ARTICULO ORIGINAL

ISSN 0025-7680

MEDICINA (Buenos Aires) 1997; 57: 287-293

PREVALENCIA DE ANTICUERPOS PARA EL VIRUS DE LA HEPATITIS C EN DONANTES
DE PLASMA PARA EL TRATAMIENTO DE LA FIEBRE HEMORRAGICA ARGENTINA

MARIA DEL CARMEN SAAVEDRA, ANA MARIA BRIGGILER, DELIA ENRIA, LAURA RIERA,
ANA M. AMBROSIO

Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas, Dr. Julio |. Maiztegui (INEVH), Pergamino,
Provincia de Buenos Aires

Resumen La Fiebre Hemorragica Argentina (FHA) es una enfermedad causada por el

virus Junin (VJ) cuyo unico tratamiento efectivo es la transfusion de plasma
inmune (PI) obtenido de convalecientes de la enfermedad. Dado que el virus de la Hepa-
titis C (HCV) se transmite principalmente por via parenteral, en este trabajo se intento
estimar la prevalencia de anticuerpos anti-HCV en una poblacion de donantes de un ban-
co de Pl. Se estudiaron retrospectivamente 253 convalencientes de FHA y 123 en forma
prospectiva, quienes concurrieron al Instituto Nacional de Enfermedades Virales Huma-
nas (INEVH) a donar Pl entre 1991 y 1995. Como poblacion control se estudiaron 95 indi-
viduos que tuvieron FHA pero no fueron transfundidos con Pl y un grupo de 88 indivi-
duos pertenecientes al personal del INEVH. Mediante pruebas de ELISA de 2° genera-
cion, confirmadas por LIA-TEK se detectaron anticuerpos anti-HCV en 29/376 donantes
(7,7%). Solo uno de los 95 individuos del grupo control fue anti-HCV positivo (1,0%) y
uno de los 88 individuos del personal fue anti-HCV positivo (1,1%). El analisis retrospec-
tivo de la seroconversion para HCV demostré que en 16/24 donantes (66,6%) la infec-
cién por HCV estuvo probablemente asociada a la transfusion de Pl. Los datos presen-
tados enfatizan los riesgos asociados a practicas transfusionales y las posibilidades de
su prevencion. En el caso de la FHA, la demostracion de la inocuidad, inmunogenicidad
y eficacia protectora de la vacuna Candid 1 contra la FHA, senala la necesidad de la

vacunacion para evitar esta enfermedad y los riesgos de su tratamiento.
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El virus de la hepatitis C (HCV) identificado
como el principal agente etioldégico de la hepati-
tis post transfusional no A, no B! 3 se transmite
principalmente a través de vias parenterales:
transfusiones sanguineas, hemodialisis y empleo
de drogas por via endovenosa. Aunque la hepa-
titis C (HC) en su etapa aguda es generalmente
subclinica, se estima que mas del 50% de los in-
fectados desarrollan una hepatitis crénica, que
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evoluciona en muchos casos hacia una cirrosis,
carcinoma hepatocelular o ambos?*: 5.

Por otra parte, la fiebre hemorragica argenti-
na (FHA), enfermedad causada por el Virus Junin
(VJ), es endémica en un area geografica de nues-
tro pais, que abarca parte de las provincias de
Buenos Aires, Santa Fe, Cérdoba y La Pampa
(Fig. 1). Esta enfermedad febril afecta principal-
mente a personas que viven y/o trabajan en zo-
nas rurales, y para ella existe un tratamiento es-
pecifico que consiste en la transfusién de plasma
inmune (Pl)°. Este plasma se obtiene de conva-
lecientes que han padecido la enfermedad y po-
seen anticuerpos neutralizantes especificos para
el VJ. Se ha demostrado que este tratamiento es
efectivo cuando el Pl se suministra en dosis ade-
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Fig. 1.— Area endémica de la FHA y de procedencia de
los donantes del banco de plasma del INEVH.
[OJ Area endémica de FHA. HArea de procedencia
de los donantes estudiados.

cuadas, dentro de los 8 dias del comienzo de los
sintomas. En la determinacion de las dosis tera-
péuticas de plasma para este tratamiento intervie-
ne de manera decisiva el titulo de anticuerpos
neutralizantes contra el VJ?, lo que resulta gene-
ralmente en la transfusion de varias unidades de
plasma (UP), procedentes de distintos donantes.
Esta practica terapéutica generd la necesidad
de organizar bancos de Pl para la pronta dispo-
nibilidad del mismo en los lugares de tratamien-
to. Previo a su almacenamiento, cada UP es so-
metida a los controles seroldgicos establecidos
para los bancos de sangre y/o hemoderivados
(HCV, HBsAg, chagas, HIV, sifilis, brucelosis).
En el presente trabajo se estudié prospectiva y
retrospectivamente la ocurrencia de anticuerpos
anti-HCV en las UP, con el objeto de estimar la
prevalencia de infeccion por HCV entre los donan-
tes del banco de plasma del Instituto Nacional de
Enfermedades Virales Humanas (INEVH). Ademas
se buscé la asociacién entre la seroconver-sion en
los individuos anti-HCV positivo y la transfusion de
Pl y la correlacién entre el nimero de UP recibi-
- das y la presencia de anticuerpos anti-HCV.

Volumen 57 - N2 3, 1997

Material y métodos
a) Sujetos

Se estudiaron retrospectivamente 253 convalecien-
tes de FHA (216 hombres y 37 mujeres), que concurrie-
ron al INEVH a donar plasma en 1991 y en forma
prospectiva 123 donantes (113 hombres y 10 mujeres),
que concurrieron en el periodo 1992-1995. La edad pro-
medio fue de 38 + 11 (18-66) anos. Todos ellos resi-
dian en el area endémica de la FHA, especificamente
el area rural del sur de la provincia de Santa Fe y norte
de la provincia de Buenos Aires (Fig. 1).

La historia de los donantes en relacion a la recep-
cion de Pl se investigo recurriendo a los archivos clini-
cos y epidemioldgicos del INEVH.

b) Controles

Se eligieron dos grupos controles:

- 95 individuos (71 hombres y 24 mujeres) que tu-
vieron FHA entre 1991-1995 pero no fueron transfun-
didos con PI, de edad promedio 42 + 16 (8-76) anos, Y
residentes en el area rural del sur de la provincia de
Santa Fe y norte de la provincia de Buenos Aires.

- 88 individuos del personal del INEVH (31 hombres
y 57 mujeres) que, por razones de bioseguridad de la
institucion, se controlan serologicamente para HCV vy
otras posibles infecciones, dos veces al ano, y cuya
edad promedio fue 40 =+ 11 (21-61) anos.

¢) Muestras de sueros

Las muestras de los donantes fueron obtenidas en el
momento de extraccion de plasma; las los enfermos de
FHA que no recibieron Pl fueron extraidas durante la con-
valecencia de la enfermedad y las del personal del INEVH
durante la encuesta sanitaria del personal entre los me-
ses de marzo y abril de 1994. Todos los sueros fueron
conservados a -40° C hasta su utilizacion.

En aquellos casos con serologia positiva para HCV
en los que fue posible identificar a sus donantes de P,
se recurrio a la seroteca del INEVH para el estudio de
las muestras de suero disponibles.

d) Pruebas seroldgicas para detectar
anticuerpos anti-HCV

Se buscaron los anticuerpos anti-HCV usando como
método de tamizaje una técnica de ELISA de 2da Ge-
neracion (Abbott, HCV EIA, Alemania). Los sueros anti-
HCV positivo fueron repetidos por la misma técnica y
confirmados por una técnica de inmunoblotting (Organon
Teknika S.A., LIA-TEK HCV llI, Irlanda) que consiste en
un enzimoinmunoensayo lineal, basado en el principio de
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sandwich, que utiliza una tira recubierta con varios
antigenos del HCV E /NS , NS,, NS, y proteinas del core
en forma de banda o linea.

e) Pruebas estadisticas

Para estimar el riesgo de infeccion por HCV asocia-
da a la transfusion de PI, se calculé el OR (odd ratio:
razon de suertes) y el test de chi cuadrado.

La relacion entre el numero de UP transfundidas y
el nivel de riesgo para contraer HC se analizo median-
te el test chi cuadrado de tendencia para proporciones.

Resultados

Entre las 376 muestras estudiadas de los
hemodonantes, se detectaron 29 (7,7%) con
anticuerpos anti-HCV. En 298 de los 376 donan-
tes se pudo disponer de informacion acerca de si
habian sido previamente transfundidos, resultan-
do que 272/298 (91,2%) habian sido receptores
de Pl. Veintiocho de los 29 individuos seropo-
sitivos habian sido transfundidos en el periodo
1977-1991, cuando cursaron la FHA. El restante
recibio Pl en 1994, teniendo sus donantes
serologia negativa para HCV.

Dentro de los 95 individuos del primer grupo
control (convalecientes que no recibieron Pl), sélo
uno resulté anti-HCV positivo (1,0%). En este caso
no se pudieron conocer otros antecedentes
transfusionales. Por otra parte, uno de los 88 in-
dividuos del segundo grupo control (personal del
INEVH) fue anti-HCV positivo (1,1%). Este indi-
viduo habia recibido Pl en el ano 1989 ante la
sospecha de infeccion accidental por VJ. El ana-
lisis retrospectivo de muestras de las UP trans-
fundidas revelé que uno de sus donantes era anti-
HCV positivo.

Para analizar el riesgo que represento en esta
poblacion la transfusion con Pl, se clasificé a los
enfermos de FHA segln sus antecedentes trans-
fusionales, observandose en los individuos trans-
fundidos un riesgo al menos 2, 3 veces mayor de
infectarse con HCV que los que no recibieron este
tratamiento (p = 0,0014) (Tabla 1).

La Tabla 2 muestra los resultados seroldgicos
de los 29 individuos con serologia positiva para
HCV y su distribucion de acuerdo con la serologfa
de las unidades de PI recibidas. En 20 de estos
29 individuos, se obtuvo informacién completa
respecto de la serologia de todas las UP recibi-
das por ellos: en 11 de ellos (55,0%) que inte-

ANTICUERPOS ANTI-HCV EN DONANTES DE PLASMA

TABLA 1.— Asociacion entre la infeccion con HCV y
la transfusion con Pl en pacientes con diagnostico de
FHA

Serologia para HCV

Positiva Negativa Total

Transfundido  Si 29 243 272
con PI No 1 120 121
Total 30 363 393

OR: 143, (2,3 < OR < 589,7)
%% 10,14 (p = 0,0014)

gran el grupo A de la Tabla 2, al menos una de
las unidades de PI recibidas tenia anticuerpos
para HCV, y en 9 individuos (45,0%) (grupo B),
todas las unidades recibidas tenian serologia
negativa para HCV. En los 9 indivudos restantes
(grupo C) no se dispuso de la totalidad de las
unidades de Pl recibidas, aunque las estudiadas
resultaron negativas para HCV.

En 24/29 individuos anti-HCV positivo se reali-
zaron estudios de muestras secuenciales de sue-
ro para determinar el momento de la seroconver-
sion, demostrandose que 16/24 (66,6%) individuos
seroconvirtieron entre los 30 dias y el ano post
transfusion de Pl. No descartandose la posibilidad
de que en algunos casos las Igs anti-HCV detec-
tadas en las determinaciones iniciales fuesen
anticuerpos pasivos; en el individuo n°® 2 se detec-
taron anticuerpos anti-HCV a los 5 dias post trans-
fusién de Pl y en el individuo n°® 22 a los 14 y 30
dias. En este ultimo, los anticuerpos fueron
indetectables a los 2 meses, reapareciendo a los
3 meses post transfusion, lo que se interpreté
como el comienzo de una respuesta propia.

Los primeros 8 individuos del grupo A (Tabla
2) seroconvirtieron entre los 30 dias y el ano post
transfusion del Pl. En los individuos n° 9, 10y 11
no fue posible determinar la seroconversion.

Los individuos n® 12, 13, 14, 15y 16 del gru-
po B (Tabla 2) seroconvirtieron entre dos meses
y un ano post transfusién de PI, y los cuatro res-
tantes (n° 17, 18, 19 y 20) permanecieron con
serologia negativa para HCV entre uno y tres
anos post transfusién.

Los individuos n° 21, 22 y 23 del grupo C
seroconvirtieron entre el segundo mes y el afio
post transfusion del PI; los 4 siguientes (n° 24,
25, 26 y 27) permanecieron con serologia nega-
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TABLA 2.— Cinética de aparicién de anticuerpos para el virus de la hepatitis C en donantes seropositivos para

hepatitis C
pre- fer 2do 3/6° 7M12° 2 3 4 5 6 >6
plas. mes mes mes mes anos anos anos anos anos anos
1 Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos
2 Neg Pos Pos Pos Pos
G 3 Neg Pos| Pos Pos Pos
R 4 Neg Pos| Pos Pos
U 5 Neg Neg Neg Pos Pos Pos
P 6 Neg Neg Neg Pos Pos Pos
@ 7 Neg Pos Pos Pos Pos
8 Neg Pos Pos Pos
A 9 Pos Pos Pos
10 Pos Pos Pos Pos
11 Pos Pos
12 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
G 13 Neg Neg Neg Pos Pos
R 14 Neg Neg Neg Neg Pos
URNS15 Neg Neg Pos Pos Pos
P16 Neg Pos Pos Pos Pos
o 17 Neg Pos Pos
18 Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos
B 19 Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos
20 Neg Neg Neg Neg Pos Pos Pos
21 Neg Neg Neg Neg Pos Pos
G 22 Neg Pos], Neg Pos Pos Pos
R 23 Neg Neg Pos Pos Pos Pos
U 24 Neg Neg Neg Neg Neg Pos Pos
P 25 Neg Neg Neg Neg Pos Pos
O 26 Neg Neg Neg Neg Pos
27 Neg Neg Pos Pos
cC 28 Pos Pos Pos Pos
29 Pos Pos

Grupo A: Recibieron plasma inmune con serologia positiva para HCV.

Grupo B: Recibieron plasma inmune con serologia negativa para HCV.

Grupo C: Algunas de las unidades de plasma inmune recibida no fueron estudiadas.
Pre Plasma: Previo al tratamiento con Pl; Pos: Positivo; Neg: Negativo

tiva para HCV entre 1 y 2 anos post transfusion,

de unidades transfundidas aumente significati-

detectandose anticuerpos para HCV en muestras vamente el riesgo de ser infectado con el HCV
obtenidas a partir del tercer ano y hasta el sexto (p = 0,16707).
ano post transfusion. En los individuos n® 28 y 29 En la Fig. 2 se presenta un esquema de la pro-

no fue posible detectar la seroconversion.

bable transmisiéon del HCV desde 5 a 17 indivi-

El estudio de la relacion entre el numero de duos, basado en el estudio retrospectivo de los
UP recibidas y la presencia de anticuerpos anti- registros epidemiolégicos de los donantes. Se
HCV (Tabla 3), mediante el analisis de chi cua- observé que desde el individuo 20 se habrian
drado para tendencia de proporciones®, no per- infectado 5 personas, desde el D, otras cuatro, y
“miti6 demostrar que el incremento en el nimero  asi sucesivamente, multiplicando la infeccion en
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TABLA 3.— Distribucion de los individuos con
serologia positiva para HCV en funcion de las
unidades de plasma transfundidas

Unidades de plasmas transfundidas

1 2 3 6 mas
HCV + 5 12 12
HCV - 75 91 77
Total 80 103 89
Porcentaje 6,2% 11,6%: | 13:5%
OR respecto a 1er grupo 1 1,98 2,34

¥% 1,908 (p = 0,16707)

la poblacion estudiada. Si bien en un 40% del
total de infectados con HCV puede no ser eviden-
te la fuente de contagio, en este estudio la ma-
yor probabilidad se asocia a la transfusién del PI.

Discusion

En el presente estudio de la ocurrencia de
anticuerpos contra el HCV en donantes de plas-
ma para el tratamiento de la FHA, se detectd la
presencia de anticuerpos en 29/376 (7,7%) do-
nantes. Estos resultados demuestran un alto por-
centaje de infeccion por HCV en el banco de plas-
ma del INEVH, comparada con la prevalencia re-
portada para otros bancos de sangre (0,5-1,5%)%
. En la misma poblacién de donantes no se de-
tectaron individuos con serologia positiva para
HIV'2 encontrandose 1,3% de positivos para
chagas, 0,5% para sifilis y 0,8% portadores del
HBsAg. Estos datos enfatizan el significativa-
mente alto porcentaje de infeccién para HCV. Una
posible explicacion para esta diferencia es que los
donantes eran convalecientes de FHA, habiendo
sido la mayoria de ellos transtundidos con PI
entre 1977 y 1991 antes de la implementacion de
la técnica de tamizaje para HCV. Por esta razén
se intenté determinar si la transfusion de Pl ha-
bia sido su fuente de infeccion.

En 8 individuos pertenecientes al grupo A (Ta-
bla 2) se pudo evidenciar en forma directa la
transmision del HCV via la transfusion de Pl: do-
nante HCV positivo — receptor HCV positivo, con
aparicion de anticuerpos entre los 30 dias y el afio
post transfusidn.

ANTICUERPOS ANTI-HCV EN DONANTES DE PLASMA
==

/@

~@)

Clipe

O
B O

Fig. 2.— Probable transmision del HCV mediante la
transfusion de Pl para el tratamiento de la FHA.
D: Donantes de Pl que no pertenecen al grupo de 29
individuos anti-HCV positivo presentados en la Ta-
bla 2.{D,:: El PI de este donante fue anti-HCV negati-
vo en la fecha de transfusiop al individuo 21, siendo
positivo un aino mas tarde.‘11* Sin muestra de la UP
transfundida al individuo 28, pero fue receptor de una
UP anti-HCV positivo.1D,': Sin muestra de la UP
transfundida al individuo 22, pero fue receptor de una
UP anti-HCV positivo. Los nimeros de la figura son
correspondientes a los de la Tabla 2.

En § individuos del grupo B (Tabla 2) se obtu-
vo evidencia indirecta de la transmisién del HCV
via la transfusion de Pl: donante HCV negativo
— receptor HCV positivo entre los dos meses y
el ano post transfusién. En estos cinco individuos
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se podria postular la hipétesis de transmision del
HCV por transfusion de plasma anti-HCV negati-
vo de donantes portadores del virus durante el
periodo ventana de la infeccion'.

Con respecto a los individuos del grupo C (Ta-
bla 2), se postuld la hipotesis anterior para el in-
dividuo n°® 21, que seroconvirtié al afno post trans-
fusion, siendo uno de sus donantes anti-HCV ne-
gativo en el momento de la misma y positivo un
ano mas tarde. En el individuo n°® 22, que
seroconvirtio a los cinco meses, se detectaron
anticuerpos pasivos post transfusionales a los 14
y 30 dias de recibir Pl. Esto se atribuyé a que
uno de sus donantes, del cual no se obtuvo
muestra, probablemente fue seropositivo ya que
se encontré6 que habia sido receptor de Pl anti-
HCV positivo.

En los individuos n° 9, 10 y 11 del grupo A, y
28 y 29 del grupo C, no se pudo determinar si
se trataba de una infeccion previa (se descono-
cen otros antecedentes transfusionales) o de una
seroconversion post transfusion de Pl, dandole
mayor peso a la segunda opcién para los indivi-
duos n® 9, 10 y 11 debido a que fueron recepto-
res de Pl anti-HCV positivo. La misma via de con-
tagio fue determinada para el individuo n° 28 al
conocerse que uno de sus donantes, que no fue
estudiado por no disponerse de la muestra co-
rrespondiente, se detecté como positivo un afo
después de donar plasma y ademas fue recep-
tor de una UP anti-HCV positivo.

El tiempo transcurrido entre la transfusiéon de
Pl y la aparicion de anticuerpos anti-HCV sugie-
re que, en la mayoria de los casos, esta transfu-
sion habria sido la via de infeccién de estos indi-
viduos'- 15,

La diseminacién del HCV en la poblacién es-
tudiada, se hubiera prevenido en al menos el
37,9% de los individuos (11/29) que fueron recep-
tores de una unidad de plasma anti-HCV positi-
Vo, si se hubiera podido acceder oportunamente
a una técnica de tamizaje para detectar estos
anticuerpos.

En trabajos previos Martin y colaboradoes’®
reportaron que el riesgo potencial de HC post
transfusional aumenta de acuerdo al nimero de
unidades de sangre transfundidas, razén por la
cual se estudié también en este trabajo la relacion

Volumen 57 - N? 3, 1997

entre el nimero de UP recibidas y la presencia
de anticuerpos anti-HCV, no pudiéndose corrobo-
rar aquellos resultados, probablemente debido a
la pequena muestra estudiada.

Generalizando, para cualquier practica transfu-
sional, aun usando técnicas de tamizaje para los
agentes infecciosos conocidos, quedaria latente el
riesgo de infeccion por donantes en el periodo
ventana, y subyace el riesgo de infeccion por aque-
llos agentes todavia desconocidos. En el caso
particular de la FHA, a estos riesgos se suma la
posibilidad que el 10% de los individuos tratados
con Pl presente un sindrome neurologico tardio'.

Los resultados obtenidos permiten concluir que
el alto porcentaje de infeccion por HCV se debio
a que la poblacion estudiada fue un grupo cerra-
do de individuos, algunos de los cuales fueron re-
ceptores de plasma anti-HCV positivo, que a su
vez donaron su plasma a otros individuos que re-
sultaron infectados, multiplicando asi el riesgo
asociado a estas practicas transfusionales. Pre-
vio a la instauracion de técnicas de tamizaje para
HCV en el banco de plasma del INEVH, el riesgo
de infeccién estimado fue al menos 2,3 veces ma-
yor en los enfermos de FHA receptores de PI.
Este riesgo deberia disminuir sensiblemente a
partir de la implementacion de técnicas de
tamizaje para HCV. Esta evaluacién se encuen-
tra en estudio dado que a partir de la vacunacion
contra la FHA de la poblacién a mayor riesgo, el
nimero de casos ha disminuido significativamente
y concomitantemente el numero de donantes.

Por otra parte, el Pl proveniente de esta pobla-
cién de individuos transfundidos, es el Unico tra-
tamiento posible en pacientes con FHA, ya que
disminuye la letalidad de un 15-30% hasta menos
del 1%. La exitosa demostracion de la inocuidad,
inmunogenicidad y eficacia protectora de la va-
cuna Candid 1 contra la FHA!'.: %20 presenta a
la prevencion como el camino mas seguro para
evitar esta enfermedad y los riesgos asociados
a su tratamiento.
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Summary

Prevalence of hepatitis C antibodies in donor
plasma for the treatment of Argentine
Hemorrhagic Fever

For Argentine Hemorrhagic Fever, a disease
caused by Junin virus (JV), there is an effective
treatment, consisting of the transfusion of immune
plasma (IP). This plasma is obtained from individu-
als who have had the disease. Since Hepatitis C
virus (HCV) is transmitted parenterally, this study
was aimed to estimate the prevalence of anti-HCV
in a population of IP donors.

In this study, 376 donors (47 females and 329
males) were studied: 95 individuals (24 females
and 71 males) who had had FHA but had not re-
ceived treatment and 88 laboratory workers (57
females and 31 males) who were included as con-
trols.

Serum samples were tested by EIA (Abbott,
Germany) for HCV, and later confirmed by LIA-
TEK (Organon, Ireland). Antibodies to HCV were
detected in 29/376 donors (7.7%), in only 1/95
(1.0%) untreated convalescents of AHF and in 1/
88 (1.1%) of laboratory workers.

Retrospective analysis of the seroconversion
for HCV in these individuals demonstrated that in
16/24 donors (66.6%) the infection by HCV was
probably associated with the IP transfusion.

The data presented herein show how the in-
fection with HCV was disseminated among donors
of IP, stressing the risk associated to transfusional
practices, and emphasizing the need of vaccina-
tion to prevent AHF and also the risk inherent to
its treatment.
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