favor de la hipótesis planteada. En segundo lugar, el 

número relativamente pequeño de infecciones agudas identificadas por NGS puede 
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haber dado lugar a un poder estadístico limitado para evaluar factores de riesgo 

asociados. No obstante, la metodología empleada en el Artículo III permitió identificar 

determinantes de infección aguda y estimar la incidencia del VHC en nuestro entorno 

en un estudio transversal, sin necesidad de realizar estudios longitudinales. Por último, 

el análisis de los factores asociados a formar parte de un cluster de transmisión puede 

verse limitado por el hecho de que entre un 15 y un 40% de las personas eliminan 

espontáneamente la infección por el VHC (88), lo que supone un sesgo de selección. 
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4. CONCLUSIONES 

Validación de nuevas herramientas para facilitar el diagnóstico de la infección 

virémica por VHC en PQID que acuden a CRD: 

 

1. La prueba del RNA-VHC, previamente puesta a punto en muestras mínimamente 

invasivas de DBS, presenta una elevada sensibilidad y especificidad en vida real en 

PQID. 

 

2. El algoritmo en un único paso de detección directa del RNA-VHC en DBS permite 

simplificar el diagnóstico de la hepatitis C en esta población de elevada 

seroprevalencia, y permite centrarse en aquellos individuos con infección virémica 

para vincularlos a la atención médica y, a la vez, aumentar el número de PQID que son 

conscientes de su enfermedad.  

 

3. El ensayo tipo PoCT Xpert FS, presenta una excelente sensibilidad y especificidad 

para la detección y cuantificación del RNA-VHC en muestras de sangre capilar fresca, y 

su implementación en vida real ha demostrado ser factible en un CRD que dispone de 

personal de enfermería.  Además, permite entregar el resultado el mismo día en el 

80% de los casos  y aumentar la vinculación a la atención médica en la mayor parte de 

casos virémicos (98,4%) que no estaban previamente vinculados.4. La coinfección por 

VIH y el genotipo/subtipo del VHC no influyen en la detección del RNA-VHC en el 

ensayo PoCT Xpert FS ni en el ensayo basado en DBS. 
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4. En CRD donde el ensayo PoCT instrumentado no sea viable, la detección del RNA-

VHC en DBS es una alternativa excelente, con el objetivo de descentralizar y facilitar el 

acceso al diagnóstico, así como la vinculación a la atención médica. 

 

Caracterización de la epidemia de infección virémica por VHC en PQID que acuden a 

CRD en Cataluña: 

 

1. Las muestras de DBS, a parte de facilitar el acceso al diagnóstico en PQID, han 

permitido estimar la prevalencia de la infección virémica por VHC (58.5%) por primera 

vez en PQID que acuden a CRD en Cataluña. 

 

2. Las muestras de DBS permiten la caracterización de la diversidad inter- e intra-

hospedador del VHC, lo que hace posible la identificación de las infecciones agudas y el 

análisis de clusters de transmisión. 

 

3. La herramienta desarrollada “HCVGenotool” permite la identificación de los 

genotipos y subtipos del VHC de manera fiable, así como de las infecciones mixtas, a 

partir de los datos generados por NGS.  
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4. La identificación de las infecciones agudas a partir del marcador de diversidad 

genética intra-hospedador Entropía de Shannon permite estimar la incidencia en un 

estudio transversal. 

 

5. La incidencia observada y el número de individuos en clusters de transmisión refleja 

una transmisión muy activa en la población de estudio, a pesar de la implementación 

de medidas preventivas en los CRD. Serán necesarias estrategias innovadoras de 

prevención y tratamiento para alcanzar la micro-eliminación del VHC, acorde con los 

objetivos propuestos por la OMS. 
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