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RESUMEN

Importancia de los virus ocultos de hepatitis B v hepatitis C en  pacientes sometidos a

hemodidlisis.

Antecedentes: La transmision de los virus de hepatitis se ha convertido en un problema de salud
publica en los centros de hemodidlisis a nivel mundial, describiéndose brotes epidémicos desde
1960 y como principal via de transmision la parenteral mediante transfusiones de hemoderivados o
por procesos poco regulados de hemodidlisis. El incremento en las prevalencias de infecciones por
virus de la hepatitis B (VHB) y virus de la hepatitis C (VHC) ha sido consistentemente més elevada
a nivel mundia en poblaciones de riesgo como pacientes en hemodidlisis, politransfundidos,
hemofilicos y drogadictos. En México, se estima una seroprevalencia del 6.7% en pacientes
hemodializados siendo por o tanto de 2 a 10 veces mayor gque en la poblacién general.
Recientemente se ha establecido la existencia del término hepatitis oculta. En el caso de la hepatitis
oculta por VHC solo se presentar en dos situaciones clinicas diferentes: en pacientes con serologiay
PCR sérico para VHC negativa con pruebas de funcién hepatica alterada y en sujetos con serologia
para VHC positiva y valores normales de la funcién hepatica con o sin RNA-VHC detectado en
plasma, virus ocultos que solo se han logrado detectar por identificacion de RNA-VHC en tgjido
hepético o bien células mononucleares provenientes de sangre periférica (PBMC). La presencia de
DNA del VHB en los casos de AgVHBS hegativo en suero se conoce como “hepatitis B oculta’. En
Meéxico se desconoce la presencia e importancia de los VHB y VHC ocultos en poblaciones de ato
riesgo, siendo de relevancia su identificacién ya que ocasionan a un plazo aln no establecido
actividad hepatica necroinflamatoria y fibrosis hepética significativa, reportada en una alta
proporcion de pacientes, por lo que deben contar con un seguimiento estrecho de la funcién
hepatica.

Objetivo general. Identificar mediante pruebas moleculares los virus ocultos de hepatitis B y C en

pacientes en hemodidlisis del Hospital de Especiaidades del CMN “LaRaza’.



Material y Méodos: Se realiz6 un estudio transversal de diciembre de 2007 a marzo del 2008,
mediante la revision de expedientes clinicos y llenado de la hoja de captacion de datos, parala
conformacion de la base de datos a un total de 132 pacientes de la unidad de hemodidlisis del
Hospital de Especialidades del CMN “LaRaza’ con més de tres meses en hemodidisis. A todos se
les realizd un cuestionario para evaluar sus caracteristicas demograficas y una serologiaviral para el
VHC y & VHB, ademas de una toma de muestra sanguinea para la obtencion de pruebas
moleculares del VHC y VHB, asi mismo se evaluaron los posibles factores asociados a deteccién de
viremia por VHC y VHB en este tipo de poblaciéon. Andlisis estadistico. Se calculd estadistica
descriptiva para variables demogréficas, se calculo coeficiente de correlacién Phi y se considero
bueno si es mayor de 0.25, con un valor de p < o igual 0.05, asi mismo se conformaron tablas de
2x2 para determinar Chi-cuadrada y prueba exacta de Fisher, mediante el programa estadistico
SPSS ver 11.5.

Resultados: De un total de 132 pacientes que acudieron a Hemodidlisis, 109 pacientes cumplieron
los criterios de inclusion de los cuales 5 pacientes fueron eliminados por pérdida de informacion. Se
estudié una poblacion total de 104 pacientes, 56 hombres y 48 mujeres con una media de 35 afios
(16-81 arios), con insuficiencia renal y en hemodidlisis un minimo de 3 meses. Se identifico
serologia positiva para el VHC en el 6.7 % y serologia positiva para VHB en e 5%, sin
embargo €l PCR cualitativo para VHC fue positivo en el 8% y en &l 1% para VHB, con una
relacion con respecto a la seroconversion del 50% para ambos. El andlisis univariado no
demostro asociacion con el nimero de transfusiones recibidas, encontrandose sin embargo,
una fuerte asociacion entre la positividad para el VHC y e antecedente de haber recibido

una transfusion antes de 1993, asi como un tiempo en hemodialisis > a 3 afnos. El genotipo

paraVVHC encontrado en todos |os pacientes con viremia detectada fue el 1a.



Marco Tedrico.

L as hepatitis virales son un problema trascendental en la salud publica mundial, ya que se presentan
tanto en la poblacion normal como en grupos de alto riesgo. Dentro de los grupos de alto riesgo que
se ven mayormente afectados estan pacientes politransfundidos principalmente pacientes
hemofilicos y en hemodidlisis asi como sujetos usuarios de drogas principalmente por via parenteral
y/o con alto grado de promiscuidad. A nivel nosocomial la transmisién de los virus de hepatitis se
ha convertido en un problema importante en los centros de hemodidlisis de todo el mundo. La
asociacion entre hepatitis viral einsuficienciarena es frecuente por el uso de productos sanguineos,
procedimientos médicos invasivos multiples en los cuales existe exposicion del paciente y otros.
Por 1o que las hepatitis virales producen un efecto deletéreo sobre la salud genera del paciente
sobre todo en aquellos con insuficiencia renal observandose asi que la hepatitis viral se convierte en

unaentidad dificil de diagnosticar y tratar.

El virus de la hepatitis B (VHB) fue €l primer virus hepatotropo de importancia clinica identificado
en centros de hemodidlisis ya que se han descrito brotes epidémicos de hepatitis en pacientes
sujetos a hemodidlisis desde 1960". Con el desarrollo de pruebas seroldgicas para el VHB desde
1970 los centros para el control y prevencién de las enfermedades de Estados Unidos (CDC) han
realizados estudios de vigilanciaanivel nacional en todas las unidades de hemodidlisis para estudiar
las patol ogias infecciosas asociadas a los pacientes renales. De acuerdo a estos estudios, en 1974 la
incidencia en Estados Unidos (E.U) de infeccion aguda por VHB entre pacientes en hemodidlisis
fue de 6.2% y en el personal de salud de 5.2%, con indices del 30% en centros seleccionados, en
1980, la incidencia disminuye a 1% y para 1997 es del 0.05%°. La prevalencia del antigeno de
superficie paraVHB (AgVHBS) entre pacientes de hemodidlisis en E.U descendi6 del 7.8% en 1976
a 3.8% en 1980, y a 0.9% en 1997, datos provenientes desde 1970 a 1980 en pacientes de

hemodialisis en Europa occidental se encontré que la presencia del AgVHBSs fue del 10.4% con



notificaciones previas del 34%, cifras que al igual que en E.U. muestran menor prevaencia®. En el
2002, el CDC report6 a nivel naciona que la prevalencia del AgVHBSs entre los pacientes fue del
1% y la incidencia para la infeccién del VHB fue del 0.12%. Es importante resaltar que en este
estudio se prioriza € uso de la vacunacion contra e VHB que ha sido determinante para este
decremento, reportandose que durante el periodo de 1997-2002 el nimero de pacientes vacunados
contra el VHB se incrementd de un 47% a un 56% y el porcentaje de personal trabajador de estas
unidades inmunizados fue del 87% al 90%"*. No obstante en otras partes del mundo, como Brasil, se
estima una prevalencia del 7.5% a 28%°. Algunos de |os factores asociados a la propagacion del
VHB incluyen la transfusion de hemoderivados, duracién y frecuencia de hemodidisis,
contaminacion del equipo de hemodidlisis y/o contacto entre pacientes o trabajadores de la salud
infectados por € VHB®. En la actualidad, lainfeccion por el VHB ha sido efectivamente controlada
en la mayoria de los centros de hemodidlisis del primer mundo, por vacunacion activa, adecuadas
pruebas seroldgicas a los donadores de sangre, € uso de eritropoyetina y una serie de medidas
preventivas como la separacion de pacientes por habitaciones, personal y equipos de hemodidlisis
en funcioén de su estado de positividad a la prueba del antigeno de superficie del VHB. Sin embargo
a pesar de la supervisién del paciente y sus contactos, la descontaminacién de los equipos de
hemodidlisis y la optimizacién de procedimientos de asepsia en los centros, aln existe un alto
riesgo de transmision nosocomia del VHB, por la deficiente identificacién de los enfermos
infectados por éste virus que comparten equipos 'y persona o a la fata de vacunacién de personas
susceptibles "®. Existe ademas un escrutinio incorrecto en |os pacientes que ingresan a los centros de
hemodidlisis, ya que datos recientes evidencian falsos negativos en técnicas serol dgicas de segunda
y tercera generacion, que no presentan una buena sensibilidad en pacientes inmuno-comprometidos
0 con recambios plasmaticos constantes como los pacientes en hemodialisis, en donde solo se

pueden aplicar pruebas molecul ares para la deteccion de |os &cidos nucleicos del virus.



La presencia de DNA del VHB en los casos de AgVHBS negativo en suero se conoce COmMo
“hepatitis B oculta’®, existen reportes que indican que las infecciones ocultas por VHB son
frecuentemente encontradas en los casos de carcinoma hepatocelular, pacientes en hemodidlisis y
coinfecciones con hepatitis C, en un estudio realizado en una unidad de hemodidlisis en Turquia™ se
demostré que € 12.4% de los pacientes en hemodialisis con antigeno de superficie para VHB
negativo tenian DNA de VHB por PCR sérico, con cargas virales en promedio mayores a 10000
copias/mL, ademés de una prevalencia mayor de hemodidlisis coinfectada por VHC detectandose en
un 27.5%, asi mismo reportaron la presencia en un 9.1% de DNA del VHB en pacientes con
positividad serol 6gica solamente del anticuerpo core total para VHB, es decir, presencia de virus de
hepatitis B en pacientes en los que solo se les considera la previa exposicion a virus, por lo que
debe considerarse la alta prevalencia de hepatitis B oculta en este tipo de pacientes y redlizare

detecciones de VHB mediante pruebas mas sensibles a las serol 6gicas como es el caso del PCR™.

Actuamente € virus de la hepatitis C (VHC) es la causa més comuin de enfermedad hepética
crénica en pacientes con enfermedad renal terminal. Se estima que su prevalenciavariaentreel 3 a
71%"*. En México, Uribe y cols.** estimaron una seroprevalencia del 6.7% en hemodializados
siendo por lo tanto de 2 a 10 veces mayor que en la poblacion general. Sin embargo en un estudio
realizado en la unidad de hemodidlisis del hospital de especiaidades del CMN La Raza®, se
encontrd una prevalencia del 13.2% paralainfeccion por e VHB y del 15.4% para la infeccion del
VHC. Es muy importante el poder realizar un escrutinio adecuado de los pacientes en hemodidlisis.
En México de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana-171 de la Secretaria de Salud se recomienda
una prueba de escrutinio mensual para la deteccion de hepatitis viral en pacientes en hemodidlisis.
Existen otros estudios que nos revelan la importancia de pruebas moleculares en estos pacientes,
Jadul*® en |os afios 90 observo en la unién Europea una prevalencia del 17% del VHC en pacientes
en hemodidlisis con una incidencia anual del 1.7% que disminuy6 a 7% afinales de los afios 1998-

99, asi mismo en otro estudio™ que contd con 1,323 pacientes en didlisis se encontrd e 18.3% de



anticuerpos anti-VHC de los cuales e 70% fueron RNA VHC positivos. Estudios realizados en
otros paises como Iran'® en un trabajo realizado en 548 pacientes dializados se mostré una
seropositividad anti-VHC en € 19.6% de su poblacién, obteniéndose en € 48.6% RNA del VHC
positivo, por otro lado Al Jiffri y col.™ notificaron prevalencias hasta del 72,6% en pacientes en
hemodidlisis, confirmandose la presencia sérica de VHC por PCR en el 64.6% de |os seropositivos,
resultados que indican que no necesariamente la seropositividad anti-VHC es indicativa de
persistencia de viremia en esta poblacion de riesgo, resultados que muestran la necesidad
nuevamente de pruebas mas sensibles como es el caso del diagndstico molecular en este tipo de

poblaciones.

El riesgo de transmisién del VHC en pacientes gque reciben hemodidlisis por transfusiéon sanguinea
ha sido considerablemente reducida desde el escrutinio en la sangre de donadores a partir de 1992 y
e uso de eritropoyetina ha disminuido la necesidad de transfusiones en los casos de anemia, sin
embargo la transmision del VHC en unidades de hemodidlisis no ha sido disminuido, reportdndose
brotes epidémicos por andlisis filogenéticos, que sugieren otras vias de transmisién ademés del
parenteral como en € caso de punciones cutaneas con material punzocortante contaminado de
paciente a paciente, de proveedor de la salud a paciente o contaminacion de lineas de hemodidlisis
de paciente a paciente via manos del proveedor de salud, Yy las relacionadas a la re-utilizacion de

dializadores o equipos de didlisis o bien ala contaminacion interna de maquinas de hemodidlisis™.

De la misma forma en que se han estudiado casos de Hepatitis B ocultas se ha descrito casos de
Hepatitis C ocultas”. La etiologia de estas enfermedades hepéticas es desconocida en
aproximadamente 10% de los pacientes con resultados anormales. Algunos autores han reportado
gue la hepatitis B oculta podria ser la causa de hepatitis cronicas criptogénicas aunque no se ha
establecido totalmente esta asociacion?. En el 2004 Castillo y col?, describieron por vez primera el

rol del VHC oculto en la enfermedad hepatica cronica de etiologia desconocida. Actuamente se



consideraa VHC oculto como una entidad recientemente caracterizada. Las infecciones ocultas por
el virus de la hepatitis C se puede presentar en dos diferentes situaciones clinicas: pacientes con
serologia negativa anti-VHC y RNA-VHC sérico negativo y pruebas de funcion hepética alteradas o
en sujetos con serologia anti-VHC positiva y con valores normales en las enzimas hepéticas sin
ningun indicio de RNA-VHC; con un diagnéstico mediante identificacion del RNA-VHC en tegjido
hepatico o en células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Aproximadamente el 70% de
los pacientes con VHC-RNA intrahepético también tienen RNA vira en células mononucleares de
sangre periférica, a este respecto se ha cuestionado la replicacion vira dentro de PBMC,
encontrando Castillo y cols por PCR en tiempo real que el 61% de los pacientes con RNA-VHC en
PBMC presentan RNA-VHC antigenémico indicativo de la replicacion en estas células, y aunque
hasta é momento actual no se han detectado viriones circulando, éstas células podrian ser

potencialmente infecciosas.

Se ha reportado que existe una alta prevalencia de infeccion por el VHB oculta en pacientes con
hepatitis C cronica (HCC), con HCC y hemodidlisis, enfermedad criptogénica de higado, usuarios
de drogasy pacientes con VIH, en pacientes transfundidos repetidamente como los hemofilicos y en
donadores de sangre. Sugiriéndose que la infeccion por VHB oculta se pudiera asociar, por una

mala respuesta del VHC alaterapia con interferén en pacientes con funcion renal normal %2,



Justificacion.

En la actualidad se sabe que la prevaencia de las hepatitis viral B y hepatitis viral C entre los
pacientes en hemodidlisis es muy alta sobre todo en paises en desarrollo. En México contamos con
poca informacién que nos permita determinar la magnitud del problema y no se ha establecido
ningun estudio para conocer la existencia de los virus de hepatitis C y B ocultos. Sobre todo, en
poblaciones de riesgo como los pacientes en hemodidisis que pueden estar presentes sin tener
ninguna manifestacion clinica, con resultados de serologia negativa e inclusive PCR séricos
negativos. Por |o que consideramos importante detectar adecuadamente estos virus en |os pacientes
con mayor riesgo, como |os pacientes en hemodidlisis para proveer tempranamente de cuidados que
disminuyan el dafio hepético que pudieran ocasionar. Hasta € momento no existe una informacién
real y actualizada acerca de la prevalencia ddd VHC y VHB ocultos de acuerdo a las nuevas
metodologias. Por 1o que, estos conocimientos nos permitirian realizar proyectos futuros para
implementar medidas de prevencidén en este tipo de pacientes, sobre todo en las unidades de

hemodidlisis.

Planteamiento del problema.

¢Cudl es la prevalencia de la infeccidn oculta por virus de la hepatitis C y virus de hepatitis B en

pacientes de la unidad de hemodidlisis del Hospital de Especialidades del CMN “LaRaza’?

Objetivo General

Identificar mediante pruebas moleculares los Virus de hepatitis B y C ocultos en pacientes en

hemodidisis del Hospital de Especialidades del CMN “LaRaza’.



Obj etivos Especificos

1. Conocer mediante pruebas serolégicas la prevalencia de los Virus de hepatitis B y C en
pacientes en hemodidisis.

2. Analizar mediante pruebas moleculares la prevalencia de los Virus de hepatitis B y C entre
pacientes en hemodidlisis.

3. ldentificar posibles factores asociados a la mayor prevalencia de Virus de hepatitisB y C
entre pacientes en hemodidlisis.

4. Determinar las caracteristicas viroldgicas y genotipo del Virus de hepatitis C entre los

pacientes en hemodidlisis.



Material y Métodos.

Se redliz6 un estudio transversal de diciembre de 2007 a marzo del 2008, mediante la revision de
expedientes clinicos y llenado de la hoja de captacion de datos (anexo 1) para la conformacion de
la base de datos a un total de 132 pacientes de la unidad de hemodidlisis del Hospital de
Especialidades del Centro Medico Naciona “La Raza’ con mas de tres meses en hemodidlisis. A
todos se les realizd un cuestionario para evaluar sus caracteristicas demogréaficas y una serologia
viral para e VHC y e VHB, una toma de muestra sanguinea para la obtencion de pruebas
moleculares del VHC y VHB, y se evaluaron los posibles factores asociados reportados con mayor
frecuencia. Se evalud € nuimero de centros de hemodidlisis visitados, la politransfusion, el tiempo
en hemodidlisis y de la primera hemotransfusion parala mayor prevalencia de hepatitis viral en este
tipo de poblacion, determinandose |as caracteristicas virolégicas y de genotipo dedl virus de hepatitis
C.

Procesamiento de las muestras.

Larecoleccion, transporte y procesamiento de las muestras, se realiz6 de acuerdo a los lineamientos
establecidos para e mango de muestras sanguineas y productos bioldgicos. Las técnicas
moleculares para la deteccion de acidos nucleicos del VHC se realizd mediante € ensayo de la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR cualitativo) y del VHB (PCR cudlitativa), en la
Unidad de Investigacion perteneciente al Hospital de Infectologia Centro Médico “La Raza’. Se
obtuvo una muestra de sangre periférica utilizando tubos libres de DNAsas y RNAsas con EDTA,
colocandose inmediatamente a 4°C. Se centrifugaron a 1500 rpm por 15 minutos a 4 ° C,
recolectandose el plasmaen crié tubosy se almacenaron a— 70 ° C hasta su uso posterior.

a. Paralaprueba molecular de deteccion del VHB se obtuvo a partir del plasmael DNA (Ampli-
DNA, QIAGEN USA) y se aimacen6 a —70°C. Posteriormente para la deteccién del virus de la
hepatitis B se procedio a redizar una prueba de PCR como se ha mencionado anteriormente y se
utilizaron los iniciadores M3 y C3. Una vez obtenida la muestra se realizd6 un corrimiento

electroforético en geles de agarosa al 2%.



b. Paralaobtencion del VHC se hizo € aidamiento del RNA viral a partir de plasma utilizando €l
sistema de purificacién por columnas, (QlAamp vird RNA, QIAGEN USA) y finamente la
muestra obtenida se amacend a —70°C. Se realiz6 primero la sintesis de cDNA a partir de RNA
viral. Paralarealizacion del PCR cualitativo se procedio ala amplificaciéon de la region 5UTR no
codificable del HCV la cual se realiza montando una primera vuelta 'y posteriormente una prueba
anidada. Se utiliz6 para la primera PCR los iniciadores KY78 y KY80 y para el PCR anidado los
iniciadores RIP y FIP. Una vez obtenida la muestra se realiz6 un corrimiento electroforético en
geles de agarosa a 2%. En un paciente positivo se espera una banda de 200pb.

c. Parala obtencién de los virus ocultos de hepatitis C se procedio a la obtencién del paguete
leucocitario a partir de las muestras sanguineas obtenidas. Inicialmente se realizaron a los botones
celulares 3 lavados con MgCl, a 5mM en un volumen de 50 ml en tubos Falcon. El primer lavado
se centrifugé a 3500 rpm durante 15 minutos a 4° C, y se descarté el sobrenadante, los dos
siguientes lavados se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos cada uno y también se descartd
e sobrenadante. El botén celular se resuspendié con 1 ml de PBS (solucién buffer NaCl- KCl, Na,
HPO,, KH, PO4) en tubos eppendorf de 1.5 ml y se centrifugd 3 minutos descartando el
sobrenadante. Este Ultimo paso se repitid 3 veces. Por ultimo e boton se resuspende en 500 il de
Trizol y se amacena a— 80 ° C hasta su uso posterior. A partir de estos botones se procedio a la
obtencion del cDNA para obtener el RNA del VHC, de acuerdo alas técnicas moleculares descritas

y asi se detecto la existencia de virus ocultos.

Andlisis estadistico. Se calcul6 estadistica descriptiva para variables demogréficas, incluyendo
media y desviacion estédndar para variables cuantitativas, asi como porcentgjes para variables
nominales, se calculo coeficiente de correlacion Phi y se considero bueno si es mayor de 0.25, con
un valor de p < oigua 0.05, asi mismo se conformaron tablas de 2x2 para determinar Chi-cuadrada

y prueba exacta de Fisher, mediante el programa estadistico SPSS ver 11.5.



Resultados.

De un total de 132 pacientes que acudieron a Hemodidlisis del Hospital de Especialidades Centro
Medico Nacional “La Raza’ durante e periodo de diciembre de 2007 a marzo de 2008, 109
pacientes cumplieron los criterios de inclusion de los cuales 5 pacientes fueron eliminados por
pérdida de informacion. Se estudié una poblacién total de 104 pacientes, 56 hombres y 48 mujeres
con una media de 35 afios (16-81 afios), con insuficiencia renal y en hemodidlisis un minimo de 3

meses, aunque de éstos el 28% habia estado durante mas de 3 afios, tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas.

Variable Demogr afica Valor
Edad 35 (16- 81) afios
Género H56:M 48
Tiempo en HD < 3 afios 72%

> 3 anos 28%

Unidades de HD visitadas HECMR 85 % (88)

>1 Unidad de HD  15% (16)

Hemotransfundidos Nunca 9% (10)
<10 PG 64 % (66)
10-50 PG 24 % (24)
>50 PG 3% (3)
Afio de primera hemotransfusion < 1992 8% (8)
> 1992 92 % (96)
Tipo de acceso vascular Cateter Mahurkar  64% (67)
FistulaA-V 36 % (37)

HD: Hemodidlisis, H: Hombres, M: Mujeres, HECMR: Hospital de Especialidades CMN “La Raza’



1. Prevalenciaserolégicadelos Virus de hepatitis B y C en pacientes en hemodidlisis.
Se identifico la serologia positiva para el VHC en el 7% y la serologia positiva para €l VHB en €

5% correspondiendo el 3 % a hepatitis B activa entre la poblacion en hemodidlisis. (Gréfico 1)

Gréfico 1. Seroprevalencia de hepatitis por virus Cy B
entre los pacientes en hemodialsis

% 5o

VHC
VHB
W Serologia Negativa

2. Prevalencia de los Virus de hepatitis B y C mediante pruebas moleculares en pacientes con
hemodidlisis.

= La prevalencia de hepatitis viral C mediante RT-PCR cualitativo en la poblacion en
hemodialisis fue del 8%(n = 8) (Grafico 2), pudiendo destacar que solo e 50% de los

pacientes con €l virus de hepatitis C detectable por RT-PCR cualitativo tienen serologia

positiva (Ab-antiVHC +) que corresponde a 60% de la poblacién con serologia

positiva una vez que se confirman mediante RT-PCR para VHC (Figura 1), €l resto
manteniendo Unicamente la memoria inmunoldgica de la presencia previa de la

infeccion (Grafico 3), encontrandose como hallazgo que solo el 3% de la poblacion con

virus de hepatitis viral C mediante RT-PCR mostré leve ateracion en transaminasas, es

decir sin un aumento no mas alla de dos veces |o normal.



Grafico 2. RT-PCR para hepatitis viral C

en pacientes en Hemodialisis
8%

Positivo

M Negativo

Grafico 3. Seroprevalencia para VHC con
RT-PCR positivo
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Figura 1. RT-PCR cualitativo para VHC en pacientes en hemodialisis con serologia positiva.
12 345 67PMT-T+
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T-PCR cudlitativa (1.M.S.S.) P.M. marcador de 100pb, 1, 2, 4y 5 muestras con serologia positivay RT-PCR
VHC positivo, muestras de pacientes 3, 6y 7 serologia positiva con RT-PCR VHC negativo, T- testigo

negativo, T+ testigo positivo.

La prevalencia de hepatitis vira B mediante PCR cualitativo en la totalidad de la

poblacion en hemodidlisis fue del 1 % (Figura 2 y 3), siendo del 20% entre

pacientes con serologia positiva (Grafico 4).

12345 PM T- T+

259pb >

Figura 2. PCR cudlitativa para VHB, muestra 1 positiva

paraVHB, muestras 2,3,4,y 5 negativas todas con serologia

positiva paraVHB.
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Figura 3. Se formaron 10 pool de los 99 pacientes en hemodidlisis restantes, con serologia

negativa para VHB, resultando todos |os PCR cualitativos, negativos para VHB.

Grafico 4. PCR para VHB entre pacientes en
hemodialisis con serologia positiva para VHB

PCR VHB positivo
® PCR VHB negativo




3.

Identificar posibles factores asociados a la mayor prevalencia de Virus de hepatitis B y C entre

pacientes en hemodidlisis.

No seidentificd ninguna correlacién entre la mayor deteccion del virus de hepatitis C por RT-
PCR y e nimero de hemotransfusiones recibidas, asi mismo, la fecha de diagndstico de IRC,
sin embargo si se encontrd una fuerte asociacion entre la deteccién del virus C por RT-PCRYy la
fecha de la primera hemotransfusion con una p < de 0.01 por coeficiente Phi en
hemotransfundidos antes de 1990 y por pruebas de Chi-cuadrada y prueba exacta de Fisher
cuando se clasificaron hemotransfusiones antes del afio 2000 y después de 2000, asi mismo se
identifico una correlacién elevada en el tiempo > 3 afios de hemodidlisis y la deteccion de
RNA-VHC con una p < 0.01 por coeficiente Phi. En latabla 2, se desglosa € resto de posibles
factores asociados a mayor prevalencia de VHC, de acuerdo a coeficiente Phi, Chi-cuadrada y

prueba exacta de Fisher, .

Es de notable importancia encontrar que no existe correlacion entre e mayor tiempo en
hemodialisis (>3afios) y la prevalencia de serologia positiva para el VHC con un coeficiente Phi
de 0.090 (p = 0.36) sin embargo a identificar la asociacion con la presencia del RNA

plasmético del VHC se encuentra un coeficiente Phi de 0.38 (p < 0.01) (Grafica ).



Tabla 2. Andlisis univariable de pacientes con factores asociados a la deteccion de RNA-VHC en

pacientes con hemodidlisis

Factor asociado para RT-PCR Chi- Prueba
VHC VHC cuadrada exacta de
Fisher
Tiempo en
Hemodidlisis
< 3 afos 74
> 3 afos 22
Fecha de primera
Hemotransfusion
<1992 3 27.68*
1992-2000 12 (p<0.01) p < 0.01*
> 2000 70
No transfusion 10
Unica unidad de
Hemodidlisis visitadas
Si 84 16.91
No 12 (p < 0.01) p<0.01
Viade hemodidlisis
Fistula A-V 29 14. 29
Catéter 67 (p<0.01) p<0.01
Mahurkar

* Hemotransfusiones antes del afio 2000 y hemotransfusiones después del afio 2000.



Grafica 5. Influencia de la duracién de hemodialisis sobre
la prevalencia de anticuerpos-VHC y VHC-RNA en
pacientes en hemodialisis

O< 3 afios en
Hemodidlisis

B> 3 afios en
Hemodidlisis
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Anti-VHC + VHC-RNA +

La prevalencia en la deteccién del DNA-VHBc solo se confirmé en un paciente de dos, con
AgsVHB positivo, 3 pacientes mas solo mostraron Anti-VHB core positivo, por memoria

inmunologica, por |0 que no se realizaron andisis univariados por la baja prevalencia.

Determinar las caracteristicas viroldgicas y genotipo del Virus de hepatitis C entre los pacientes

en hemodidlisis.

Se realiz6 la cuantificacion de carga viral en todos los pacientes con deteccién de RNA-VHC
oscilando con una mediana de 2, 530, 000 (2230-5,340,000 copias), todos con genotipo la.
En cuanto al unico paciente con deteccién DNA-VHB se rediz6 la cuantificacion de la carga

viral mediante PCR VHB S determinandose en aproximadamente 8, 350 000 copias.



Prevalencia de Hepatitis oculta por VHC
Respecto a la identificacion de RNA-VHC proveniente del boton leucocitario se encontrd
en todos los pacientes con RNA-VHC positivo en plasma, sin lograr su hallazgo en ningin

paciente con serologia negativa 0 RNA-VHC negativo.

Prevalencia de Hepatitis oculta por VHB
La identificacion de DNA-VHB en pacientes con serologia negativa para VHB no se
obtuvo, solo identificAndose DNA-VHB en un paciente e cua contaba con AgsvHB

positivo, por 1o que no existieron casos de hepatitis oculta por VHB.



Discusion.
Actuamente, los pacientes en hemodidlisis cronica constituyen uno de los grupos de ato riesgo
para la infeccion por VHC y VHB, la prevalencia de estos virus en centros de hemodidlisis varia

entre un 8 - 53%2%%

y 7.5-28% ° respectivamente, en e presente estudio se identific una
prevalencia por métodos moleculares del 8% y 1%, para ambos virus en esta unidad de hemodidlisis
en México. Por otra parte, la seroprevalencia del VHC reportada por Uribe y cols' de 6.7%
realizada en unidades de hemodidlisis en México es similar a la seroprevalencia encontrada en
nuestra unidad, sin embargo es variable con los diferentes paises a nivel mundial desde un 8 a un
53962 , con un promedio del 19% por lo que podemos considerar que la seroprevalencia para VHC
en nuestro medio es de las mas bajas a nivel mundial. En México son pocos los reportes de
prevalencias para virus de hepatitis B y C por métodos moleculares, a este respecto Hinrichsen y
cols., en Alemania reportan una viremia detectada para el VHC del 4% con una seroprevalencia
del 6.7%%, determinando también que el 21.6% de la poblacion con viremia RNA-VHC detectada,
cuentan con serologia negativa para el VHC en unidades de hemodialisis de Alemania. A diferencia
de este informe en nuestro medio encontramos gque si bien no existen grandes diferencias entre las
prevalencias encontrandas, una viremia detectada para VHC del 8% mayor que la seroprevalencia
del 6.7% pero con el hallazgo de que el 50% de la poblacién con viremia RNA-VHC detectada
cuentan con serologia negativa, es una evidencia consistente para concluir € lugar preponderante y
la importancia en el escrutinio y la detecciéon de la viremia, principalmente para e VHC en
poblaciones de alto riesgo como son los pacientes en hemodidlisis. De igual forma encontramos
gue la detecciéon de viremia para RNA-VHC solo se obtuvo en el 60% de los pacientes con
serologia positiva para VHC, identificandose que el 40% de |os pacientes con anticuerpos anti-VHC
no cuentan con infeccién actual por VHC y deben recibir hemodidisis en sitios y aparatos

diferentes al resto de la poblacién con viremia RNA-VHC detectable.



Los factores asociados a mayor prevalencia de viremia RNA-VHC en nuestro andlisis son los
mencionados habitualmente en trabajos publicados a respecto como son el tiempo en hemodidlisis,
en otros reportes se ha encontrado asociacion con € nimero de transfusiones de hemoderivados y
caracteristicas del centro de hemodidlisis, en e presente informe no se identificd e nimero de
transfusiones de hemoderivados asociadas a mayor prevalencia de VHC, sin embargo, €l nimero de
transfusiones recibidas ha sido sefialado™ gue se comporta como una relacion dosis-respuesta entre
e numero de transfusiones en relacién al riesgo de seroconversion. Al evaluarse en € presente
estudio no se encontrd asociacion entre la deteccién de RNA-VHC y el nimero de transfusiones,
destacando que existe una fuerte correlacion entre la deteccion de viremia RNA-VHC y €
antecedente de la fecha de |la primera hemotransfusion previa a afio de 1993 con una p < 0.0001, lo
gue también ha sido sefialado por otros autores, este hecho unido a las pruebas de escrutinio en
donadores de sangre de forma obligada a partir de ese afio en |os bancos de sangre.

El tiempo en hemodidlisis prolongado >3y > 10 afios ha sido sefialado reiteradamente como riesgo
para adquirir hepatitis C, Niu 'y cols”’ consideran gue este factor puede reflegjar € riesgo acumulado
de exposicion a sangre infectante en el lugar de didisis (transmisién nosocomial), por otro lado a
este respecto se identificd que no existe correlacién con la duracién en hemodidlisis y la serologia
positiva para VHC, demostrandose con suficiente claridad la asociacion con la deteccion de la
viremia RNA-VHC y € tiempo de hemodidlisis con p < 0.01, infiriéndose una posible asociacion
gue amayor tiempo en hemodidlisis mayor riesgo de haber sido transfundido antes de 1993.

Todos los autores coinciden en destacar laimportancia de implementar el estricto cumplimiento de
las medidas universales de barrera como una forma eficaz de disminuir el riesgo de seroconversion
en los centros de hemodidlisis. Dado que la deteccion de anticuerpos anti-VHC positivos no
implica la existencia de viremia (lo que varia segun diferentes comunicaciones entre 51 y 93%)31,
consideramos gue las conclusiones epidemiol dgicas deben ser cuidadosas y que para instrumentar

separacion de pacientes por aparatos o ambiente de hemodidisis 0 ambas formas, e criterio a



emplearse deberia ser la determinacion seriada de viremia RNA-VHC mediante RT-PCR vy asi
detectar pacientes con viremia fluctuante, candidatos a tratamiento o pacientes sin infeccion actual
por VHC.

En e presente estudio se confirmé que la seroconversién a anticuerpos anti-VHC no ocurre en
todos los pacientes en hemodidlisis, Hirchsen y cols”® reportan que el 0.8% de una cohorte de 2796
pacientes en hemodidlisis no desarroll6 anticuerpos anti-VHC, es destacable que en nuestro medio
d 3.8% de 104 pacientes en hemodiadlisis no desarrollaron anticuerpos anti VHC, ninguno
coinfectado por Virus de inmunodeficiencia humana y e 1% coinfectado con VHB, aunque sin
viremia DNA-VHBc detectable con AgsVHB positivo.

Otro aspecto no menos importante, es el que se refiere a muchos estudios donde se observa una gran
implicacion de la infeccion por VHB en unidades de hemodidlisis, en la presente investigacion de
104 pacientes, 2,8% mostraron infeccién antigua por VHB basada en la reactividad de los
anticuerpos anti-VHBCc totales, 2% con AgsVHB, esto nos muestra prevalencias bajas cuando a este
respecto se han reportado en diferentes casuisticas prevalencias del 32.2% y 10% r&epectivamentes,
en Arabia Saudita® existen informes con serol ogia positiva a VHB hasta en € 72.7% en pacientes
en hemodidlisis, en areas hiperendémicas a hepatitis viral B, por ggemplo Carrillo y cols reportan
que e DNA-VHB fue detectado por PCR en el 7.6% de 813 pacientes y en el 76.% de 81 pacientes
con AgsVHB presentes, confirmandose la alta replicacion viral frecuente en estos pacientes. En
nuestro estudio se identifican prevalencias menores a las reportadas a nivel mundial siendo
detectable laviremiaa DNA-VHB solo en e 1% de la poblacién en hemodidisisy en el 50% de los
pacientes con AgsVHB positivo, por 1o que, por las bajas prevalencias no se logré obtener un
andlisis univariado para evaluar los posibles factores asociados a infecciones por el VHB en
pacientes en hemodidlisis, coincidiendo con otros autores en destacar laimportancia de implementar

profilaxis adecuadas para el VHB en estas poblaciones de ato riesgo.



Conclusiones.

5.

Al término de este estudio no fue posible identificar las hepatitis ocultas por VHC y VHB
recientemente definidas por Carrefio y cols?! en esta poblacion de alto riesgo como son los
pacientes en hemodidlisis. Se apreci6 la deteccidn de viremia RNA-VHC en boton leucocitario
de todos los pacientes con viremia RNA-VHC detectable en plasma, cuestion que excluye la
definicion de hepatitis oculta por VHC, de igual forma no se detecté viremia DNA-VHB en
pacientes sin serologia positivaa VHB |o que también excluye su definicion.

La seroprevalencia para VHC y VHB en la poblacion en hemodidlisis de la Unidad de
Hemodidlisis del Hospital de Especididades CMN “La Raza’ es del 6.7% y 4.8%
respectivamente.

La prevaencia para VHC y VHB por deteccion de viremia mediante pruebas moleculares
cualitativas en la poblacion en hemodidlisis de la Unidad de Hemodidlisis del Hospital de
Especialidades CMN “LaRaza’ esdel 8% y 1% respectivamente, con una relacion con respecto
alaseroconversion del 50% para ambos.

Los factores asociados a mayor prevalencia de viremia RNA-VHC en nuestro andlisis son los
mencionados habitualmente por otros autores como: el tiempo > a 3 afos en hemodidlisis, €
antecedente de haber sido transfundido antes de 1993, el hemodializarse en més de una unidad
de hemodidlisis, etcétera

El genotipo de VHC prevalente en su totalidad es el 1a.

Finalmente, al término de este estudio es posible concluir que € criterio definitorio de hepatitis viral

por VHC o VHB en poblaciones de alto riesgo como son los pacientes en hemodialisis deberia ser

la determinacion de viremia RNA-VHC mediante RT-PCR o DNA-VHB por PCR, con la finalidad

de proveer tempranamente cuidados que disminuyan el dafio hepatico que pudieran ocasionar. Por

lo que, estos conocimientos nos permitiran realizar proyectos futuros para implementar medidas de

prevencion en este tipo de pacientes, sobre todo en las unidades de hemodidlisis.
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