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RESUMEN

La poblacion de hemodialisis constituye un grupo de alto riesgo en el caso de la
infeccidon por el virus de la hepatitis C. Se realizé un analisis multicéntrico de la
prevalencia de la infeccién por el virus de la hepatitis C en las unidades de dialisis
de la regién occidental aplicando las técnicas seroldgicas y moleculares, y se
observoé si existian diferencias significativas en cuanto a la aplicacién de ambas
técnicas. Se obtuvieron valores elevados de prevalencia de anticuerpos anti-VHC en
todas las unidades de dialisis (76 %), asi como la calculada aplicando la deteccién
del ARN viral (55 %). No se hallaron diferencias significativas (k) en cuanto a la
aplicacion de ambas técnicas en la mayoria de las unidades de dialisis analizadas.
La elevada prevalencia viral se asocia a la transmisién nosocomial provocada por el
incumplimiento de las normas de precauciéon universal establecidas.
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ABSTRACT
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Hemodialysis population is a high risk group related to hepatitis C virus infection.
Authors made a multicenter analysis on infection prevalence of hepatitis C virus in
dialysis units of western region applying serologic and molecular techniques
observing if there significant differences as regards the application of both
techniques. We achieved high values of anti-CHV antibody prevalence in all dialysis
units (76 %) as well as the estimated prevalence applying viral RNA detection (55
%). There were not significant differences (k) as regards application of both
techniques in most of analyzed dialysis units. Viral high prevalence is associated
with nosocomial transmission caused by no-fulfillment of established universal
precaution standards.
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INTRODUCCION

La insuficiencia renal cronica (IRC) es la pérdida lenta y progresiva de las funciones
renales, de caracter irreversible, y la consecuencia de un grupo de nefropatias
constituye, ademas, un importante problema de salud para el hombre desde épocas
muy antiguas. Hasta hace algunas décadas, los facultativos que atendian a los
enfermos con esta dolencia, tenian que conformarse con la aplicacién de un
tratamiento sintomatico de dudosa eficacia, hasta que fallecian. El advenimiento de
los métodos de depuracion extrarrenal mejoré significativamente la supervivencia
de estos pacientes. En la actualidad, esos métodos se han convertido en
procedimientos eficaces y seguros que permiten a los enfermos con fallo renal
agudo mantenerse vivos hasta recuperar la funcién de los rifiones nativos, y a los
cronicos, vivir largos periodos con una supervivencia de alrededor del 65 % a los 10
afios y una buena calidad de vida en espera de un eventual trasplante renal.*

Entre los métodos de depuracion extrarrenal empleados en el tratamiento de esta
afeccion estan la didlisis peritoneal, la hemodialisis y otros métodos como la
hemofiltracién, la hemodiafiltracion, hemoperfusion y la plasmaféresis.

En la actualidad, la hemodialisis se ha convertido en el tratamiento estandar de la
insuficiencia renal en la mayoria de los paises del mundo. Es mucho mas costosa
que la didlisis peritoneal.?

La hemodidlisis tiene como objetivo suplir las funciones de excrecién y regulacién
hidroelectrolitica del rifion enfermo, a través de ella se pone en contacto la sangre
del enfermo con el liquido de dialisis mediante una membrana semipermeable que
retiene las proteinas y los elementos formes de la sangre y permite solo el
intercambio de moléculas pequefias. Se basa en la transferencia de masa por
difusién y conveccion (ultrafiltracion).

Entre las complicaciones que se pueden encontrar en este método extrarrenal estan
las infecciones virales y entre las mas comunes se hallan los virus de la hepatitis
c.®
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METODOS

La muestra del estudio comprende 274 pacientes con insuficiencia renal crénica que
se encuentran en el programa de hemodidlisis en las unidades de didlisis de la
region occidental del pais: Hospital Clinicoquirdrgico (HCQ) "Comandante Pinares"
de la provincia de Pinar del Rio, las unidades de dialisis de los hospitales "Hermanos
Ameijeiras", "Calixto Garcia" y "Joaquin Albarran" de Ciudad de La Habana; las de
los hospitales "Ciro Redondo" (Artemisa) y "Piti Fajardo™ (Guines) de la provincia La
Habana y de la ciudad de Matanzas, los hospitales "Faustino Pérez" y el
Ambulatorio de Cardenas. El periodo analizado fue 2006-2008.

Toma de muestras

Se extraen 5 mL de sangre periférica colectadas en tubos de 10 mL. Esta muestra
se procesara el mismo dia de su obtencién o se conservara a 4 °C durante 24-48 h,
luego de haber sido centrifugada para obtener el suero.

Determinacion de la presencia de anticuerpos contra el VHC

Se determind la presencia de anticuerpos contra el VHC en el laboratorio de
Microbiologia de cada centro aplicando la técnica UMELISA HCV, suministrada por el
Centro de Inmunoensayo.

Determinacion de la presencia de ARN viral del VHC

Se determind el ARN viral aplicando la técnica UMELOSA HCV, suministrada por el
Centro de Inmunoensayo. Todos los datos seran incluidos en una matriz de calculo
por el sistema Access y analizados estadisticamente mediante el céalculo del
coeficiente de coincidencia k empleando el programa SPSS.

Técnicas de recoleccién de datos

Se disefidé una base de datos con el fin de ingresar la informacion recolectada en la
ficha correspondiente a cada muestra y su posterior analisis.

RESULTADOS
UMELOSA HCV cualitativo (reaccion en cadena de la polimerasa)

La deteccion de ARN viral se realizé en 274 muestras de pacientes pertenecientes a
las unidades de dialisis de la regién occidental. La unidad de dialisis "Faustino
Pérez", que habia reportado un valor de 100 % de prevalencia de anticuerpos anti-
VHC mostro 0 % de réplica viral cuando se realiz6 la reaccion en cadena de la
polimerasa. La unidad de dialisis "Comandante Pinares" mostré una prevalencia
menor de replicaciéon viral cuando se comparo con el resultado obtenido de los
anticuerpos anti-VHC. De forma general los porcentajes de prevalencia en las
diferentes unidades de didlisis calculados segun la presencia de ARN viral fue
elevado aunque ligeramente menor que la calculada segun la presencia de
anticuerpos anti-VHC. El porcentaje de prevalencia de ARN viral promedio fue del
55 % (tabla 1).
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Tabla 1. Prevalencia de anticuerpos anti-HCY v ARMN viral en las unidades
de didlisis de la regién occidental

Prevalencia de Prevalencia

anticuerpos de ARN

Centros anti-wHC wviral

(%) (%)
"Hermanos Ameijeiras” {697 {50
“Calizto Garcia® {60 {51}
"Joaguin Albarran” {60y {38
“Piti Fajardo” (81} {19}
"Comandante Pinares {1007 {86
"Ciro Redondo® (67 (67
“Faustino Pérez" {100y (ay
“ambulatorio de {82y {85}
Cardenas”
Total (78} {EE)

Comparacion multicéntrica entre la aplicacidon de la técnica seroldgica
(UMELISA HCV) y de biologia molecular (UMELOSA) en el diagnéstico del
virus de la hepatitis C

Se calcul6 el coeficiente de coincidencia k en cada unidad de dialisis con el objetivo
de analizar si existian diferencias significativas entre la aplicacion del método
serolégico para la deteccidon de anticuerpos anti-VHC y el método molecular PCR
(tabla 2).

Tabla 2. Resultados de coincidencia entre |a aplicacion de la técnica serologica (UMELISA HCW) v
de biologia molecular {UMELOSAY en el diagnostico del virus de la hepatitis C

Centros PCR ( +) PCR {-} PCR {+) PCR {-} ke 1]
Ao { +) Ac (=) Ao (=) Ac (+)

“Hermanos

Ameijeiras” 15 =] 3 10 0,272 0,070

“Caligto Garcia® 19 13 a8 13 0,204 0,130

“lJoaguin Albarran” 12 13 3 12 0,286 0,046

“Piti Fajardo” 1= 1= u] 17 a,09g n,z2z8e

“Comandante 43 - - 7 - -

Pinares"

“Ciro Redondo® 12 g z 2 0,571 0,009

“Faustino Peérez" - - - 14 - -

“armbulatorio de
Cardenas” 25 3 3 2 0,455 o008

- Mo calculable. ki Coincidencia. p: Significacion estadistica. Ac: Anticuerpos anti-YHC., PCR:
Reaccién en cadena de la polimerasa {deteccion de ARMN wiral).

En las unidades de hemodidlisis de los hospitales: "Hermanos Ameijeiras", "Calixto
Garcia", "Joaquin Albarran" y "Piti Fajardo"” no se hallaron diferencias significativas
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en cuanto al diagnéstico de los pacientes positivos y los negativos al aplicar las
técnicas serologicas y de biologia molecular. En el caso de las unidades
pertenecientes a las instituciones "Comandante Pinares" y "Faustino Pérez", el
coeficiente de coincidencia no fue calculable, pues en el primer caso, las muestras
de todos los pacientes resultaron positivas a la presencia de anticuerpos anti-VHC
y, de todas las posibles combinaciones para el analisis estadistico, solo se pudo
analizar la correspondencia PCR+/Ac+ y PCR-/Ac+, no obstante, de 50 pacientes
analizados 43 coincidieron en cuanto a su diagnostico positivo de la presencia viral
utilizando ambos métodos y solo 7 positivos a los anticuerpos anti-VHC resultaron
negativos al analizarse el ARN viral mediante el método PCR cualitativo. En el
segundo caso ("Faustino Pérez") solo la combinacion PCR-/Ac+ pudo ser analizada
resultando no calculable el coeficiente de coincidencia. En este caso, todos los
pacientes estudiados fueron reportados como positivos a la detecciéon de
anticuerpos anti-VHC mientras que el andlisis molecular resulté negativo, no existio
correspondencia entre los resultados obtenidos por ambos métodos.

DISCUSION

Las pruebas inmunoenzimaticas pueden fallar en la deteccién de individuos con una
infeccién activa causada por el virus VHC?. Durante la fase aguda de la enfermedad
los anticuerpos anti-VHC no son detectados y los pacientes con enfermedad renal
crénica poseen afectaciones del sistema inmune que hacen mas largo el periodo de
seronegatividad.®

Las pruebas moleculares que detectan el ARN viral permiten confirmar los
resultados obtenidos por las pruebas seroldgicas. La deteccién de ARN viral puede
emplearse para diagnosticar la fase aguda de la enfermedad, puesto que el ARN
aparece de 1 a 2 sem después de la exposicion al virus, mientras que los
anticuerpos son detectados aproximadamente 8 sem mas tarde.® Esta prueba
molecular también es Util para detectar la infeccion en personas con resultados
negativos a la presencia de anticuerpos como resultado de condiciones asociadas a
la disminucién en la producciéon de anticuerpos, por ejemplo en el caso de los
pacientes hemodializados’

Por todo lo anterior, proponemos aplicar en nuestros pacientes de hemodialisis,
como esquema diagndstico para la infeccion por el VHC, las pruebas seroldgicas y
como confirmacion, las pruebas moleculares cualitativas.

Observamos correspondencia entre los resultados obtenidos por las pruebas
serolégicas y las moleculares a excepcion de la unidad de didlisis "Faustino Pérez"
donde ningun paciente resulté positivo al ARN viral a pesar de ser positivos a la
deteccion de anticuerpos anti-VHC. El resultado anterior podria tener explicacion
por el hecho de que durante la transportacion de las muestras fueron inadecuadas
las condiciones de preservacion y esto incidid en el resultado obtenido al aplicar la
prueba molecular.

Aunque la prevalencia multicéntrica calculada aplicando ambos métodos de
diagnoéstico fue elevada, se obtuvo un porcentaje menor como resultado del calculo
realizado al aplicar la técnica molecular. Lo anterior demuestra que la mayor
especificidad y sensibilidad de las técnicas moleculares permite emplearlas como
confirmacién de los resultados serolégicos.?°

Las unidades de dialisis "Ciro Redondo" y "Ambulatorio de Cardenas" mostraron
diferencias significativas en cuanto a la aplicacién de ambos métodos en el
diagnoéstico del virus de la hepatitis C. Entre las causas probables podriamos
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mencionar los errores durante el diagndstico serolégico (debe realizarse 2 veces
esta prueba cuando el resultado es positivo), la transportacion y la conservacion
inadecuadas de las muestras, etc. Las diferencias también podrian estar asociadas
con el estado inmune de los pacientes, el periodo de seronegatividad, la presencia
de la enfermedad en fase aguda, etc.

Este estudio nos permite proponer un esquema de diagnoéstico en el caso de
nuestros pacientes hemodializados que se corresponda con lo reportado en la
literatura y con nuestros resultados al aplicar ambas técnicas.*®**

Aunque en la mayoria de las unidades se observd coincidencia entre los resultados
serolégicos y los moleculares, algunas unidades mostraron diferencias significativas
en cuanto a la aplicacién de ambas técnicas. Por ello debemos establecer
uniformidad en el diagndstico de esta infeccidn viral y proponemos el esquema de
deteccion viral que mostramos en la figura. Esta propuesta es aplicable a todas las
unidades de didlisis y se ha elaborado teniendo en cuenta nuestras limitaciones en
cuanto a la confirmacion de los resultados aplicando mas de un examen serolégico,
y a la imposibilidad actual de contar con un ensayo molecular de sensibilidad igual
0 menor que 50 UI/mL que es lo recomendado por la FDA en cuanto a los ensayos
moleculares cualitativos empleados en la confirmaciéon de los resultados
serolégicos.**3

Pacientes hemodializados

l Mensualmente

Técnica UMELISA HCV

/ N\

Detectados en 2 Ac+ Ac-
ocasiones diferentes

Perfil hepatico ~ Sospecha clinica dE1 Perfil hepatico

(TGP, TGO, etc.) falso negativo (TGP, TGO, etc.)
Técnica UMELOSA HCV | | Técnica UMELOSA HCV
Fuerte indicio de
fase aguda
ARN+ ARN - ARN+ ARN-
Positivo Negativo Positivo Negativo

RepetirZ sem
después

Fig. Esquema de diagndstico propuesto para el diagnostico del VHC en nuestras
unidades de hemodialisis,

Se concluye que la prevalencia de anticuerpos anti-VHC en cada unidad de dialisis
fue superior al 50 % y la calculada segun la deteccion del ARN viral fue alta en la
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mayoria de las unidades de dialisis, excepto en la unidad "Faustino Pérez" donde
todos los pacientes resultaron negativos a la presencia ARN viral. Una explicacion
posible para este comportamiento podria ser los serios problemas de transportacion
que sufrieron las muestras. La causa fundamental de la elevada prevalencia en
nuestras unidades de didlisis se debe al incumplimiento de las normas de
bioseguridad establecidas.** Los resultados serolégicos y moleculares coincidieron
en la mayoria de las unidades de didlisis.

Las diferencias observadas en 2 de las unidades de didlisis analizadas (""Ciro
Redondo" y "Ambulatorio de Cardenas') en cuanto a la coincidencia de los
resultados seroldgicos y los moleculares puede deberse a factores como: la
inadecuada conservacion de las muestras y la carencia de uniformidad en cuanto a
un esquema de diagnostico del VHC al nivel nacional, deficiencias técnicas en el
diagndstico serolégico y otros factores asociados con el grado de inmunodepresiéon
de los pacientes analizados, la carga viral, la fase de la enfermedad, etc.

El diagndstico del virus de la hepatitis C en nuestros pacientes hemodializados debe
combinar la deteccion de los anticuerpos anti-VHC y del ARN viral como
confirmacion de los resultados (fig.).
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