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Factores de riesgo e incidencia de
seroconversiones del virus de la hepatitis C
en pacientes hemodializados. Estudio con
diferentes técnicas seroldgicas
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RESUMEN

Este estudio fue realizado en 107 pacientes hemodializados para determinar la
prevalencia de anticuerpos frente al virus de la hepatitis C (VHC), investigados
con diferentes técnicas seroldgicas, asi como los factores epidemioldgicos asocia-
dos con la infeccién por el VHC. Entre estos factores se analizaron el sexo, edad,
historia de transfusiones de sangre, tiempo de duracién del tratamiento dialitico y
la elevacién de los niveles de transaminasas. La prevalencia de anticuerpos en es-
tos pacientes fue del 27 %. H sexo y la edad no mostraron asociacion significati-
va con la presencia de estos anticuerpos. Por el contrario, hubo asociacion entre
la presencia de anticuerpos y los antecedentes de transfusiones de sangre, cuando
éstas fuerdn realizadas con anterioridad a la investigacion de éstos anticuerpos en
los donantes de sangre (p < 0,001), asi como con el tiempo de duracidn del trata-
miento de didlisis (prevalencia inferior en los pacientes tratados menos de sesenta
meses frente a aquellos que llevaban tratados mas de sesenta meses, p < 0,05).

Se realiz6 un seguimiento durante treinta meses, observandose elevacion de
transaminasas en el 51,7 % de pacientes seropositivos y en el 21,8 % de serone-
gativos. Durante este periodo, 13 de los pacientes negativos seroconvirtieron al
VHC, no existiendo asociacidn entre el sexo, edad o numero de transfusiones
sanguineas con cada seroconversion individual. Tres pacientes negativos tuvieron
un episodio de hepatitis aguda no relacionada con agente viral hepatotropo cono-
cido, colelitiasis 0 administracion de drogas hepatotéxicas. De las técnicas sero-
légicas estudiados, el inmunoblot RIBA-IIl es el que ofrece mayor especificidad
en el estudio del VHC, superando a las otras técnicas de ELISA (ELISA-Il y MO-
NOLISA ANTI-HCV) e inmunoblot de segunda generacion (RIBA-Il y DECISCAN
ANTI-HCV).
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VHC EN HEMODIALISIS. SEROCONVERSIONES

INCIDENCE AND RISK FACTORSOF VIRUS C SEROCONVERSION
IN HEMODIALYSIS PATIENTS

SUMM ARY

This study was carried out in 107 hemodialyzed patients to determine the
prevalence of HCV antibodies, and the epidemiological factors associated with
HCYV infection: sex, age, history of blood transfusion, time on hemodialysis and
elevation of transaminases levels. Prevalence of HCV antibodies was 27 %.
There was no statistical association of sex and age with seropositivity to HCV an-
tibodies. We found a significant association (p < 0.01) between seropositivity
and blood transfusions performed before the investigation of these antibodies in
blood donors, and with time on dialysis (lower in those who were treated less
than 30 months, p < 0.05).

Patients were investigated throughout a follow up study of 30 months. Hevation
of transaminase levels were found in 51.7 % of positive patients and in 21.8 % of
seronegative. During this period of time, 13 seroconversions were observed, sho-
wing no relation to sex, age or history of blood transfusion. Three HCV negative
patients had acute hepatitis without evidence of hepatotropic virus infection, cho-
lelithiasis neither hepatotoxic drugs. Of the serological tests studied, RIBA-IIl inmu-
noblot (ORTHO) was the most specific, compared to the other techniques: H.ISA-II
(ORTHO), RIBA-Il (ORTHO), MONOLISA ANTI-HCV (PASTEUR) or DECISCAN

ANTI-HCV (PASTEUR).
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INTRODUCCION

B virus de la hepatitis C (VHC), que se identifico
en 19897, estd considerado actualmente como el
agente mas importante y frecuente de hepatitis viral
en los pacientes hemodializados (HD). Tras su identi-
ficacion se desarrollaron técnicas seroldgicas basadas
en métodos inmunoenzimaticos (ORTHO HCV E.ISA
test) y de inmunoblot recombinante (CHIRONRIBA
HCV test) para detectar anticuerpos dirigidos contra
el VHC (Ac-VHC). La primera generacion de técnicas
de ELISA y RIBA estaban caracterizadas por frecuen-
tes resultados falsos positivos y falsos negativos, debi-
do a que estas técnicas notifican la presencia de Ac
dirigidos contra el péptido viral C100, que aparece
en suero de forma tardia en la evolucion de la enfer-
medad y desaparece relativamente pronto de la san-
gre. Las modificaciones de estas técnicas con objeto
de conseguir una mayor especificidad y sensibilidad,
dieron como resultado las técnicas de segunda gene-
racion. La técnica ELISA-II permite detectar Ac dirigi-
dos contra el péptido estructural C22, y el no estruc-
tural C200, y el RIBA-II detecta Ac dirigidos contra el
antigeno estructural C22, y tres antigenos no estruc-
turales (C33, 5-1-1 y C100).

Existe un nuevo ELISA de segunda generacion
(MONOLISA ANTI-HCV) que detecta Ac dirigidos

contra el antigeno estructural de la cépside viral NC-
450 y contra un antigeno no estructural de la region
NS3 (409-1-1), y una nueva técnica confirmatoria in-
munoblot de segunda generaciéon (DECISCAN HCV)
que permite detectar Ac frente a los antigenos virales
de la capside C1 y C2, asi como contra los antigenos
no estructurales de la region NS3 (409-1-1) y de la
region NS4.

La técnica RIBA-II ha sido considerada como la
mas sensible y especifica para detectar la presencia
de infeccion por el VHC 2 2, pero ultimamente, con el
fin de mejorar la sensibilidad de éste, se ha comer-
cializado el RIBA-1ll, que incluye la deteccién de Ac
frente a la region no estructural NS5.

Numerosos estudios han notificando una elevada
prevalencia de VHC-Ac en los pacientes tratados con
HD #$. Esta prevalencia aumenta afio tras afo, princi-
palmente como consecuencia de las seroconversiones
gue tienen lugar en pacientes previamente negativos’.

Este estudio ha sido realizado con el fin de deter-
minar la prevalencia de VHC-Ac y los factores epide-
miolégicos asociados a la misma en pacientes en HD
y en pacientes seroconvertidos durante un periodo
de observacién prospectivo de treinta meses, asi co-
mo para evaluar las diferencias existentes en la es-
pecificidad y sensibilidad entre las diferentes técnicas
serol6gicas de segunda y tercera generacion.
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PACIENTESY METODOS

B estudio se realizé en 107 pacientes tratados con
HD en el Hospital Universitario de Granada, en los
que se realiz6é un seguimiento durante un periodo de
treinta meses. Ninguno de ellos era portador del anti-
geno de superficie del VHB o de Ac frente al VIH.

Entre los factores epidemioldgicos valorados se in-
cluyé el sexo, la edad, el tiempo de duracion del tra-
tamiento de didlisis, la historia individual de transfu-
siones de sangre y la elevacién de transaminasas,
que se evaluaron mensualmente, considerandose ele-
vadas cuando la alanina amino-transferasa (ALT) es-
taba 1,5 veces por encima del valor maximo de la
normalidad en al menos dos muestras.

Nuestro criterio de infeccion aguda por el VHC
incluy6 la presencia de Ac-VHC en un paciente pre-
viamente negativo, asociado a elevacion de ALT en
al menos dos determinaciones consecutivas con una
semana de intervalo, elevacion de aspartato amino-
transferasa y/o de gamma glutamil-transpeptidasa,
sin infeccion por cualquier otro virus hepatotropo
(VHA, VHB, CMV, VEBy VHS)®°. Los pacientes que
recibian alguna droga considerada hepatotéxica o
que presentaban colelitiasis no fueron valorados en
el estudio.

En estos pacientes las transfusiones se realizaron
siempre que aparecia anemia sintomatica o cuando
se utilizaron para mejorar el curso posterior de un
posible trasplante renal (hasta 1985, cada paciente
recibia de 5 a 10 unidades de 300 ml de sangre pre-
vio al trasplante renal). La deteccién de Ac-VHC en
la sangre transfundida se realiz6 desde abril de 1990,
desconociéndose, por tanto, el estado seroldgico
frente al virus C con anterioridad a dicha fecha.

Los VHC-Ac fueron analizados cada dos meses
por la técnica ELISA-II (ORTHO HCV ELISA test
System second generation, Ortho Diagnostic System,
Raritan, N. J, EEUU. Ref. 933940), que detecta Ac
frente a los péptidos virales C22 y C200, y los resul-
tados positivos fueron confirmados por RIBA Il (CHI-
RON RIBA HCV test System second generation,
Chiron Corporation, Emeryville, CA, EEUU. Ref.
930780), técnica que detecta Ac dirigidos contra los
péptidos viricos C22, C33, C100 y 5-1-1. Alicuotas
de estas muestras de suero fueron almacenadas a
-60 °C.

Se consider6 como criterio de positividad la pre-
sencia en suero de dos o mas Ac frente a estos anti-
genos estudiados por RIBA-II. Las muestras de sangre
en las que se detectaron Ac por ELISA-II, pero que
por RIBA-II sblo se detectaba la presencia de un solo
Ac, fueron consideradas indeterminadas. Por el con-
trario, aquellas muestras de sangre positivas por ELI-
SA-1l, pero negativas por RIBA-II, se consideraron fal-
sas positivas.
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Con el fin de evaluar estos criterios, las muestras
consideradas falsas positivas e indeterminadas fueron
estudiadas posteriormente por un nuevo ELISA de se-
gunda generacion (MONOLISA ANTI-HCV, Sanofi
Diagnostic Pasteur, Marnes La Coquette, France, Ref.
72302), que detecta Ac frente a los antigenos del
VHC NC-450 y 409-1-1, y un nuevo inmunoblot de
segunda generacién (DECISCAN HCV, Sanofi
Diagnostic Pasteur, Marnes La Coquette, France, Ref.
72304), que determina la presencia de Ac dirigidos
contra los antigenos virales C1, C2, 409-1-1 y un
péptido de la regién N4, asi como por RIBA 1ll, que
detecta Ac frente a los péptidos C22, C33, C100 y un
péptido de laregién NS5.

Tras aplicar dichas técnicas, la presencia de dos o
mas Ac frente a los péptidos del VHC detectados por
DECISCAN o por RIBA-III fue criterio de positividad.
La ausencia de Ac por MONOLISA, DECISCAN y/o
RIBA-IIl se consider6 criterio de negatividad. Por otro
lado, un suero positivo con MONOLISA, pero negati-
vo con los confirmatorios DECISCAN y/o RIBA-III, se
considero falso positivo. La valoracion serolégica de
indeterminado se bas6 en la presencia de Ac por
MONOLISA junto a la presencia de un solo Ac por
DECISCAN y/o RIBA-III.

B analisis estadistico fue realizado por el test Chi
cuadrado '°.

RESULTADOS

De los 107 pacientes estudiados, 37 presentaron
Ac-VHC por ELISA de segunda generacion (preva-
lencia del 34,6 %). Sin embargo, cuando posterior-
mente fueron valorados por RIBA-II, solamente 27
de los 37 positivos previos fueron confirmados como
positivos (prevalencia del 25,2 %). De los 10 pa-
cientes restantes, siete fueron considerados falsos
positivos, y tres indeterminados. Estos 10 pacientes
fueron estudiados por las técnicas MONOLISA, DE
CISCAN y RIBA-III: los siete falsos positivos, fueron
negativos por estas tres técnicas; los tres indetermi-
nados fueron negativos con MONOLISA; uno de
ellos resultd positivo por DECISCAN y RIBA-III, otro
negativo con ambas técnicasy el tercero resulté in-
determinado por DECISCAN Yy positivo por RIBA-III,
lo que permitié considerarlo positivo. Por todo ello,
al comienzo del periodo de estudio el nimero de
pacientes seropositivos fue de 29 (prevalencia del
27,1 %).

Durante el periodo de seguimiento se perdieron un
total de 11 pacientes: tres positivos y ocho negativos.
De los 70 negativos, 13 seroconvirtieron (18,5 %)
durante el tiempo de observacién, ninguno de ellos
considerado previamente falso positivo (incidencia
de 0,6 pacientes/100 pacientes/mes).



Por lo que respecta al sexo, no existieron diferen-
cias estadisticas en la prevalencia de anticuerpos (16
positivos/62 hombres, 25,8 %, y 13 positivos/45 mu-
jeres, 28,9 %), asi como tampoco en las seroconver-
siones (ocho hombres seroconvertidos, 17,3 %), y
cinco mujeres, 17,2 %).

La tabla | muestra la prevalencia de Ac-VHC con
respecto a la edad. No se encontraron diferencias es-
tadisticas entre la edad de los seropositivos (media de
edad de 53,4 + 9,2 afnos) y seronegativos (media de
edad de 47,2 + 10,5 afios); aunque existe un aumen-
to de la prevalencia de Ac-VHC a medida que au-
menta la edad, no se observaron diferencias signifi-
cativas entre los intervalos estudiados.

Tabla I. Prevalencia de anticuerpos frente al VHC en
relacion con la edad.

Edad (afhos) Pacientes Ac + Pre\zf/re)nma
23-29 12 2 16,7
30 -39 21 4 19,0
40 - 49 18 4 22,2
50 - 59 21 7 33,3
60 - 69 23 8 34,8
70-79 12 4 33,3

Ac + = pacientes con anticuerpos positivos.
No existieron diferencias significativas en la prevalencia entre los diferentes
grupos.

La tabla Il muestra la prevalencia de Ac-VHC en
relacién con la duracién del tratamiento de hemodia-
lisis. Existio una diferencia estadisticamente significa-
tiva (p < 0,05) en la duracion del tratamiento entre
los pacientes seropositivos (73,3 + 38,2 meses) frente
a los seronegativos (40,3 £ 32,1 meses). Cuando el
tiempo de tratamiento es inferior a sesenta meses, la
prevalencia de Ac-VHC (14 positivos de 80 pacien-
tes, 17,5 %) esinferior a la obtenida en los pacientes
tratados durante mas de sesenta meses (15 positivos
de 27 pacientes, 51,8 %) (p < 0,05).

B numero de transfusiones recibidas esta relacio-
nada con la prevalencia de Ac: 55 pacientes no fue-
ron transfundidos y ocho de ellos fueron positivos
(14,5 %), mientras que de 52 que recibieron alguna
transfusion de sangre, 21 resultaron positivos
(40,4 %) (p < 0,01). Respecto al niumero de transfu-
siones recibidas, se observé una prevalencia inferior
en los pacientes que tuvieron una o dos transfusiones
de sangre (tres positivos/19 pacientes, 15,8 %), frente
a los que recibieron tres o mas transfusiones de san-
gre (18 positivos/33 pacientes, 54,5 % (p < 0,01).
Cuatro de los pacientes que seroconvertieron habian
sido transfundidos durante el periodo de observa-
cién, pero en estos casos el producto sanguineo estu-
vo siempre investigado para la presencia de Ac-VHC,
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Tabla Il. Prevalencia de anticuerpos frente al VHC
en relacion con el tiempo de duracién del
tratamiento de hemodidlisis.

Meses Pacientes Ac + Pre\zin/ie)nma
1-12 15 2 13,3
13-24 20 3 15,0
25-36 15 3 20,0
37 - 48 16 3 18,7
49 - 60 14 3 21,4
61-72 9 4 44 .4
73 -84 7 4 57,1
85 - 96 4 3 75,0
> 97 7 4 57,1
Global < 60 80 14 17,5
Global > 60 27 15 55,6

Ac + = pacientes con anticuerpos positivos.

No existieron diferencias en la prevalencia entre los distintos grupos; sin
embargo, si existieron diferencias estadisticas entre los pacientes tratados
menos de sesenta meses en comparacion con los tratados mas de sesenta
meses (p < 0,05).

estudio que se realiza en nuestro hospital desde abril
de 1990.

La tabla Ill muestra el nimero de pacientes con
ALT elevada o normal en los seropositivos, serocon-
vertidos y seronegativos. No existieron diferencias
significativas en el porcentaje de pacientes con ele-
vacion de ALT entre los positivos y los negativos. En
39 pacientes se observé elevacion de ALT (36,4 %),
21 de los cuales presentaban Ac-VHC (15 de ellos
positivos desde el comienzo del estudio y siete que
seroconvertieron en el seguimiento), asi como en 17
negativos. Por el contrario, 20 positivos no tuvieron
en ningun momento elevacion de niveles séricos de
ALT (14 positivos desde el comienzo del estudio y
seis seroconvertidos). En estos Ultimos seis pacientes
se detectd la seroconversion Unicamente por su cam-
bio en el estado serolégico.

Tabla Ill. Relacion entre anticuerpos frente al VHC
y elevacion de ALT

ALT Pacientes Ac + SC Ac -
Hevadas 39 (36,4 %) 15(38,5%) 7 (17,9 %) 17 (43,6 %)
Normales 68 (63,6 %) 14 (20,6 %) 6 (8,8 %) 48 (70,6 %)

ALT = alanina aminotransferasa; Ac + = pacientes con anticuerpos positivos;
SC = pacientes seroconvertidos; Ac — = pacientes con anticuerpos negativos.

Se ha observado episodio de hepatitis aguda en un
total de 10 pacientes previamente negativos; de ellos,
siete han seroconvertido y tres contintan siendo ne-
gativos. De los siete seroconvertidos, dos normaliza-
ron los nivelesde ALT a lostresy cinco meses respec-
tivamente; dos presentaron elevacién alternante de
ALT, y los tres restantes han mantenido la ALT eleva-
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da durante todo el seguimiento. De los tres pacientes
sin seroconversion al VHC, dos normalizaron los ni-
veles de ALT a los diez y doce meses del episodio
agudo y en el tercero se observé elevacion alternante.

Cuando se estudio la sensibilidad y especificidad
de las técnicas utilizadas y empleando el RIBA-III co-
mo técnica de referencia, se encontr6é que el ELISA-II
tiene una sensibilidad del 100 % (ningun falso nega-
tivo) y una especificidad del 90,7 % (ocho falsos po-
sitivos). La técnica MONOLISA mostrd una sensibili-
dad del 90,6 % (tres falsos negativos) y una
especificidad del 100 % (ningun falso positivo). Los
inmunoblots de segunda generacién (DECISCAN y
RIBA-I1) mostraron ambos una especificidad del
100% (ningun falso positivo), pero una sensibilidad
del 96,7 % (un falso negativo) y del 90,6% (tres fal-
S0s negativos), respectivamente.

DISCUSION

Desde que se inicié la deteccidn sérica de los Ac-
VHC ' han sido numerosos los estudios que han
mostrado una elevada prevalencia en los pacientes
HD 213, En la poblacion estudiada ha sido del 27 %,
similar a la encontrada por otros investigadores* 47
y superior a la observada en la poblaciéon normal de
nuestro medio (donantes de sangre, 1,03 %, y emba-
razadas, 0,98 %) '8, lo que descarta un factor geogra-
fico asociado a la misma; sin embargo, es inferior a
la observada en otros grupos de riesgo, tales como
hemofilicos (70 %) y adictos a las drogas (70 %)*“.

En este estudio, los factores relacionados con esta
prevalencia han sido el tiempo de duracién del trata-
miento de didlisis y el haber recibido transfusiones
de sangre. Quiza ambos factores estan relacionados
entre si, ya que son los pacientes con mayor tiempo
en hemodidlisis los que tienen una historia superior
de transfusiones de sangre, las cuales se realizaron
en un periodo de tiempo donde las técnicas de de-
teccién de estos Ac-VHC no estaban disponibles, he-
cho similar a lo encontrado en otras unidades de dia-
lisis en Espafa® '®. Aunque la prevalencia estuvo
relacionada con el nimero de transfusiones de san-
gre, no podemos descartar la posibilidad de que ha-
yan estado involucradas otras vias de transmision.
Hemos observado seroconversion en 13 pacientes en
los que no se puede considerar a la transfusion san-
guinea como vector de transmisién, ya que todas las
transfusiones realizadas en el periodo de seguimiento
estuvieron investigadas para el VHC. En un estudio
previo’ nosotros hemos mostrado un posible papel
de la transmision intradidlisis en estos pacientes sero-
convertidos. Por otro lado, esta elevada prevalencia
pudiera estar relacionada con el deterioro de la in-
munidad celular y humoral que tiene lugar en pa-
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cientes con enfermedad renal cronica, como algunos
autores han sugerido 2°2%, o asociada con la patologia
renal (glomerulonefritis) y/o insuficiencia renal seve-
ra, como nosotros hemos sugerido previamente 8.
Recientemente, la asociacién entre VHC y enferme-
dad renal mediada inmunolégicamente ha sido de-
mostrada, especialmente en pacientes con glome-
rulonefritis membranosa 2*, membranoproliferativa 2
y crioglobulinemia?®, aunque la patogénesis de esta
asociacién permanece aun desconocida.

De los 10 pacientes que tuvieron episodio de he-
patitis aguda durante el estudio, se pudo demostrar
que el VHC estaba implicado en el 70 % de ellos,
pero aunque esta infeccion es actualmente la causa
mas importante de las hepatitis agudasno A - no B
en las unidades de didlisis* 16 1927:28 en nuestro es-
tudio existe un sustancial grupo de pacientes que tie-
nen elevacion de ALT sin una etiologia definida. Este
hecho pudiera estar relacionado con niveles muy ba-
jos de Ac-VHC en sangre, no detectable con las téc-
nicas serolégicas actuales?®, no pudiéndose descartar
que sea debido a la existencia de otros agentes hepa-
totropos desconocidos. Estos datos sugieren que el
hallazgo de transaminasas elevadas en pacientes tra-
tados con hemodialisis es todavia un dato inespecifi-
co, siempre que se haya descartado la existencia de
Ac frente al VHC.

B 47,3 % de seropositivos no present6 elevacion
de ALT, lo que pudiera estar en relacion con infec-
cion asintomatica o evolucién natural de la infeccién
VHC en estos pacientes.

Respecto a las técnicas que detectan la presencia
de Ac-VHC, en el momento actual no existe ninguna
que pueda tomarse como técnica de referencia. Por
ello, para estudiar la sensibilidad y especificidad, no-
sotros hemos elegido como patrén el RIBA-IlI, que
detecta anticuerpos frente a un mayor nimero de
proteinas estructurales y no estructurales del VHC.
Cuando se aplican diversas técnicas en el estudio de
los pacientes considerados indeterminados, hemos
encontrado que la técnica MONOLISA no resuelve
esta situacién seroldgica. La técnica ELISA-II tiene
una especificidad del 90,7 % y una sensibilidad del
100 %, similar a la observada por otros autores'’.
Los confirmatorios inmunoblot RIBA-II y DECISCAN
presentan una mayor especificidad (100 %), pero
menor sensibilidad que el test ELISA-I1 (90,6 % y
96,7 %, respectivamente). Las diferencias entre estas
técnicas permanecen sin clarificar y pudieran estar
relacionadas con el hecho de que algunas de ellas no
incluyan los epitopos antigénicos mas inmunodomi-
nantes de las diferentes proteinas viricas, lo cual im-
pida detectar niveles bajos de anticuerpos.

Resumiendo, hemos encontrado una elevada pre-
valencia de Ac frente al VHC en nuestros pacientes
dializados. Esta prevalencia ha estado relacionada



con historia previa de transfusiones sanguineas y con
la duracién del tratamiento dialitico. H hallazgo de
test de funcion hepatica anormales es un dato no es-
pecifico en los pacientes VHC-Ac positivos. Las sero-
conversiones son en el momento actual un problema
importante en los pacientes hemodializados, las cua-
les no pueden ser consideradas un fenémeno relacio-
nado con las transfusiones de sangre. B conocimien-
to de los factores epidemiolégicos involucrados en la
infeccion por el VHC de los pacientes en didlisis po-
dra permitir en el futuro disminuir la incidencia de
estas complicaciones en nuestros pacientes.
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