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INTRODUCCION

Desde la aparicion de los primeros test serolégicos aplicados para la deteccion de los
anticuerpos del virus C (HCV Ac) en hemodialisis, se han multiplicado las comunicaciones
describiendo las diferentes tasas de prevalencia de dichos anticuerpos.

Estos tests se basaban en la deteccion del anticuerpo c. 100 en el sistema ELISA |y
de los anticuerpos c¢. 100 y 5.1.1. con el método RIBA I, consistente en un soporte de
nitrocelulosa.

La progresiva incorporacion en el diagnostico del virus C, de tests con mayor
sensibilidad, conocidos como método de 2.2 generacion (ELISA Y RIBA 1l), ha conllevado
un incremento en las cifras de prevalencia. No obstante, la falta de un marcador que pudiera
detectar la presencia viral, constituia un serio problema tanto desde el punto de vista del
diagnostico precoz, confirmacion de contagio o en el estudio de las posibles fuentes de
contagio intradialisis.

En 1991, aparece el primer método diagndstico para la deteccion del material
genético viral, que dada la naturaleza del virus, posiblemente un flavovirus, con material
genético RNA, ha sido denominado PCR-RNA (Polimerasa chain reaction-RNA). La
complejidad de este sistema se nos presenta como el mayor inconveniente para su
utilizacion rutinaria. Por otro lado, la falta de clinica especifica en la fase de contagio o
incluso durante la evolucion de la enfermedad, asi como la falta de elevacion de marcadores
bioquimicos, como las transaminasas en muchos pacientes portadores de HCV Ac, afiaden
mayor complejidad en el estudio del virus C en los pacientes en tratamiento sustitutivo.

Por altimo, hay que considerar que las transfusiones no constituyen la Unica via de
contagio posible dentro de la hemodialisis, por lo que el conocimiento exacto del punto de
contagio aportara mayores conocimientos sobre las fuentes de transmision.

En nuestro trabajo hemos estudiado la tasa de prevalencia de HCV Ac, en nuestra
poblacion de hemodidlisis, en diferentes periodos de tiempo, siendo estudiados por los tests
de I y Il generacion, asi como por un nuevo método experimental denominado RIBA SIA
PROTOTYPE. Asimismo hemos determinado la presencia de material genético viral por
técnica de PCR-RNA.

MATERIAL Y METODOS

Hemos estudiado diferentes métodos serdlogicos diagndsticos para la busqueda de
anticuerpos del virus C (HCV Ac) en los pacientes afectos de IRCT en programa de
hemodialisis de nuestra unidad de hemodialisis ambulatoria.

En nuestro centro, el estudio de HCV Ac se realiza de forma periddica, cada tres
meses, desde 1989. Hasta 6/91 el test seroldgico utilizado era ELISA | generacion (tabla I);

a partir de esta fecha los tests utilizados fueron ELISA y RIBA de Il generacion.
Tabla 1: Descripcion de resultados:

N.° pac. 1.1 HCV Ac + Método Seroteca Método ALT
1 Marzo-90 ELISA1 1988 NEGATIVO ELISA 11 si
2 Abril-89 ELISA1 1988 NEGATIVO ELISA 11 si

3 Dic.-90 ELISA1 1988 POSITIVO ELISA I Si
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4 Dic.-90 ELISA1 1988 POSITIVO ELISA 11 NO
5 Dic.-90 ELISA1 1988 POSITIVO ELISA 11 NO
6 Sept.-90 ELISA11 1989 POSITIVO ELISA 11 si
7 Sept.-90 ELISA1 1988 NEGATIVO ELISA 11 NO
8 Sept.-90 ELISA1 1989 POSITIVO ELISA 11 Si
9 Enero-91 ELISA1 1990 NEGATIVO ELISA 11 NO
10 junio-91 ELISA 11 1988 POSITIVO ELISA 11 NO
11 junio-91 ELISA 11 1988 POSITIVO ELISA I NO
12 junio-91 ELISA 11 1988 POSITIVO ELISA 11 Si
13 junio-91 ELISA 11 1988 POSITIVO ELISA 11 NO
14 junio-91 ELISA 11 1988 POSITIVO ELISA I NO
15 junio-91 ELISA 11 1988 POSITIVO ELISA 11 NO
16 junio-91 ELISA 11 1988 POSITIVO ELISA 11 si
17 junio-91 ELISA 11 1988 POSITIVO ELISA 11 si
18 junio-91 ELISA 11 1988 POSITIVO ELISA 11 NO
19 junio-91 ELISA 11 1990 NEGATIVO ELISA 11 si 2
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Disefio del estudio

Con caracter retrospectivo (seroteca) se determinaron los HCV Ac de los pacientes
de nuestro programa de hemodialisis ambulatoria en 1988. Dicho estudio se realizo
mediante técnica de ELISA I. se incluyeron 43 pacientes, de edades comprendidas entre 30-
83 afos (X = 66,3 £ 10), 24 varones (55,8%) y 19 mujeres (44,2%), con un tiempo de
permanencia en hemodialisis que oscilaba entre 9-109 meses (X = 54,7 £ 27,4).

Desde 1989 hasta 6/90 se han estudiado los HCV Ac, por técnica ELISA |
generacion y a partir de esta fecha se aplicaron los tests de Il generacion.

En la actualidad, los pacientes han sido clasificados en dos grupos:

 GRUPO A: Pacientes
HCV Ac + en 1988
* GRUPO B: Pacientes
HCV Ac + entre 1989 — 1991

Los pacientes incluidos en el grupo A, dada la falta de determinaciones de HCV Ac
previas a 1988, fueron considerados positivos cronicos. Por otro lado, los enfermos
incluidos en el grupo B, fueron clasificados como seroconvertidos agudos, dada la
negatividad en la busqueda de HCV Ac (ELISA 1) realizados previamente y de forma
repetida. Este grupo se halla formado por pacientes incluidos en programa anteriormente a
1988 e incluidos entre los afios 1989-91. Con la incorporacion en junio/91 de los tests de 2.2
generacion (ELISA y RIBA 11) se reevaluaron los resultados obtenidos por ELISA |
generacion en ambos grupos de pacientes.



Finalmente, hemos comparado los resultados obtenidos por RIBA 11 generacion y por
RIBA SIA PROTOTYPE, consistente en un métod experimental que combina tres antigenos
recombinantes ( ¢. 33, NS-5, SOD) y dos bandas pépticas sintéticas ( c. 22, ¢. 100).

Asimismo hemos determinado la presencia de material genético viral mediante
técnica de PCR-RNA en todos los enfermos portadores de HCV Ac al final del estudio y en
el periodo de seroconversién aguda.

A todos los pacientes HCV Ac, en ambos grupos, se recopilaron todas las
determinaciones de transaminasas efectuadas previas a su inclusion en tratamiento
sustitutivo o de forma periddica cada 3 meses desde su inicio en hemodidlisis. se considero
hepatitis aguda, si la elevacion en las cifras de ALT superaban 2 veces los valores normales
y si previamente los valores de las mismas se hallaban dentro de los niveles de la
normalidad. Asimismo se procedio al recuento de las transfusiones efectuadas.

Todos los enfermos compartieron los mismos monitores durante todo el periodo de
estudio, no adoptandose medidas especiales de aislamiento.

Criterios diagnoésticos
El estudio de los anticuerpos del virus C se realizé mediante:
» ELISA I generacion (Ortho Diagnostic Systems; Raritan, NJ. USA).
o ELISA Il generacién (Ortho Diagnostic Systems; Raritan, NJ. USA).
* RIBA Il generacion (Ortho Diagnostic Systems; Raritan, NJ. USA).
* RIBA SIDA PROTOTYPE (Ortho Diagnosctic Systems; Raritan, NJ.
USA).
El estudio de material genético viral se realizé6 mediante técnica de PCR-RNA.
RESULTADOS:
En 1988 (Grupo A) se determinaron HCV Ac positivos en 13/43 pacientes (30,2%).
La edad media de los pacientes oscilaba entre 61,9 + 14,2, 7 mujeres y 6 varones, con T.° de
permanencia en Hd entre 77,07 £ 20,3. En el afio 1989-90 ocho pacientes, 4 hembras y 4
varones, edad entre 61-80 afios (X = 73,7 £ 6,05), T.° Hd entre 9-79 m (X = 42,5 £ 27,09)
presentaron seroconversion determinada por ELISA | y en 1991 otros once pacientes, 5
varones y 6 hembras, edades entre 34-86 (68,18 + 15,67), con T.° Hd entre 18-118 (X =
70,45 + 36,96) fueron considerados seroconvertidos agudos por técnica de ELISA (1990)-11
(1991) generacidn, habiéndose determinado previamente HCV Ac negativos por ELISA |
(Grupo B).
De los 19 pacientes que forman el grupo B, 15 de ellos corresponden a pacientes
incluidos enprograma de hemodidlisis previo a 1988.



Se determinaron los HCV Ac por test ELISA y RIBA Il, mediante estudio de
seroteca, en los pacientes inlcuidos en el grupo B.

En los 15 pacientes incluidos en Hd con anterioridad a 1988, la determinacion se
realizé en este mismo afio y en el resto de los pacientes 12 meses previos a la primera
determinacion HCV Ac + por ELISA I.

Se aprecié posititividad en los HCV Ac por ELISA-RIBA |1 en 14/19 pacientes del
grupo B, doce de los cuales corresponden a enfermos en programa de Hd con anterioridad a
1988, por lo que unicamente 5 pacientes, 2 mujeres y 3 varones, edad 68-82 (X = 74,8 £
5,06), T Hd entre 7-72 (X = 36,4 £ 27,79) pueden ser considerados verdaderas
seroconversiones agudas.

El estudio de distribucion de anticuerpos por RIBA 11, en los pacientes del grupo B,
HCV Ac + (14/19) por ELISA 11 (seroteca) demostro positividad del 100% (c. 33), 100% (c.
22), 64,2% (5.1.1.) y 0% (c. 100). Los cinco pacientes con HCV Ac (seroteca) fueron

negativos para los cuatro marcadores del RIBA 11 (tabla 2).
Tabla 2: Estudio Riba Il (seroteca)

N.° pac. Afio determ c. 100 511 c.33 c.22

1 1988 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
2 1988 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
3 1988 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
4 1988 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
5 1988 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
6 1989 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
7 1988 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
8 1989 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
9 1990 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
10 1988 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
11 1988 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
12 1988 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
13 1988 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
14 1988 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
15 1988 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
16 1988 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
17 1988 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
18 1988 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
19 1990 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
N.° pac. Afio Método c. 100 c. 33 c.22 511 NS5
19 1988-90 RIBA 11 01% 1001% 1001% 64,21%

29 1991 RIBA 11 51,71% 1001% 86,21% 72,41%

29 1991 R-S-PRT 86,21% 1001% 1001% NO DET. 13,8

Tres pacientes correspondientes al grupo A, fallecieron durante el periodo de estudio.
En ninguno de ellos la causa del éxito estuvo relacionada con insuficiencia hepatica.

La prevalencia actual de HCV Ac en nuestra unidad es del 53,71% (29/54 pac.). La
distribucién de anticuerpos medidos por RIBA 2 es:

100% (c. 33), 86,2% (c. 22), 72,4% (5.1.1) y 51,7% (c. 100) Se determinaron los
anticuerpos del virus C por RIBA SIA PROTOTYPE (c. 100, c. 22, c. 33, NS5) Su
distribucién fue 86,2%, 100%, 100% y 13,8% respectivamente.

Asimismo, se ha realizado estudio sobre deteccion de material genético viral en los
29 pacientes HCV Ac +, mediante técnica de PCR-RNA siendo positivo en todos ellos.

El estudio de transaminasas (ALT) se realizo previo a la inclusion de los pacientes en
hemodialisis (controles ambulatorios) hasta la demostracion de su seroconversion por



técnicas de Il generacion durante su estancia en hemodialisis. Se detectd elevacion de la
misma en 14/29 pacientes, con valores entre 50-618 (X = 125,6 + 103,07) En el grupo de
enfermos seroconvertidos agudos verdaderos, se aprecio hipertransaminemia en 3/5 (60%)
con valores entre 53-492 (X = 158,8 + 127,7) (fig. 1, 2, 3, 4, 5)

Del mismo modo, se recopilaron los episodios transfusionales recibidos hasta el
momento de la seroconversion. EI nimero de unidades sanguineas recibidas oscil6 entre O-
60 (X =13,37 £ 15,37)
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DISCUSION

La identificacion del virus C se debe a los esfuerzos de Chiron Corporation
(Houghton M, Kwo E, Choo QL) en colaboracion con el laboratorio del Center for Diseases
Control (Bradley D) (1). EI virus C puede corresponder a un Tofavirus, aunque
parcialmente recuerda a un flavovirus o pestivirus. Su genoma estd constituido por una
cadena de RNA de 10000 nucledtidos. Su tamario es de 30-60 mm de diametro, con una
capsula lipidica, sensible al calor y al cloroformo.

En 1988 se desarrollaron a raiz del suero de monos afectados por virus non A-non B,
los primeros tests de deteccion de anticuerpos frente al virus C, por técnica de ELISA | (2,
3, 4,5, 6, 7), que determinaba la fraccion c. 100 del virus C y el inmunoblot RIBA | que
afiadia el estudio del segmento 5.1.1. Con el método ELISA 1| se podia detectar entre el 50-
60% de los pacientes portadores de HCV Ac.

En 1990 aparecen los sistemas de deteccion de los HCV Ac de 2. @ generacion,
ELISA y RIBA II, que incorporan nuevas fracciones del virus C (ELISA 11: c. 100, c. 33)
(RIBA 11: ¢. 100, c. 33, c. 22, 5.1.1) con lo que se consigue una mayor deteccion de
pacientes portadores de HCV Ac (8, 9)

La relativa baja incidencia de HCV Ac al inicio del estudio, coincide con otras series
descritas cuyos anticuerpos han sido determinados por técnica ELISA | generacion (10, 11,
12, 13, 14, 15) A lo largo del periodo estudiado, la elevada incidencia de posibles nuevas
seroconversiones hacia pensar en la posibilidad de transmision intradialisis del virus C, aln
mas si consideramos que en nuestra unidad no se adoptaron medidas de aislamiento.

La incorporacion de los tests de Il generacion, determind el diagndstico de nuevos
pacientes, diez en nuestro estudio en un mismo control y permitio la comprobacion,
mediante estudio de seroteca, de la presencia de HCV Ac en estos pacientes en el momento
de su inclusion en programa de hemodialisis o al inicio del estudio, en aquellos pacientes
cuya inclusion en hemodidlisis se realizd con anterioridad a 1988. Este hecho ha sido
comprobado por varios autores (16, 17, 18, 19, 20)



El test de ELISA-RIBA Il ha sido determinante para poder definir exactamente
aquellos pacientes cuya seroconversion se ha realizado a lo largo de su permanencia en
didlisis, permitiendo la valoracién exacta del nimero de transfusiones recibidas como
posible fuente de transmision y el estudio de transaminasas. En la serie de Laustriat (16) y
Papanastasopoulos (21) se aprecia una distribucion de resultados
(positivo/negativo/indeterminado), mientras que en nuestra serie todos los pacientes ELISA
Il fueron también RIBA Il positivos. Una posible explicacion seria el alto indice de
absorbencia (mt 2400 BEP II) de nuestra serie, aunque desconocemos este dato en los
demas estudios.

Un hecho comin a nuestro estudio es la poca efectividad diagnostica de método
ELISA | dado el nulo porcentaje de pacientes con el anticuerpo c. 100 en el estudio de
seroteca, aungue su valor actual supera el 50% de los pacientes.

La elevada prevalencia del anticuerpo c. 33 y c. 22 entre nuestros pacientes, hecho
comln a otras series (22, 23, 24, 25), constituye el principal factor diagndstico de los
sistemas de Il generacion, con la caracteristica de la persistencia de estos marcadores a lo
largo del tiempo de evolucion.

La reciente incorporacion del test RIBA-SIA-PROTOTYPE (26), nos ha permitido
apreciar un incremento significativo en la deteccion actual del anticuerpo c. 100, lo que nos
hace suponer que dicho anticuerpo no es fluctuante o modificable en el tiempo, sino que los
anteriores test diagnosticos presentaban una baja sensibilidad al c. 100.

Asimismo, el estudio de material genético por técnica de PCR-RNA nos ha permitido
observar que todos los pacientes con anticuerpos del virus C en hemodialisis, son portadores
del virus.

La practica rutinaria del PCR-RNA puede ser de gran utilidad para el diagnostico
precoz del contagio (27)

El papel de las transfusiones como via de contagio ha sido ampliamente definida (28,
29, 30, 31) En nuestro estudio hemos podido determinar con mayor exactitud el nimero de
ellas recibidas por nuestros pacientes, observando una importante reduccion en su numero,
dado que el ndmero de unidades de sangre recibidas en el momento de la primera
determinacién de HCV Ac oscilaba entre 0-110 (X = 24,62 + 24,72) Este dato resta valor a
las transfusiones (10, 11, 18, 32) y nos hace presuponer otras posibles fuentes de
transmision del virus C, comunes a la poblacion general o intradialisis (18, 33, 34, 35)

Otro dato importante reside en la inconstante elevacion en las cifras de transaminasas
en los pacientes portadores de HCV Ac cronico o en aquellos seroconvertidos agudos; este
dato afiadido a la falta de afectacié hepatica en los pacientes HCV Ac + al inicio dl estudio y
fallecidos a lo largo del mismo, aunque puede deberse al conocido hecho de la falta de
elevacion de enzimas hepaticos entre la poblacion en hemodialisis (20, 36, 37, 38), afiade
méas dudas sobre la hepatotoxicidad del virus C y las posibles indicaciones terapéuticas
antivirales (interferdn)

CONCLUSIONES:

1. Los test de I. 2 generacion no son Utiles para el correcto diagnostico de los HCV Ac entre
los pacientes en hemodiélisis, siendo los responsables de las relativas bajas prevalencias
descritas al inicio de los diferentes estudios del virus C.

2. Los test de Il. @ generacion, ELISA y RIBA constituyen los mejores métodos
diagnosticos para el estudio de los HCV Ac.



3. La proxima incorporacion comercial del test RIBA SIA PROTOTYPE puede afiadir
mayor sensibilidad al estudio de los HCV Ac.

4. La positividad del PCR-RNA en todos los pacientes portadores de anticuerpos descartan,
en principio, la posibilidad de depuracion espontanea del virus C.

5. El reducido numero de transfusiones recibidas por nuestros pacientes, previo al
diagnostico seroldgico del virus C, hacen pensar en otras fuentes de contagio
intradialisis.

6. La escasa elevacion en las cifras de transaminasas entre los pacientes portadores
cronicos o en los que han presentado una seroconversion aguda, restan valor a esta
determinacién, como método diagndstico de contagio.
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