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M entre la messa in atto delle

misure di controllo dell’infe-
zione da virus dell’epatite B (HBV) pra-
ticamente annullava I’incidenza di nuovi
casi nei centri di emodialisi, la scoperta
del virus dell’epatite C (HCV) apriva un
nuovo capitolo nello studio delle epato-
patie dell’uremico cronico trattato con
terapia sostitutiva extracorporea. Sin dai
primi riscontri apparve chiaro che 'HCV
era il principale responsabile di quella
che veniva precedentemente definita
quale epatite nonA-nonB e, in particola-
re, dei casi di epatite post-trasfusionale
(1, 2) nonché di malattia cronica cripto-
genetica e di carcinoma epatico (3). Nel-
la popolazione emodialitica italiana gli
studi pubblicati hanno documentato , con
I’'uso del test ELISA di seconda genera-
zione, una prevalenza variabile dal 20 al
40% (4, 5), aprendo cosi tra i nefrologi
un’ampia disputa sulle misure piu idonee
per la prevenzione di nuovi casi a tra-
smissione nosocomiale (6, 7). Tuttavia,
il significato clinico della presenza di an-
ticorpi antiHCV rimane ancora non ben
definito, in quanto la sieropositivita non
¢ sinonimo di infettivita. Gli anticorpi
possono essere espressione sia di una
precedente, ed ormai risolta infezione,
sia di malattia acuta con replicazione vi-
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rale in atto. Questo € ancor piu vero ove
si tenga presente la scarsa incidenza di
alterazioni bioumorali nei pazienti ure-
mici con epatopatia e la scarsa preditti-
vita delle stesse alterazioni enzimatiche
(ALT, AST) (8). Ma I’attribuzione di un
preciso valore al riscontro anticorpale sa-
rebbe auspicabile per varie ragioni:

1 - ’eventuale adozione di speciali misu-
re di prevenzione della trasmissione vira-
le nosocomiale;

2 - la possibile terapia con interferon
alpha per il trattamento dell’epatopatia
da HCV prima del trapianto;

3 - il piu volte documentato riscontro di
normali valori di transaminasi nei sog-
getti antiHCV+;

4 - il possibile peggioramento dell’epato-
patia dopo il trapianto renale per la tera-
pia immunosoppressiva;

5 - la selezione di alcuni (tutti ?) pazienti
per la biopsia epatica per una precisa de-
finizione dell’epatopatia.

La risposta a questi complessi problemi
non puo essere garantita dal riscontro an-
ticorpale, almeno con i test attualmente
in uso. Con la disponibilita della reazio-
ne a catena polimerasica (PCR) e con I'i-
dentificazione del genoma virale e della
sua sequenza nucleotidica, & possibile la
determinazione diretta del genoma virale

sia nel siero che nei tessuti. In letteratura
vi sono ancora scarse segnalazioni, di cui
molte in forma di abstract, sulla preva-
lenza della viremia da HCV negli emo-
dializzati (9, 10). Scopo del presente la-
voro ¢ stato quindi quello di valutare la
sieroprevalenza della viremia da HCV
nella nostra popolazione emodialitica, di
confrontare i risultati con il riscontro an-
ticorpale e valutare le possibili implica-
zioni cliniche.

Materiali e metodi

Sono stati valutati 76 pazienti in TEP (42
maschi e 34 femmine), con eta anagrafi-
ca di 58 £ 23 anni (range 23-78) e anzia-
nita dialitica di 75 £ 55 mesi (range 12-
188). I pazienti sono stati arruolati in due
unita di emodialisi ove venivano pratica-
te sia la routinaria bicarbonato dialisi, sia
emodiafiltrazione, paired filtration dialy-
sis e acetate-free biofiltration. La durata
della singola seduta variava da 3 a 4.5
ore. Nessun paziente risultava HIV posi-
tivo. L’anamnesi trasfusionale veniva
valutata nel periodo della terapia extra-
corporea. Le cause di insufficienza rena-
le nella popolazione studiata erano: glo-
merulonefrite (n. 21), nefrite interstiziale



(n. 16), nefropatia diabetica (n. 9), iper-
tensione arteriosa (n. 15) , malattia rena-
le policistica (n. 6), causa non determi-
nata (n. 7) e amiloidosi (n. 2). In tutti i
pazienti veniva ricercata la presenza di
anticorpi antiHCV sia con il test ELISA
di seconda generazione (Ortho), sia con
il test di conferma RIBA anch’esso di se-
conda generazione (Chiron). L antigene
Australia e i marker dell’epatite B veni-
vano determinati con test Abbott. Le
ALT sieriche venivano determinate men-
silmente; si definiva come epatopatia
cronica un valore elevato di ALT pro-
tratto per piu di 5 mesi, quale epatopatia
acuta una elevazione delle ALT per
non piu di 3 mesi.

Reazione Polimerasica
a Catena

Per la procedura della Polymerase
Chain Reaction (PCR) tutti campioni
venivano stoccati a -80 °C per non piu
di 15 giorni prima dell’effettuazione
del test. La ricerca del genoma virale ¢

stata effettuata sia con la metodica
messa a punto presso il nostro laborato-
rio (metodo A), sia con “Amplicor He-
patitis C virus test” (Roche Diagnostic
System, Nutley, NJ) (metodo B). La
metodica A, da noi messa a punto,
comporta le seguenti procedure:

- diretta denaturazione del siero con shock
termico a 92 °C per 30" nel T.C. e suc-
cessiva incubazione in ghiaccio per 10’;

- retrotrascrizione con RT AVM a 42°C
per 60’;

- prima amplificazione con TAQ-poli-
merasi e primer della regione conservata
5’ non tradotta (utr);

- nested con primer interni alla regione
del primo amplificato;

- migrazione elettroforetica su gel di
agarosio al 2% con etidio bromuro;

- lettura agli U.V.

La metodica B, ovvero I’*Amplicor He-
patitis C virus test” della Roche ¢ cosi
sintetizzabile:

- estrazione dell’RNA con tampone di li-
si contenente guanidino tiocianato e be-
ta-mercaptoetanolo ed RNA carrier;

- incubazione a 65 °C per 10’ e aggiunta
di isopropanolo;

- dopo centrifugazione e rimozione del
surnatante, trattamento del pellet con
etanolo al 70%;

- risospensione del pellet nel diluente;

- retrotrascrizione e amplificazione in
un’unica mix e in un solo step con rTth
e primer bioitinilati;

- fase di rivelazione dell’amplificato con
metodica immunoenzimatica mediante
ibridazione con specifiche sonde oligo-
nucleotidiche e coniugazione con peros-
sidasi di rafano marcata con avidina;

- lettura spettrofotometrica.

L’analisi statistica veniva condotta con il
test del Chi Quadro per 1 analisi della
frequenza e con il t-test di Student attra-
Verso un comune programma statistico
montato su PC. II livello di significati-
vita era fissato a 0.05.

Risultati

176 pazienti arruolati venivano suddivisi
in due gruppi: gruppo A, 48 pazienti an-
tiHCV positivi in ELISA, 35 dei quali
confermati in RIBA; gruppo B, 28 sog-
getti antiHCV negativi quale gruppo di

TABELLA I - CARATTERISTICHE CLINICHE DEI SOGGETTI ANTIHCV+ ED ANTIHCV-

Eta Tep U.Tr. E.A. E.C. HBsAg HBsAb HBcAb HBeAg HBeAb
AntiHCV+ 5713 101 £ 65 14+ 17 5t4 819 5 34 29 0 14
(n. 48)
AntiHCV- 5816 54£25 58 35+£2 22+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: risultati espressi come media * DS; eta, anni; Tep, mesi; U.Tr.: trasfusioni; E.A.: epatite acuta, E.C.: epatite cronica
TABELLA II - CARATTERISTICHE CLINICHE DEI SOGGETTI PCR+ E PCR- (TUTTI ANTIHCV+)

Eta Tep U.Tr. E.A. E.C. HBsAg HBsAb  HBcAb HBeAg HBeAb
HCV-RNA+ 62%10 84 £52 15+ 16 7%3 7+2 2 23 17 0 9
(n. 30)
HCV-RNA- 56%16 90+ 73 11£15 32 5+1 3 11 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: risultati espressi come media + DS; eta, anni; Tep, mesi; U.Tr.: trasfusioni; E.A.: epatite acuta; E.C.: epatite cronica



controllo. Questi due gruppi mostravano
delle significative differenze per I’anzia-
nita dialitica (p < 0.0003), e I’'anamnesi
trasfusionale (p < 0.02); non si riscontra-
vano invece differenze per la frequenza
di episodi di epatite acuta, i livelli di fer-
ritinemia o I'infezione di virus dell’epa-
tite B (Tab. I). Gli episodi di epatite cro-
nica risultavano piu frequenti nel gruppo
degli antiHCV 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. Il virus dell’HCV si
riscontrava in 30 su 48 degli antiHCV
positivi (62.5%, PCR+) e in un unico pa-
ziente del gruppo B (3.6%). Diciotto pa-
zienti antiHCV positivi non erano vire-
mici (PCR-). I risultati erano 1 medesimi
con entrambe le metodiche PCR adope-
rate, quella di nostra elaborazione e il te-
st Roche. Esse, sebbene diverse in molti
step, presentano lo stesso tipo di sensibi-
lita e specificita. Dopo nove mesi di fol-
low-up I'unico paziente antiHCV negati-
vo e viremico risulta ancora privo di an-
ticorpi, ma ripetutamente PCR positivo,
in assenza di qualunque sintomo o segno
di epatopatia. [ soggetti viremici, PCR+ ,
e i non viremici, PCR-, in totale 48 pa-
zienti del gruppo A, venivano confronta-
ti. L’unica differenza significativa risul-
tava essere la frequenza di episodi di
epatite acuta, piu frequenti nei viremici
(p < 0.02, Tab. II). 35 pazienti su 48 del
gruppo A avevano un test RIBA positi-
vo; tra 1 PCR+ (n. 30) 7 mostravano un
RIBA indeterminato, di cui 3 reagenti
per il solo ¢33, 3 per il solo c22 e | con
bassi titoli di anti-c33 e -c22. Nel gruppo
PCR- 6 soggetti mostravano un test RI-
BA indeterminato, 5 reagenti per il solo
c22 e | per il solo c33. Al fine di verifi-
care la possibile predittivita del test RI-
BA, si valutava la frequenza sia della po-
sitivita che dei singoli antigeni nei grup-
pi PCR+ e PCR-. Nessuna differenza di
rilievo veniva notata (Tab. III).

Discussione

La diagnosi di infezione da virus dell’e-
patite C viene attualmente posta in prima
istanza con la ricerca degli anticorpi an-
tivirali nel siero e, ove sia necessario
nonché possibile, tramite la ricerca diret-
ta del genoma virale. Dopo I’isolamento
dell’RNA virale nel 1989 ad opera di
Choo (11) e la determinazione della se-
quenza nucleotidica (12), attraverso 1'u-

so di moderne tecnologie biologiche
quali la Reazione polimerasica a catena,
¢ possibile ricercare direttamente I'RNA
virale sia nel siero che nei tessuti. L’ana-
lisi condotta con la PCR ¢ di grande au-
silio per capire meglio la trasmissione e
la storia naturale dell’infezione da HCV.
Difatti, benché gli anticorpi antiHCV
possano persistere per anni in soggetti
clinicamente guariti da epatite acuta, 1’u-
nico test diretto per la diagnosi di infe-
zione da HCV ¢ la determinazione del
genoma virale. Il presente studio si ¢
prefisso di valutare la prevalenza della
viremia da HCV in una popolazione di
soggetti emodializzati e di valutarne le
relazioni con alcuni parametri clinici e
bioumorali. Nel confronto tra pazienti
antiHCV+ e antiHCV- si confermava la
significativa differenza per 1’eta dialitica
(p < 0.0003 , Tab. I) e per I’anamnesi
trasfusionale (p < 0.02), come gia noto in
letteratura (13-15).

Nella nostra popolazione, tuttavia, si no-
tava una necessita trasfusionale molto
pit limitata rispetto ad altri gruppi stu-
diati (16); ’anzianita dialitica diveniva
quindi il fattore piu rilevante per I'infe-
zione nelle unita dialitiche. D altro canto
la trasmissione nosocomiale ¢ stata gia
documentata, anche in forme epidemiche
(17). A differenza di studi precedenti
(18) non si riscontrava alcuna relazione
tra antiHCV positivita e marker dell’epa-
tite B ; tuttavia, la maggior parte dei no-
stri pazienti risultava coinfettata dal vi-
rus B (Tab. I). Altra significativa diffe-
renza tra i soggetti antiHCV- ed an-
tiHCV+ era la frequenza di episodi di
epatite cronica (p < 0.03): si conferma-
vano, quindi, le conclusioni di Dussol
che documentava come soli tre parametri
differissero significativamente nelle due
categorie, ovvero I’anzianita dialitica, il
numero di trasfusioni e la frequenza di
epatite cronica (16). Tutti i pazienti ar-
ruolati venivano quindi sottoposti a ri-
cerca della viremia da HCV tramite
PCR. Nel gruppo A, antiHCV+, si ri-
scontrava una prevalenza del 62.5%,
30/48; mentre nel gruppo B, antiHCV-,
un unico paziente risultava positivo
(3.6%). Questi risultati sono in accordo
con la letteratura esistente (10, 16, 19),
confermandosi da un lato una elevata
percentuale di viremici tra i soggetti con
positivita anticorpale, dall’altro 1'ecce-
zionalita della viremia nei soggetti senza
anticorpi. Dopo 9 mesi di follow-up I'u-
nico paziente antiHCV- e ripetutamente

PCR+ , risulta ancora negativo al test an-
ticorpale, sia in ELISA di II e III genera-
zione, sia al RIBA II: ¢ tuttavia descritto
in letteratura una latenza sino a 18 mesi
nella comparsa della risposta anticorpale
(16). E comunque interessante notare
che il suddetto paziente non mostra al-
cun segno clinico o bioumorale di epato-
patia. Sottolineiamo come con entrambe
le metodiche di PCR adoperate si otte-
nessero identici risultati; in particolare,
tutti i campioni positivi e negativi, ana-
lizzati piu volte, non hanno mai dato luo-
go a discordanze nei risultati. Anche se i
sistemi di rivelazione sono completa-
mente diversi, abbiamo constatato come
nel metodo A le bande e la loro intensita
fossero sempre perfettamente visibili
agli UV, mentre con il kit Roche, meto-
do B, la lettura spettrofotometrica risul-
tasse sempre superiore al cut-off nei
campioni positivi. Mentre il metodo B ha
tutti i vantaggi di un kit gia assemblato,
nonché un tempo di esecuzione di circa 6
ore, invece delle 8 ore del metodo A, tut-
tavia quest’ultimo vanta un costo note-
volmente inferiore (circa 1/5). Tale dato
assume ancor piu rilevanza se si pensa
alla possibile estensione dell’uso delle
metodiche PCR nella pratica clinica.
Confrontando i soggetti viremici, PCR+,
con quelli non viremici, PCR-, I'unica
differenza di rilievo era la frequenza di
epatite acuta (p<0.02, Tab. II). Tuttavia,
la frequenza complessiva di malattia
epatica, valutata senza biopsia, risultava
bassa. Cido non sorprendeva, vista la
scarsa relazione esistente tra viremia e
segni bioumorali di epatopatia (10). Si
aveva, quindi, una presentazione clinica
estremamente simile dei soggetti viremi-
ci e non, cosi come era stata da altri se-
gnalata I'assenza di relazione tra replica-
zione virale e andamento enzimatico (10,
20). Per valutare le possibile relazioni tra
viremia e anticorpi abbiamo valutato sia
la positivita al RIBA di seconda genera-
zione sia la frequenza dei singoli anticor-
pi; infatti, precedenti riscontri avevano
documentato o una buona relazione (21,
22 ) o nessuna relazione (23): i nostri ri-
sultati sono in accordo con questi ultimi
lavori, non avendo riscontrato alcuna re-
lazione né con il tets RIBA né con i sin-
goli anticorpi. Una viremia intermittente
potrebbe spiegare questi risultati, ma ri-
teniamo piu probabile che in alcuni casi
la positivita anticorpale sia la spia di in-
fezioni ormai risolte o, in alternativa, che
la PCR possa non identificare livelli vi-



remici molto bassi. A conferma di cio,
un secondo test con PCR eseguito ad un
mese di distanza risulto positivo in 29/30
casi precedentemente PCR+.

In conclusione, nella nostra popolazione
di emodializzati si documentava una pre-
valenza di viremia da HCV nel 62.5%
dei soggetti antiHCV+. La presenza de-
gli anticorpi non risultava essere di per
sé predittiva di viremia e, quindi, di in-
fettivita.

Il test RIBA di seconda generazione non
differenziava i soggetti viremici dai non
viremici, i quali avevano anche una pre-
sentazione clinica estremamente simila-
re. Pertanto, sembra profilarsi la neces-
sita della ricerca diretta del genoma vira-
le tramite PCR per stabilire la replicazio-
ne virale e I’infettivita. Cid sembra mag-
giormente appropriato per gli uremici
cronici nei quali € nota una minore fre-
quenza di alterazioni bioumorali in corso
di epatopatia; d’altro canto, gli stessi pa-
zienti sono esposti all’infezione nosoco-
miale e sono possibili riceventi di un tra-
pianto renale. La biopsia epatica si profi-
la quindi come indagine necessaria per
stabilire 1’effettiva patologia in atto e per
I’eventuale prescrizione di terapia antivi-
rale.

Riteniamo quindi che la ricerca diretta
dell’RNA virale possa essere un ottimale
approccio per future strategie terapeuti-
che o per la pianificazione di misure atte
a limitare 1’infezione nosocomiale.
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