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m entre la me ssa in atto delleMI.I mi sure di controllo dell'infe­
zione da virus dell 'epatite B (HBV) pra­
ticamente annullava l'incidenza di nuov i
casi nei centri di emodialisi, la scoperta
del viru s dell'epatite C (HCV) apriva un
nuo vo capitolo nella studio delle epato­
patie dell ' uremico cro nico trattato con
terapia sostitutiva extracorporea. Sin dai
primi riscontri apparve chiaro che I'HCV
era il pr incipale responsab ile di quella
che ven iva prec ed entemente definita
qual e epatite nonA-nonB e, in parti cola­
re , dei cas i di epatite post-trasfu sionale
(I , 2) nonche di malattia cronica cripto­
genetica e di carcinoma epatico (3) . Nel­
Ia popolazione emodialitica italiana gli
studi pubblicati hanno documentato , con
l'uso del test ELISA di seconda genera­
zione, una prevalenza variabile dal 20 al
40 % (4, 5), aprendo COS) tra i nefrolo gi
uri'ampia disputa sulle misure pili idonee
per la pre venzione di nuo vi ca si a tra­
sm issione nosocomiale (6, 7). Tuttavia,
il significato clinico della presenza di an­
ticorpi antiHCV rimane ancora non ben
definit o, in quanto la sieropos itivita non
e sino nimo di infett ivita, Gli ant icorpi
po ssono essere es press ione sia di una
precedente, ed ormai ri solta infe zione ,
sia di malattia acuta con replicazion e vi-

rale in atto . Que sto e ancor pili vero ove
si tenga pre sente la sca rsa incidenza di
alterazioni bioumoral i nei pazienti ure­
mici con epatopatia e la scarsa preditti­
vita dell e stesse alterazioni enz imatiche
(ALT, AST) (8) . Ma l'attribuzione di un
preciso valore al riscontro ant icorpale sa­
rebbe auspicabile per varie ragioni :
I - l'eventuale adozione di speciali misu­
re di prev enzione della trasmission e vira­
Ie nosocomiale ;
2 - la po ssibile terapia con interferon
alpha per il trattamento dell'epatopatia
da HCV prima del trapianto;
3 - il pili volte documentato riscontro di
normali valori di tran saminasi nei sog­
getti antiHCV+;
4 - il possibil e peggioramento dell' epato­
patia dopo il trapi anto renale per la tera ­
pia immunosoppressiva;
5 - la selez ione di alcuni (tutti ?) paz ienti
per la biopsia epatica per una precisa de­
finizione dell 'epatopatia .
La risposta a que sti complessi problemi
non puo essere garantita dal riscontro an­
ticorpale, almeno con i test attu almente
in uso. Con la disponibilita dell a reazi o­
ne a catena polimerasica (PCR) e con I'i­
dentificazione del genoma vira le e della
sua sequenza nucleotidica, e possibile la
determinazione diretta del genoma virale

sia nel siero che nei tessuti . In letteratura
vi sono anco ra scarse segnalazioni, di cui
molte in forma di abstract , sulla preva­
lenza della virem ia da HCV negli emo­
dializzati (9, 10). Scopo del present e la­
voro e stato quindi quello di valut are la
siero prev alenz a della vire mia da HCV
nella nostra popolazione emodialitica, di
confrontare i risultati con il riscontro an­
ticorpale e valutare Ie po ssib ili implica­
zioni clini che.

Materiali e metodi
Sono stati valutati 76 pazienti in TEP (42
maschi e 34 femmine), con eta anag rafi ­
ca di 58 ± 23 anni (range 23-78) e anz ia­
nita dialitica di 75 ± 55 mesi (range 12­
188). I pazienti sono stati arruol ati in due
unita di emodi ali si ove veni vano pratica­
te sia la rout inar ia bicarbonato dialisi, sia
emodiafiltrazione, paired filtration di aly­
sis e acetate- free biofiltrati on . La durata
della singola seduta variava da 3 a 4.5
ore. Nessun paziente risultava HIV posi­
ti vo . L 'anamnesi tra sfusionale veniva
valutata nel peri odo della terapia extra­
corporea. Le cau se di insufficienza rena­
Ie nella popolazione studiata erano: glo­
merulonefrite (n. 21), nefrite interstiziale



(n. 16), nefropatia diabetica (n. 9), iper­
tensione arteriosa (n. 15) , malattia rena­
Ie policistica (n. 6) , causa non determi­
nata (n. 7) e amiloidosi (n. 2). In tutt i i
pazienti veniva rice rcata la presen za di
antico rp i antiHCY sia con il test ELISA
di seconda generaz ione (Ortho), sia con
il test di conferma RIB A anch'esso di se­
conda generaz ione (Chiron). L' antige ne
Austra lia e i marker dell'epatite B veni­
vano determi na t i co n test Ab bo tt. Le
ALT sieriche veniva no determina te men­
silme nte ; s i de fini va co me epato patia
cronica un va lore elevato di ALT pro­
tratto per pili di 5 mesi , quale epatopatia
ac uta una e levazio ne de lle ALT per
non pili di 3 mesi .

Reazione Polimerasica
a Catena
Per la pro cedu r a dell a Pol ym era se
Cha in Reaction (PC R) tutti ca mpio ni
venivano stoc ca ti a -80 DC per non pili
di 15 gio rni prim a dell ' effe tt uaz io ne
del test. La rice rca del genoma vira le e

sta ta effe tt ua ta s ia con la m eto di c a
messa a punto presso il nos tro labor ato­
rio (metodo A), sia co n " Arnplicor He­
patitis C virus test" (Roc he Diagn ostic
Sys te m, Nut ley, NJ) (me to do B). La
m et o d ic a A , d a noi m e s sa a p u nto ,
comporta Ie seguenti procedure:
- diretta denaturazione del siero con shock
termi co a 92 DC per 30 " nel T.c. e sue­
cessiva incub azione in ghiaccio per 10' ;
- retrotrascriz ione con RT AYM a 42 DC

per 60 ' ;
- prima amplificazione con T AQ- po li­
merasi e primer della reg ione co nservata
5 ' non tradotta (utr);
- nested co n primer interni alla regione
del prim o amplificato;
- mi gra z ion e e le ttroforetica s u ge l d i
agarosio al 2% con etidio bromuro;
- lettu ra ag li U.Y.
La metodica B, ovv ero I"'Amplicor He­
patiti s C viru s test" dell a Roche e COSl

sintetizzabi le:
- estrazione dell 'RNA con tampone di li­
si contenente guanidino tiocianato e be­
ta-mercaptoetanol o ed RNA carrier;
- incub azione a 65 DC per 10 ' e agg iunta
di isopropano lo;

- dop o ce ntrifugazione e rim ozione del
surnata nte, tr att amento del pell et co n
etano lo al 70 %;
- risospen sione del pellet nel diluent e;
- ret rot rascrizion e e amplificaz io ne in
un ' unica mix e in un so lo step co n rTth
e primer bioitinil ati;
- fase di rive laz ione dell'ampli ficato con
met odica immunoen zimat ica mediante
ibri dazione con specifiche so nde oligo ­
nucleot idiche e coniugazione con peros­
sidasi di rafano marcat a con avidi na;
- lettura spettrofotome trica.
L 'analisi statistica veniva condotta con il
test del Chi Qu adro pe r I ' ana lisi della
frequenza e con il t-test di Student attra­
verso un co mune progr amma statis tico
montato su Pc. II livell o di significa ti­
vita era fissa to a 0.05 .

Risultati
I 76 pazienti arruolati venivano suddivisi
in due gruppi: gruppo A, 48 pazienti an­
tiH CY positi vi in ELISA, 35 dei qu ali
confe rma ti in RIB A; gruppo B, 28 sog ­
ge tti antiHCY negativ i qua le gruppo di

TABELLA I - CARATTERISTICHE CLIN ICHE DEI SOGGETTI ANTI HCY+ ED ANTI HCY-

Eta Tep U.Tr. E.A. E.C. HBsAg HBsAb HBcAb HBeAg HBeAb

AntiHCY+ 57 ± 13 101 ± 65 14 ± 17 5 ± 4 8.1 ± 9 5 34 29 0 14
(n. 48)

AntiHCY- 58 ± 16 54 ± 25 5± 8 3.5 ± 2 2.2 ± 2 2 17 14 0 8
(n.28)

p n.s. 0.0003 0.02 n.s. 0.03 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Nota: risulta ti espressi come med ia ± OS; eta, anni; Te p, mesi ; U.Tr.: trasfusion i; E.A. : epatite acuta, E.C.: epatite cro nica

TABELLA II - CA RATTE RISTICHE CLIN ICHE DEI SO GGETTI PCR+ E PCR - (TU TT I ANTIHCY+)

Eta Tep U.Tr. E.A. E.C. HBsAg HBsAb HBcAb HBeAg HBeAb

HCY-R NA+ 62 ± 10 84 ± 52 15 ± 16 7± 3 7 ± 2 2 23 17 0 9
(n. 30)

HCY-RNA- 56 ± 16 90 ± 73 I I ± 15 3 ±2 5 ± I 3 II 12 0 5
(n. 18)

p n.s. n.s. n.s. 0.02 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Nota: ris ultati es pressi come media ± OS; eta, anni; Tep , mesi: U.Tr.: trasfusioni ; E.A. : epatite acuta; E.C.: epati te cronica



contro llo. Questi due gruppi mostrava no
delle signif icative differe nze per lanzia­
nita dia litica (p < 0.0003). e I' an am nesi
trasfusionale (p < 0.02) ; non si riscontra­
vano invece differenze per la freq uenza
di episodi di epatite acuta, i livelli di fer­
ritinem ia a I'infezione di virus dellepa­
tite B (Tab. I). Gli episodi di epatite cro­
nica ri sultavanopiu frequ enti nel gruppo
deg li antiH CY positivi (p < 0.03). Tutti i
soggetti . sia del gruppo A che del gruppo
B. erano testati per la ricerca del genoma
virale tramite PCR. II virus dell'HCY si
riscontrava in 30 su 48 degli antiHCY
positivi (62.5%. PCR+) e in un unico pa­
ziente del gruppo B (3.6%). Diciotto pa­
zienti antiHCY positivi non erano vire­
mici (PCR-). I risultati erano i medesimi
can entrambe Ie metodiche PCR adope­
rate. quella di nostra elaborazione e it te­
st Roche. Esse . sebbene diverse in molti
step, presentan o 10 stesso tipo di sensibi­
lira e spec ificita, Dopa nove mesi di fol­
low-up I 'unico paziente antiH CY negati­
vo e viremico risulta ancora privo di an­
ticorpi, ma ripetutamente PCR positive .
in assenza di qualunque sintomo a segno
di epatopatia. I soggetti viremici. PCR+ .
e i non virern ici. PCR-. in tatale 48 pa­
zienti del gruppo A. venivano co nfronta­
ti. L 'uni ca differenza significativa risul­
tav a esse re la frequen za di epi sodi di
epatite acut a, piu frequenti nei viremici
(p < 0.02 . Tab . II). 35 pazienti su 48 del
gruppo A avevano un test RIBA positi­
vo: tra i PCR+ (n. 30) 7 mostravano un
RIBA indeterminate. eli cui 3 reagenti
per il solo c33, 3 per il solo c22 e I ca n
bassi titoli eli anti -c33 e -c22. Nel gruppo
PCR- 6 sogge tti mos travano un test RI­
SA indeterm inato, 5 reagenti per il so lo
c22 e I per il so lo c33 . Al fine eli verifi­
care la possibil e preditti vita del test RI­
SA. si valutava la frequenza sia della po­
sitivita che dei singoli antigeni nei grup­
pi PCR+ e PCR- . Ness una differen za di
rilievo veniva notata (Tab. III).

Discussione
La eli agnosi di infezione ela virus elell' e­
patite C viene attua lmente posta in prima
istanza can la ricerca degli anticorpi an­
ti vira li nel s iero e. a ve sia necessari a
nonche possibile. tramite la ricerca diret ­
ta elel genoma virale. Dopa I'i solamento
dell 'R NA vira le nel 1989 ael ope ra di
Chao ( I I) e la determinazione della se­
quenza nucleotielica ( 12). attraverso I' u-

so di moderne tecn ol og ie biologiche
quali la Reazione po limerasica a cate na,
e possibile ricercare direttamente I'RNA
virale sia nel siero che nei tessuti. L' ana­
lisi condotta can la PCR edi grande au­
silio per capire meg lio la trasmissione e
la storia naturale dell'infezione ela HCY .
Difatti , benche gli anticorpi antiHCY
pos sano persi stere per anni in sogg ett i
clinicamente guariti da epatite acuta, I' u­
nico test diretto per la diagnosi di infe­
zione da HCY e la eleterm ina zion e el el
ge no ma virale._II pre sente studio s i e
prefis so di valutare la prevalen za dell a
viremia da HCY in una popola zione di
soggett i ernod ial izzati e di valutarne Ie
relazion i ca n alcuni pararnetri clinici e
bioumorali . Ne l co nfronto tra pazienti
antiHCY + e antiHCY- si confermava la
significativa differen za per l'eta dia litica
(p < 0.0003 . Tab. I) e per I' anamnes i
trasfusionale (p < 0.02), come g i~ \ nota in
letteratura (13- 15) .
Nella nostra popolazione , tutta via, si no­

tava una nec essit a trasfu sional e malta
piu limi tata rispetto ael altri gruppi stu­
diati ( 16); lanzianita dialitica eliveni va
quindi il fattore piu rilevante per lin fe­
zione nelle unita dialitiche. D'altro canto
la trasmi ssione nosocorniale e stata gia
document ata, anche in forme epidemiche
( 17). A differen za d i studi preced en ti
( 18) non si riscontr ava alcuna relazione
tra antiHCY positivita e marker dell' epa­
tite B ; tuttavi a, la maggior parte elei no­
stri pazienti risulta va coinfettata elal vi­
rus S (Ta b. I). Altra significativa diffe­
ren za tra i soggetti antiHCY- eel an ­
tiHCY + e ra la frequenza eli episoel i di
epatite cronica (p < 0.03): si conferma ­
vano, quindi , Ie concl usioni eli Dussol
che elocumentava come soli tre parametri
eli fferissero significativamente nelle due
categoric. ovvero lanzianita dialiti ca , it
numero di trasfusioni e la frequ enza eli
epatite cro nica ( 16) . Tutti i pazienti ar­
ruolati ve nivano quineli sottopos ti a ri­
cer ca de l la viremi a da HCY tr amit e
PCR . Ne l gruppo A, ant iHCY+, si ri­
scontrava una pre valenza el el 62.5 %.
30/48 ; mentre nel gruppo S. antiHCY-,
un uni co pa zie nt e ri sult ava positivo
(3.6%). Questi risultat i sana in accorelo
can la letteratura esistente ( 10. 16. 19).
confe rmanelosi el a un lata una elevat<\
percentu ale eli viremici tra i soggetti ca n
posit ivita anti corp ale, dall' altro I'ecce­
zio na li t~ 1 della viremia nei soggetti senza
anticorpi. Dopa 9 mesi di follow-up I'u­
nico paziente ant iHCY- e ripetut ament e

PCR+ , risulta ancora negative al test an­
ticorpale. sia in ELISA eli II e 1II genera ­
zio ne, sia al RIBA II: e tuttavia descritto
in letteratura una latenza sino a 18 mes i
nella com parsa elella rispos ta anticorpale
(16). E com unque int er essante not are
che il sudde tto paziente non mostra al­
cun segno clinico a bioumoral e di epato­
patia. Sotto lineiamo com e can entrambe
Ie metodiche di PCR aeloperat e si ott e­
nessero ident ici risultat i: in partic olare.
tutti i camp ioni positivi e negativi . ana­
lizzati pill vo lte, non hanna mai data luo­
go a discord anze nei risultati . Anche se i
s is temi di ri vela zione sana campi eta­
mente diversi, abbiarn o constatato come
nel metoelo A Ie bande e la lora intensita
fosser o sempre perfettament e vis ibi Ii
agli UY. mentre can il kit Roche. meto ­
da B. la lettura spettrofotomet rica risul­
tas se se mpre supe rio re a l cut-o ff nei
campioni positivi . Mentre il metoelo B ha
tutti i vantagg i eli un kit gia assemblato,
nonch e un tempo di esecuzione di circa 6
a re. invece delle 8 ore del metoda A, tut­
tavia qu estultimo vant a un costa note­
vo lme nte inferiore (circa 1/5). Tale elata
assum e anc or pill rilevan za se si pensa
alla possibile est ensione dell'uso de lle
metodi ch e PCR nell a pratica cl ini ca .
Co nfrontanelo i soggetti viremici, PCR+,
ca n quelli non viremici. PCR-. l'un ica
elifferenza di rilievo era la frequen za eli
epatite acuta (p<0.02, Tab. II). Tuttavia.
la frequ en za comp lessi va di ma lattia
epatica, valutata senza biop sia. risultava
ba ssa . C ia non sorpre nde va. v is ta la
scarsa relazi one esistente tra virem ia e
seg ni biournorali eli epatopatia ( 10) . Si
aveva, quindi , una presentazione clinica
estremamente simile elei soggetti viremi­
ci e non. COSI come era stata da altri se­
gnalata lassenza di relaz ione tra replica­
zione virale e anelament o enzimatico ( 10,
20). Per valutare Ie possibi le relazioni tra
viremia e anticorpi abbiamo valutato sia
la positivita al RIBA di seco nda ge ne ra­
zione sia la frequenza dei singoli anticor­
pi; infatti . prece denti riscontri avevano
elocumentato a una buona relazione (2 1,
22 ) a nessuna relazione (23): i nostri ri­
sultati sa na in accorelo con questi ultirni
lavori . non avendo riscontrato alcuna re­
lazione ne co n il tets RIBA ne ca n i sin­
goli anticorpi. Una viremi a intermittente
potrebbe spiegare questi risultati, ma ri­
ten iamo piu probab ile che in alcuni cas i
la positivita anticorpale sia la spia eli in­
fezioni ormai risolte 0, in alternativa, che
la PCR possa non identifi care livelli vi-



remici m olto bassi. A conferma di ci a ,
un secondo te st con PCR ese guito ad un
mes e di di st an za risulto po sitivo in 29/30
cas i precedentemente PCR+.
In concl usio ne , nella no stra popolazione
di emodiali zzati si documentava una pre­
valenza di viremia da HCY nel 62.5%
dei soggett i antiHCY+ . La presenza de­
g li anticorpi non risultava esse re di per
se preditt iva di v ire m ia e . quindi , di in­
fettivita,
II te st RIB A di seconda ge ne razione non
differenzi ava i soggett i viremici dai non
virem ici, i quali av evano anche un a pre­
sentazione c lini ca es tre mamente sim ila­
re o Pertanto , se m bra profilarsi la neces­
sita della ri ce rca diretta del ge no m a vira­
Ie tramite PCR per stab ilire la replicazio­
ne vir al e e l 'in fetti vita . C ia se m bra m ag­
g io rmen te appropriato per g li ur emici
cronici nei quali e nota una minore fre­
quenza di a lte razio ni bioumorali in corso
di epatopatia; d 'altro canto, g li stess i pa­
z ienti sono esp osti all'infezione nosoco­
miale e so no po ssibili ric eventi di un tra­
pianto renal e. La biopsia epatica si profi­
la quindi come indagine necessari a per
st abi lire I 'effett iva patologia in atto e per
I' eventuale prescrizione di terap ia antiv i­
ral e .
Riteniamo quindi che la ric erca diretta
dell 'RNA vi rale po ssa es sere un ottimale
approccio per future stra tegie te rapeuti­
che 0 per la pianificazione di mi sure att e
a limitare l' infezione no socomiale.
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