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Resumen

Objetivo. Determinar la prevalencia de infeccion por el virus
de hepatitis C en donadores de sangre, empleando una prue-
ba de escrutinio mediante inmunoanalisis enzimatico (ELISA)
y como estudios confirmatorios inmunoblot recombinante
(RIBA) y la cuantificacion del ARN viral mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Material y métodos. Fue-
ron estudiados los donadores de sangre positivos a anti-VHC
ELISA que acudieron de 1995 a 2003 al Banco de Sangre del
Centro Médico del Instituto Mexicano del Seguro Social de
Le6n Guanajuato. Se utilizé RIBA y RT-PCR para confirmar la
infeccion. Se analizaron los factores de riesgo involucrados en
los casos de infeccion confirmada. Resultados. De 49,272
donadores de sangre, 344 resultaron positivos (0.70%); 122
ingresaron en el estudio. De éstos, 45 (40%) fueron positivos
y 67 (60%) negativos mediante RIBA; 41 de 44 RIBA positivos
también fueron PCR positivos con carga viral promedio de
5.11 log copias/mL. Los factores asociados a infeccion fueron:
alcoholismo (OR 7.10, 1C95% 1.51-33.4), relaciones sexua-
les promiscuas (OR 4.01, 1C95% 0.77-20.8), transfusion (OR
62.9, 1IC95% 4.19-882) y hospitalizaciones (OR 1.72 IC95%
1.72-28.3). Conclusiones. La prevalencia de infeccion por
virus de hepatitis C mediante ELISA concuerda con lo regis-
trado a nivel nacional; sin embargo, 60% de los resultados
positivos con ELISA son falsos; ademas, existe una elevada
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Summary

Objective. The aim of this work was to determine the preva-
lence of infection for the hepatitis C virus (HCV) in blood
donors using a screening test by means of immunoassay (ELISA)
and suplementary test recombinant immunoblot (RIBA) and
the quantification of the viral RNA by means of Reaction chain
Polimerase (PCR). Material and methods. The positive to
anti-HCV ELISA blood donors were studied of 1995 at 2003
in the Medical Center of Ledn Guanajuato of Instituto Mexicano
del Seguro Social. RIBA and RT-PCR was used to confirm the
infection. The risk factors were analyzed in cases confirmed
ad not confirmed. Results. Of 49,272 blood donors, 344 were
positive (0.70%); 45 of 112 (40%) they were positive and 67
(60%) negative by RIBA test; 41 of 44 RIBA positive were
also positive PCR with load viral mean of 5.11 log copias/mL.
The associated risk factors to infection were: alcoholism (OR
7.10,1C 95% 1.51-33.4), relate sexual promiscuous (OR 4.01,
IC 95% 0.77-20.8), transfusion (OR 62.9, IC 95% 4.19-882)
and hospitalizations (OR 1.72 IC 95% 1.72-28.3). Conclu-
sions. The infection prevalence for HCV in blood donors by
ELISA test is in agreement with that reported at national level;
however, 60% of the positive results for ELISA is false (FP);
also, a high agreement exists among a result positive RIBA
and detection of viral RNA by means of PCR. On the other
hand, risk factors exist “non parenteral” that participate in
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concordancia entre un resultado RIBA positivo y deteccion de
ARN viral mediante PCR. Por otro lado, existen factores de
riesgo “no parenteral” que participan en la epidemiologia de
la infeccion en nuestra poblacion y cuyo mecanismo final es
necesario dilucidar.

Introduccioén

El virus de la hepatitis C (VHC) fue descrito por
primera vez en 1989.! Su descubrimiento fue se-
guido por el desarrollo de una prueba que detecta
anticuerpos contra proteinas no estructurales del
VHC (anti-VHC).2 Se estima que aproximadamen-
te 3% de la poblacion mundial esta infectada por
el VHC? y que la viremia es persistente en mas de
80% de los casos.* La infeccion cronica puede cau-
sar hepatitis cronica lentamente progresiva, cirro-
sis, falla hepatica avanzada y carcinoma hepatoce-
lular.>® Existe considerable variacién en la
seroprevalencia de la infeccion;® por ejemplo, se
ha reportado prevalencia de 10% en Egipto,” mien-
tras que en el Reino Unido se estima que varia de
0.08 a 0.72% para anti-VHC.2° En México, se ha
reportado una prevalencia de 0.3 a 1.5%0.1011

El VHC se transmite principalmente por via pa-
renteral a través de la transfusién sanguinea, so-
bre todo en pacientes multitransfundidos y en
sujetos hemofilicos transfundidos antes de 1993.12
En paises desarrollados, la drogadiccién intrave-
nosa ha sido sefialada como un factor de riesgo
importante por el uso agujas compartidas.*® Otras
rutas de transmisién no parenteral también pue-
den ser importantes.®* Ademas, existe evidencia
de transmision sexual®® y de transmisién vertical
de la madre al hijo.'® Sin embargo, se desconoce
la fuente de infeccién para aproximadamente 30%
de los casos que no tienen factores de riesgo iden-
tificables.'”® Los reportes de estudios epidemio-
I6gicos en México han determinado la prevalen-
cia de anti-VHC usando la técnica de ELISA.2
No obstante, es més conveniente determinar la
prevalencia con pruebas mas especificas, como
inmunoblot recombinante (RIBA) y reaccién en

the epidemiology of the infection in our population and whose
final mechanism is necessary to elucidate.

cadena de polimerasa para la deteccion del ARN
del VHC (RT-PCR), después del escrutinio inicial
de anti-VHC mediante ELISA porque se ha repor-
tado que en la poblacién de bajo riesgo, como los
donadores de sangre, la determinacion de anti-
VHC mediante ELISA tiene una alta sensibilidad,
pero una pobre especificidad, con un valor pre-
dictivo positivo para ELISA-2 y ELISA-3 de 50-60%
y 25%, respectivamente.'®

El objetivo del presente trabajo fue determinar
la prevalencia de anticuerpos contra el VHC por
ELISA vy la frecuencia de confirmacién anti-vVHC
mediante RIBA, asi como la cuantificacién de ARN
del VHC a través de RT-PCR en una poblacion de
donadores voluntarios de sangre de la ciudad de
Leo6n, Guanajuato, México.

Material y métodos

Se trata de un estudio transversal, descriptivo. Para
estimar la prevalencia de anti-VHC fueron inclui-
dos 49,272 donadores de sangre voluntarios que
acudieron de 1995 al 2003 al Banco de Sangre del
Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional de Ledn Guanajuato del Instituto Mexi-
cano del Seguro Social.

A los donadores de sangre que resultaron posi-
tivos a anti-VHC mediante ELISA, se les notifica-
ron por carta los resultados de estas pruebas ini-
ciales y fueron invitados a ingresar en el estudio.
Se realiz6 una entrevista confidencial y se informo
al donador acerca del significado del hallazgo de
anti-VHC. El médico del Banco de Sangre interro-
g6 al donador sobre aspectos de posibles factores
de riesgo para infeccion por el VHC; con este fin,
se disefi0 un cuestionario estandarizado. EI médi-
co que realizo el interrogatorio desconocia el es-
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tado seroldgico para anti-VHC de los sujetos que
participaron en el estudio.

En los individuos participantes, se investigaron
los siguientes factores de riesgo: antecedente de
transfusién de sangre o sus componentes en algu-
na época de la vida, antecedente de drogadiccion
intravenosa, tatuajes o acupuntura en al menos una
ocasién en cualquier época de la vida, relaciones
sexuales promiscuas (al menos una relacién sexual
con una pareja no estable en el Gltimo afio), consu-
mo excesivo de alcohol (= 20 g/dia) durante los
altimos cinco afios, hospitalizacion en al menos una
ocasion, hepatitis sintomatica en cualquier época
de la vida y antecedente de tratamiento dental por
lo menos en una ocasion.

Estudios de laboratorio. Para deteccion de
anti-VHC se us6 ELISA y MEIA (Abbott, Labs, Chi-
cago, IL, USA), los cuales detectan anticuerpos para
antigenos recombinantes del VHC de las regiones
del core (C22) y no estructural 3 (C33) y 4 (C-
100) y para C22, C33, C-100 y NS5.

Para corroborar la reactividad falsa positiva en
el ELISA se usé una segunda prueba de escruti-
nio mediante dot blot (ICN, Orgenics Ltd, Ya-
vne, Israel), la cual contiene los antigenos NS3,
NS4 y C22 impregnados en una fase solida para
la deteccidn de los anticuerpos especificos a es-
tos antigenos del VHC; se us6 también una prue-
ba suplementaria mediante inmunoblot recom-
binante, RIBA de segunda o tercera generacion
(LIA-TEK HCV-II Organon Teknika, Boxtel, Ho-
lland y Chiron RIBA HCV 3.0 SIA, Emeryville,
CA, USA, respectivamente), los cuales son in-
munoensayos lineales basados en el principio del
“sandwich” y detectan anticuerpos contra E2/
NS1, NS3, NS4, NS5 y la proteina del core del
VHC. El plasma se separé en dos alicuotas para
la realizacion de RT-PCR para cuantificacion de
ARN (Amplicor HCV 2.0 test Roche Diagnostics,
Branchburg, NJ, USA),

Analisis estadistico. Se calculé la prevalencia
total de la infeccion por VHC durante el periodo
de estudio, asi como los indices de positividad anti-
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VHC mediante RIBA y ARN VHC por RT-PCR,
después de un escrutinio inicial positivo.

Los analisis estadisticos fueron realizados con el
software Statistics (Statsoft, 1999). La asociacion
entre el estado de anti-VHC y las variables categ6-
ricas fueron analizadas con la prueba de chi cua-
drada no ajustada, excepto que cuando el namero
esperado en cualquier celda de una tabla de dos
por dos fue menor a cinco; en este caso se usd una
prueba exacta de Fisher de dos colas.?’ Emplean-
do una tabla de dos por dos, se calculé la razén de
momios (RM) para cada una de las variables cate-
goricas. Como método de anélisis multivariado para
el calculo de RM e intervalo de confianza de 95%
(1C95%) para los factores investigados, se usé un
modelo de regresion logistica, empleando el mé-
todo de méaxima probabilidad.?! Entraron al mode-
lo todos los factores para los cuales el valor de p
fue menor de 0.05 en el anélisis univariado; pero
los factores con valores de p més altos en el anali-
sis multivariado fueron secuencialmente elimina-
dos hasta que todos los factores en el modelo tu-
vieron valores de p menor a 0.05.

Resultados

Durante el periodo de estudio, 49,272 donadores de
sangre voluntarios fueron analizados para anti-VHC
mediante inmunoanalisis enzimatico; 6,980 (14%o)
fueron mujeres y 42,292 (86%) hombres. Del total
de donadores, 344 resultaron positivos por duplica-
do para anti-VHC, con una prevalencia media de
0.70% (1C95% 0.48-0.88). De éstos, 112 (32.5%)
ingresaron al estudio; 18 (16%) correspondieron al
sexo femenino y los 94 (84%o) restantes al masculino.

Se realizaron 112 pruebas confirmatorias me-
diante RIBA, 45 (40%) fueron consideradas como
positivas y 67 (60%) negativas. La edad promedio
de los donadores fue 39y 33 afios, respectivamen-
te (p = 0.005).

De 45 muestras positivas por ELISA y RIBA, 44
(97%) estuvieron disponibles para la cuantificacién
del ARN viral mediante RT-PCR. De estas mues-
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Cuadro I. Analisis multivariado mediante regresion logistica de factores de riesgo en 112 donadores de sangre;
45 casos con infeccién confirmada y 67 con confirmacién negativa para infeccién por el virus de hepatitis C.

Factores Error Valor de Razén de
de riesgo Coeficiente estandar p momios 1C95%
Transfusion 4.1423 1.3469 0.0021* 62.95 4.49-882
Promiscuidad sexual 1.3909 0.8396 0.0976* 4.018 0.77-20.8
Hospitalizaciones 1.9456 0.7139 0.0064* 1.72 1.72-28.3
Alcoholismo (> 20 g/dia) 1.9612 0.7903 0.0131* 7.1 1.51-33.4
Acupuntura 0.4082 1.1493 0.7224 — —
DIV 1.8118 1.4005 0.1958 — —
Tratamiento dental -1.0387 0.6069 0.08 — —
Cirugias -1.1817 0.7371 0.1089 — —
Antecedentes de ITS 0.2135 2.0359 0.9165 — —
Hepatitis -0.4958 1.7747 0.78 — —

* Diferencias estadisticamente significativas.

Abreviaturas: DIV = Drogadiccion intravenosa. ITS = Infecciones de transmision sexual.

tras, 41 (93%) resultaron positivas, con carga viral
promedio de 256,501 copias/mL (5.11 log copias/
mL); seis de éstas tuvieron una carga viral por arri-
ba de 500,000 copias/mL. Los otros tres (7%) do-
nadores fueron positivos por ELISA y RIBA, pero
no se les detectd ARN del VHC mediante RT-PCR.

En 13 (19%) de 67 muestras con falsa reactivi-
dad en ELISA, que fueron negativas mediante dot
blot e inmunoblot recombinante, se realizé cuan-
tificacién de ARN del VHC; en ninguna se detectd
ARN viral empleando RT-PCR.

Para validar los resultados de ELISA con detec-
cion de anti-VHC, durante el periodo de estudio,
fueron calculados los coeficientes de variacion por-
centual (CV%) de muestras control positivas y
negativas. Se obtuvo un CV% promedio de 5.6
(1C95% 5.4-5.7).

Asimismo, cuando los controles no cumplieron
los criterios del proveedor durante algin ensayo
en particular, los resultados fueron invalidados y
realizados nuevamente.

En los donadores con y sin infeccién confirmada,
se encontraron los siguientes factores de riesgo, res-
pectivamente: acupuntura 11% vs. 3% (p = 0.17),
drogadiccién intravenosa 8% vs. 1% (p = 0.04),
promiscuidad sexual 31% vs. 7% (p = 0.003), trans-

fusiones 31% vs. 1.5% (p < 0.0001), hospitaliza-
cion 73% vs. 44% (p = 0.003), tratamiento den-
tal 52% vs. 48% (p = 0.87), cirugias 40% vs. 25%
(p = 0.15%), alcoholismo 75% vs. 40% (p < 0.001),
infecciones de transmision sexual (ITS) 2% vs. 1%
(p = 0.65%), antecedente de hepatitis 4% vs. 1%
(p = 0.72), tatuajes 24% vs. 20% (p = 0.68)
Cuatro factores fueron independientemente aso-
ciados con positividad para anti-VHC mediante el
modelo de regresidn logistica; transfusiones (p =
0.002), promiscuidad sexual (p = 0.097), hospitaliza-
cién (p = 0.006) y alcoholismo (p = 0.01) (cuadro I).

Discusioén

Se encontro una prevalencia de anti-VHC de 0.7%
mediante ELISA, cifra ligeramente superior a la re-
portada en paises desarrollados como los Estados
Unidos de Norteamérica (0.40%)2?? y Canada
(0.34%).%® En la Ciudad de México se han encon-
trado prevalencias de 0.74 y 0.61%0;24% sin embar-
go, en otros estudios realizados también en México
se reportan cifras de 1.47%,* (0.47%,% 0.47%.%
Ademas, se han encontrado variaciones importan-
tes de la prevalencia de hepatitis C en la regién de
las Américas®® y a nivel mundial.?® Sin embargo, en
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los estudios realizados en México, s6lo se ha em-
pleado anti-VHC ELISA para estimar la prevalencia
de la infeccion; por lo que existe la posibilidad de
que ésta sea sobreestimada debido a que estas prue-
bas son muy sensibles, pero adolecen de una pobre
especificidad para poblacion de bajo riesgo, como
son los donadores de sangre.!303!

Los datos observados sobre la prevalencia de anti-
VHC mediante inmunoanalisis enzimatico presen-
tan una variacion a través de los afios del estudio.
Sinembargo, a partir de 1997, hubo una mayor pro-
porcion de resultados falsos positivos en relacién con
los dos afios previos, lo que hace suponer que estas
variaciones en la prevalencia no son reales y que, a
partir de ese afo, el incremento se debid a una ma-
yor deteccidn de resultados falsos positivos. Esto se
ha reportado en poblacién de bajo riesgo (donado-
res de sangre), en quienes el valor predictivo positi-
vo de ELISA de segunda generacién es de 50 a 61%,
mientras que en ELISA de tercera generacion dis-
minuye a 25%.%°

Este estudio valida la eficacia de RIBA en la con-
firmacién de la infeccion por VHC. La mayoria de
los participantes que tuvieron un resultado positi-
vo por RIBA, presentaron ARN del VHC en san-
gre, mientras que 13 sujetos con resultado negati-
vo en dot blot y RIBA no tuvieron niveles
detectables del ARN del VHC; esta concordancia
se ha encontrado en otros estudios.?**

La elevada frecuencia de viremia registrada en
los participantes del estudio (93%o) sugiere que un
resultado RIBA positivo indica infeccion y que son
infectantes.?33

La positividad para anti-VHC mediante el estudio
confirmatorio por RIBA estuvo fuertemente asocia-
da con una mayor edad de los donadores de sangre;
probablemente esto pudiera explicarse por el uso
de las transfusiones sanguineas antes de 1993, cuan-
do en nuestro medio aun no se realizaba este tipo
de pruebas a la sangre antes de su transfusion; asi
como al uso de material médico reutilizable, como
jeringas, agujas y bisturis, inadecuadamente esterili-
zados, antes de la generalizacion del material de un
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solo uso.3* Estos resultados contrastan con la positi-
vidad para anti-VHC mediante RIBA observada en
el estudio de Conry-Cantilena y colaboradores® en
poblacion joven de Norteamérica, entre los cuales
€S una practica comun la drogadiccion intravenosa
con el uso compartido de jeringas.

En el anélisis de regresion logistica, cuatro facto-
res estuvieron independientemente asociados con
la infeccion por VHC: antecedente de transfusién
sanguinea, promiscuidad sexual, hospitalizaciones y
consumo excesivo de alcohol. La transfusion san-
guinea como mecanismo parenteral de transmision
del VHC es uno de los més constantemente men-
cionados en la literatura médica;**" sin embargo, a
partir del inicio del escrutinio serolégico para anti-
VHC en los donadores de sangre, este mecanismo
de transmisién tiende a disminuir.* El riesgo residual
para infeccion por el VHC transmitido por transfu-
sion ha disminuido después de la realizacion del es-
crutinio seroldgico para anti-VHC en 1993, pero
todavia es mas alto que en paises desarrollados.®®

Otras vias parenterales como el uso de tatuajes,
acupunturay drogadiccion intravenosa tuvieron fre-
cuencias muy bajas en este estudio, excepto una
asociacion marginal en el analisis univariado para
drogadiccidn intravenosa, a diferencia de otros es-
tudios.t®3%4 | os tatuajes y la acupuntura no fueron
independientemente asociados con seropositividad
para anti-VHC; sin embargo, los tatuajes no son aln
una practica regulada y si son una fuente potencial
de riesgo para transmision del VHC en donadores
de sangre, como ha sido previamente reportado.**#
La importancia de la actividad sexual en la transmi-
sion del VHC no ha sido bien establecida;*® sin em-
bargo, los estudios en donadores de sangre sugie-
ren una asociacién independiente de la transmision
sexual del VHC.'®40 En el presente estudio se de-
tectd una asociacion independiente entre el com-
portamiento sexual y la positividad confirmada para
anti-vVHC. Se especula que la transmisién del VHC
puede ser facilitada por infecciones de transmision
sexual;*®%% sin embargo, en la presente serie no se
demostro una asociacion entre infecciones de trans-

Rev Mex Patol Clin, Vol. 52, Nim. 1, pp 6-12 = Enero - Marzo, 2005



Vences-Avilés MA y col. Infeccion por VHC

mision sexual y positividad para anti-VHC en con-
traste a lo previamente reportado.

En este estudio se encontrd una asociacion inde-
pendiente entre antecedente de hospitalizaciones e
infeccién por el VHC. El uso de material médico
reutilizable, como jeringas, agujas y bisturis inade-
cuadamente esterilizados, puede ser el origen de
las infecciones adquiridas antes de la generalizacién
del material de un solo uso.** Otros actos médicos
gue se han relacionado recientemente con la apari-
cion de hepatitis C en pacientes hospitalizados son:
la colonoscopia,® las intervenciones quirdrgicas®? o
el tratamiento en hemodidlisis;* no obstante, la im-
portancia actual de la transmisién nosocomial del
VHC debe ser especificamente investigada.

Se encontrd una asociacion entre alcoholismo y el
riesgo de adquirir la infeccion por el VHC. Varios es-
tudios han demostrado una alta prevalencia de anti-
VHC entre pacientes alcohdlicos con enfermedad
hepatica.>*%¢ En sujetos con consumo excesivo de al-
cohol, el riesgo de adquirir la infeccion se incrementa
por algiin mecanismo no bien identificado. El posible
factor de riesgo parece ser la drogadiccion intrave-
nosa;>* sin embargo, la epidemiologia no esta bien
definida y pueden existir otras formas no bien identi-
ficadas de adquirir la infeccion.55¢

Conclusiones

Determinar la prevalencia de infeccién por el VHC
basandose exclusivamente en la deteccion de anti-
cuerpos mediante ELISA puede sobreestimar la
verdadera prevalencia debido al alto indice de re-
sultados falsos positivos, que en este estudio fue
de 60%. Por otra parte, cuando un donador de
sangre resulta positivo para anti-VHC mediante
ELISA o MEIA, sobre todo con lecturas altas, y ade-
mas es RIBA positivo, existe una alta probabilidad
de que la persona esté realmente infectada puesto
que, en la mayoria de los casos, se detecta viremia
mediante RT-PCR, 93% en este estudio.

Se confirman algunos factores de riesgo inde-
pendientes para infeccion por el VHC descritos en

otros estudios de donadores de sangre. En el ana-
lisis multivariado, la transfusion sanguinea, el ante-
cedente de hospitalizaciones, la promiscuidad
sexual y el consumo excesivo de alcohol (= 20 g/
dia) fueron identificados como los principales fac-
tores de riesgo asociados independientemente con
la infeccion por el VHC;

La identificacién de grupos de alto riesgo, asi
como los mecanismos de transmision de la infec-
cion en estos grupos, permitira la planificacion de
las intervenciones para controlar la infeccién por
el VHC en la poblacion general.
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