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l. INTRODUCCION



1.0. Exposicion previa.

En la actualidad el riesgo de infeccién de las reméelades comunmente
transmitidas por transfusibn es mas bajo que nur@ia. embargo los
hemoderivados contindan expuestos a contamina@dpgdgenos emergentes
conocidos y por patdgenos todavia no identifichdos adecuada seleccién de
los donantes de sangre, la puesta en marcha deagrde deteccidn sensibles en
el cribado de las donaciones de sangre y la wifmade procedimientos de
inactivacion de patogenos en los hemoderivadosjgrueliminar o reducir el
riesgo de transmision de patdégenos por transfusSdrademas se afiade una
vigilancia de los efectos adversos en la transfudi sangre y una informacion
actualizada de los agentes infecciosos que pue@entransmitidos por
transfusién sanguinea, los hemoderivados puedgar lke ser mas seguros frente
a patégenos conocidos y patégenos emergentes tsinisspor transfusidn

El descenso del riesgo de infeccion asociadanaftrsion ha dado lugar a
un aumento considerable en la complejidad de Idsulo&d necesarios para
estimar dicho riesgo, obligando a desarrollar tegias alternativas basadas en
modelos que tienen en cuenta la incidencia de meftades infecciosas en
donantes y los datos sobre la duracion de los gesiale seroconversion. Con
estos modelos se puede estimar el riesgo residugdsgo de transmision de
infecciones por transfusion que presentan las de&lale sangre previamente
analizadas con las pruebas preceptivas en un mordad6™.

La hepatitis C es una enfermedad infecciosa caugadaun virus que
afecta principalmente al higado; tiene extensiondial y esta reconocida como
uno de los principales problemas mundiales de 3alizdOrganizacién Mundial
de la Salud (OMS) estima que aproximadamente etl8% poblacion mundial
(aproximadamente 170 millones de personas) soragmés cronicos de la
enfermedad. La transmision de la enfermedad ocpriecipalmente por
exposicion parenteral a sangre (jeringuillas comadas y hemoderivados
contaminadosf. Con la identificacion en 1988 mediante técnicasbiblogia
molecular del VHC, la secuenciacion de su genombdgsarrollo de las pruebas
de deteccibn de anticuerpos frente al VHC, se llegolas siguientes
conclusione$

1. EIVHC era el agente responsable del 80% de laatitispno-A no-B.
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2. El VHC estaba ampliamente extendido en la poblad@&mnlonantes de
sangre.

3. El VHC estaba implicado en mas del 90% de las I[tepat
postransfusionales.

4. La infeccidon crénica de VHC, aunque es generalenasintomatica,
podia desencadenar una cirrosis 0 un carcinomadugalar.

En septiembre de 1990 se establecié por ley kecdéin de anticuerpos
frente al VHC en todas las donaciones de sanghe @®munitat Valenciarffa
(Orden 1685 de 21 junio de 1990). Desde entoncelasglo mejorando la
sensibilidad y la especificidad de las pruebas Iégicas de cribado y de
confirmacion de la infecciébn por VHC, hasta la adinccion en 1999 de la
prueba de amplificacion de acidos nucleicos (prudBd) de deteccién del
ARN-VHC en el cribado de todas las donaciones dgrsala cual disminuyé el
riesgo de transmision del virus de la hepatitis @akbres muy bajos. Estos
hechos han conducido a la elaboracién del preseaitajo, en el que se estudiara
la infeccién por VHC en los donantes de sangreadeoimunitat Valenciana en el
periodo 1990-2002, determinandose la prevalentaaincidencia de la infeccion
VHC en los donantes de sangre, el riesgo residuétlashsmision de la infeccion
por transfusién de hemoderivados, la especificitlaths pruebas seroldgicas de
deteccién de anticuerpos anti-VHC, la importan@dadprueba de cuantificacion
de la enzima alanina aminotransferasa (ALT) comccattor de la infeccion por
VHC y se valorara la implantacion de las pruebasr Ni& deteccion de ARN-

VHC en el cribado de todas las donaciones de sangre

[.1. Microorganismos y otros agentes transmisiblegor la sangre

y hemoderivados.

La medicina transfusional, desde su desarrolloaesegunda mitad del
siglo XX ha encontrado como uno de sus princippteblemas la transmision de
enfermedades infecciosas a través de los hemodesva

Los patogenos relevantes considerados en tradsfusanguinea son:
VHC, virus de la Hepatitis B (VHB), virus de la immodeficiencia humana 1y 2

(VIH1/2), virus linfotropico T humano 1 y 2 (HTLV2), Tripanosoma cruzy



Treponema pallidumlos cuales tienen en comdn que provocan enfemesda
crénicas y asintomaticas en los donantes de sangre

Otros patégenos recientemente considerados coamsntisibles por
transfusion son: virus de la hepatitis A (VHA), yarirus B19, virus del nilo
occidental (VNW), Plasmodium y los priones que paan la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob

El hecho de considerar relevante a un patogenosmaible por
transfusion, debe estar acompafiado de un estgdimso que debe incldir

1. La determinacion de la prevalencia e incidedekagente infeccioso
en la poblacion general y en los donantes de sangre

2. En el caso que el agente infeccioso esté presenlos donantes de
sangre, se debe determinar la probabilidad de rivigi por transfusion
mediante estudios de inoculacion del patégeno énades, mediante estudios
prospectivos de infeccion en los receptores y padionde analisis de serotecas
de receptores de hemoderivados de alto riesgo (flmns).

3. Si el agente infeccioso es transmisible ponsfision, se debe
determinar las consecuencias de la enfermedad goblacion infectada y en la
poblacién expuesta al patégeno.

4. Si se determina un riesgo importante de tragiémdel patégeno en los
receptores de hemoderivados, se deben evaluarer gponpractica pruebas de
deteccion del agente infeccioso en el cribado gdeltmantes de sangre y se debe
investigar en los métodos de inactivacion y elimida de dicho agente en los
hemoderivados (plasma y componentes celularessimbxe).

A continuacion se exponen los patégenos transhkassipor transfusion
conocidos hasta el momento actual, indicandosp@Ide patégeno, las vias de
transmision del mismo, la enfermedad que provosiese detectan en las pruebas
de cribado de las donaciones de sangre y si sativef® las técnicas de

inactivacion del plasma:



Tabla 1: Bacterias transmisibles por transfusion saguinea.

Objetivos

Procesos de
Prueba de ) L
) Via de . inactivacion
Patogeno Tipo L Enfermedad deteccion en
transmision ) del plasma
rutina ]
efectivos
1. Bacterias 1. Entorno
Bacterias Gram positivas.| 2.Parenteral
aerobias y 2. Bacterias | 3.Manipulacion Sepsis No Si
anaerobias | Gram negativag 4. Venopuncién
Treponema 1. Sexual Si
Pallidium Espiroqueta 2. Parenteral Sifilis RPR, FTA, TPHA Si
Tabla 2: Parasitos transmisibles por transfusion saguinea.
Procesos de
. Prueba de | inactivacion
i ) Via de y
Patégeno Tipo o Enfermedad | deteccion en | del plasma
transmision ) ]
rutina efectivos
1. Plasmodium vivax )
) 1. Mosquito )
2. Plasmodium oval Protozoo Si
) ) 2.Parenteral .
3. Plasmodium falciparun Paludismo No
4. Pasmodium malariae
1. Vinchuca Si
] ) Protozoo | 2. Parenteral | Enfermedad de¢ ELISA, IFA, Si
Tripanosoma cruzi )
3. Perinatal Chagas PCR
1. Mosquito )
) ) | Protozoo ] o Si
Leishmania donovani 2. Parenteral | Leishmaniosis No




Tabla 3: Virus transmisibles por transfusion sanguiea.

Procesos de
Prueba | L
inactivacion
) . Via de de
Patégeno [ Genoma Tipo L Enfermedad .| del plasma
transmision deteccion )
) efectivos
en rutina
Si
VHC ARNSss Flavivirus | 1. Parenteral Hepatitis C ELISA, Si
NAT
1. Parenteral Si
ADNds ) 2. Sexual - ELISA, Si
VHB Hepadnavirug ) Hepatitis B
3. Perinatal NAT
4. Horizontal
) ] 1. Fecal-oral -
VHA ARNSss Picornavirus Hepatitis A No No
2. Parenteral
VHD ARNSss Deltavirus 1. Parenteral Hepatitis D No Si
) 1.Fecal-oral -
VHE ARNSss Hepevirus Hepatitis E No No
2. Parenteral
1.Parenteral| SIDA (Sidrome de la Si
VIH1y?2 ARNds Retrovirus 2.Sexual |inmunodeficiencia ELISA, Si
3. Perinatal | adquirida) NAT
1.Parenteral| 1. Linfoproliferacion
HTLV1y2 | ARNds Retrovirus 2.Sexual maligna No' Si
3. Perinatal 2. Neuropatia
1.Horizontal
PV- B19 ADNSss Parvovirus | 2. Perinatal [ 1. Eritema infeccioso No No
3. Parenteral
B 1. Mosquito 1. Encefalitis . )
WNV ARNSs Flavivirus o No Si
2. Parenteral 2. Meningitis

(*) La prueba de deteccion en rutina no se determinan Espafia, aunque si en otros paises

Tabla 4: Priones transmisibles por transfusion sanginea.

Procesos de
Prueba de| inactivaciéon
) ] Via de )
Patogeno Tipo L, Enfermedad deteccion | del plasma
transmisién ) )
en rutina efectivos
1. Enfermedad Creutzfeldt-Jakol
1. Oral (ECJ) )
o . ) No ¢ SIi?*
Priéon Proteina 2.Parenteral | 2. Variante de la enfermedad
Creutzfeldt-Jakob (VECJ)

(*) Actualmente en estudio.



Objetivos

En el Centro de Transfusion de la Comunitat Vakmai se ha ido
incorporando pruebas de deteccion de patogenanirsibles por transfusion en
el cribado de los donantes de sangre, segun sethamihado su relevancia.
Actualmente los agentes transmisibles por trangfugue se determinan en el
cribado de todos los donantes de sangre son: VHAB, WIH, Treponema
pallidum, mientras que la determinacion @iépanosoma cruzse realiza en la
poblacién de donantes de sangre con riesgo dentinga enfermedad de
Chagas (personas nativas o con madres provenigatas zonas endémicas de

la enfermedad y personas que han viajado a estas emdémicas).

1.1.1. El virus de la hepatitis C (VHC).

La hepatitis no-A no-B es conocida desde 1974, aeie aquellas fechas
se desconocia el agente responsable de la enfaitheBstudios prospectivos
realizados en Estados Unidos con muestras obtedigaste la década de los 70
demostraron que el 90% de los casos de hepatisgransfusional estaban
producidos por el virus de la hepatitis C. Parandisir el riesgo de transmision
de la hepatitis no-A no-B los bancos de sangre stadés Unidos, en 1986,
introdujeron en el cribado de las donaciones dgreada determinacion de ALT
y de los anticuerpos frente al core del VHB, comaraadores indirectos de la
enfermedatf.

El agente responsable de la hepatitis C no fuetifidedo hasta 1989,
mediante clonacion de una parte del genoma des$ deula hepatitis C a partir
de plasma de chimpancé infectado experimentalrfenRosteriormente se
confirmo6 al VHC como la mayor causa de la hepatitisA no-B asociada a la

transfusion’.



[.1.1.1. Descripcion del microorganismo.

La particula del VHC es un virus pequefio que tianediametro de
alrededor de 50 ntf Presenta una cubierta lipidica derivada de la lnana de
la célula huésped, la cual es insertada en el vos las glicoproteinas
codificadas por él mismo y que circundan la nudesie del virds; esta
caracteristica le confiere una densidad mas bagaetjuesto de los virus de la
familia Flavivirus (1.09-1.11 g/cH*. Por técnicas de rotacién éptica se ha visto
que la estructura de la nucleocapside del VHC esaidric® y tiene un
diametro aproximado de 35-40 nm.

El genoma del VHC es una molécula de ARN de cadienple (ARNSS),
de sentido positivo y de aproximadamente 9600 basdengitud®. El genoma
del VHC contiene dos regiones no traducidas muysemadas (UTR:
UnTranslated Region) en la region 5" y en la regd®n Dichas regiones
flanquean una region, que se traduce, de una solgescia de traduccion (ORF:
Open Reading Frame) y que cubre casi la totalidddyenoma y es capaz de
codificar un precursor de una larga poliproteina38&0 aminoacidds ** 4
Esta poliproteina es procesada durante o despuéstideluccion por proteasas
de la célula infectada y proteasas viricas produlciedistintos productos
codificados por los genes viricos. Estos productudificados por el genoma
virico son proteinas estructurales (una proteihaate y dos proteinas putativas
de cubierta, E1 y E2) que estén localizadas eegi@m N-terminal y proteinas no
estructurales (NS2, NS3, NS4 A, NS4 B, NS5 A y NB5Slocalizadas en la

region C-terminal de la poliproteina traducida\fiy 1).
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Objetivos

Figura 1: Diagrama de los genes del ARN VHC y sug@ductos de

traduccion®® (*).

- 0600 bases (+1 RNA

FNCR VNCR
¢ & Y ¥ v
|« e | 2 || ns2 Ns3 nsB | Nssa | nssm |
p:-' NS4A
ETIN i  |  | (11 | |

Cel T
0

L ewm L | | |

’ collular signal pephids:

' MNE2MNET mutoprobealytic clomage I I I I I il |
+ NE3 clanage I I | I ps8 I
D Structural proteins pé D

D Non-simctun] proteins

(*) El diagrama indica la estructura de la polipiat y su procesamiento por medio de sefiales
celulares para peptidasas y para proteinasas eadtfs por el virus (NS2/3 y NS3/4A). Se indican

los tamafios aproximados de las proteinas virigasdp las glicoproteinas (gp).

Las funciones de las proteinas estructurales ystmcturales y de las
regiones no traducidas 5° UTR y 3" UTR del genoelatHC estan resumidas
en la tabla 5.
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Tabla 5: Funcion y tamafio de las distintas proteirmy de las regiones UTR del
genoma del VHC?,

Posicion de los
. Tamafio
. o aminoécidos del
Regidn Posicion i aprox. .
. . o producto final en Funciones
gendmica/proteina| nucleotidica ] . con SDS
la poliproteina b
PAGE
VHC?
Iniciaciéon de la traduccion,
5°UTR 1-341 ¢ € o
replicacion
Estructural, encapsulacion del
C 342-857 1-191/179/182 p21/p1P )
ARN viralP
Estructural, unién con el receptdr,
El 915-1490 192-383 gp31*
entrada celuldr
Estructural, unién con el receptar,
E2 1491-2579 384-746 gp70*
entrada celuldr
Desconocida, posible precursor|o
E2-p7 1491-2768 384-809 gp707 )
funcién estructural
Posible canal de calcio de la
p7 2580-2768 747-809 p7
membrana
NS2 2769-3419 810-1026 p21 Parte de la NS2-3 atea
Parte de la NS2-3 proteasa, ser|n-
NS3 3420-5312 1027-1657 p70 )
proteasa, helicasa, NPTasa
NS4A 5313-5476 1658-1711 p6 Cofactor de la seriteaisa
NS4B 5477-6257 1712-1972 p27 Componente de la sdlic
NS5A 6258-7600 1973-2420 p58 Componente de la asdic
ARN polimerasa ARN
NS5B 7601-9374 2421-3011 p68 )
dependiente
; Replicaciéfl, empaquetamiento
3'UTR 9375-9621 - - .
del genoma virdl

®Referido a la secuencia de nucledtidos y de amidodale la cadena HCV-H del genotipo 1a.
®Electroforesis en gel de poliacrilamida dodecifsial de sodio.

La regién 5"UTR contiene varias regiones ORF cortas.

* Indica que las proteinas estan N-glicosiladas.

PDesigna funciones putativas basada en comparacionestros virus.

El VHC es miembro de la familiglaviviridae, la cual esta compuesta por
tres géneros distintts
1. Flavivirus clasicos: virus de la fiebre amariltaus del dengue y el virus
de la encefalitis japonesa.
2. Pestivirus de animales: virus de la diarrea tmvivirus del colera
porcino.

3. Hepacivirus: VHC.
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Objetivos

Los virus de la familia Flaviviridae presentan las siguientes
caracteristicas:

1. Son virus pequefios y contienen una cubiertaioagenoma de ARNSs
con una secuencia de traduccion ORF.

2. El genoma de estos virus contiene tres domiriosnologos
conservados: dominio helicasa, dominio serina-psatey un dominio catalitico
caracteristico de ARN polimerasa-ARN dependiente.

3. Los genes que codifican para las proteinasuasteles estan
localizados en la regiéon N-terminal de la poliphotey los genes que codifican
para las proteinas no estructurales estan locabkzawl la region C-terminal.

4. El perfil hidrofébico de la poliproteina caddda es similar en los tres
grupos de virus de esta familia.

El proceso de replicacion del virus de la hemai@i no es totalmente
conocido. El VHC no produce productos intermedsde replicacion de ADN
y el ARN virico no se integra directamente en elayea de la célula huésped. El
VHC, como el resto de Flavivirus, se replica metiam ARN intermediario de
cadena negativa. Las proteinas involucradas ezplaacion del ARN deben ser
traducidas para que ocurra la replicacion. En elCVinto las proteinas
estructurales como las proteinas no estructurates reecesarias para la
replicacion del ARNE.

El ARN del VHC muestra una gran heterogeneidadiqae esta
variabilidad no esta igualmente distribuida en t@logenoma. Las regiones
relativamente conservadas del genoma del VHC (détey NS5) han sido
estudiadas y se han usado como base para unacelsséifi genotipica. Hay al
menos seis genotipos conocitid3que pueden ser divididos en subtipos. En esta
clasificacion hay que tener en cuenta que en s \dirculantes en una misma
persona, puede haber variaciones en la secuenciaaiedtidos y que pueden
darse cuasiespecies que son resultado de mutaeiices’.

Aungue no hay una definicion estricta y universaite aceptada de los
genotipos y sus subtipos, el analisis filogenééeolutivo de las secuencias de
nucleotidos ha permitido dividir el genoma VHC eeissgrupos que son
identificados como genotipos (1-6), mientras que $oibtipos (a, b, c, etc)
representan grupos con secuencias similares defgr@ada genotipo La

mayoria de los infectados por VHC presentan ungefmtipo de VHE
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La determinacion de los genotipos tiene interédegpioldgico, ya que la

prevalencia de los mismos varia considerablememtes diferentes partes del

mundo (Tabla 6} *>. En Espafia el genotipo prevalente es el 1b (TABfa

El genotipo virico esta relacionado con la pategénde la enfermedyd

ya que se ha comprobado que en infecciones coenetigo 1b es mas probable

desarrollar una cirrosis o un carcinoma hepatogglulTambién se ha

comprobado que el genotipo virico influye en lgpuesta al tratamiento de la

enfermedad con interferén, siendo los genotipos 1d& y 4 los de peor

respuesta’®

Tabla 6: Distribucion de genotipos VHC predominants

en el mundg *®

es

Genotipo o o
VHC Predominio geografico

la América, Norte y Centro de Europa
Europa Oriental, Extremo Oriente, Paig

1o mediterraneos.

2 Poco comun
Subcontinente Indio. Extendido en

3 usuarios de droga por inyeccién en el
Hemisferio Oeste.

4 Africa, algunos paises mediterraneos.

Sudafrica
6 Asia

Tabla 7: Prevalencia de los genotipos VHC en Espafia
(1996-2004¥°

Genotipo
VHC Prevalencia en Espafia (1996-2004)

la 241 %

1b 41,3 %

2 31%

3 19,6 %

4 11,6 %

5 0,3%

6 Ningun caso
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Objetivos

[.1.1.2. Epidemiologia y formas de transmision.

La OMS estima que alrededor de 170 millones de opeass
(aproximadamente el 3 % de la poblacién mundia) portadores crénicos del
VHC'®. En Espafia, la prevalencia de la infeccion po€\idria entre el 1,6% y
el 2,6% de la poblacién generalDe las personas infectadas por VHC, mas de
un 50% se convierte en portador cronico de la emddad. De los portadores
cronicos del VHC, del 10 al 20 % desarrollara Gisg del 1 al 4 % desarrollara

un carcinoma hepatocelular en un periodo de tieepb0 a 20 afibs

Tabla 8: Prevalencia estimada de Hepatitis C y ninme de infectados en el area

OMS. Fuente: Informe epidemiolégico semanal. N° 4910 de diciembre de 1999,
OMS.

y _ | Poblacion| Ne° de paises
Poblacion Total | Prevalencia| ]
Area OMS ) infectada sin datos
(millones) (%) .
(millones) (OMS)
Africa 602 53 31.9 12
América 785 1.7 131 7
Mediterraneo Oriental 466 4.6 21.3 7
Europa 858 1.03 8.9 19
Sudeste asiatico 1500 2.15 32.3 3
Pacifico occidental 1600 3.9 62.2 11
Total 5811 3.1 169.7 57

La via principal de infeccion por VHC es la via grgeral a partir de
sangre infectada. Se han dado casos de hepatiig|@rida a través de vias no
parenterales, como son transmision sexual y patjnadro estas vias no han sido
muy bien definidas.

En parejas sexualmente estables de pacientes eqmatitts C no hay
riesgo sustancial por esta via de transmfsiBin contactos con multiples parejas
sexuales la transmisién de VHC puede ocurrir coriaggo alrededor del 5%.

La transmision materno-filial del VHC es rara ydsesélo en mujeres con
alta viremia. Alrededor del 5% de los recién naside madres infectadas con el

VHC se infectan al nacer
Existe un porcentaje del 30 al 40 % de casos eraguia de infeccion no
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puede ser confirmada, que pueden deberse a comidrogas no notificadas en
la historia, exposiciones percutaneas no aprecablecultas u otras vias de
transmisién del VHC no conocidds

No existe todavia una vacuna frente al VHC dehid gran variabilidad
de la envoltura del virus, por lo que toda la poidla es susceptible a la
enfermedal De los seis genotipos principales de VHC, losotipns 1, 2 y 3
tienen un distribucién mundial, siendo el genotlpfla y 1b) el mas frecuefite

Los grupos de personas de mayor riesgo de codrageccion por VHC
son:

1. Receptores de transfusion de hemoderivados corddosnAntes de
la introduccién de las pruebas de cribado frentesaanticuerpos anti-VHC,
aproximadamente del 3% al 13 % de personas qugern transfusiones de
sangre llegaban a ser portadoras de VHC en estudéiwespectivos. La
prevalencia de anticuerpos anti-VHC es muy altpaientes politransfundidos
antes de 1990, como los talasémicos (80 %), entemeoleucemia (75 %) y
hemofilicos tratados con concentrados de factaeesodgulacion no inactivados
o inactivados de forma incompleta (80-90%b)

2. Usuarios de drogas intravenosas que compartenialatentaminado.
En este grupo se da un riesgo muy alto de infecci@n prevalencia de
anticuerpos anti-VHC es del 70-90%

3. Pacientes en hemodidlisis y pacientes receptoregadplante de
organos. La infeccion por VHC es frecuente en paege en hemodialisis
cronica. La prevalencia de anticuerpos anti-VH@ste grupo varia entre el 30%
y el 50%. No esta claro si dicha prevalencia sedela diseminacion del VHC
por dialisis 0 a las frecuentes transfusiones daegs en esta poblacion. El uso
de maquinas de dialisis separadas para pacientesamiicuerpos anti-VHC
podria disminuir el riesgo de infeccidn

Los receptores de trasplante de 6rgamrsconsiderados de alto riesgo de
infeccion por VHC. Una proporcion de estos recegg@stan infectados antes del
trasplante (hemodialisis) y otra proporcion de ®lé® infectan por el uso de
6rganos provenientes de donantes infectados porHC

4. Personas expuestas a material quirargico o deatdhminado o sin
esterilizaf. Se han dado casos de infeccion por VHC en pasiemmas una

intervencion (transmisién nosocomiaf) En personal sanitario también se han
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Objetivos

dado casos de infeccién por VHC por exposicion w@gaagy material quirargico
con sangre contaminada (transmisién ocupacidnaf)
5. Personas que realizan y reciben tatuajes o acujuotun material no

esterilizadé.

[.1.1.3. Evolucion y prondstico de la infeccion.

La hepatitis causada por la infeccion por VHC dslamitada entre el 20
al 50% de los casos y no confiere inmunidad permtané.a infeccion se hace
cronica entre el 50 y 80% de los casos, causamndisisi en el 10 al 20% de estos
pacientes y carcinoma hepatocelular en el 1 al d%sicasos con cirro8is

El periodo inicial de infeccién por VHC suele ssintomatico, aunque en
un tercio de los enfermos con hepatitis C agudada® sintomas clinicos
similares a otras hepatitis viricas agudas, commsoseas, dolor en el cuadrante
derecho del abdomen o ictericia. Las hepatitis @lag suelen resolverse entre 2
y 12 semanas, no suelen dejar secuelas y los pexienando se recuperan no
parecen estar protegidos de posibles re-infeccipoe¥HC .

La mayoria de los pacientes con hepatitis C cedrpermanecen
asintomaticos. Del 10 al 20% de estos pacientganl@ padecer enfermedades
hepaticas graves. Los sintomas que se dan end@nf®s cronicos con Cirrosis
son fatiga y cuadros hepaticos mas tipicos, comga#s, anorexia, dolor en el
cuadrante derecho del abdomen, coluria y prurito.

La evolucion de los pacientes con hepatitis Cisildde predecir, pero
distintos estudios prospectivos muestran como eocde la enfermedad suele
ser progresivo. El periodo de tiempo medio de ei6lu a cirrosis se ha
estipulado entre 10 y 20 afios, aunque va a depeleddistintos factores como
edad, sexo, lesion en el momento del diagnosticmfeccion con otros virus,
etc. El carcinoma hepatocelular es la complicacnés seria de la infeccién por
VHC y esté estrechamente relacionado con la cirtuespética.

El marcador bioquimico que se ha relacionado dodaéo hepatico
provocado por la infeccion por VHC es la elevaaéna concentracion de ALT
en suero, cuyo incremento suele ser menos marasslemn las hepatitis A y B.

Los valores de ALT suelen fluctuar en los paciemt&s infeccién cronica por
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VHC y no hay una concentracion que se relacioneuranforma benigna de la
enfermedad.

La infeccion por VHC puede provocar distintos somies clinicos no
hepaticos que se dan raraménte

1. Crioglobulemia esencial mixta, la glomerulonefritis
membranoproliferativa, el sindrome de Sjogren pddiria cutanea tarda
provocadas por procesos de autoinmunidad y pornogamplejos.

2. Queratoconjuntivitis seca, liquen plano, tirogliautoinmune, Glceras
corneales de Mooren, fibrosis idiopatica pulmondrapetes mellitus tipo 2.

3. Desordenes linfoproliferativos.

4. Vasculitis crioglobulinémica con la aparicion dearhs en las piernas,
asociadas con purpura palpable en ausencia detitesavera.

5. Disfunciones renales graves.

6. Neuropatias y parestesias dolorosas, siendo rarafeletacion del
sistema nervioso central.

El tratamiento actual de la hepatitis C consistéaeterapia conjunta con
dos farmacos, el interferén pegilado alfa 2a o @fay la ribavirind®. El
tratamiento tiene una duracion entre seis y docgem§ se considera que ha
tenido éxito cuando hay una respuesta virica siolstencarga virica indetectable
después de seis meses de acabar el tratamientcenteénmos infectados
cronicamente con el genotipo 1 de VHC el tratamigigne éxito en el 55% de
los pacientes, y en enfermos infectados con lostges 2 y 3 el éxito del
tratamiento se produce en el 80% de los casosl éase de portadores cronicos
de la enfermedad con los genotipos 4, 5y 6 de ViB@ay datos suficientes de
éxito en el tratamiento, aunque se recomienda lasas pautas de tratamiento

que los enfermos con el genotipo 1 de VHC
1.1.1.4. Diagnéstico por el laboratorio.

Las técnicas empleadas en el diagnostico de lacdidie por VHC
incluyen pruebas seroldgicas basadas en la captuanticuerpos anti-VHC vy
antigenos VHC mediante proteinas recombinanteptydes sintéticos, asi como
técnicas NAT de deteccion del ARN del VHC en plasmmand® 2

1. Deteccion de anticuerpos anti-VHCas pruebas serolégicas que han
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sido empleadas mayoritariamente son técnicas basada ELISA o
enzimoinmunoanalisis (EIA) para la deteccidn decaetpos anti-VHC. Hasta
el momento actual se han desarrollado tres ganeexcde reactivos (12, 22y 32
generacion) con los que se ha ido mejorando lecémpgad y la sensibilidad de
la prueba, afiadiendo distintas proteinas recomt@say péptidos sintéticos
obtenidos a partir de diferentes partes estru@sinaho estructurales del genoma
del VHC, que se unen a distintos anticuerpos ahiGV

a. EIA 12 generacién: Proteina recombinante c100-3cgueesponde a la
region NS4 del genoma VHC.

b. EIA 22 generacion: Dos proteinas recombinantes-819®-1-1p de la
region NS4, una proteina recombinante c33c de d@dmeNS3 y la proteina
recombinante c22-3 que corresponde a la regi6oatel

c. EIA 32 generacién: Proteinas recombinantes c10Qp1& c33c, ¢22-3
y NS5, correspondiendo esta ultima a la region di8genoma del VHC.

Estas pruebas se emplean no solo con fines diggpedsino también
como técnicas de cribado de las unidades de sangcedentes de donantes de
sangre.

Como pruebas seroldgicas de confirmacién se hapleano distintas
generaciones de enzimoinmunoanalisis en tira inalosmrbente (RIBA 12, 22y
32 generacion) las cuales contienen los mismogeaaris recombinantes que las
técnicas ELISA. Las distintas generaciones han ddmentando también la
sensibilidad y la especificidad de la prueba.

2. Deteccién de antigenos VHGCSe han desarrollado pruebas serolégicas
de deteccion del antigeno del core del VHC por BLIEn estas pruebas se
utilizan anticuerpos monoclonales ¢11-10 y c11-4d se uniran al antigeno del
core del VHG.

3. Deteccién de ARN-VHG* 2228 | as pruebas de andlisis de &cidos
nucleicos (NAT) empleadas en el diagndstico denfaccion por VHC son las
pruebas cualitativas basadas en la reaccion emaatke la polimerasa (PCR):
RT-PCR que utiliza un paso previo de retrotrapsidn, la Nested-PCR o PCR
anidada y la PCR a tiempo real. También se utiliazapruebas NAT cualitativas
basadas en amplificacion mediada por la transéiip¢iMA). Estas técnicas
cualitativas NAT amplifican una zona conservadaspeeifica del genoma del
VHC. Desde 1999, las técnicas NAT se emplean erniledo de las unidades de
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sangre debido a que con su empleo se disminuyerieldo ventana en el que el
virus esta presente en el plasma pero no son dblestlos anticuerpos anti-
VHC. Estas técnicas NAT son, por tanto, mas sessiljue las pruebas
seroldgicas en la deteccién de unidades potenaiddneEpaces de transmitir la
infeccion por VHC y pueden ser empleadas para tgtd&kN-VHC en mezclas
de unidades de sangre.

Las técnicas NAT cuantitativas Branched-DNA (ADdwificado), la
RT-PCR cuantitativa, la PCR a tiempo real y la idg@MASBA (nucleic acid
secuence based amplification) se emplean para onizait la respuesta al
tratamiento con interferdn y ribavirina. Estas téas cuantifican la cantidad de
virus circulante por mL de plasma.

4. Otros métodos poco utilizados:

a) Deteccién de anticuerpos I§Manti-VHC de respuesta directa sobre el
antigeno de la nucleocéapside (core) como marcackmtd en la fase aguda de la
infeccion, donde es el Unico marcador junto a taea®dn del ARN-VHC.

b) Deteccién de anticuerpos 1gG especifica antC\Wi¢ baja avidéz *°
unico marcador capaz de identificar en forma e$ipacia infeccion primaria
aguda reciente por dicho virus.

c) Deteccién del ARN-VHC por PCR en el higdd&sta prueba podria
ser el mejor marcador de recuperacion o curacidtaeanfeccién por VHC y
explicaria los casos de viremia persistente, pEsacdndiciones 6ptimas de esta
técnica no han sido establecidas hasta el momeniala

d) Deteccion de antigenos VHC en hepatocitos pmmitcas de
inmunofluorescencia, mediante uso de anticuerpasontonales y policlonales,
en casos de hepatitis C agudas y cronfc&stas técnicas han sido desarrolladas
pero su uso clinico no ha sido posible. La senddl y especificidad de estas
pruebas no han sido evaluadas.

e) Deteccién de ARN-VHC en muestras de tejidcatiep por técnicas
de hibridacién “in situ” por sondas no radiactitasDel mismo modo que las

pruebas anteriores, su uso clinico no ha sido f@osib
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[.2. Medidas para reducir la transmisién del VHCpor la sangre

y hemoderivados.

Siguiendo la normativa espafiola descrita en el Reateto 1088/200%,
los centros y servicios de transfusion deben cunyplos requisitos técnicos y
condiciones minimas de calidad de las donacionesadgre y los derivados
sanguineos, para garantizar la seguridad de tamogdsibles receptores de
hemoderivados. Por lo tanto se establecen un@siosgtde seleccion y exclusion
de donantes de sangre y se detallan los distim@isses que se deben realizar a
las donaciones de sangre junto a los criteriositgegretacion de las pruebas para
la deteccion de agentes infecciosos. Estos anaéidien ido adaptando a nuevos
conocimientos cientificos y condiciones técnicaseertampo de la medicina
transfusional, como es la aparicion de nuevas ewf@ades transmisibles por

transfusion.

[.2.1. Medidas previas a la donacion adoptadasts@ el donante.

[.2.1.1. Seleccion del tipo de donacién con respecal donante:

altruista frente a retribuida.

En 1975, siguiendo las recomendaciones de la ®MS donaciones de
sangre en Espafia empezaron a ser recolectadasiexgiante de manera
altruista, impulsadas en un primer momento poHksnandades de Donantes de
Sangre. Posteriormente, a partir del desarrolldad€onstitucion Esparfiola en
1978, diferentes Reales Decretos y Ordenes fuenbticados para regular los
requisitos técnicos y las condiciones minimas deelaodonacién en los centros
y servicios de transfusion. El dltimo Real Decréi@88/2005, para garantizar la
calidad y seguridad de la transfusion sanguinéablese en el articulo 4 que las
donaciones de sangre deben ser altruistas y volmtaefiniendo a este tipo de
donaciones como aquéllas en que la persona dogeesatasma o componentes
celulares por su propia voluntad y no recibe ningago por ello, ya sea en

efectivo o en alguna especie que pueda ser coadaeomo sustituto del dinero.
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Los pequeiios presentes como reconocimiento o mbaso del desplazamiento
son compatibles con la donacién voluntaria no resrasta. El tiempo utilizado
por el donante para este servicio es consideradwm amn deber de caricter
publico y personal. Por Ultimo se insta a las addales sanitarias competentes a
fomentar la donacion de sangre mediante programeasddcacion ciudadana
sobre la donacion de sangre y la dotacion de ladsfructura sanitaria, los
medios materiales, sanitarios y sociales para ganaacion y desarrollo, con el
fin de llegar a la autosufiencia nacional de préosiGanguineos. Por lo tanto en
Espafia no hay donaciones de sangre remuneradas rec@ecta sangre por
donantes de reposicion, donde el paciente transfondebe proporcionar los
donantes de sangre. Si esta permitida la autotrsioef de componentes
sanguineos bajo prescripcion médica.

La donacion retribuida estd prohibida y desacawsejpor ley en la
mayoria de los paises. Este tipo de donacion estdiderada peligrosa por
diferentes motivo§' 3

1. Puede inducir al donante a ocultar datos deatud que pueden
comprometer al receptor y al mismo donante.

2. Muchos de estos donantes pueden procederugesgde poblacion
donde la prevalencia de determinadas enfermededesrisibles es mayor.

3. Algunos de estos donantes pueden burlar ensastde control de los
centros de transfusién, donando sangre mas vecel® decomendado en
perjuicio de su salud y de la calidad de la sangre.

4. Puede haber un aumento de la caducidad denldades de sangre
recogidas por donacién remunerada, debido a qoenglo extractor pasa de ser
un banco donde se custodia la sangre a ser ekpadpide dicha sangre.

En Alemania y Estados Unidos esta permitida laadidm remunerada
basandose en la necesidad de lograr el autoalmastdoi de productos
sanguineos. Estos paises, en contra de las recaocwemes de organizaciones
como la OMS, la Unién Europea y el Consejo de Eardmsan su politica
transfusional en que en su ambito social la inad@eren la transmision de
enfermedades infecciosas por transfusién no es maalpode otros paises donde
la donacidon es exclusivamente altruista, aunguleodipaises reconocen que la
utilizacion de donaciones de sangre remuneradas s®lpuede realizar con

seguridad en paises desarrollados, donde el sigeomdmico y social esté bien
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equilibradd*.

La donacion dirigida no remunerada, mediante d&sade reposicion
procedentes del entorno social o familiar del fut@ceptor, es menos segura que
la donacion altruista, por lo que esta desaconaefadiemas, en el caso de que el
donante esté emparentado con el receptor, se reglaeirradiacion de los
componentes a transfundir a fin de prevenir laiaigar de la enfermedad injerto
contra el huésped postransfusidhaEn determinadas regiones de Italia y en
Brasil estd permitida la recolecta de sangre méalidonantes de reposicién no
remunerada, pero su uso estd desaconsejado y dstadinuyendo

progresivament?.

[.2.1.2. Seleccion del donante.

La legislacién espafiola ha establecido los crigesocondiciones de
seleccion y exclusion de donantes de sangre adig@@na los nuevos
conocimientos cientificos y a las recomendaciomadizadas por la Comision
Nacional de Hemoterapia y los organismos intermedés competentes. Asi en
el dltimo Real Decreto 1088/2005 se detallan tossrequisitos y acciones
sobre el donante de sangreEstas acciones que se realizan sobre el donante d
sangre para su seleccion se revisan y actualizaddmamente y son las
siguientes:

1. Informacion al donante por escrito explicandole cqgré consiste la
donacion de sangre, el fraccionamiento de la samgres diferentes derivados
sanguineos y su beneficio para el receptor. Tandg®de informa por escrito de
las actividades que excluyen de la donacién y deniportancia de la
autoexclusiéon (no donar sangre) si le son aplisablgunas de ellas. Se le
informa también de que su sangre se analizar4 g@@tntos marcadores
infecciosos y se le notificaran los resultadosidieexcluido como donante ante
un resultado positivo. Se le solicitara que natiégcualquier complicacion o
enfermedad posterior que pueda convertir la donaoidno inadecuada para la
transfusion.

2. Informacion del donante antes de la donacion posgoel sanitario

debidamente formado, sobre su identificacion y esdbs factores que puedan
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descartar o desaconsejar la donacion por el ripagola salud del receptor o el
mismo donante.

3. El centro de transfusién garantizard al donantéadeonfidencialidad
respecto a sus datos, a la analitica de su dong@da trazabilidad futura de la
donacion, de acuerdo a la Ley Organica 15/1999. deydros de transfusion
informaran adecuadamente al donante y adoptaraidasede seguridad en el
tratamiento de los datos, segun el Real Decrett1999. Los donantes de sangre
podran disponer de sus datos personales del sistemegistro de los centros de
transfusion y la utilizacion de sus datos tendraater asistencial o en interés de
la salud publica y obligara a los que los utilizasarespetar la intimidad y la vida
privada.

4. Aplicacion de los criterios de seleccion de doraudie sangre donde se
estudiaran:

a. Edad del donante: De 18 a 65 afios, pudiendo seoremyle 65 afos
con permiso médico anual.

b. Peso corporal del donante: Debe ser mayor de 50 Kg

c. Pulso y presion arterial: Dentro de los limitese@dhdos para la
extraccion.

d. Nivel de hemoglobina: En mujeres debe ser maygualia 125 g/L y
en hombres debe ser mayor de 135 ¢/L, pudiendacegtados por debajo de
estos niveles bajo responsabilidad médica.

e. Nivel de proteinas totales en donantes de plases$e Superior o
igual a 60 g/L.

f. Nivel plaquetario en donantes de aféresis: Superiggual a 150 x
10°9L

g. Elintervalo minimo entre dos extracciones conte&sl de sangre total
no podra ser inferior a dos meses, siendo el numEximo de extracciones
anuales de cuatro para hombres y de tres paraesujer

h. La cantidad de sangre extraida en cada ocasi@ralé&mer en cuenta
el peso del donante y no debera superar el 13 %otiginen sanguineo teorico

del donante.
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[.2.1.3. Autoexclusion confidencial del donante.

En la informacién confidencial del donante de sammevia a la donacién
se da mucha importancia a la autoexclusion, losvemtde exclusion y a las
razones por las que no se puede donar sangre easlos que exista peligro para
el receptor o para el donante. Por ello aparteadexploracién fisica en la
seleccion de los donantes, se realiza un cuesibomar personal sanitario
autorizado para conocer los factores de riesg@ada donante que puedan hacer
gue su donacidén sea peligrosa para el receptorra @lamismo donante,
basandose en unos criterios de exclusibn que puesdentemporales o
permanentes.

a. Los criterios de exclusion permanentes estan idogya donantes
homologos con:

1. Enfermedades cardiovasculares, excepto anomaliggitas curadas.

N

Enfermedades del sistema nervioso central graves.

w

Coagulopatias hemorragicas.

B

Episodios repetidos de sincope o antecedentesngelsmnes.

5. Enfermedades gastroinstentinales, genitourinariagmatoldgicas,
inmunoldgicas, renales o respiratorias gravesyasticronicas o recidivantes.

6. Diabetes que precisa insulina.

7. Hipertensién arterial grave.

8. Enfermedades infecciosas: Padecer o haber paddwmgatitis B
(excepto las personas negativas al antigeno defisipee hepatitis B (HBSAQ),
cuya inmunidad haya sido demostrada) hepatitis @dreme de
inmunodeficiencia adquirida o ser portador de ametipos anti-VIH 1/2,
infeccion por HTLV 1/2 o ser portador de anticuexrfi@nte al mismo, babeosis,
kala-azar (leishmaniosis visceral), enfermedad ligg@s (los donantes nacidos o
hijos de madres nacidas o que han sido transfusdiiolas zonas donde la
enfermedad es endémica, pueden ser aceptados giuetsm validada dirigida a
la deteccion de portadores de la enfermedad esivega

9. Cancer (excepto completa recuperaciéon de un tlooalizado).

10. Encefalopatias espongiformes transmisibles, enféachele Creuzfeldt-

Jakob y la variante de esta enfermedad (persomaardecedentes familiares o
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sometidas a trasplante de cornea o de duramadue dayan sido tratadas con

medicamentos derivados de glandula pituitaria hanyalas personas que hayan

estado mas de 12 meses en el Reino Unido en ebpetBP80-1996).
11.Consumo de drogas por via intravenosa o musculpraseritas.

12. Personas trasplantadas de cualquier érgano.

13.Personas con conducta sexual que suponga un rigegado de
contraer enfermedades infecciosas graves trandessilpor transfusion
sanguinea.

14.Personas transfundidas en el Reino Unido y en palsede son
endémicos: Paludismo, Sida, infeccion por HTLV feemedad de Chagas.

b. Los criterios de exclusion temporalpara donantes homologos son los
siguientes:

1. Después de sufrir una enfermedad infecciosa,xskiy@ al donante
durante dos semanas tras el restablecimiento ctongdke dicha enfermedad,
excepto:

1.1. En determinadas infecciones donde la exclusion esdas afos:
Brucelosis, osteomielitis, fiebre Q, tuberculodigpre reuméatica (excepto si
existen pruebas de afectacion cardiaca crénica).

1.2. Sifilis, donde la exclusion es de un afio.

1.3. Fiebre superior a 38 °C y afecciones pseudogripklesxclusion es
de dos semanas.

1.4. Paludismo:

1.4.1.Se excluiran durante tres afios a personas nacidamas endémicas
tras el regreso de su dUltima visita, si no preserdntomas. Pueden ser
readmitidas tras cuatro meses si una prueba inmbgical 0 gendémica validada
para el diagnostico de paludismo es negativa.

1.4.2 También se excluiran durante los tres afios postsral tratamiento
a personas con antecedentes de paludismo sin sisitdde pueden readmitir
como donantes si una prueba validada para el ditignds negativa.

1.4.3. Se excluiran durante seis meses a las persomdenadticas que
hayan viajado a zonas endémicas, tras el abandodasdmismas. Se pueden
readmitir como donantes si una prueba validadaglategndstico es negativa.

1.4.4. Se excluiran durante tres afios a las personasmecedentes de

afeccion febril durante la estancia en las zona®mitas o en los seis meses
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posteriores a su abandono. También pueden ser iteldmcomo donantes
después de cuatro meses si una prueba validadalghagnostico es negativa.

1.5. Virus del Nilo Occidental: La exclusion es de &8s tras abandonar
una zona en la que se detectan casos de infeatiduneanos.

1.6. Después de una intervencion o exposicion de riegoontraer una
enfermedad infecciosa transmisible por transfusion:

1.6.1.Tras una endoscopia con instrumental flexiblegisatiura de sangre
a mucosa o lesién con aguja, transfusion de conmpeseanguineos, trasplante
de tejidos o células de origen humano, cirugia magwtuaje o perforaciones de
piel 0 mucosas, acupuntura salvo la realizada gojaa desechables, personas
con contacto directo doméstico o relacion sexual personas afectadas por
hepatitis B, la exclusion serd de seis meses adgocmeses si la prueba NAT
para la deteccion del ARN-VHC es negativa.

1.6.2. Tras el cese de la actividad de riesgo en grdpasesgo, el tiempo
de exclusion vendra dado por la disponibilidad despas de diagndstico de cada
enfermedad y por la enfermedad en cuestion.

1.7. Tras una vacunacién con virus o bacterias atersuladexclusion es de
cuatro semanas y si la vacunacion contra la rabaiministra tras la exposicion,
la exclusion es de un afo.

1.8. Otras exclusiones temporales pueden ser: por e@xtar interrupcion
del mismo (seis meses tras el parto o finalizaci@oy cirugia menor (una
semana); medicacion (la exclusion dependera datlaaleza del medicamento,
de su modo de acciéon y de la enfermedad a la qdeigalo)

1.9. Situaciones epidemiolégicas concretas: el perial#o exclusion
dependera del tipo de enfermedad.

[.2.1.4. Donacion autologa y autotransfusion.

La donacién autéloga consiste en la extraccion alegre o de sus
componentes para ser transfundidos exclusivamdatemegsma persona.

Las autotransfusiones en que se emplea sangmpoo@ntes sanguineos
depositados previamente mediante donacion aut8ldigase realizaran mediante

prescripcion médica. A los donantes autélogos sénfermara previamente a la
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donacion, como en el caso de las donaciones hoaglalg la posibilidad de la
exclusiéon y de las razones por las que el proceditmino se llevara a cabo si
existe riesgo para la salud. También se les irdotnde la posibilidad de que la
sangre autéloga o0 sus componentes no sean sufEig@atra las necesidades
previstas y de que la sangre autdloga y demas awenpes no utilizados sean
descartados y no transfundidos a otros pacientes.

Los criterios de exclusion permanente y tempoehdas donaciones
autdlogas difieren de los utilizados para las dimmas homélogas.

Asi los criterios de exclusion permanente paradtazaciones autélogas
son los siguienték

1. Enfermedad cardiaca grave, dependiendo de lasnsiamncias clinicas
en el momento de la extraccion sanguinea.

2. Personas con antecedentes de infeccién por hepAtitexcepto las
personas con el antigeno de superficie de la tispathegativo, cuya inmunidad
haya sido demostrada) por hepatitis C, por VIH yhoLV 1/ 2.

El Unico criterio de exclusion temporal para lasaciones autélogas es
una infeccion bacteriana activa.

Otras consideraciones sobre la donacion autdlogajsge la sangre y los
componentes autélogos deberan identificarse y etgse como tales y deberan
ser conservados, transportados y distribuidos dedseparada de la sangre y
componentes homdlogos, para impedir la transfusiéotros pacientes. Los
componentes autélogos no transfundidos no se arfiliz para transfusion
homologa ni para fraccionamiento. A las donacicag®logas se les realizaran
las mismas pruebas analiticas que a las donadiameslogas.

Segun distintos estudios, las principales ventdg@sla utilizacion de
sangre autéloga sth

1. Evitar efectos adversos de la transfusion de sahgméloga de tipo
inmunoldgico (reaccidbn hemolitica, reaccion febdl alérgica, anafilaxia,
sindrome de distrés respiratorio del adulto, endelad injerto contra huésped,
aloinmunizacion, purpura post-transfusional).

2. Evitar la transmision de enfermedades viricas stratidas por
transfusion (SIDA, Hepatitis C, Hepatitis B) aungaetualmente la seguridad
transfusional ha aumentado mucho.

3. Evitar las consecuencias de la inmunomodulaci@udida por la
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transfusion homoéloga, es decir aumento de infeesigpustoperatorias, aumento
de recidivas tumorales y disminucién de la supemnie®.

4. Ahorro de sangre homodloga, evitando asi situasiorae
desabastecimiento.

5. Respeto de las preferencias o creencias del paci{@mestigos de

Jehova).

[.2.2. Medidas posteriores a la donacion con respi® al donante:

pruebas de laboratorio.

Las pruebas de laboratorio que se realizan aolaaaibnes de sangre para
el cribado de los distintos agentes transmisitdedivdden en pruebas seroldgicas
y pruebas NAT.

Con las pruebas serolégicas se detectan los tdistianticuerpos y/o
antigenos frente a los diferentes patogenos:

1. VIH1/2: anticuerpos y/o antigenos frente a VIH1/2IH

2. VHC: anticuerpos y/o antigenos frente a VHC

3. VHB: anticuerpos y/o antigenos frente a VHB (antgee superficie,
antigeno-e, anticuerpo-core, anticuerpo-e y anfimude superficie)

4. Treponema pallidunfcausante de Sifilis): Reaginas plasmaticas como
marcador indirecto de Sifilis y anticuerpos fresit€reponema pallidum

5. Tripanosoma cruzque provoca la Enfermedad de Chagas: anticuerpos
frente alTripanosoma cruzi.

Con las pruebas NAT detectaremos los acidos mod§ARN, ADN) de
los diferentes patégenos:

1. VIH1 : ARN-VIH1
2. VHC: ARN-VHC
3. VHB: ADN-VHB
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[.2.2.1. Pruebas seroldgicas de cribado y marcadarandirectos.

Anticuerpos frente a VHC y antigeno del mismo.

En 1989 se identifico el VHC por cientificos coledores con la
empresa Chiron Corporation y los centros de comteobnfermedad&s Pronto
se obtuvieron proteinas recombinantes para la@étede anticuerpos anti-VHC
y se desarrollaron las primeras técnicas de déi@éclas pruebas seroldgicas
de cribado tienen una buena sensibilidad pero sooo pespecificas en
poblaciones de prevalencia baja por lo que todssrésultados inicialmente
positivos deben ser repetidos.

Podemos clasificar las pruebas serolégicas padatircion del VHC en
técnicas para la deteccion de anticuerpos anti-WH€cnicas de detecciéon de
antigenos VHC.

1. Técnicas de deteccion de anticuerpos anti-VHC:

1.1. Radioinmunoanalisis (RIA): Consiste en la unionlae anticuerpos
anti-VHC a antigenos recombinantes marcados ytecdién de estos complejos
formados por exposicién a una pelicula de Raydé Xas pruebas de primera
generacion contenian la proteina recombinante Hériyada de la region NS4
del genoma del virus de la hepatitis C y su reatzi/ se relacioné con algunos
casos de hepatitis no A-no B, que presentaban ntacenes de ALT elevadas
0 presentaban anticuerpos anti-VHB-core. Postedaotense empleé el antigeno
c-100, derivado de la region NS4 del genoma del VH@ resultd ser mas
sensible y especifico que el antetor.

1.2. EIA: Los anticuerpos anti-VHC presentes en la riraggroblema son
capaces de unirse a distintas proteinas recombmastpecificas; estos
complejos antigeno-anticuerpo son detectados por adicion de una
inmunoglobulina especifica marcada con un conjugadomatico que se unira
al anticuerpo del complejo. Finalmente, el enzimalo catalizara una reaccién
colorimétrica o de emision de fotones por la adiaé un compuesto cromégeno
0 quimioluminiscente, respectivamente. La detecaérrealizara mediante un

espectrofotémetro, en el primer caso, o un contaoel segundd
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Podemos distinguir tres tipos de EIA segun suieiparcronolégica:

1.2.1. EIA de 12 generacién (1989-1990): Utilizaban lastginas
recombinantes c-100, pero tenian una baja sewsiBilen muestras definidas
clinicamente como hepatitis no-A no-B, y sélo dabasultados positivos
semanas después de desarrollar sintomas cfifidas especificidad también
resultd baj&*'y daba un alto porcentaje de falsos posifitits

1.2.2. EIA de 22 generacion (1991-1992):. Se desarrollaaotigenos
recombinantes estructurales c22 de la region delyao estructurales como ¢33
de la region NS3 del genoma del VHC y se afiadiat@mtigeno ¢100 utilizado
en las pruebas de 12 generatidma introduccién de los nuevos antigenos
recombinantes aumento la sensibilidad y la espaté#fi de la técnica, aclarando
discrepancias clinicas y analiticas que tuvieragaducon las pruebas de 12
generaci6ff. El aumento de sensibilidad se debi6 a que lodgemis
recombinantes afadidos son los primeros en proveacer respuesta de
anticuerpos conocida y, por lo tanto, dan resuigulusitivos en fases precoces
de la infecci6f’. Otros EIA de 22 generaci6n utilizaron péptidostéicos
derivados de las regiones del core, NS4 y NS3 ddlC\Vmejorando la
especificidad pero empeorando la sensibififadebido a que estos péptidos
sintéticos no contenian las impurezas potenciaknegdctivas de las proteinas
recombinantes pero con el inconveniente de queasigiroteinas sintéticas,
derivadas de una secuencia modelo del genoma d€| Wi¢sentaban diferencias
con los antigenos naturales del virus de la hépétit

1.2.3. EIA de 32 generacion (a partir de 1993): Se afiad@ porcidon
recombinante derivada de la region NS5 del genoeha/HIC a los antigenos
presentes en los EIA de 22 generacion. En algunsbas los antigenos NS3 y
NS4 se fusionaron en una proteina c200. Estos cambd mejoraron la
sensibilidad de deteccion de anticuerpos anti-Vie@ pnejoraron la deteccion
de la region NS3 *2 La introduccion de la proteina NS5 redujo la eBjpidad
aumentando los falsos positivas

1.3. Pruebas de deteccion de otras inmunoglobulindg&@):(El VHC es
relativamente poco inmunégeno y puede presentas bayeles de anticuerpos
de la regidén conservada N-terminal durante perigaokngados. Esta region N-
terminal del VHC contiene otra region hipervaria/R 1 y 2) que codifica

para la glicoproteina E2 que tiene una alta vdid de antigenos. Los
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anticuerpos anti-E2 pueden detectarse tanto efadas iniciales de la infeccion
por VHC como en las fases tardias, por lo que igi@ddel antigeno E2 junto a
los demas antigenos VHC en las pruebas serolédgcasbado podria mejorar la
deteccion de anticuerpos anti-VHC durante la senesion’. La
determinacion de anticuerpos anti-E2 ha sido @atibpel estudio de casos con la
prueba de confirmacion seroldgica con resultadetarthinado, detectandose en
la fase aguda de infeccion durante seroconversi@m ya fase cronica o de
resolucién de la infeccién en los que la Unicoscartpos anti-VHC detectados
han sido los anticuerpos del core (C22¢)Sin embargo, el alto coste de este
antigeno recombinante E2 y el bajo nivel de expresie la molécula
recombinante respecto a la proteina natural, explia ausencia de pruebas de
cribado con este antigefio

1.4. Deteccion de anticuerpos anti-VHC de clase Idé\.

Estudios en donaciones de sangre han demostriaeldog anticuerpos
anti-VHC de clase IgM tienen una prevalencia treseg menor que la de clase
lgG"®, aunque su determinacion es (til en el estudivepatitis C agudad

Los anticuerpos de clase IgA pueden no ser dekestan enfermos
cronicos, por lo tanto, su determinacion no sezatién el cribado de donaciones
de sangr¥.

1.5. Deteccion de IgG especifica anti-VHC de baja avideé# para
identificar la infeccion primaria aguda reciente p&iC con fines de diagndéstico
y en el estudio de brotes epidémico¥,

2. Técnicas de deteccidon de antigenos VHC:

2.1.EIA de 12 generacion: Es un EIA tipo sandwich sabra microplaca
cuyos pocillos estan recubiertos con anticuerposacionales c11-3 y c11-7
dirigidos contra el antigeno del core de VAHC

En un primer paso el diluyente de muestra rompedatculas viricas, para
liberar el antigeno del core del VHC, e inactiva pmsibles anticuerpos frente al
core del VHC que pueden estar presentes en la rayggtor tanto, interferir en
el desarrollo de la técnica, favoreciendo asi idrude los antigenos del core a
los anticuerpos presentes en los pocillos de laopliaca.

En un segundo paso se utilizan anticuerpos monalgs c11-10 y c11-14
conjugados con peroxidasa que por la adicion deraimégeno en medio acido

darda un color cuya absorbancia a 492 nmuff) se leera en un
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espectrofotémetfd. Las pruebas positivas se confirman mediantepumeba de
neutralizacion del antigeno de VHC con su antionarprrespondiente. Si las
muestras contienen antigeno, al afadirle el ampoubabrd una neutralizacién
entre ellos y la absorbancia serd menor. La redocde la absorbancia es
directamente proporcional al porcentaje de neat@idon. Se considera
confirmada la presencia de antigeno de VHC en umestra si el porcentaje de
neutralizacion es superior al 50%.

La especificidad de la prueba de deteccion deganti de VHC es similar
a la mayoria de las pruebas ELISA de deteccionntieugrpos anti-VHC y la
introduccidon de esta técnica en los centros desfiniaidn es viable y ha sido
probadd’. Estas pruebas de deteccién del antigeno deldebHC disminuyen
el periodo ventana y reducen el riesgo de tranémide VHC por transfusion
comparado con las demas pruebas serolégicas decidetele anticuerpos anti-
VHC* !

La sensibilidad y la especificidad de las técnidasleteccién del antigeno
del core del VHC es inferior a las pruebas de d#acde ARN-VHC? *° por
este motivo en Espafia son obligatorias las prusiBdsde deteccion del ARN-
VHC y no las pruebas de deteccién del antigeno ¥HC

2.2.EIA de 22 generacion: Es una técnica de detecciduanptificacion del
antigeno del core del VHC que presenta dos mejesgeecto a las pruebas de 12
generacioff. La primera es la deteccién de antigeno en priselecanticuerpos
especificos con la introduccion de un tratamientevip de disociacion de
inmunocomplejos (ag-VHC-anti-VHC). La segunda mej@s el aumento de
sensibilidad analitica para el cribado de donadeesangre mediante la mejora
del conjugado para obtener una amplificacion dalsaiperior a las pruebas de
la version anterior. Estas modificaciones hacentqunga una sensibilidad y una
especificidad superior a la prueba de detecciomamtéjeno de 12 generacion pero
sigue siendo menos sensible y especifica que leebas de deteccion del ARN-
VHC>® %

En el Centro de Transfusion de la Comunitat Vaterec se emplean las
siguientes pruebas seroldgicas de cribado de lzcttimes de sangre:

1. EIA de 12 generacion para la deteccion de anmposeanti-VHC (EIA
1.0 ORTHO Diagnostics. Raritan N.J). Esta técrieautiliz6 desde enero de

1990 hasta agosto de 1991. La fase solida consistpocillos revestidos de
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antigenos VHC en microplaca. La fase sélida estabierta del antigeno
recombinante c100-3 derivado del gen NS4.

En una primera etapa, se incuba la muestra intgasuero con la fase
solida con los antigenos recombinantes del VHCaldgguerpos VHC se unen a
los antigenos recombinantes (complejo antigen@aTpo).

En una segunda etapa se afiade el conjugado, gsistecen anticuerpos
complementarios marcados con enzimas (peroxidasab@dmo picante) que se
unen a la porcion de la IgG humana de los compkajbigeno-anticuerpo, y que
son capaces de actuar sobre un substrato cromogénic

En una tercera etapa se afade al pocillo un sistromogénico que
consiste en o-fenilendiamina (OPD) y peroxido dirdgeno. Si hay conjugado
unido el OPD se oxidara dando lugar a un produictal toloreado. En esta
reaccion la peroxidasa se oxida de forma divalenéeliante el peroxido de
hidrogeno y forma un compuesto intermedio que, @egu se reduce a su estado
inicial mediante interaccion subsiguiente con eDGfnador de i6n hidrégeno.

La reaccion se paraliza al afiadir acido sulfaria.intensidad de color
depende de la cantidad de conjugado y, por targoladconcentracion de
anticuerpos anti-VHC en la muestra. La intensidadcdlor se mide con un
fotdmetro a una longitud de onda adecuada (492 ho¥g.resultados vienen
dados por la relacién S/CO, donde S es la densipthch de la muestra a 492 nm
y CO es la densidad Optica del punto de corte ard®2EI valor de CO viene
dado por una calibracion efectuada en la misma serimuestras. El resultado es
positivo cuando la relacion S/GQ, y es negativo cuando esta relacion S/CO<1.

Con esta técnica se analizaban por duplicadostdals unidades de
sangre, una primera vez en determinacion individualna segunda vez en
mezclas de 10 unidades. Esta técnica estaba sematizada mediante la
utilizacién de aparatos dispensadores de muesteacyivos.

2. EIA de 22 generacion (EIA 2.0 ORTHO DiagnostRaritan N.J y EIA
2.0 ABBOTT). Estas técnicas se utilizaron entretisegbre de 1991 y mayo de
1993. La fase solida consistia en pocillos revestide antigenos VHC en
microplaca en el caso de la técnica de ORTHO ysthkras de poliestireno en el
caso de la técnica de ABBOTT. La fase solida cdatém proteina c33c de la
region NS3, la proteina c22-3 de la regién cora grbteina c200 de las regiones
NS3 y NS4 del genoma viral del VHC. Las diferené¢égpas de la técnica e
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interpretacion de los resultados no varian conewspa las del EIA de 12
generacion. La técnica EIA 2.0 ORTHO normalment, uslizaba para el
analisis individual de las unidades de sangre yladacnica EIA 2.0 ABBOTT
se analizaban las mezclas de 10 unidades de sangre.

3. EIA de 32 generacion (EIA 3.0 ORTHO Diagnosticsifaa N.J y EIA
3.0 ABBOTT). Esta técnica se empez6 a utilizar emqg de 1993. En esta
técnica, la fase solida contenia la proteina c&3a degion NS3, la proteina c22-
3 de la region core y la proteina c200 de las regdNS3 y NS4 del genoma del
VHC de las versiones anteriores; modificaba lagnat NS3 para mejorar la
sensibilidad y afadia la regidon gendmica NS5. Lse fadlida consiste en
micropocillos recubiertos de antigenos recombirsaotalificados del VHC en el
caso de la técnica de ORTHO y en las esferas despano en caso de la
técnica de ABBOTT. Las diferentes etapas de laitéca interpretacion de los
resultados no varian respecto a versiones anteriétentroducir la técnica de
inmunoandlisis por quimioluminiscencia (ChLIA) (ABBT PRISM HCV), la
prueba EIA ORTHO 3.0 se utilizd normalmente pareriblado de las donaciones
de sangre en mezclas de 10 unidades en el Centn@dsfusién de Valencia.

4. Inmunoanalisis por quimioluminiscencia (ChLIA)BBOTT PRISM
HCV). Es un ChLIA de 32 generacién en un sistentalitente automatizado
(PRISM). La fase sdlida consiste en microparticutsibiertas de la proteina
c100-3 derivada de las regiones NS3 y NS4, dedteima derivada de la region
gendmica NS5 y de la proteina HCr43 derivada dedgeones genomicas del
core y NS3. Esta técnica se empez6 a utilizar & ¥9se sigue utilizando en la
actualidad. Se ha empleado siempre como técniaailoigdo de donaciones de
sangre individuales.

Esta técnica consta de cuatro etapas:

12 etapa: Unién de los anticuerpos anti-VHC priesean suero o plasma
a los antigenos recombinantes de las microparticela los pocillos de
incubacion de la placa de reaccion.

22 etapa: Después de la primera incubacion, ssfigee la mezcla de
reaccion a una matriz de fibra de vidrio. Las npamiculas son capturadas por
la matriz mientras el resto de la incubacion pasaebpapel secante de la placa
de reaccion.

32 etapa: Adicion de un conjugado que consistanéicuerpos marcados
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con biotina y acridina que se unen a las 1IgG huséaticuerpos anti-VHC) que
a su vez, estan unidas a las microparticulas.

43 etapa: Adicién de una solucién alcalina quetiena perdxido de
hidrégeno que desencadena una reaccion quimicapouetuce una sefial
guimioluminiscente o emision de fotones que sonidosdpor un fotdmetro. La
cantidad de luz emitida es proporcional a la candtide anticuerpos ani-VHC
presentes en la muestra. La presencia o auseneaatideerpos anti-VHC en la
muestra se determina comparando el numero de fotméidos con el valor del
punto de corte (S/CO), obtenido mediante una @aibn efectuada durante la
misma serie de muestras. La interpretacion de dssltados es la siguiente:
S/C0<0.8 muestra negativa; 889CO<1 muestra dudosa o en zona gris (se
considera como positiva); S/G0D muestra positiva.

5. EIA de 32 generacion (AXSYM HCV 3.0 ABBOTT Cientd). Esta
técnica se esta empleando desde 1997, como tépaiea la deteccion de
anticuerpos anti-VHC en las unidades de sangrehgqmedado positivo en la
prueba de cribado. Con esta técnica se repite emuanda alicuota de la misma
extraccion (buffy-coat) de la unidad de sangreap@ositivo por primera vez en
la prueba de cribado. Es un EIA en fase sélida, gfilza microparticulas
recubiertas de antigenos recombinantes VHC: LaepratHCr43 derivada de la
region gendémica del VHC del core y NS3, la protaiti@0 y la proteina c200
derivadas de la region genémica NS3 y NS4 y laefmatderivada de la region
NS5.

La prueba esta automatizada en el aparato AXSY Khdett Cientifica y
consta de cuatro etapas:

12 etapa: Union de los anticuerpos anti-VHC prieseen el suero con las
microparticulas recubiertas de antigenos VHC.

22 etapa: Union de las microparticulas a unodlpsde fibra de vidrio.

32 etapa: Adicion de un conjugado frente a lashg@anas marcado con
fosfatasa alcalina que se unira al complejo antigemticuerpo durante una
incubacion.

43 etapa: Adicion de un substrato con propiedagefiuorescencia (4-
metilumbeliferil fosfato). El conjugado marcado dosfatasa alcalina cataliza la
disociacion del grupo fosfato del substrato, fordos® un producto fluorescente

cuya fluorescencia se mide con un sistema O6ptieopiesencia o ausencia de
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anticuerpos anti-VHC se determina comparando ldasormacion de producto
fluorescente con la tasa del punto de corte, queasmila a partir de una
calibracion anterior. La interpretacion de resuwtaas el siguiente: Positivo:
S/CO>1, negativo S/CO <1.

|.2.2.2. Determinacion de la concentracion de acidad de ALT.

La medicion de la concentracion de la actividad la@eALT es un
indicador de dafio hepético. En 1986 se introduptetarminacion concentracion
de la actividad de la ALT junto a la determinacdlos anticuerpos anti-VHB
core en los bancos de sangre de los Estados Upatasreducir el riesgo de
infeccion de la hepatitis no A no B (hepatitis Cbr ptransfusion. El
descubrimiento del VHC como causante de la hepatdi A no B confirmé la
importancia de la determinacion de la ALT y antipos anti-VHB core en
relacion a la determinacion de la hepatitis C, ya €l 50 % de los donantes con
anticuerpos anti-VHC de 12 generacion positivos ¢éenbién positivos para uno
de los dos marcadores secundarios utilizados pdrzir el riesgo de infeccién
por VHC. Posteriores estudios comparativos entreca@res directos de la
hepatitis C (anticuerpos anti-VHC de 22 y 32 getiérg y marcadores indirectos
(ALT, anticuerpos anti-VHB core) han confirmado ilaelevancia de estos
ultimos frente a los primeros. Otros estudios hamabktrado que la mayoria las
donaciones de sangre con la ALT elevada o con wetpos anti-VHB core
positivos eran negativas frente a anticuerpos\AA@ y HBsAg, y también eran
negativas por técnicas de amplificacion gendmidaA&N-VHC y ADN-VHB.
Sin embargo la determinacion de la ALT en los dtemde sangre se ha seguido
realizando basandose en las siguientes premisas:

1. La ALT pueden estar alteradas en el periodo ventienlas infecciones
por VHB y VHC.

2. Algunas personas con infeccion activa por VHC yBy/kue no son
detectados por pruebas seroldgicas, tienen altéaadlar.

3. La existencia de otras hepatitis viricas que pramouna alteracion en
la concentracién de ALT y que no son detectadasasguruebas de cribatdo

El estudio del valor de la determinacion de ALT ancalculo de los
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periodos ventana de infecciones por VHC y por VHS8, analisis de
coste/efectividad de la prueba de determinacioAldey la introduccion de las
pruebas NAT para la deteccion del ARN-VHC y del ADNB como pruebas
de cribado de las donaciones de sangre, disminayehgberiodo ventana de
ambas infecciones, ha anulado el valor de la détenion de ALT" °% Por otra
parte, otros estudios han demostrado que hay detos virus transmisibles
por transfusidbn que no se detectan en el cribad@agielonaciones de sangre,
como son CMV, EBV, VHA o parvovirus B19, los cuales se detectan mas
frecuentemente en donantes de sangre con ALT @éféra

El valor de corte a partir del cual la contraci® ALT se considera
alterada en donantes de sangre no esta establecdterminados factores no
infecciosos pueden variar la concentraciéon de ALEstos factores pueden ser
los instrumentos utilizados para su medida, loscthezs empleados y
determinadas caracteristicas del donante de saogre la edad, sexo, obesidad,
la ingesta de alcohol, determinados medicamentassdecomuin y por razones

Y3 Por este

extrahepéticas (musculares, renales y de célulagussas
motivo se recomienda que cada laboratorio deterrainealor de corte en su
poblacién de donantes de sangre mediante estustmdisticos y asi desechar el
minimo de donaciones de sangre que realmente nofsasiosa&" ®

En Espafia y en la mayoria de los demas paisestdaminacion de la
concentracién de ALT en donantes de sangre nodoaosiligatoria por le¥f, sin
embargo la industria fraccionadora de derivadospiedma, ante la falta de
consenso en los distintos paises para la deteridimde ALT en las donaciones
de sangre y para conseguir una estandarizaciéosdeerivados plasmaticos, ha
exigido este andlisis para todo el plasma que séneea su fraccionamierffo

En julio de 2006 la Agencia Espafola del Medicamepasandose en las
recomendaciones de la Agencia Europea del Medidam@dPMP), en el
documento CPMP/BWP/269/95 rev. 3, autorizé a laustida fraccionadora a
dejar de exigir este analisis para todo el plasnestithdo a elaborar
hemoderivadd¥.

Las técnicas de analisis de la concentracion dé.Taen suero o plasma
utilizan métodos colorimétricos, cromatograficoBuprescentes, los cuales eran
poco especificos y no practicos en un laboratdico. Posteriormente,

mediante una técnica indirecta recomendada poederacion Internacional de
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Quimica Clinica la concentracion de ALT se deteamindirectamente ya que
las ALT catalizan la transferencia del grupo amu® la alanina ai-ceto-
glutarato dando como resultado los dos productgsigiato y piruvato.

Las técnicas de andlisis de la concentracion dactwidad de ALT
empleadas en el Centro de Transfusion de la CoatuWi@lenciana son las
siguientes:

1. Prueba A-Gent SGTP-Activated de ABBOTT. Es unenitta que
mide cuantitativamente la ALT en suero. La mezeaeahctivos que emplea esta
técnica es:

L-Alanina, NADH, a-ceto-glutarato, lactato deshidrogenasa (LDH) ydpial-5-
fosfato (PLP). La enzima ALT cataliza la transaaweion de alanina y deil-

cetoglutarato para producir piruvato y glutamato:
ALT

El priruvato formado en la reaccibn se mide mediamna segunda

reaccion en la que interviene la enzima LDH:

Piruvato + NADH+H ========== L-Lactato + NAD

Debido a que el NADH absorbe la luz a 340 nm MAD™ no, el indice
de disminucién de la absorbancia a 340 nm es prap@l a la actividad de la
ALT en la muestra.

La velocidad de reaccion se mide después de uadpede 5 minutos
para permitir que el piruvato endégeno en sueroceeaumido y dejar que la
posible apoenzima inactivada de SGOT sea totalnaiteada por combinacién
con su coenzima especifica PLP.

Esta técnica puede utilizar como instrumentos dweds, los analizadores
bicromaticos ABBOTT ABA-200 con filtro 340/380 nrfgs cuales deben ser
calibrados segun protocolos, para obtener el faltanalibracion.

La técnica consta de cuatro etapas:

1. Dispensacion de 3 mL del reactivo e incubacion7&C3durante 5
minutos.

2. Adicion de 300 pL de la muestra de suero al rea&iincubar a 37°C.

3. Medicion de la absorbancia a 340 nm a los 5 mguto

4. Medicion de la absorbancia a 340 nm a los 10 tosu
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Los resultados se miden en U/L, donde U es laidahtde actividad
enzimatica que convertira el sustrato a produdtovaelocidad de 1 micromol por
minuto. Las actividades de ALT expresadas en U/ gganétodo manual, se

calculan con la formula:

U/L= ((A1-A2)/5 min) x (3.3 mL/0.3 mL) x (1000/6,22 (A1-A2) x 354;

Donde:

Al: lectura de absorcion a los 5 minutos

A2: lectura de absorcion a los 10 minutos

5 min: Intervalo de tiempo entre lecturas

3,3 mL: volumen final

0,3 mL: volumen de muestra

6,22: coeficiente de extincion milimolar de NADFB40 nm
1000: conversion de U/mL a U/L

El valor de corte entre las muestras normales stnas con ALT
alteradas ha ido variando, asi entre 1990 y 19@9wedor de corte se establecid
en 65 UJ/L.

Esta técnica se empled hasta el afilo 1999 cuardsustituida por la
técnica de determinacion de la concentracion de & RABBOTT, automatizada
en el analizador ALCYON 300/300i.

2. Técnica de determinacion de la concentracionlde de ABBOTT. En
1999 se empez0 a utilizar esta técnica y se dejtildzar en julio de 2007.

Los fundamentos de esta técnica son idénticopeaukeba A-Gent SGTP-
Activated de ABBOTT, salvo que esta automatizad&leamalizador ALCYON
y en que no utiliza la enzima PLP. El analizaddredser calibrado para disponer
de un factor de calibracion que permita obtenewédgres reales en las muestras
analizadas. El indice de reaccién se mide despuésa detardo de 3 minutos para
asegurar el consumo del piruvato enddégeno presamtea muestra. El rango
lineal de la concentracion de ALT es de 5 U/L a @W0D. El valor de corte entre

muestras normales y muestras con ALT alteradastablecié en 49 UJ/L.
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[.2.2.3. Sensibilidad de las pruebas de cribado. koperiodos de

ventana serologica.

Segun se han ido desarrollando las diferentescts para la deteccidon
de los distintos marcadores directos (anticuergogjgenos, ARN-VHC) e
indirectos (ALT) de la infeccion por VHC, ha idacrementando la sensibilidad
y especificidad de las mismids Las técnicas de cribado de deteccién de
anticuerpos han ido aumentando la sensibilidad&wuliferentes generaciones de
reactivos, aunque son, en general, poco especifiaagécnicas de deteccion de
antigenos también han ido aumentando la sensibikddas diferentes versiones,
pero no son equiparables en sensibilidad a lascB&MNAT de deteccién de
ARN-VHC®. Las técnicas NAT para la deteccién de ARN-VHCH#m han ido
aumentando en sensibilidad tanto para mezclas a@mpl como en muestra
individual ®2,

La aparicion de los distintos marcadores de indecpor VHC en un
individuo infectado ocurre en distintas etapasmro tiene lugar el periodo
eclipse durante el cual el huésped presenta viremug baja e intermitente,
pudiendo ser infectivd' ®° y cuya duracién se ha podido estimar en 5 dfes/ (
gue tener en cuenta que 1 copia virica/20 mL exiive y el limite de deteccion
de la técnica TMA ARN-VHC al 50% es de 4.8 copidsih Después aparece
el denominado periodo ventana o intervalo de t@edyrante el cual el huésped
es infectivo pero no se detectan marcadores decidfe La duracion de este
periodo ventana dependera del marcador considgratiola sensibilidad de la
técnica empleada para la deteccidon del mismo. Ldiarestimada de la duracion
de este periodo ventana, segun el marcador coadmes el siguiente:

1) Anticuerpos anti-VHC de 12 generacion: 8 (entre 70 y 273 dia%)
2) Anticuerpos anti-VHC de 22 generacion: &&dentre 54 y 192 dia%)
3) Anticuerpos anti-VHC de 32 generacion: &&dentre 38 y 94 dia§)
4) Antigeno VHC de 12 generacion: 14 fias
5) Antigeno VHC de 22 generacion: 11 tas
6) ARN-VHC (mezclas de unidades): 10 dias ¢ty 12 dias}* "
7)ARN-VHC (muestra individual): 7 di&s
Para la medida del periodo ventana se requieableser la fecha de
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exposicion al agente infeccioso, el tiempo que masdesarrollar sintomas de la
infeccion y la recogida de diferentes muestrasindividuo en intervalos de
tiempo reducido para definir exactamente la feobhaeroconversion para cada
marcador infeccio$d. Este estudio debe realizarse con un gran nimero d
individuos para establecer el rango de los perio#gosana. Hay dos maneras de
analizar el periodo ventana de la infeccion. Bingrio de los métodos consiste en
un analisis retrospectivo de los receptores detacion de sangre con técnicas
de cribado mas sensibles, que permite saber laa fdehseroconversion del
marcador infeccioso estudiado, ya que se conofecha de infeccion (fecha de
transfusion). Para este analisis se necesita dispd@ distintas muestras del
receptor en intervalos de tiempo pequefios. El skgule los métodos es el
estudio de las muestras de los donantes repetidesgs estudio se realiza mejor
en donantes de plasma, en los que los intervaloe elonaciones son mas
pequefios y el nimero de donaciones es mayor. Sirargm es muy dificil
determinar la fecha exacta de infeccion en estosrdes. Cuando no ha sido
posible aplicar los métodos anteriores para podieular el periodo ventana se
han utilizado aproximaciones matematicas para astinsu duracion,
relacionandola con el intervalo entre las donacmeronegativa y seropositiva
para un marcador de la enfermedad y con la traemde la enfermedad al
receptor por la transfusién de la donacion serdieda

Los datos estimados del periodo ventana junts @#bos obtenidos de la
incidencia de la enfermedad en los donantes deresaray permiten hacer un
célculo de la estimacion del riesgo residual ogaede infeccion asociada a la

transfusion.

[.2.2.4. Pruebas complementarias o de confirmacién del VHC:

inmunoblot. Limitaciones de las pruebas complementas.

El valor prondstico de resultados positivos depagbas de cribado es
bajo en las poblaciones de bajo riesgo de infecc@mno son los donantes de
sangre. Es necesaria la utilizacion de pruebas leonemtarias para diferenciar
entre las muestras realmente positivas frenteiaeugnpos anti-VHC vy los falsos

positivos. Las pruebas confirmatorias deben digeilas pruebas de cribado no
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s6lo en el formato de la prueba sino también enaltsgenos usados en la
deteccion’.

1. Inmunoandlisis en tira inmunoabsorbente (RIBA: Regimant
Inmunoblot Assay) de 12 generacion (RIBA HCV 1.0 IREN). Es un
inmunoandlisis en tira de nitrocelulosa que comtiezl antigeno original 5-1-1
producido en Escherichia coli y el antigeno c10pr8ducido en células de
levadura, asi como la superéxido dismutasa huma@dk) que representa la
proteina de transporte que permiten el descafalstis positivos y dos controles
de 1gG que sirven como control de dispensacion destra y para puntuar la
intensidad de las bandas de los diferentes ansgaamorespecto a las mismas.

Un resultado positivo de esta prueba es cuandbaodas son reactivas,
un resultado indeterminado es cuando una bandatiignaos VHC es reactiva o
cuando hay dos bandas reactivas y la banda SOf@amé#n reactiva.

2. Inmunoanalisis de neutralizacion de anticuerpos\&iC de 12
generacion. Esta técnica emplea un fragmento paddé de la proteina
recombinante C100-3 obtenida Encoli para neutralizar los anticuerpos anti-
C100-3 contenidos en la muestra de suero; asi duledaeada su reactividad
frente a otra proteina recombinante clonada endlees que se afade
posteriormente. La deteccion se realiza de fornralgla en las muestras de
suero con el antigeno bloqueador y sin él, congidirse positivo un porcentaje
de neutralizacion mayor del 50%.

3. RIBA de 22 generacion (RIBA HCV 2.0 CHIRON). Reeaxi
enseguida a la version de 12 generacion. Se afadiela tira de nitrocelulosa
con los antigenos c100 y 5-1-1 existentes dosemifgrecombinantes nuets
3, Estos nuevos antigenos son la proteina estriiat@®y codificada por la
region del core y la proteina no estructural c33adegion NS3 del genoma del
VHC. La interpretacién de los resultados era iggaé en la prueba de 12
generacion. La muestra era positiva si presentdlragnos, dos reactividad con
distintos antigenos, aunque algunos investigadoesdieron valor a dos
reactividades si éstas eran con el antigeno cod p-1-1, ya que detectaban el
mismo anticuerpo (regién NS4 del genoma del VHE)Los resultados se
consideraban indeterminados si solo tenian undivekd. La sensibilidad y la
especificidad aument6é considerablemente con estsiomede reactivos con

respecto a los de 12 generacion, corroborandoesdtados positivos y dando
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resultado negativo en algunos casos indetermifiad8sAsi, en donantes de
sangre, el 50% de las unidades positivas con tac&@ade cribado ELISA de 22
generacion fueron en un 25% RIBA 22 generaciontiagg en otro 25% RIBA
indeterminadd” ® Mas de un 50% de los casos indeterminados pegsenia
reactividad con el antigeno c22 de la regién ded’@o

4. RIBA de 32 generacion (RIBA HCV 3.0 CHIRON): La esficidad y
la sensibilidad de esta versidn mejoré a la 2%&er$Se mejoro la deteccion de
los antigenos ¢33 de la regién NS3 del genoma #'¥y se introdujo otro
antigeno NS5 relacionado con la funcion replicasa \MHC. A estos dos
antigenos se les fusioné proteinas con SODh ytgelujo una banda mas en la
tira de nitrocelulosa para su deteccion. El corBODh permite la deteccion de
anticuerpos contra SODh que no son especificoeglaritigenos recombinantes
del VHC del inmunoandlisis. La reactividad con SO&hpresencia de otra o
mas reactividades se interpreta como un resuitatiierminado. Los resultados
son positivos cuando hay reactividad con al mewsgiferentes antigends

Limitaciones de las pruebas seroldgicas de confiidna

1. Las pruebas de confirmaciéon de 12 generacion tessaecificidad y
sensibilidad bajas y del mismo orden que las psueth@a cribado de 12
generacioff.

2. La prueba de confirmacion de neutralizacién deetfetacion permitié
eliminar un cierto nimero de falsos positit’os

3. La prueba de confirmacion de 22 generacion diorlwgaesultados
indeterminados. Se dieron casos indeterminadosactives al antigeno c22
(core) (10%-25%) en pacientes inmunodeprimidos tgmdan el ARN-VHC
detectable. También se encontré ARN-VHC en castesténminados al antigeno
c33 y excepcionalmente para el antigeno c100 ertipstde pacienté "* & 81

4. En las pruebas de confirmacién de 32 generaciémtiaduccion del
antigeno NS5 da lugar en algunos casos a resulfatbos positivos y no hay
documentado ningun caso indeterminado con la b&ia y el ARN-VHC
positivd™.

5. Los resultados indeterminados de las pruebas ddirrnanion
seroldgica de 22 y 32 generacion tienen distimigesrpretaciones: pueden ser
falsos positivos, deberse a anticuerpos residutabes la recuperacion, o a

anticuerpos parciales en respuesta a determinatitipss de VHC o ser VHC
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positivo (confirmado por la presencia de ARN-VHE) La mayoria de los
casos indeterminados son falsos positivos debidqua las muestras no
reaccionan con otro tipo de prueba de detecciéantieuerpos anti-VHC o de
ARN-VHC'" "® Ademas, estos casos indeterminados no han sidiades con
dafio hepatico mediante estudios histolégicos. Lasog indeterminados que
presentan ARN-VHC positivo se deben a respuestagrinlégicas a sélo un tipo
de antigeno VHC, debido a una carga virica bajeooum subtipo de VHC
determinad® % y se dan mayoritariamente en pacientes con tieieam
inmunosupresor. Estos casos indeterminados coRBF¥HC positivo, también
se dan en individuos inmunocompetentes en la fgadaade la infeccion por
VHC, durante la seroconversijn

6. Con la técnicas serolégicas de confirmacion, aded&dos casos
indeterminados, se dan casos de falsos positivesEaparecen con cierta
frecuencia en la poblacion de donantes de sangrecdales suelen dar dos
reactividades con los antigenos ¢33, c22, 5-1-1S6 kin que se evidencie ni
epidemiolégica ni clinicamente infeccién por VHQLas razones por las que se
dan estos falsos positivos no estan claras y tanrdcion de estos resultados es
insuficiente para un diagnéstico correcto. Pordotd es necesario, en estos
casos, la detecciéon de ARN-VHC por técnicas NATamaterminar la infecciéon
por VHC™.

7. Entre el 20% y el 50% de las personas infectadad/etC se recuperan,
por lo que no tienen ARN-VHC detectable en plasRexo esta situacion no
confiere inmunidad permanefteEn estos casos, la prueba de confirmaciéon
seroldgica tiene resultado positivo, siendo la ppaude deteccién de ARN-VHC
negativa. En algunos de estos casos la pruebanfientacion es indeterminada
ya que esta descrita la pérdida de antigenos Vaiddrrecuperacion o cuando la
infeccion no esta activa, donde puede haber rédatiirente a anticuerpos anti-
VHC del core (C22c) en la prueba de confirmatién

8. En las fases tempranas de la infeccion primaria \@dC, hay un
periodo de seronegatividad o periodo ventana enefjumico marcador de la
enfermedad es el ARN-VHE

Las pruebas serologicas de confirmacion empleatia®l Centro de
Transfusion de la Comunitat Valenciana son:
1. RIBA de 12 generacion (RIBA HCV 1.0 CHIRON). Egieueba se
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utilizé entre julio de 1990 y febrero de 1991. lragba consiste en tres etapas:

12 etapa La muestra se diluye e incuba con la tira. Lascaarpos VHC
se fijaran a las correspondientes bandas de antigeliminandose los
componentes séricos o plasméticos no fijados goreasdn y lavado.

22 etapa La tira de nitrocelulosa se incuba en preseneiardconjugado
de IgG antihumana de cabra marcada con peroxi@sanjugado se fija a la
porcién de IgG humana del complejo antigeno- aetpo. La eliminacion del
conjugado no fijado se realiza por decantacionayserie de lavados.

32 etapa Se afiade un sistema colorimétrico de detecciG@imgtica
compuesto por peroxido de hidrogeno y 4-cloro-Xata8i la muestra contiene
conjugado fijado, la reaccién enziméatica originaraproducto de reaccién de
color azul-negro en cada banda especifica de aatigecontrol VHC. Esta
reaccion enzimética consiste en la oxidacién divalenicial de la enzima
peroxidasa por el peroxido de hidrégeno y en lategpms reduccion de la
peroxidasa mediante dos interacciones univalentesss/as con el 4-cloro-1-
naftol que se transforma en un producto de colar.réacciobn se detiene
eliminando los reactivos por decantacion y unosgae lavado. La reactividad
de las muestras hacia cada banda de antigeno semihet comparando
visualmente la intensidad de la banda antigénidevioiual con la de las bandas
de control interno con IgG humana de alta y bajecentracion, que indicaran la
intensidad de las bandas (IgG alta concentracidtensidad +3 e IgG baja
concentracion: intensidad +1).

La interpretacion de los resultados es el sigeaien

a. Resultado negativo: Ninguna banda de antigenos ¥id€ada o con
una intensidad menor que la banda de IgG de bajeatracion (<+1).

b. Resultado positivo: Las dos bandas de antigenoS ¥tdrcadas con
una intensidad igual o mayor que la banda de Ig@ageconcentracion (+1).

c. Resultado indeterminado: Una Unica banda marcadaica intensidad
igual o mayor que la banda de IgG de baja conagatrg+1) o la banda SODh
marcada con una intensidaél, independientemente de las bandas de antigeno
VHC marcadas.

2. RIBA de 22 generacion (RIBA HCV 2.0 CHIRON). Edtxnica
reemplazé a la anterior de 12 generacion y se éngpiee marzo de 1991 y mayo

de 1993. Las diferentes etapas de la técnica itdapretacion de los resultados
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no variaron respecto a la técnica RIBA 12 genemacio

3. RIBA de 32 generacién (RIBA HCV 3.0 CHIRON). Emijo de 1993
se empez0O a utilizar esta técnica de 32 generaginse sigue empleando en la
actualidad, y que reemplazé a la versién de 22rgeidm. Esta Gltima version
afiade la proteina recombinante NS5 a los antigemosnbinantes presentes en
la version de 22 generacion y unifica en una banida antigenos 1-1-5 y ¢100p.
Las distintas etapas de la técnica y la interpi@tade los resultados es igual que

en las versiones anteriores

[.2.2.5. Actitud ante los donantes con resultadoshné@malos en las

pruebas seroldgicas.

En el Real Decreto 1088/2005 del 16 de septiemlere2@D52° que
derogaba los anteriores Reales Decretos y Orddtesl Decreto 1945/1985,
Real Decreto 1854/1993, Orden del 7/2/1996, Ordain2¢5/1998, Orden del
2/7/1999, Orden SCO/1647/2002 y Real Decreto 63P@@ establecen los
criterios de interpretacion de las pruebas de deteae agentes infecciosos en
las donaciones para garantizar la seguridad traiosfal. Estos criterios son
aplicados por los diferentes centros y serviciostrd@sfusion con algunos
matices. El Centro de Transfusion de la ComunitaiehCiana sigue los
siguientes criterios:

1. Se realizaran las pruebas de cribado pertinentégseque Unicamente
se aceptaran donaciones con resultados inequivatamegativos.

2. En las pruebas de cribado, cuando una muestraisedmente reactiva
0 dudosa se repetird por duplicado con la mismastrau® procedente de la
misma donacién. Si las dos repeticiones son neggtse eliminara la unidad
pero se aceptard al donante. Si una o las dosaiepes son positivas o dudosas,
se eliminara la unidad y se realizaran las prudbaonfirmacion.

3. Las pruebas de confirmacidon tendran una metodoldgitinta a las
pruebas de cribado y segun los resultados obtes&lpsocedera de este modo:

3.1. Si las pruebas de confirmacion son negativas, skapaceptar al
donante, siempre y cuando las pruebas de cribasldter inequivocamente

negativas, siguiendo protocolos de readmision.
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3.2. Si las pruebas de confirmacion son positivas s@rnmara
adecuadamente al donante de dichos resultados analezara una segunda
muestra.

3.3. Si se vuelven a dar los mismos resultados seliexaefinitivamente
al donante, derivandole a su médico de cabecera.

3.4. Si las pruebas de confirmaciéon son indeterminadasbien se
informara al donante y se analizard una segundatraué&i se vuelven a dar los
mismos resultados, se excluira temporalmente ahmteny se le realizara un
seguimiento adecuado. Los donantes excluidos teaitpente se volveran a
aceptar si los resultados de una segunda muestnaeg@ativos para la prueba de
cribado y la prueba de confirmacion.

4. Cuando en una donacion, las pruebas de confirmaean positivas o
indeterminadas, se realizard una investigacionospéctiva. Es decir, se
informara lo antes posible a los centros a los sgides hayan remitido los
componentes sanguineos de las donaciones antatarggsmo donante, para la
retirada precautoria de los componentes no utiigadtambién se informara al
centro de tratamiento del plasma sobre donaciomesi@es del mismo donante

para la adopcion de medidas oportunas.

[.2.2.6. Pruebas basadas en la tecnologia NAT.

Las técnicas NAT se utilizan en el analisis de Uaglades de sangre
principalmente para la deteccion virus transmisilpper transfusion sanguinea
como son el VHC, el VIH1 y el VHB. En Estados Ursgdambién se detecta el
virus del Nilo Occidental.

Las principales ventajas de la utilizacion desstanicas son:

a. Disminuyen el periodo ventana de estas infecciaesepecto a las
técnicas serologicas, siendo de 11, 10 y 39 dias WéH1l, VHC y VHB,
respectivamente, para pruebas en mezclas de pl&nmsa.realizan en muestra
individual los periodos ventana son de 7 dias pérd y VHC y de 20 dias para
VHB®,

b. Son pruebas de una gran especificidad y sensithiligee superan a la

mejor de las técnicas serolédgicas, cuando se detalentificar pacientes que
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sufren la infeccién persistente por el V&',

c. Deteccion de varios virus en una misma reacdiisgyosnultipley %2
Esta posibilidad ha sido realidad empleando celesdpisondas especificas para
cada patdgeno diana en un solo tubo. Los ensayd8plex requieren unas
condiciones de reaccion de amplificacion y detetcompatibles que permitan
una amplificacion y deteccion con una sensibiligiagficiencia adecuadas para
cada secuencia diana. La posibilidad de amplifieaias secuencias distintas en
un solo tubo de reaccién ha sido demostrada padasvaecnologias que son
empleadas actualmente.

Las desventajague se han dado en la utilizacién de esta tecrolegi

los Centros de Transfusion y Bancos de sangre son:

a. Falsos positivos por contaminacién cruZadé&Este problema se
solucioné separando los laboratorios en dos zamas,de preamplificacion o
preparacion de muestras y otra zona de amplifioagd&ieccion del material
genético. Para evitar la contaminacion externaseriuestras, se utilizan cabinas
de flujo laminar, puntas con filtro y rigurosos trotes del proceso. También se
utilizan procedimientos para inactivar previamegltproducto amplificado antes
de la amplificacion propiamente dicha, mediantadeion de la enzima uracil-N-
glicosidasa (UNG). La accion de esta enzima se bada utilizacion de dUTP
en vez de dTTP en las reacciones de amplificacé®f, la enzima rompe
selectivamente las secuencias con dUTPs formad&s ae la reaccion de
amplificacién y que serian productos potencialmesntaminantéé %

b. Falsos negativos por fallos en los cebadores gsifazacion o en las
sondas empleadas para detectar el producto araglificEste problema se ha
solucionado centrando las reacciones de ampliica@n secuencias muy
conservadas del genoma (ej: region 5°- no tradwédla/HC, comun a todos los
genotipos y subtipos) y por el empleo de batergasethbadores y sondas dirigidas
a las variantes conocidas de secuencia y disefiadagolerar una menor tasa de
errored” %0 Para evitar este problema también se utilizatret®s internos en
cada muestra. Estos son secuencias de acidosawsctig idéntico tamafio a la
secuencia diana que se van amplificar al mismopteynutilizando los mismos
cebadores. Este control interno va a dar la segdinite que se ha producido la
reaccion de amplificacion en las muestras con tadol negativo para la

secuencia diafa®®
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c. Falta de automatizacion. Inicialmente estas tegias eran totalmente
manuales, no siendo posible su utilizacién parandlisis de gran nimero de
muestras y se utilizaban solamente como confirmacdé resultados de las
técnicas seroldgicas de deteccion de anticuerpastigenos. A lo largo del
tiempo se han ido desarrollando y mejorando la®relites técnicas de
amplificacion gendmica para adecuarla al cribadoesa de las donaciones de
sangre para la deteccion simultanea de materiagtigende diferentes virus
transmisibles por transfusion sanguinea (VIH1, WH@HB) tanto en analisis
individual como en analisis en mezcla de plasmédistintas unidades de sangre
(pool) 86, 94, 95

La PCR fue descrita por K.B Mullis en 1987y la primera aplicacién
para la deteccion de un agente infeccioso (VIH)elud 988'. A principios de la
década siguiente esta técnica ya se utilizaba lpadeteccion del VHC en
sangré®,

La PCR es de las técnicas mas sensibles y utizad investigacion por
su gran versatilidad en el analisis de ARN y ADNrcPlas patentes realizadas
por distintas firmas comerciales han dado lugateahrrollo de otras técnicas de
amplificacion de éacidos nucleicos (NAT) para suicggion comercial y la
aparicion de estrategias nuevas para la deteceidasdsecuencias del producto
amplificado y para la deteccién por amplificaciénséfial mediante sondas

» Las distintas técnicas NAT constan de tres péutedamentales:

1. Preparacion y extraccion de los 4cidos nucleicos.

2. Amplificacién del producto extraido.

3. Deteccion del producto amplificado.

1. Preparacion y extraccion de los acidos nucleiPasa la deteccion de
virus en sangre la muestra bioldgica que se vakbzansuele ser plasma, aunque
también puede detectarse el ADN provirico en lasla® sanguineas (poblacion
leucoplaquetar) por ejemplo en el caso del VIH.aRar extraccion del ARN
virico hay que tener en cuenta la extremada laullidel ARN, que obliga a
extremar las precauciones para evitar su degratdagidr nucleasas y obtener
preparaciones de ARN puro e integro. En este pasxitaccion es necesaria la
ruptura de los virus, desnaturalizacién de los dejop de nucleoproteina,

inactivacion de las ribonucleasas (RNasas) endégereliminacion de las trazas
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de ADN y proteinas contaminantes Esta parte ha sido la Gltima en
automatizarse siendo hasta ahora larga y laborldag. distintos métodos de
extraccion de ADN y ARN aplicados a la detecciéonwvileis en sangre. La
mayoria de estos métodos estan comercializadoslasolgrandes empresas
farmacéuticas, aunque hay laboratorios que hamdssiaado sus propios
métodos de extraccion “in house”.

1.1 Extraccion del ADN provirico de virus en las datu
leucoplaquetarias: La preparacion de la muestréidenfa liberacién del ADN de
la célula mediante degradacion de las proteinapigios de las membranas
celulares con proteasas de alta actividad endajaesati como la proteinasa K de
Tritirachium album,y detergentes suaves como Triton X-100, Nonid€iP-
Tween-20, Laureth 12 o SarcoSyf”

1.2. Extraccion del ADN o ARN virico en plasma humaHay una gran
variedad de métodos. Estos métodos son dentigitiplex?® de manera que una
misma extraccion sirve para detectar distintos getos, y todos incluyen un
control interno que es una molécula de acido neelde similar tamafio que el
acido nucleico diana que se va a amplificar al roisimmpo, pero su deteccion
sera diferent&™®?

Los métodos mas usados para la extraccion de shciddeicos de los
distintos patégenos transmisibles por transfusidiyginea son:

1.2.1. Método Multiprep de ROCHE: Extraccién de acidos nucleicos
virales de una muestra de plasma mediante un ageaotedpico como es el
tiocianato de guanidinio (GuSCN) que desnaturdizéodas las proteinas
preservando el ARN de la degradacion enzimaticateormente, se aislaran
los &cidos nucleicos por precipitacion medianteolables. Hay un método
estandar para muestras individuales de plasmaoynoétodo para trabajar con
mezclas de plasmas que incluye una ultracentrifggwevia de 1 hora a 23600
g para concentrar las particulas virales y asi atanda sensibilidad de la
técnica. Es un método no automatizado.

1.2.2 Método de captura del acido nucleico diana de GEN
PROBE/CHIRON: Es un método donde se aislan looéaidcleicos viricos de
muestras de plasma mediante el uso de una capgfexisa. El plasma se trata
con un detergente para solubilizar la envolturalyidesnaturalizar proteinas y

liberar los acidos nucleicos. Se afaden posterimien®ligonucleotidos de
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captura que son homologos a regiones conservadas deidos nucleicos diana
y que se hibridaran si estan presentes. Por Ukirpooducto hibridado se unira a
microparticulas magnéticas que se separan del glasmun campo magnético.
La separacidon magnética y los distintos lavadoa péiminar los productos no
unidos se realiza mediante un sistema de captleztiva. Esta parte de
extraccion de acidos nucleicos esta actualmentenaiizada con el aparato
TIGRIS GEN-PROBE/CHIRON, que es un sistema quegmatda extraccion,
amplificacion y deteccion de acidos nucleféo$®

1.2.3. Métodos de separacion de acidos nucleicos pgoadibn mediante
membrana de gel de silice:

1.2.3.1. Método “Nuclisens” de Organon Técnica, el cudliza
GUuSCN como solucion de lisis para romper las pmageiy extraer los acidos
nucleicos, que son aislados y purificados porafiitbn en membrana de gel de
silice. Este método tiene una version manual doladdiltracion es por
centrifugacion y otra version automatizada dondedparaciéon de los acidos
nucleicos se realiza a través de un filtro de gesitice por presion de vacib
102.

1.2.3.2. Método “Qiamp” de Qiagen. Este método utiliza tenapuras
elevadas para romper y desnaturalizar las protefraeriormente se afiaden
proteasas para inactivar enzimas (RNasas) y umasale ARNdarrier RNA)
gue potenciaran la unién de los acidos nucleidasneembrana de gel de silice y
protegeran el ARN virico de la accion de las RNagas puedan estar adn
presentes tras la accion de las proteasas. Poole afiade etanol para mejorar
el rendimiento de union de los acidos nucleicofiitad de silice y se realiza la
filtracion a través de una membrana de gel deesflr presion de vacio. Este
método esta automatizado con el sistema BIOROB@® 8% El Centro de
Transfusion de la Comunitat Valenciana evalué sstema automatizado de
extraccion de ARN, para su uso conjunto con ladiegia NAT “PCR Cobas
Ampliscreen”, para la deteccion de ARN-VHC y ARNHAL.

Las conclusiones que se extrajeron de este edtutiort®>

1. No se producen contaminaciones cruzadas.

2. Se evitan las inhibiciones del control intern

3. Automatizando todo el proceso no se aumensgnaibilidad para la
deteccion de ARN-VHC y ARN-VIH1.
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4. El tiempo de proceso con la extraccion autaraae acidos nucleicos
es el mismo que el tiempo empleado en la extracaitemual (PCR
Ampliscreen).

1.2.4. Método “Ampliprep” de Roche. El método consiste una
digestion de la muestra con una solucion de pratgaSuSCN para romper las
proteinas del plasma y cubiertas viricas, inactivecleasas y liberar los acidos
nucleicos viricos. Los acidos nucleicos liberadosiisen a la superficie de silice
de particulas magnéticas debido a que esta camgsitivamente y los acidos
nucleicos estdn cargados negativamente en un nuediouna fuerza idnica
adecuada proporcionada por la solucion de lisis.URmNo los acidos nucleicos
son liberados por altas temperaturas en una solueidponada. Este método
también esta automatizado

1.2.5. Otros métodos de extraccion de acidos nucleicos.

Estos métodos utilizan una gran variedad de costpsigara aislar los
acidos nucleicos, y se basan en los principiosoyzigtnteriormente con los
métodos de extraccion comercializados. Para laaeiin de ARN suele
emplearse como agentes caotrépicos el RNAzol Brofdomo en hielo o
GUSCN, seguido de una precipitacion mediante ig@prol, acrilamida y etanol
o fenol y cloroformo. Por ultimo se realiza unausg®ension de los &cidos
nucleicos con agua bidestilada con inhibidores Nedas [§-mercaptoetanol o
dietilpirocarbonatof®. Estos métodos no estan automatizados, siendmestte
manuales.

2. Amplificacion del producto extraidpara la obtencién de multiples
copias del mismo. Las principales técnicas NAT gaehan utilizado para la
deteccion de patégenos transmitidos por transfissdguinea séh

2.1. PCR

2.2. TMA (Amplificacion mediante la transcripcion)/ NB®& (Nucleic
acid secuence-based amplificatjon

2.3. ADN-ramificado pranched-DNA

2.4. LCR (Reaccion en cadena de la Ligasa)

2.5. SDA (Amplificacion por desplazamiento de la azale

2.1. PCR. En esta tecnologia molecular hay distintasntes que se han
utilizado principalmente:

2.1.1. PCR simple: La técnica PCR utiliza pares de @rino cebadores
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gue se unen especificamente a regiones consergadadelimitan la secuencia
diana que interesa detectar. Consiste en variososcicepetitivos de
calentamiento, para desnaturalizar o separar lakenes de ADN y de
enfriamiento, para la union de los cebadores. [Esteeso de sintesis de ADN se
repite un nimero determinado de veces, multiplioathel forma exponencial el
numero de copias de la secuencia diana. Si n e3ne¢ro de de ciclos, al final
del proceso se obtendrahc®pias de la secuencia inicial; por ejemplo, 2bsi
de amplificaciéon pueden producir 1000 millones dpias de la secuencia
diana®.

2.1.2. PCR anidada: Es de las primeras técnicas NAT qudilsaron.
Se trata deuna variante de la PCR simple que comprende dodasode
amplificacion con distintos pares de primers oiad@res en cada una, con el fin
de incrementar la sensibilidad de la detecciorm@&® se realiza una reaccion
con unos iniciadores externos, para amplificar tegadn de ADN extensa que
contiene el segmento diana. Después, con este gioode amplificacion, se
ejecuta una segunda PCR con unos iniciadores agqrara amplificar la region
especifica. Esta técnica tiene dos inconvenientgeiitantes: el primero es que
no esta automatizada y el segundo, que el poreed&jfalsos positivos por
contaminacién es mayor que en otras técnicas’RIAT

2.1.3. RT-PCR: Se trata de una PCR que utiliza como mo&leartida
ARN en vez de ADN. Se adapta perfectamente a kEcdiéin de ARN virico del
VIH y VHC. La RT-PCR es una PCR combinada con uoc@so previo de
transcripcion inversa, en el que la secuenciaeaticlica del ARN diana es
copiada o retro-transcrita a ADN complementario KD por accién de una
retrotranscriptasa. El proceso requiere un cebgder permita el inicio de la
sintesis de ADNc, ademas de desoxirribonucleot{ddd Ps) e inhibidores de
RNasas (o0 algun método de inactivacion previa detlycto amplificado). La
reaccion de retrotranscripcion tiene lugar a ungp&atura y durante un tiempo
adecuado; después se necesita un calentamientadg@smaturalizar el hibrido
ARN-ADNC e inactivar la retrotranscriptasa. SobrédBNc obtenido se realiza
posteriormente la técnica PCR estafitlar

2.1.4. PCR en tiempo real: Se han desarrollado reciemtEmequipos
totalmente automatizados donde los procesos deifebagbn y deteccion se

producen de manera simultanea en un mismo viahderrAdemas, mediante
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deteccion por fluorescencia se puede medir dudanéenplificacion la cantidad

de ADN sintetizado en cada momento, ya que la émisie fluorescencia

producida en la reaccion es proporcional a la dadtide ADN formado. Esto

permite conocer y registrar en todo momento laticaéde la reaccion de

amplificacion. Los termocicladores, para llevacabo la reaccion de PCR a
tiempo real, incorporan un lector de fluorescerycgueden medir, en cualquier
momento, la fluorescencia en cada uno de los vidmsde se realice la

amplificacion. En la PCR en tiempo real se empleandas marcadas con
fluoréforos, el tiempo de ensayo es menor quedasitas PCR convencionales y
los riesgos de contaminacion son también menoresla@e que se trata de un
sistema cerrado. Presenta una linealidad cuanéitdtbnde el rango dindmico se
amplia considerablemente respecto a la PCR corvmaldipasa de 2-3 log a 5-6
log). Los sistemas de deteccién por fluorescencieden ser de dos tipos:
agentes intercalantes y sondas especificas marcaddlsiorocromo¥” 2>

2.2.TMA / NASBA.

Las técnicas TMA y NASBA son similares y se dan (gnico paso
mediante una reaccion de amplificacion isotérmiga ge realiza por un ciclo
continuo de transcripcion reversa y transcripci@nARN para hacer multiples
copias de un ARN/ADN diana. Los cebadores que epeti una secuencia
promotora para la unidbn de la polimerasa RNA senumela secuencia
complementaria del acido nucleico diana y se ifgiformacion de una cadena
complementaria de ADNc por una transcriptasa revéviediante la adicion de
ARNasas se degrada la cadena de ARN, formandosecAd@Ndoble cadena
(cADNds) que contiene la region promotora paranidmde la ARN polimerasa.
La ARN polimerasa se une al CADNds y transcribetipléls copias de ARN, las
cuales sirven de diana para la hibridacion de gars#o cebador, llevando a un
nuevo ciclo de sintesis de ADNc de cadena simpdiss), degradacion de
ARN vy sintesis de cADNds. El proceso se repite @itditicamente,
obteniéndose miuiltiples copias del &cido nucleigoal?? 2" 2

2.3.ADN ramificado.

La técnica ADN ramificado es cuantitativa y esésdrla en el principio
de amplificacién de la sefial y no en la amplifiéacilel acido nucleico. El acido
nucleico liberado de la célula o capsula viricfijado a una fase sélida mediante

el uso de unas sondas especificas de capturaddewrite, se aflade un segundo
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grupo de sondagxtendey que se unen al acido nucleico diana fijado absep
Acto seguido se adiciona el ADN ramificado (bDNAjye es un compuesto
sintético multimero con una estructura ramificadee ge unira a las sondas
extendery a su vez, se unird a gran cantidad de oligontidkesd marcados
enzimaticamente. Al adicionar una sustancia luroenge (dioxitano) se
producira una reaccién de quimioluminiscencia cwefial de luz sera
cuantificada por un luminémetro. Como no se produoelucto amplificado no
hay problemas de contaminacién, no requiriéndost tauidado como en las
técnicas NAT, pero la sensibilidad de esta técescaferior por lo que no se usa
en el cribado de donaciones de sangre. Sin embasgma técnica utilizada para
la cuantificacion de acidos nucleiéos

24.LCR

Es una reaccion enzimatica que permite la amalifé;m de una
determinada secuencia de ADN, pero a diferencialadéécnica PCR, la
amplificacion no esta mediada por la ADN polimeras® que se realiza con
una ligasa termoestable de gran especificidadétmida emplea dos parejas de
cebadores complementarios de la secuencia de ABNjgeremos detectar, pero
estan diseflados para dejar un hueco entre elloslows®e acoplan a cada hebra
de ADN diana. Asi en un primer paso se desnataridizadena de ADN a 95°C,
después se unen las parejas de cebadores a 65%¥@fade una ligasa que
rellena el hueco con dNTPs entre los cuatro celeaddl resultado son dos
cadenas de ADN nuevas; por iteracion sucesivardebpo se consigue duplicar
en cada ciclo el numero de copias de la secuenaim.dEsta técnica se ha
comercializado inicialmente para la deteccionMigcobacterium tuberculosis
virus del Papiloma Humano Weisseria gonorreaque son patégenos no
transmisibles por transfusin'®

2.5. SDA

Es un procedimiento de amplificacién exponenatalida secuencia diana
qgue requiere una sola temperatura de reaccioreiso). La técnica utiliza una
enzima de restriccion que rompe en un sitio deteado el ADN diana. Se
desnaturaliza el ADN y se afiaden dos cebadoresejuairan a los extremos de
cada cadena. Los cebadores contienen el sitiostiecogon donde la enzima de
restriccion romperd la cadena; después una polsagkBN copia las cadenas en

direccion 5°-3" utilizando desoxiadenosin-5"-alfdttifosfato en vez de dATPs,
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asi queda protegida la cadena complementaria, gdeddesprotegidos los
cebadores que volveran a regenerar el sitio dea@én por donde la enzima de
restriccibn rompera la cadena. Después de varidescobtenemos mudltiples
copias de la secuencia didhad’’

3. Deteccion del producto amplificado.

Los distintos métodos de deteccion empleados entéanicas de
amplificacion genémica pueden ser especificos deeseia y no especificos.

3.1. Separacion electroforética en gel con bromuro ddioetde las
secuencias amplificadas por su tamafio especifitcsualizacion de estas bandas
mediante radiacion UVA.

3.2. Empleo de sondas radiactivas, sondas fluorescergesdas marcadas
con un enzima que se hibridan internamente de raaespecifica con el
producto amplificado.

3.3. Técnica de deteccion por EIA o CLhIA mediante sendspecificas
gue revisten pocillos de microplaca o particulagmeéticas, a las cuales se une
el producto amplificado marcado con biotina. Emeaccién de amplificacion se
emplean cebadores marcados con biotina por lo fuyeoducto amplificado
estara marcado con esta molécula; posteriorment&iade un conjugado de
avidina que se unira a la biotina del producto #fnpto; después se afiade una
enzima como la peroxidasa que se unira al conjudadavidina, y por ultimo se
adiciona una molécula colorimétrica que actuar&ulestrato de la peroxidasa,
dando color cuya densidad éptica sera detectadarpespectrofotémetf

3.4. Técnica de proteccion de hibridacion (HPA) dondedss marcadas
con ester de acridinio se afiaden a la reacciéanggificacion. Estas sondas
hibridan con secuencias especificas de productdifarago. Posteriormente se
afiade un reactivo de seleccion que hidroliza lasla® que no se han unido al
producto amplificado. Por ultimo se afiade un pel@xi una base que hace que
las sondas hibridadas de ester de acridinio engjitéimioluminiscencia, que se
detecta mediante un fotémettd

3.5. Los sistemas de deteccion por fluorescencia empdead las técnicas
basadas en PCR a tiempo real pueden ser de dss a&igentes intercalantes y
sondas especificas de hibridaén

3.5.1. Agentes intercalantes: Son fluor6foros que aummenta

considerablemente la emision de fluorescencia cuardunen a ADN de doble
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hélice. EI mas utilizado es el SYBR Green |. Elrémento de ADN en cada
ciclo se refleja en un aumento proporcional dell@réscencia emitida. La
ventaja de estas sondas es la facil optimizaciotasleondiciones de reaccién
para su correcto funcionamiento. El inconvenierteqee es un método poco
especifico porque el SYBR se une a cualquier dinogr® se forme en la
reaccion, por lo que hay que optimizar las condiesode reaccion (temperatura
de reaccion alta, cebadores adecuados para ladidmmde menos dimeros, uso
de polimerasas que se activen a temperaturasyal@germinar la temperatura de
fusion del producto amplificado para comprobar speeificidad). Otro
inconveniente es que no permiten la identificaciépolimorfismos.

3.5.2. Sondas de hibridacion especificas. Estas sorgfas marcadas con
dos tipos de fluorocromos, un donador y un acefbproceso se basa en la
transferencia de energia fluorescente mediantenaes@a (FRET). El
incremento de ADN en cada ciclo se correspondeuccauumento de hibridacion
de las sondas lo que conlleva un aumento en la anipnoporcion de
fluorescencia emitida. Pueden ser de tres tiposdasde hidrdlisis, sondas tipo
horquilla o bacons y sondas de hibridacién FRET.

3.5.3.Sondas de hidrolisis (TagMan): Este método “Tagnesta basado
en el principio de Hick-traslation” PCR mediante sondas fluorimétricas. Se
utilizan sondas que estan marcadas con dos flwrmmy (rodamina y
fluoresceina) que se unen especificamente al pimdmeplificado. La rodamina
o dador absorbe la energia que emite la fluoresceim@eptor Por lo tanto
cuando ambas moléculas estan presentes en la sanda,emite fluorescencia.
Cuando la sonda se une especificamente al prodogptificado entra en accion
la Tag DNA polimerasajue por su accion 5°-3"-exonucleasa rompe lasasond
liberando la moléculaladoray la moléculaaceptora.Entonces se produce la
emision de fluorescencia por la fluoresceina quereporcional al nimero de
copias de la secuencia inicial. Se pueden utililtstiintas sondas marcadas con
diferentes moléculas fluorescentes para detecfaredies secuencias diana en
una simple reaccidomultiplex Las multiples emisiones de fluorescencia de las
distintas sondas pueden ser detectadas por umr lespectrometro que puede
identificar sefiales de mas de 96 muestras ampldsgaor PCR en 7 minutos.

3.5.4.Sondas tipo horquilla molecular baconsSon sondas parecidas a las

anteriores. Tienen una molécula dadora en el egtiEny una molécula aceptora
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en el extremo 3". Ademas tienen una estructuransiecia en forma de asa en la
gue reside la secuencia de union especifica al MiaNa. Cuando la sonda no
estd hibridada los extremos permanecen juntos,c@ue no hay emisién de

fluorescencia. Cuando la sonda esta hibridada,rdadeeptor estan separados
por lo que hay emision de fluorescencia.

3.5.5. Sondas de hibridacibn FRET: Son dos sondas quense a
secuencias adyacentes del ADN diana. Una de latasdleva el donador en el
extremo 3" y la otra el aceptor en el extremo ®uando las sondas estan
hibridadas los dos fluorocromos estan juntos; elador al excitarse transfiere
energia al aceptor que a su vez emite la fluoreszaue detecta el lector del
equipo.

3.6. Sistemas de deteccion basados en la tecnologfdiaehips” y
“microarrays”:

Es una tecnologia que puede utilizarse en un dutarcano en el
procesamiento de las donaciones de sangre. LosHhibg} contienen distintas
posiciones microscopicas donde se encuentran tdistoligonucledtidos unidos
a un soporte solido de silicio, cristal o un poliplastico. Cada oligonucleétido
tiene una secuencia determinada que se une espawfite al acido nucleico
diana, asi pueden unirse distintas moléculas de ADNMRN en una disolucion
utilizando volimenes de muestra muy pequefios (iterslpicolitros). Segun la
concentracion de &cidos nucleicos en la muestregsitaremos amplificarlos
mediante una técnica NAT o no. Si los distintosiéginucleicos diana se marcan
previamente con marcadores fluorescentes y se erpana superficie de un
biochip con varios cientos o0 miles de sondas dadircon una localizacién
conocida, mediante un escaner se puede saber qlézutas estan en la
disolucién problema observando el patron de flumesia generado. Esta
tecnologia permitiria detectar la presencia mutigle virus, bacterias y
protozoos en sangre humatia

La prueba NAT de cribado que se ha utilizado enCehtro de
Transfusion de la Comunitat Valenciana durantesebdo 1999-2002 ha sido la
técnica semiautomatizada PCR Cobas AmpliScreen BOWrotocolo para la
deteccion de ARN-VHC en mezclas de plasma.

En julio de 1999 se introdujo esta técnica enrédado de todas las

unidades de sangre en mezclas de 22 unidades deesarde 44 unidades,
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debido principalmente a la falta de automatizaciéria técnica. El tamafio final
de las mezclas se decidio tras realizar una evidluawulticéntrica de la
sensibilidad del reactivo, en la que intervino @n€o de Transfusién de la
Comunitat Valenciana (CTCV) y siguiendo las recodamiones de la EMEA
(Agencia Europea para el Control de los Medicangntton respecto a la
sensibilidad minima de los reactivos para trabagar mezclas de plasma. El
hecho de hacer dos tamafios de las mezclas fuageraarlas al funcionamiento
y a la cantidad de unidades de sangre fracciorexdaada centro de transfusion.
Asi las unidades de Castellén y Alicante se analizan pool de 22 unidades y
las unidades de sangre de Valencia se analizargmoeinde 44 unidades de
sangre. Los tamafios de las mezclas se realizarmmurc@aparato (dispensador
HAMILTON) que se program@ para realizar mezclas H& unidades.
Posteriormente se unian manualmente dos o cuazdasede 11 unidades, para
formar una mezcla de 22 o de 44, respectivameste.ubidades de sangre que
eran positivas frente a anticuerpos anti-VHC eprigeba de cribado no entraban
en la composicion de las mezclas para la determdimaitel ARN-VHC. Por lo
que la serologia o determinacion de anticuerpasvi€ se realizaba antes de la
determinacion del ARN-VHC.

La técnica Cobas AmpliScreen HCV 2.0 de ROCHEa peabajar con
mezclas de plasma o método multiprep (MP) consisteinco etapas:

12 etapa Centrifugacion a 23600g de cada mezcla de platena mL,
para concentrar las particulas viricas en el fodebtubo y asi aumentar la
sensibilidad de la técnica.

22 etapa Extraccion y aislamiento del ARN-VHC medianteal#icion de
un agente caotrépico (tiocianato de guanidinicuall rompe la capside virica y
extrae el ARN. A este reactivo se le afiade un obiiterno de ARN que se
amplificara al mismo tiempo que el ARN-VHC y seatgara por separado. Este
control interno nos dara la seguridad de que sedducido la PCR y evitara los
falsos negativos de la técnica. Mediante la adiciéralcoholes, isopropanol y
etanol al 70% se aislara el ARN por precipitacidéfsta etapa no esta
automatizada.

3° etapa Amplificacion mediante una RT-PCR en los termtaciores del
analizador COBAS AMPLICOR. La reaccion de transmdp reversa y

amplificacion se realizan con una enzima recomheaermoestable ADN
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polimerasa derhermus thermophilu¢rTth pol). En presencia de manganeso
(Mn*?) y en condiciones de pH adecuadas, esta polimexag@m tanto de
transcriptasa reversa como de polimerasa de ADNgue hace que la
transcripcion reversa y amplificacion se realicdeemisma mezcla de reaccion.
Mediante transcripcion reversa se produce ADN cemphtario de doble
cadena, tanto del ARN-VHC como del ARN del conintéérno. Después, con los
reactivos de amplificacion (nucleétidos, iniciadogepolimerasa) se produce la
PCR, donde a partir de un ADN de doble cadena sengbuna copia de una
secuencia especifica y conservada del genoma deC \(&mplicon). El
analizador COBAS AMPLICOR repite automaticamente @soceso durante un
namero de ciclos determinado, en cada uno de Iadesuincrementa
exponencialmente la cantidad de ADN amplicon. Ehero de ciclos requerido
se programa previamente en el analizador COBAS AKZPR. Para evitar la
amplificacion inespecifica de otras secuencias B Ase utiliza una enzima
llamada N-uracil-glicosidasa que estad presenteaemézcla de reactivos de
amplificacion y que rompera las cadenas de ADNatdedcadena que contengan
desoxi-uracil-nucleétido. Este desoxinucleétido afeade en la reaccién de
amplificacion en lugar de desoxi-timidin-nucledtidpor lo que el producto
amplificado tendra desoxi-uracil-nucleétido. Estaima es estable a menos de
50 °C, rompiendo las cadenas de ADN de doble caftemaadas antes de
iniciarse la RT-PCR. Esta enzima se inactiva pmperaturas superiores a 50 °C
0 sea, cuando se inicia la reaccién de amplificadZuando termina la reaccion
de amplificacién se inactiva la N-uracil-glicosidamediante la adicion de la
solucién de desnaturalizacion. Tanto esta etapaoctam siguientes estan
automatizadas en el analizador COBAS AMPLICOR.

42 etapa Desnaturalizacion del material amplificado (ammphies)
mediante una solucién de desnaturalizacion quesfttena el ADN de doble
cadena en ADN de cadena simple, e hibridacion de &mnplicones
desnaturalizados con particulas magnéticas rewasstitbn las sondas de
oligonucledtidos especificos y complementariospetiucto amplificado.

52 etapa Deteccion del producto amplificado mediante l&ciéd de un
conjugado de avidina que se unira a las molécwdsiatina de los amplicones.
Los amplicones estdn marcados con biotina porque ihiciadores estan

marcados con esta molécula. El conjugado de avidgta marcado con una
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enzima llamada peroxidasa que en presencia de hsirgto con propiedades
colorimétricas (3,3, 5,5 -tetrametilbencidina) gr@xido de hidrégeno, dara
color, y cuya densidad optica a 660 nm se mide mnespectrometro del
analizador COBAS AMPLICOR.

La interpretacion de los resultados es la sigaient

a. D.O VHC< 0.200 y D.O control interne0.200: muestra negativa. En
este caso todas las unidades de sangre que compbpeonl son ARN-VHC
negativas.

b. D.O VHC>0.200 y D.O control interne0.200 6 <0.200: muestra
positiva. En este caso se debe determinar quéduidelaangre componente de
mezcla es la unidad ARN-VHC positiva. Esta acci®nesliza mediante un
procedimiento denominado “cruce de dameros” segtabla 9:

Tabla 9: Cruce de dameros (*).

Unidades de sangre POOL 44

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12 13 14 15 16 17 19 20 21 22 Subpool 2

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

Subpool 11

(*) Donde las unidades de sangre que componenogl ggtan numerados del 1 al
44 y los distintosubpoolsgue se realizan estan numerados del 1 al 15. rsdiante la
determinacion del ARN-VHC de Iaibpools podemos saber que unidad de sangre es
ARN-VHC positiva.

c. D.O VHC < 0.200 y D.O control interno < 0.200: masnvalida. En
este caso se repiten Isgbpoolsprimarios con los que se compuso el pool final.
Ejemplo: Pool de 44, se repiten los cugtoolsde 11 que lo componen.

Las pruebas NAT de deteccion de ARN-VHC se halizatio también
como prueba de confirmacién de las unidades dersgugitivas en la prueba
seroldgica de cribado, sumandose a las pruebasndiencacion seroldgica.

El Centro de Transfusion ha utilizado como pruebmplementaria la
técnica PCR Amplicor HCV de Roche para la detecd®®RN-VHC en plasma
humano. En junio de 1995 se introdujo como pruebeaanal de infeccion por
VHC la técnica manual de ROCHE (Amplicor HCV Test)a partir de
noviembre de 1997 se empled la técnica semiautpat#ide ROCHE (Cobas
Ampliscreen HCV 2.0-Protocolo para muestra indiaiglu

Las principales diferencias entre estas técnicak yécnica Cobas

Ampliscreen HCV 2.0 —-Protocolo para mezclas de mpdas explicada
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anteriormenteson las siguientes:

1. Son técnicas para trabajar en muestra individuabyen mezclas de
plasma.

2. Se parte de muestras de 200 pL de plasma y nalszarka etapa previa
de ultracentrifugacion.

En la técnica manual Amplicor HCV test no se emmkaparato Cobas
Amplicor, por lo que la etapa de la amplificaciom lds acidos nucleicos por
PCR se realiza en un aparato termociclador Perkne£E9600, programado con
los ciclos determinados para amplificar el ARN-ViQa deteccion se realiza
manualmente, utilizando una microplaca con pocitesestidos de oligosondas
especificas complementarias al producto amplificé&tisteriormente se afiaden
los reactivos de deteccion, que son los mismosagpiempleados en al version
automatizada. Por ultimo se lee la densidad Optiediante un espectrometro a
una longitud de onda de 450 nm. La interpretace®tod resultados es: Positivo
(D.O>0.200) y Negativo (D.O < 0.200). No se afladenroted internos a cada

muestra.

[.2.2.7. Implantacion de las pruebas basadas en afificacion de
acidos nucleicos en los centros de donacion. Detenaciones
individuales y determinaciones en mezclas de plassale varios

donantes.

Siguiendo recomendaciones emitidas para la Industarmacéutica y
establecidas por el Comité de Especialidades Fawutiaas de la Agencia
Europea del Medicamento (CPMP) en el documento GBWIP/269/95 rev. 2,
y en la Guia de Farmacopea Europea, en Julio @8 48 introdujo en el Centro
de Transfusion de la Comunitat Valenciana la detexanon por técnicas NAT
del VHC en todas las unidades de sangre, reduciehgderiodo ventana en un
85% (de 66 a 10 dias). Posteriormente, la Orded/88&217/2002 publicada en el
BOE en Julio de 2002, obligaba a todas las donasiode sangre y de
componentes sanguineos a ser sometidos, desde am&t@03, a pruebas de
deteccion del VHC por técnicas NAT o por técnicasdeteccion directa del

VHC con similar o superior sensibilidad, y debidateevalidadas.
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En Febrero de 2004 el Centro de Transfusion @haunitat Valenciana
introdujo también la determinacién por técnicas Nédl VIH1 en todas las
unidades de sangre reduciendo el periodo ventara elefermedad en un 50%
(de 22 a 11 dias).

El 8 de noviembre de 2005 entré en vigor en Esmifdeal Decreto
1088/2005 por el que la deteccion del ARN-VHC seidabligatoria en todas
las donaciones de sangre, descartandose las t®aecadeteccion directa por
serologia del antigeno del core del VHC.

Por ultimo en julio de 2006 se automatizé la témgia NAT con el
Sistema Procleix-Tigris de Gen-Probe/Chiron Corfianaen muestra individual,
reduciendo aun mas los periodos ventana de ARN-YHA®&N-VIH1, quedando
ambos en soélo 7 dias y se introdujo la determimaciél ADN del VHB,
disminuyendo el periodo ventana de esta infeco83a 20 dias (50 %),

En la actualidad todos los Centros de Transfud®rtspafna realizan la
determinacién de ARN-VHC en las donaciones de samgsi todos los centros
realizan la determinaciéon de ARN-VIH1 y algunos ellvs han empezado a
realizar la deteccion de ADN-VHB por técnicas NAEn Estados Unidos
ademas de los virus anteriores también se detE¥#N¥ en las donaciones de
sangre desde Julio de 2083

En Espafa el cribado de donaciones de sangrdgdeteccion de ARN
de VHC tuvo que realizarse con mezclas de plasmairopools debido
principalmente a la falta de automatizacion en X&raecion de ARN. Los
distintos Centros de Transfusion optaron painipools de tamafio variable
realizados por aparatos programados por los misemsos®

Actualmente se dispone de tecnologias NAT totalenantomatizadas y
semiautomatizadas que se adaptan al funcionamidetolos centros de
procesamiento de las unidades de sangre. Estdsagrae han puesto en marcha
en nuestro pais en dos periodos: el primer seméstdd99 y la segunda mitad
de 2005, en algunos casos en un tiempo reducidonyneedios humanos y
materiales muy ajustados.

Para la implantacion de la tecnologia NAT en @éatfo de unidades de
sangre se debe cumplir una serie de requisitos somo

1. Personal debidamente cualificado para realizatdpa de extraccion

de los acidos nucleicos, la cual suele no estaonaatizada y exige una

64



Objetivos

considerable habilidad.

2. Segun el procedimiento utilizado, separacion dbbtatorio en dos
zonas, una para la preparacion de la muestra ypatra la amplificacion y
deteccion del material genético.

3. Laboratorios provistos de medios materiales pardep realizarla
(cabinas de seguridad bioldgica, dispensador papadparacion de mezclas de
plasma, pipetas, puntas con filtf&)

4. El tiempo de proceso necesario para realizar détagcas serd el
adecuado para retrasar lo menos posible la disiidadh de las unidades de
sangre y sus componentes.

5. Los resultados deben estar validados por contrplesitivos y
negativos para cada serie de muestras y por cesfirdernos para cada muestra.

6. Una especificidad préxima al 100% en la mayoridadetécnicas NAT
empleadas superior a las pruebas seroldti¢as

7. Una sensibilidad adecuada para trabajar con mez#aplasma o
minipools.

Para trabajar con mezclas de plasma la AgenciaopEar para la
evaluacion de medicamentos (EMEA) y la FDA (Foodd abrugs
Administration) exigen una sensibilidad minima ds técnicas NAT de 100
copias/mL, tanto para el VHC como para el VIHU(ImL =3,8 copias/mL =Eq
genémicos de ARN-VHC y 1 Ul/mL = 1 copia/mL de ARNH1) %> 2 | a
sensibilidad minima para trabajar con donacionéisiuales ha sido establecida
por el Instituto Paul Ehrlich en 5000 Ul/mL para/&lC y en 10000 Ul/mL para
el VIH1 % 3| 5 sensibilidad con TMA recientemente publicadades26
Ul/mL para ARN-VIH1, 4,6 Ul/mL para ARN-VHC y 11 UL para ADN-
VHB™,

El Centro de Transfusion de la Comunitat Valermidra realizado
distintos estudios para evaluar la sensibilidadlidéntas tecnologias NAT para
la deteccidn de distintos virus en donaciones dgrea(Roche PCR Ampliscreen
HIV-1'*4 la técnica TMA-Chiron HIV1, HCV”, el sistema COBAS s201
TagScreen MPX Roch® y el sistema Tigris-Chiron/Gen Prdbe para la
deteccion conjunta de HCV, HIV1 y HBV) lo que hamgido concluir que las
diferencias de sensibilidad entre las técnicas RAORIA para la deteccién de
ARN-VHC, ARN-VIH y ADN-VHB son muy pequefi&S™®. El Centro de
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Transfusion de la Comunitat Valenciana tambiérnreladizado estudios previos a
la introduccion de la tecnologia PCR para su aiiian en mezclas de plasma,
analizando la carga virica de donaciones de sgmugiivas frente al VHB y
VHC vy el tamafio de pool adecuado para poderlasw@ét€ **° concluyendo
gue el tamafo de pool influye en la sensibilidadadi&cnica, las cargas viricas
de ARN-VHC en donantes con serologia positiva songeneral elevadas
permitiendo su deteccion emools 0 mezclas de plasma con un numero de
unidades de sangre elevado, y que un numero coabidede unidades con
serologia positiva frente al VHB (HBsAg) no se d&a€an enpools con un
numero de unidades de sangre elevado (pool de iihdes) por lo que para
detectar ADN-VHB en unidades de sangre es necedealmjar enpools
pequeios (pool de 6-8 unidades) o en muestra thaili

Las limitaciones que se dan en la implantaciotaddécnicas NAT para
el cribado de unidades de sangre son:

1. Automatizacién incompleta de todo el prod8saunque desde el afio
2006 ya funcionan sistemas integrales que abaodastlas etapas del analisis
NAT (Tigris-Chiron/Gen Probe)?! y sistemas en que las distintas etapas estan
automatizadas en distintos aparatos (Cobas s204eRde 22

2. Dificultad de realizacién, con requerimiento despaal especialmente
entrenado.

3. Aunque la especificidad es muy alta, cuando seaj@aén minipool o
mezclas de plasma, un resultado positivo o un cbmmiterno inadecuado obliga
a inmovilizar todas las muestras que lo constituyesie problema desaparece
con la posibilidad de trabajar con muestras indiaids como permiten los
ultimos sistemas automatizados (Cobas s201-Rodlgeis-Chiron/Gen probe)
111, 116, 121, lZlZ

4. Las pruebas NAT tienen un coste elevado por losguemplantacion
debe estar relacionada con estudios de radiosctienctia y riesgo residual en
cada poblacion, asi como la utilizacién de técn@agnactivacion virica y la
aplicacion de técnicas de deteccion sensibles,nm@itpadas y capaces de
detectar varios patdgenos. Con estas premisasofaonmion coste/efectividad

puede disminuir y justificar la puesta en marchaste tecnologfa®.
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[.2.3. Medidas adoptadas sobre los hemoderivados.

Los distintos componentes sanguineos o hemodesvaade se obtienen
en cada donacion de sangre total, que son hembigncitos, plaquetas y
plasma, deberan cumplir unos requisitos para slizadion con fines

terapéuticoy.

[.2.3.1. Manipulacion y preparacion correcta.

En la preparacion de los distintos componentesusaags se utilizaran
recipientes con anticoagulantes y conservantesuades que cumplan con el
Real Decreto 414/1996 en el que se regulan losuptod sanitarios. La
separacion de los componentes debera realizars®raticiones de asepsia y
preferiblemente en circuito cerrado, utilizandoipgs estériles apir6genos y de
un solo uso. Los componentes sanguineos tambigodsén obtener por aféresis,
es decir, por el método que mediante el uso deradmas celulares permite la
obtencién selectiva de uno o mas componentes dargre del donante y la
devolucion al mismo de los componentes no seleadimm Los distintos
componentes sanguineos deberan someterse a diferenélisis de calidad
técnica y se llevara un control bacteriologico amdo en los procesos de
extraccion y procesamiento. La conservacion y atgporte se realizaran a la
temperatura adecuada para los distintos componsaesiineos.

1. Hematies Los productos utilizados habitualmente son los
concentrados de hematies procedentes de la dondei@angre total tras su
separacion del plasma mediante centrifugacion. dagentrados de hematies
también pueden obtenerse por una donacién deaféitesis’.

Durante una donacion de sangre se extraen 450umls€ recogen en 63
mL de soluciéon conservante CPD (citrato, fosfat@xtbsa). Tras una
centrifugacion se sedimentan los hematies en ebfale la bolsa, se obtiene un
sobrenadante claro por encima, el plasma, y una &apoplaquetaria entre
ambos. A continuacion se extrae el plasma y la apaoplaquetaria. Por dltimo
se afiade como solucion conservante SAG-Manitolcgla, adenina, cloruro

sbédico y manitol) al concentrado de hematies, &l aebera contener un
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hematocrito de 55-65 % y un contenido de hemoglsinperior a 40 g. El

volumen total del concentrado de hematies es de3@00OmL. En la gran

mayoria de los centros de transfusion de Espapeosede a la leucorreducciéon
de los componentes sanguineos celulares para esgtaciones febriles,

infecciones por virus asociados a leucocitos (c#gatovirus), formacion de
anticuerpos anti-HLA que provocan la refractarieqgd@quetaria y reducir el

riesgo de la infeccidén pridnica, resultando un eoitto leucocitario inferior al

millon de elementos por unidad. Los concentradobamaties en SAG-Manitol
pueden conservarse hasta 49 dias a temperaturasa d& °C, salvo cuando se
indique otra cosa en la etiqueta del producto (hiewmarradiados, hematies
lavados, etc). Los hematies congelados pueden rvanse durante 30 afios
dependiendo del procedimiento de extraccion, peoo@nto y conservacion
utilizado.

2.Plaquetas Se obtienen a partir de donaciones de sangieytetgun el
tipo de fraccionamiento utilizado pueden enconérars forma:

-Individual: conteniendo una cantidad de 6xX°flaquetas suspendidas
en un volumen de plasma que varia entre 50 y 70Salmezclan en el momento
de la transfusion, precisandose un concentradwichgil por cada 10 kg de peso
del receptor.

-Mezcla: A partir de la capa leucoplaquetaria oige en el
fraccionamiento de sangre total de 4 a 6 composesgeconsigue una unidad
terapéutica de 2.5 xibplaquetas en un volumen de 250-300 mL de plasera o
una solucion aditiva para plaquetas con un 30 @akema.

Los concentrados de plaquetas también puedenearbena partir de un
Unico donante por aféresis: plaquetoféresis. Deloetener mas de 2,5 x 10
plaquetas en un volumen de plasma de 250 mL.

Como en los concentrados de hematies, en la naaglerios centros se
procede a la leucorreduccion de los concentradpéageietas.

Independientemente del método de obtencion, lascerdrados de
plaquetas se conservan de 20 °C a 24 °C en agitacidtinua y pueden
conservarse hasta siete dias si se combina conistema de deteccién o
reduccion de contaminacion bacteriana. Las plague@ngeladas pueden
conservarse durante un afio dependiendo del proesdonde extraccion,

procesamiento y conservacion utilizato
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3. Plasma fresco congeladdSe obtiene a partir de una unidad de sangre
total o0 mediante aféresis de un donante Unico,ldrasparacién de los hematies
por centrifugacién. Debe congelarse en las horpsesites de la extraccion para
asegurar un correcto mantenimiento de los factidtates de coagulacion. El
volumen de plasma obtenido a partir de una donaodimidual de sangre total
es de 200-300 ml, y el plasma obtenido a partinrtke plasmaféresis es de 300-
600 mL*. El plasma fresco congelado es la fuente fundaahelet obtencién de
derivados plasmaticos: concentrados de factorescadgulacion, albumina,
inmunoglobulinas, etc. La conservacion del plasmescb se realiza a
temperatura inferior a -25 °C hasta 24 meses & 8CG1o inferiores durante seis
meses’.

La OMS y el Consejo de Europa, mediante la res@muWHA 28.72 de
19757 recomienda que para conseguir una mayor segusidechtrol en la
utilizacion de hemoderivados, se ha de lograr ebaastecimiento de los
mismos a partir de donantes altruistas. Siguienstaserecomendaciones el
Centro de Transfusién de la Comunitat Valenciat@sydemas centros oficiales,
realizan contratos con empresas fraccionadoras ldemp, entregando el
excedente de plasma fresco que no es requeridlmpdrospitales. La empresa
fraccionadora devuelve el producto final obteniddb{mina, factores de
coagulacion, inmunoglobulinas inespecificas intn@gas, antitrombina 1ll) al
centro oficial. A estos acuerdos se les denominamgrBmas AIPH
(Aprovechamiento Integral del Plasma Hospitalayi@pmenzaron a realizarse a
finales de 1970.

Como se expuso en el punto 1.2.2.7, el Centro dmsfusion de la
Comunitat Valenciana introdujo la técnica de detetdel ARN-VHC en todas
las donaciones de sangre en julio de 1999, sigoiemdimero las
recomendaciones del Comité de Especialidades Fauteas de la Agencia
Europea del Medicamento en el documento CPMP/BVWP#B6rev. 2 y de la
Guia de Farmacopea Europea, aunque dicha reconé@mdato afectaba a las
unidades de sangre que se enviaban a la indusa@idnadora para su
transformacion en hemoderivados. Posteriormentegialacion espafiola, en el
Real Decreto 1088/2005, obligd a realizar dichaemeihacion a todas las
unidades de sandfeLa legislacién espafiola, desde 1998, establezmés| que

el plasma fresco congelado se ha de transfundir Hederle aplicado alguna
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medida que aumente la seguridad y se adecue Boxitke eficacia demostrada
frente a los riesgos infecciosos de la satigEntre estas medidas esta someter a
cuarentena el plasma durante un tiempo que culperieldo ventana habitual de
los marcadores de las infecciones viricas o inactV plasma mediante técnicas

estandarizadas de inactivacion de agentes infexsios

[.2.3.2. Plasma fresco congelado en cuarentena.

El proceso de cuarentena del plasma consiste etenslo paralizado
durante un periodo de tiempo que cubra el perioglatana habitual de las
enfermedades infecciosas transmisibles por traidsfugste periodo suele ser
como minimo de cuatro meses y se alarga hastal gloma&nte de sangre realiza
una nueva donacion. Si esta donacion es negatina tpdos los marcadores
infecciosos, se libera la anterior unidad de larent@na. Los principales
inconvenientes de este tipo de plasma es que séliepe de infecciones para
los tres virus cribados, VIH, VHC y VHB, no exista consenso sobre el tiempo
de cuarentena utilizado y la utilizacién del plasemacuarentena necesita una
logistica compleja y un sistema de almacenamiespa@oso. La ventaja del
plasma en cuarentena al plasma inactivado es qudiem@ las proteinas
coagulantes en las concentraciones normales, sigsen los protocolos de

obtencién adecuados y de congelacion en las higiaisistes a la extracciff.

1.2.3.3. Plasma fresco congelado solidarizado.

Es la utilizacion de plasma procedente de las nsstioaaciones que los
concentrados de hematies que puede recibir elrpaciésta modalidad tiene un
impacto muy limitado y se precisa de una logistiompleja, por lo que en

numerosas ocasiones no se puede redfifzar

[.2.3.4. Atenuacion de la carga virica.

El objetivo del proceso de la inactivacion es dmsio atenuar la carga

virica de los patbégenos (virus, bacterias y pa8sitpresentes en los
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componentes sanguineos que puedan ser nocivos gbaraceptor de la
transfusién, sin que haya pérdida de la eficadiaptutica de los mismos ni
causar efectos adversos en el receptor. En el palassco congelado el riesgo de
contaminacion microbiana es muy bajo, ya que biaster parasitos mueren por
congelacior?>.

La obligatoriedad de inactivar plasma fresco emtnovigor por ley en
1988, siendo empleado en la practica el métodmaleivacion fotoquimica con
Azul de Metileno, ya que es el nico que disponawterizacién ministeri&t”.
El Azul de Metileno es un colorante fenotiaciniase gnediante una reaccion
fotodinamica produce radicales de oxigeno y caaisdestruccion de los acidos
nucleicos. El método fue desarrollado por la Cro@Rle Springe (Alemania) y
consiste en la adiciéon de una cantidad de Azul da#ildémo al plasma y la
posterior iluminacion con luz blanca. Este cologatiéne especial afinidad por
las estructuras de las envolturas de los virusrylggacidos nucleicos viricos,
mas concretamente por el par de bases C-G. Posterite, por la absorcion de
un fotén de energia luminica, el Azul de Metilendres una transformacion,
transfiriendo su energia al oxigeno molecular. Estéécula transformada en
oxigeno molecular produce la destruccion del ARMI@N virico. Con este
tratamiento se consigue una atenuacion de la carga mayor de 5 log para
virus encapsulados. Los inconvenientes del empedzdil de Metileno son que
no tiene efecto sobre virus sin envoltura lipidicamo son el VHA y el
parvovirus B19, y se produce una pérdida del oakdnl5-37% de factores de
coagulacion, principalmente de factor VIl y fibdigeno. La ventaja es que se
trata cada unidad de plasma de forma individtral

Otro método de inactivacion del plasma fresco etadp es el método de
inactivacion con Solvente-Detergente: Es un métddsarrollado en el New
York Blood Center que se ha empleado desde los&ipara el tratamiento del
plasma destinado a la obtencion de concentraddmaleres de coagulacion,
fibrina, gammaglobulinas, etc. Se aplica a una aede varios cientos de
unidades de plasma y el proceso consta de un fettorcon solvente organico
Tri-n-butil-fosfato y un detergente (Triton X-100 Dween-80) y posterior
eliminacion del Tri-n-butil-fosfato. Este tratamienactia sobre la membrana
virica, destruyéndola. No es eficaz frente a véinsenvolturd®.

Hay otros métodos empleados en la elaboracion oteeatrados de
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coagulacién que son capaces de reducir la cariga ¢omo sotf>

1. Los tratamientos por calor que desnaturalleanacidos nucleicos y
proteinas viricas, impidiendo la replicaciéon delsi Estos tratamientos varian
en la temperatura empleada, el tiempo de exposipi@sion utilizada y pueden
practicarse en estado soélido (seco) o liquido ¢oaiziacion).

2. La nanofiltracién y ultrafiltracion son técnscgue actian eliminando
los virus con membrana lipidica, los virus sin eutsi. Estas técnicas so6lo son
eficaces en la purificacion de particulas pequeftasno los factores de
coagulacion FIX y el FXI, pero son capaces de riedaconcentracion de otros
agentes infecciosos como los prioiés

3. Por técnicas de purificacion y formulacién @s koncentrados de
coagulacion, como son la separacién por cromatiagidd inmunoafinidad y
cromatografia de intercambio ionico, se eliminapantantes cantidades de virus
y de prione¥® 8

Las técnicas de inactivacion o reduccion de patdgdambién se han
empezado a aplicar en los concentrados de plagueta® son la Riboflavina
(vitamina B2) en combinacion con luz visible (418)ry el Psoraleno S-59. En
los concentrados de hematies hay técnicas que estafase avanzada de
investigacién, como son Inactine (PEN 110) y el ERA-303%°. En conclusion
los tratamientos de inactivacién de los componesa@guineos “ideales” deben
ser validos para todos los agentes infecciososdtias, parasitos, virus, priones)
deben reducir la poblacion de células linfocitaisas dafiar las demas células
sanguineas ni las proteinas plasméticas y est@ripfemente automatizadas con
un coste adecuado. Por ultimo el agente de inabbvadebe poder eliminarse

facilmente o ser minimamente tdxico para el reaéfto

[.2.4. Medidas en relacion con el receptor.

La administracibn de componentes sanguineos seizaial por
prescripcion médica. El receptor sera informaddodeébeneficios y riesgos de la
transfusion y de las posibles alternativas y daracenformidad segun lo
establecido en la Ley 41/2002 donde se regulattznamia del paciente y de los

derechos y obligaciones en materia de la inforrmagi@ocumentacion clinica.
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Se solicitara la transfusion identificando al reoey al médico que prescribe la
transfusion y las razones médicas de la indica@@nrealizaran las pruebas de
compatibilidad en el receptor, excepto en los cdsosequerimiento urgente que
comprometa la vida del paciente. Antes de la ttemidh se comprobara la
identificacion del paciente y los datos de idecdifion de la unidad de sangre o
componente sanguineo destinado para él. Se vedificdas pruebas de
compatibilidad y se comprobara el grupo sanguire@adciente y de la unidad
de sangre. También se comprobara la caducidad deidad de sangre y se
anotara en la historia clinica del paciente parargear la trazabilidad donante-
receptor. El centro que distribuya los componestguineos y los servicios de
transfusién que los administren deben cumplir mtooEentos que garanticen la
identificacion de las muestras analizadas y elinestinal de cada unidad
distribuida™.

1.3. El riesgo residual de transmision del VHC por

hemoderivados.

[.3.1. Definiciéon del riesgo residual.

El riesgo residual es el riesgo de transmision nie@cciones por
transfusion de hemoderivados que han sido somediglogebas de cribado en un

momento dadb”

[.3.2. Causas del riesgo residual.

Hay al menos cuatro causas que explican el riesgjduaf” **

1. Que el donante se encuentre en una fase iniciafelecion, durante el
denominado periodo ventana seroldgica, en el qeamsgre puede transmitir una
infeccion pero los resultados de las pruebas sgioale de cribado son negativas.

2. La existencia de portadores crénicos, en queonarnte infectado pero
clinicamente asintomatico tiene resultados constaemte negativos en las
pruebas serologicas de cribado.

3. La existencia de agentes infecciosos con mutasien su genoma, en
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un grado suficiente para hacer que sean indetestglolr las pruebas de cribado
disefiadas para el agente prototipo.

4. Probabilidad de error de laboratorio en la reaifian de las pruebas de
cribado, si bien en la actualidad este tipo derexcarre muy raramente y puede
oscilar alrededor de un 0.5'6%

Hay otras variables que deben ser tenidas enaeenta estimacion del
riesgo residual:

1. La cantidad media de hemoderivados obtenidos da oadiad de
sangré®,

2. El nimero de donantes diferentes de los que seftrade sangre a
cada receptor o cuantos donantes intervienen erfalbaicacion de un
componente sanguineo (hasta 5 donantes en unnt@u® de plaquetas y
hasta 10000 donantes en un crioprecipitado derfat) *2°.

3. Entre el 25 % y el 50 % de los receptores de kennados fallecen a
lo largo del primer afio después de la transfus@mcpusas ajenas a ésta, antes
de que pueda diagnosticarse una infeccién trardar la sangfé’.

4. Al estimar el riesgo a partir de un gran numeraadeantes procedentes
de regiones geogréficas diferentes, por una pasteldtos son mas fiables, pero
por otra, se esta obteniendo un promedio entreszendas que el riesgo puede
ser practicamente nulo y otras en las que puedenggrsuperior a la media
obtenida?®.

[.3.3. Calculo del riesgo residual.

En un principio los riesgos de infeccion por trasgin podian medirse
por el porcentaje de receptores infectados. Eletesscdel riesgo de infeccion
asociada a transfusion con la introduccidon de @siele cribado mas especificas
y sensibles ha dado lugar a un aumento consideesbla complejidad de los
célculos necesarios para estimar dicho riesgogaftio a desarrollar distintos
modelos estadisticos basados en la incidencia peebdo ventana de cada
infecciorf: 3 4 9 130. 131

Para la aplicacién de los diferentes modelos &tiegos para el calculo

del riesgo residual de una infeccion es necesari@ndlisis de distintos
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parametros:

1. Tasa de incidencia de infeccion.

La incidencia es el nUmero de casos nuevos g@ers@n una poblaciéon
en un momento determinado. Los casos que apareseiagnostican a lo largo
de un estudio en personas que al comienzo deliestgthban sanas son casos
incidentes.

La magnitud que expresa la incidencia es la tasaaidencia o densidad
de incidencia, que es el nimero de casos nuevoqueen por unidad de
poblacion-tiempo.

Las tasas de incidencia son medidas que exprdsaan#io de una
magnitud por unidad de cambio de otra magnituémpre tienen una dimensién
temporal. Por tanto, la tasa de incidencia no B@nnumero de casos nuevos
ocurridos en el afio, sino que expresa la velocidad que se produce la
enfermedad en una poblacion.

La unidad de poblacién-tiempo o personas-tiempares medida de la
poblacién que esta en riesgo y se obtiene sumdrtamo que cada individuo
ha estado expuesto al factor objeto de estudio biptwando el nimero de
individuos incluidos en el estudio por la mediatihpo de observacidf.

La tasa de incidencia (), que es la medida fureddat de frecuencia de
la enfermedad, se define como:

| =C/T; donde

C: numero de casos de factor objeto de estudiderferdad) que
aparecen en una poblacién durante un periodo mpdeeterminado.

T. tiempo en riesgo, que es la suma de los pesiode tiempo
correspondientes a cada individuo de la poblacidrriesgo de presentar la
enfermedad o factor de estudio.

El tiempo en riesgo para cada individuo es el tendprante el cual
permanece en el grupo de estudio y se encuenteadi la enfermedad, con lo
gue presenta el riesgo de contraerla. El valot tghtiempo en riesgo se puede
calcular de forma aproximada multiplicando el tamaiedio de la poblacion por
la duracién del periodo de observacion. La dimengi® la tasa de incidencia es
la inversa de la unidad de tiempo (1 / T). El wnédo valido de la tasa de
incidencia no puede ser inferior a cero y teéricamao tiene limite superior.

2.Prevalencia de una infeccion.
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La prevalencia es la proporcion de casos exisegrieuna poblacion en
un momento determinado, entendiendo como proporgidnrazon o cociente en
el que el numerador se encuentra incluido en ebmerador. Por tanto, se
consideran casos prevalentes los casos ya existentgue ya tenian la
enfermedad o factor al comienzo del esttidio

La prevalencia (P) se define como:

P = CA/PA; siendo

CA: n° de individuos que presentan la enfermed&t3) o factor objeto
de estudio en un momento dado.

PA: n° de individuos de la poblacién en ese moment

La prevalencia (P) depende de la incidencia (Jeyla duracion de la
enfermedad (D). En una situacion estable, estaiaaséoe puede expresarse
como:

P/(1-P)=1xD

Para enfermedades o rasgos raros, es decir deptmjalencia, puede
utilizarse la aproximacion:

P =1 x D; ya que el denominador de la parte izquierda de la
ecuacion anterior, que refleja la parte de la pbla que esta libre de la
enfermedad o factor, tiene un valor muy proximo, @dr ser el valor P muy
pequefid™.

En estos casos la prevalencia y la incidencia simectamente
proporcionales y se puede asumir que si en una@obl concreta (por ejemplo
donantes nuevos) la prevalencia de marcadores fdarmtades infecciosas es
mayor que en otra poblacién (por ejemplo donangestidores), la incidencia
también sera maydt

La prevalencia informa sobre la proporcion de qegis que tienen una
determinada caracteristica (por ejemplo presereianticuerpos frente al VHC)
en un momento dado, pero no proporciona informaalgnna sobre cuando se
ha producido la adquisicién de esa caracterfStica

Los donantes de sangre que representan casosleptesade las
principales enfermedades asociadas a transfuswmngonstituyen una fuente
apreciable de riesgo, ya que su condicién es @delaan la inmensa mayoria por
las pruebas de cribado y sus donaciones son desecha

La principal causa de transmision de infeccior@gansfusion se debe a
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Objetivos

donaciones efectuadas en fases iniciales de lacidfe durante el periodo de
ventana serologica, es decir, el riesgo residuatiedse a los donantes que
representan casos incidentes de infeccién, poudola medida de frecuencia de
la enfermedad que debe utilizarse para la estimad@ riesgo es la tasa de
incidencia de infeccidft " *2?

3. Duracion del periodo ventana.

Se utilizan los datos proporcionados por la bivhdia citad®,
expresados como fraccién de afio y que fueron etgmien el punto 1.2.2.3 de la
introduccion de esta tesis.

4. Riesgo residual de transmision de una infeccion.

El calculo se obtiene multiplicando la tasa dedeacia de la infeccion
por la duracion media de su periodo ventana. La desincidencia se refiere a
cien mil personas y se expresa como cien mil passafio. La duraciéon media
del periodo ventana se expresa como fraccion deyafiaiesgo se refiere a un
millén de unidades de sangre transfundidas.

Los célculos del riesgo de infeccion por transfusse expresaban como
proporcién de receptores infectados, haciendo ildifiemparar el riesgo de
receptores expuestos a diferente nUmero de tramséss Los nuevos modelos
estadisticos para la obtencién del riesgo residerallos que dicho riesgo se
expresa por numero de unidades, presentan la aatggpoder calcular el riesgo
total de distintos receptores en funcion del nungereransfusiones recibidas por
cada uno. Para ello basta con multiplicar el rigsgomillon de unidades por el

nimero de unidades transfundidas a cada reé&ptor

[.3.3.1. Métodos tradicionales para el calculo dekiesgo de

infeccion.

Podemos diferenciar tres métotios

1. Estudios prospectivos de pacientes transfundidos.

a. Seroconversion de receptores. Estos estudios m@den realizarse
cuando el riesgo, el niumero de receptores y elendinde componentes
transfundidos son elevadd’

b. Deteccion de infeccion en muestras de donantefizadas por
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métodos mas sensibles a los utilizados previarti@nte

2. Investigacion retrospectiva look-back de componentes sanguineos
procedentes de donantes que han seroconvertido. déndos principales
inconvenientes de este método es que sélo a uba gedos receptores se les
puede realizar las pruebas necesarias para degersiinan sido infectadt's 1%
3. Registro de receptores de hemoderivados afectiana infeccion en

bases de datos nacionafés

[.3.3.2. Métodos basados en modelos epidemiolégico

Los métodos tradicionales han dado paso a métodtlisticos de
estimacion del riesgo, debido a que el riesgo tkeamdn ha disminuido mucho
con la introduccién de técnicas de cribado masilslessy especificas.

En estos métodos se pueden diferenciar dos tposodelos estadisticos,
los que tienen en cuenta el riesgo debido tantoramtes habituales como a
donantes nuevos y los que tienen en cuenta elorigeg representan sélo los
donantes habituales. Los datos obtenidos del rigggdransmision de una
determinada enfermedad infecciosa por transfusoinlas diferentes métodos,
se pueden comparar teniendo en cuenta el momentguerse realizaron los
estudios, en funcién del cual varian las pruebasitbado utilizadas y también la
incidencia y prevalencia de la enfermedad infeecestudiada en la poblacién de

donante$

[.3.3.2.1. Modelo de los Centros para el Control dEnfermedades

y Cruz Roja Americana.

Es un modelo que tiene en cuenta el riesgo dela@dto ta donantes
habituales como a donantes nuévosSe desarrollé en Estados Unidos y en este
modelo se baso el primer trabajo de calculo dsboede infeccion de VIH por
transfusién, en que se tuvo en cuenta el riesgorgpesentan las donaciones
procedentes de donantes habituales. Este trabejm sle base para otros
posteriores.

Este modelo tiene en cuenta los siguientes datos:
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1. El nimero de componentes sanguineos transfundid@draente.

2. El porcentaje de estos componentes que correspoaddonantes
habituales y a donantes nuevos.

3. Laincidencia de la enfermedad en donantes haégual

4. La prevalencia en donantes nuevos.

5. El periodo ventana de la infeccion y el intervaledio de donaciones
en donantes habituales.

6. Asume que la sensibilidad de las pruebas utilizadagel 99 %, por lo
gue hay un 1% que no se detecta.

7. El riesgo total es igual a la suma del riesgo spoadiente a donantes

repetidores mas el correspondiente a los donan®ss.

[.3.3.2.2. Modelo del Grupo para el Estudio de I&pidemiologia

de Retrovirus en Donantes (REDS). Variables criticadel mismo.

Es un modelo basado en la incidencia y el peri@idana, aplicado a las
donaciones efectuadas por donantes habitti#led > 1*-14°seqiin este modelo,
el riesgo de transmisién de una infeccion es igualtasa de incidencia por cien
mil personas-afio de esa infeccion, multiplicada lpoduracion del periodo
ventana expresada como fraccion de afio y por daa, referir el riesgo a un
millén de donaciones.

a. El numerador de la tasa de incidencia es el nunderacdonantes
repetidores que seroconvierten para el marcadotadefeccion durante el
periodo considerado.

b. EI denominador de la tasa de incidencia es el nue persona-afos
en riesgo de contraer la infeccion. Este denominadoobtiene sumando los
intervalos entre la primera y Ultima donacién deolos donantes habituales
durante el periodo de tiempo considerado, mediamigrograma informatico que
realice esta operacion a partir de los datos deffiogs del donante. También se
puede obtener multiplicando el nimero de donarae#uales por la media del
intervalo entre donaciones de estos donantes @uranfperiodo de tiempo
considerado. El valor medio del intervalo se puel&ner con el 5 % de los

donantes que se ha podido calctifay también se puede obtener a partir de un
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numero reducido de donantes (400 donantes) conpueeision que puede
modificar el valor final del riesgo en +/- 5 % dehlor que se obtendria
calculando el denominador de la tasa de incideaartir del namero total de
donantes. Asi se obtiene la tasa cruda de incidenci

c. Para obtener la tasa corregida de incidencia deyen del numerador
los donantes cuya donacién anterior a la seroceidvefue desechada por otra
prueba distinta a aquélla para la que han serodichwéfalsos positivos en otras
pruebas de cribado, ALT elevadas, autoexclusionddelante) y se vuelve a
calcular el ndmero de personas-afio en riesgo, n@mieen cuenta solo los
donantes cuya donacién anterior a la donacion fiila @ asumiendo que las
seroconversiones se producen en la mitad del aiteentre la Gltima donacion
apta y la donacion en la que se detecta la serecgion. Este valor de la tasa de
incidencia es el que se utiliza para multiplicaplor la duracion del periodo
ventana de cada infeccion y asi obtener el riesgjdual.

d. Para el célculo de la tasa de incidencia de irdacgor VHB hay que
realizar una correccién adicional, considerando ties posibles tipos de
respuesta clinica que da lugar esta infeccién sfieses inicialéé®

d.1. Infeccidn crénica: Personas que presentan antigenguperficie
VHB (HBsAg) durante largos periodos de tiempo (pdores cronicos). Esta
circunstancia se da en el 5% de los adultos reste infectados.

d.2. Respuesta de anticuerpos primaria: Personas quenfunfectadas
pero no desarrollaron nunca niveles detectablé$B$2\g. Este tipo de respuesta
se da en el 25% de los casos.

d.3. Antigenemia transitoria: Personas que presenitzgies detectables
de HbsAg durante cortos periodos de tiempo. Esjauesta se da en el 70% de
los casos.

La probabilidad de que un donante infectado povHB sea detectado
mediante la prueba de cribado para detectar HBsAd.@ en el caso de los
portadores cronicos, de 0.0 en el caso de los demaron respuesta de
anticuerpos primaria y una probabilidad desconog¢ilaen el caso de los
donantes con antigenemia transitoria. Por lo tdatprobabilidad de que un
donante de sangre recientemente infectado por ViHBepte un resultado
positivo en la prueba de cribado de deteccidn deAdRes:

P=(5% x 1.0) + (25 % x 0.0) + (70% x T)
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La probabilidad en el caso de los donantes cagearégmia transitoria (T)
vendra dada por la divisién de dos variables:

1. La duracién del periodo de la antigenemia transifodonde el
resultado de HBsAg es positivo. Se ha estipuladé3edias, basandose en otros
estudio$®

2. El intervalo entre la ultima donacion seronegagiva donacién HBsAg
positiva de los donantes repetidores con infecribidente por VHB durante el
periodo de estudio o mediana del intervalo entreadones de los donantes que
seroconvierten para HBsAg.

La probabilidad de detectar a los donantes coecandn incidente por
VHB es P, por lo que 1/ P sera la probabilidacial€éetectarlos. La probabilidad
de no detectarlos (1 / P) es la cantidad por la spienultiplica la tasa de
incidencia de infeccién por VHB para obtener latesrregida de incidencia para
el VHB.

e. La duracién del periodo ventana se obtiene #irpde los datos
reportados en la bibliografia.

Las limitaciones de este modelo §on

1. No tiene en cuenta el riesgo de las donacionesegentes de donantes
nuevos.

2. Los valores de la duracion de los periodos ventgme dependen de la
sensibilidad de las técnicas de deteccion empleadas

3. No refleja la posible contribucion al riesgo deerdiones crénicas
seronegativas y en algunos estudios estan reatizeao el 10 % de todos los

donantes de un pais.

[.3.3.2.3. Otros modelos.

1. Modelos de célculo del riesgo basados en donasteabituales y
donantes nuevos.

1.1. Método desarrollado en Estados Unidos a partirnuzdelo de los
Centros para el Control de Enfermedades y Cruz Ruojaricand®, que calcula
el riesgo multiplicando el numero de unidades frardidas anualmente por la

media ponderada de la tasa anual de unidades imdascy no detectadas por
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millon de donaciones, procedentes de seis subpobkx de donantes,
resultantes de considerar separadamente a hombaresijeres:

a. Donantes nuevos.

b. Donantes repetidores no analizados previamente Iparanarcadores
infeccion.

c. Donantes repetidores que tienen resultados prpai@sesta prueba.

1.2. Modelo desarrollado en Alemania y Austria a patérlos modelos
anteriore§®* 3% %4 Este modelo considera que el riesgo se debs adresas:

a. Donacion en periodo ventana.

b. Resultado falso negativo por baja sensibilidadadédnica utilizada.

c. Error de laboratorio.

El riesgo total es la suma de los riesgos paidébidos a cada una de
las causas anteriores, considerados separadammatel@nantes repetidores y
nuevos y teniendo en cuenta el nimero de donacguesealiza cada grupo de
donantes.

1.3. Método realizado en Francia que tiene en cuergasiguientes
datos*

a. El nimero de donantes que han seroconvertido paaenfermedad
en un afo.

b. Se le restan los donantes que han efectuado idoracque no han
sido utilizadas para la elaboracion de compondétakes, o sea, donaciones de
plasmaféresis o con marcadores positivos.

c. Al nimero de donantes obtenido, se le restaddoantes para los que
el tiempo transcurrido entre la seroconversion glfima donacion seronegativa
ha sido superior a doce meses.

d. Este nuevo numero se divide por 4, consideran@osplo la cuarta
parte de los donantes que han seroconvertido é€iftiglo afio son realmente
infecciosos.

e. El nidmero de donantes asi obtenido se divide gbonimero de
donaciones efectuadas por los donantes habitualelsneismo afio, obteniéndose
el riesgo de transmision de la enfermedad debdtmantes repetidores.

f.  El riesgo que representan los donantes nuevobtsme a partir de la
comparacién de las tasas de seropositividad ydpopcion de seroconversiones

recientes entre donantes habituales y donante®suev
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1.4. Método desarrollado en Estados Unidden el que el riesgo de
transmision de la enfermedad por transfusién dgreaseronegativa es igual a la
probabilidad de donacion en periodo ventana, masdporcion de donaciones
positivas consideradas negativas por un errorluddorio, menos la proporcién
de donaciones infecciosas desechadas por resyitzitivo en otra prueba de
laboratorio.

a. La probabilidad de una donacién en periodo ventsmaobtiene
multiplicando la tasa de incidencia entre donangpetidores y nuevos por la
duracion del periodo ventana. La tasa de incideseiacalcula como media
ponderada de la tasa de incidencia en donantesi&lgsi y nuevos.

b. La proporcién de donaciones positivas consideradgativas debido a
un error de laboratorio se obtiene multiplicandgiababilidad estimada de un
error de laboratorio por la seroprevalencia defleccion estudiada.

c. La proporcion de donaciones con marcadores pgyeueba de cribado
positivos desechadas por el resultado de otra ardelaboratorio.

2. Modelos de calculo del riesgo basados en donasirepetidores.

Otro modelo que se ha utilizado para el calculdaderobabilidad de
donacion en periodo ventana basado en las donaaitenéonantes repetidores es
el siguient&*® p = (s (wp/i))/ndonde

p: es la probabilidad de donacion en perioddaren

s: es el numero de donantes que han serocivert

wp: es la duracion de periodo ventana en dias

i: es la mediana del intervalo entre la donagigsitiva y la
anterior negativa

n: es el nimero de donaciones de donantes repegid

[.3.4. Situacion actual del riesgo de transmisiomlel VHC por

hemoderivados.

La aplicacion del modelo del calculo del riesgoichesl basado en la
incidencia y el periodo ventana se permite dispaterdatos sobre el riesgo
residual de infeccibn de las enfermedades transiessipor transfusion vy
conocer la situacion actual de dichas enfermedpaespoder compararla con la

83



de otros paises, y asi disponer de una base sogue Iplanificar la implantacion
de nuevas medidas para obtener hemoderivados gur®se

Como se expuso en el apartado 1.2.2.3, la puestan@cha de las
diferentes pruebas de cribado para la detecciéhosledistintos marcadores
infecciosos del VHC, han ido aumentando la sendddl de las técnicas y
reduciendo el periodo ventana de la infeccion. Be enodo, actualmente, el
riesgo de transmision del VHC es muy bajo debidqua en julio de 2006 se
introdujo como prueba de cribado la determinaciéh ARN-VHC mediante
técnicas NAT en muestra individual, reduciéndospegiodo ventana a tan sélo
siete dia¥. Ademas las técnicas de inactivacién del plasme spn muy
eficaces en la reduccion y destrucciéon de virusadrierta, como es el VHC, o

la cuarentena del plasma, garantizan la seguridkghidmo.

[.3.5. Repercusion de la introduccion de nuevas pebas de

cribado sobre el riesgo residual.

La introducciéon de nuevas pruebas de cribado, edpemte de las
basadas en técnicas de biologia molecular, hadsec@mo comprobacion de las
estimaciones del riesgo segun los distintos modelos

El rendimiento de una prueba nueva, referido babiente a diez
millones de unidades, o casos de infeccion asoaddmsfusion que se evitarian
con la introduccion de esa nueva prueba por caela millones de unidades
transfundidas, se calcula multiplicando la tasaegpda de incidencia por el
numero de dias de reduccion del periodo ventamaesados como fraccion de
afio, que se consigue con la prueba de cribado ffueva
Rendimiento (por 10unidades)=Tasa corregida de incidencia x reducdin
periodo ventana (expresado en fraccion de afianbién mediante la diferencia
entre el riesgo residual obtenido teniendo en euehperiodo ventana seroldgico
asignado a las pruebas seroldgicas de cribadopariedo de estudio y el riesgo
residual obtenido teniendo en cuenta el perioddavencorrespondiente a la
prueba NAT de cribado en ese periodo de estudio:

R (por 16 unidades)=RB:roRRyAT
El rendimiento anual de un nuevo método, expresadm donaciones o

componentes sanguineos potencialmente infecciosas dejarian de
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transfundirse al introducirse dicho método, se utalcmultiplicando el
rendimiento obtenido como se ha expuesto anteglpuimero de donaciones o
componentes sanguineos transfundidos:

Rendimiento anual de un método nuevo = rendimiépto 10' unidades) x
numero de donaciones.
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Objetivos

Los objetivos del presente trabajo estan enfocadosstudio de las
pruebas analiticas para la deteccion del VHC ysaldio epidemiolégico de
dicha infeccién en los donantes de sangre de lau@Gibat Valenciana entre 1990
y 2002, siendo los siguientes:

1. Determinar la especificidad de las pruebas sercédgile cribado.

2. Valorar los resultados de las pruebas serologieamnfirmacion.

3.Valorar la utilidad de la determinacion de la comcacion de la
actividad ALT como marcador indirecto de infeccidor VHC en donantes de

sangre.

4. Determinar la prevalencia anual de infeccion porC/éh los donantes
de sangre de la Comunitat Valenciana durante elgmei991-2002.

5. Estimar de las tasas crudas y corregidas de inti@mele infeccion por
VHC en donantes de sangre de la Comunitat Valeacthmante los periodos
1990-1992, 1993-1995, 1996-1998, 1997-1999 y 2@IR2

6. Estimar del riesgo residual de transmision de VHEC lremoderivados

en la Comunitat Valenciana durante los mismos fgesale estudio.

7. Estimar la reduccion del riesgo residual de trasigm de VHC por
hemoderivados con la introduccién de nuevas prugbasibado.

8. Valorar la implantacion de las pruebas basadasadrchologia NAT

para la deteccion del VHC en el cribado de las dionas de sangre en el Centro
de Transfusion de la Comunitat Valenciana.
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Material y Métodos

[11.1. Material.

[11.1.1. Organizacién de la donacién de sangre eralComunitat

Valenciana. Centros de Transfusion.

La organizacion de la hemodonacion y los bancasadgre o servicios de
transfusiéon se ha ido regulando con diferentes éReBlecretos y Directivas
Europeas, siguiendo las recomendaciones realizemtda Comision Nacional de
Hemoterapia y los organismos internacionales coempes.

En la Comunitat Valenciana tanto la extraccioresificacion de la sangre
humana o sus componentes como el procesamientcacet@miento y
distribucion de los mismos a los distintos hospgapublicos y privados, se
realiza en el Centro de Transfusion de la ComuMtdénciana, el cual forma
parte de la Agéncia Valenciana de Salut de la Clenise de Sanitat de la
Generalitat Valenciana y de la red de centros yiges de transfusion (Real
Decreto 1277/2003).

El Centro de Transfusion de la Comunitat Valergifure inaugurado el
20 de mayo de 1987 y esta constituido por tresgdelenes provinciales
(Valencia, Alicante y Castellon). Todas las delégaes disponen de la
tecnologia y personal adecuado para realizar lasidnes de extraccion,
fraccionamiento y distribucion de los hemoderivadass centros de Alicante y
Valencia, ademas disponen de la infraestructurasaei@ para realizar el analisis
de grupo sanguineo, seroldgico e inmunohematol@gdas unidades de sangre.
Cada centro de transfusion dispone de una red dades moviles que se
desplazan a los distintos puntos provinciales peathzar las colectas de sangre,
llevando las unidades de sangre a cada centroadsfusion. Aparte de los
centros de transfusion, la colecta de sangre skzaean los servicios de
transfusién o bancos de sangre de cada hospgatulaes remiten las unidades
de sangre a los centros de transfusién para sisianalfraccionamiento en los
distintos hemoderivados. La donacidén de sangrétressta y voluntaria, y segun
las directrices del Consejo de Europa (381/89) asealéh llegar a un indice de
donacion idéneo para alcanzar el nivel de autasmiéa en todos los productos

sanguineos.
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Esquema 1: Organizacion de la colecta de sangre ks centros de transfusion de la

Comunitat Valenciana.

Servicios de
Transfusién o Bancos Centro de Transfusién de la Comunitgt
de sangre de Valenciana
Hospitales

Centro de Centro de Centro de

Transfusion de
Castellén

transfusion de
Valencia

transfusion de
Alicante

Unidades méviles de colect] Unidades méviles de cole: Unidades méviles de colecta d
de sangre de sangre de la provincia Sangre de la provincia déastello
de la provincia de Alicante Valencia

[11.1.2. Sistemas de registro de la informacion dewgrafica y de la
informacion relativa a enfermedades infecciosas dettadas en

donantes.

[11.1.2.1. Sistema informatico.

En este trabajo, se han utilizado cuatro sistem@mmaticos para el
tratamiento de los datos:

1. Base de datos (IMAGE 250/260) del Centro de Trumidh de la
Comunitat Valenciana, obtenida mediante el prograteaBanco de Sangre
SYSBANK modificado por el servicio de informaticaldCentro de Transfusion
(BDS), el cual utiliza el sistema operativo UNIXen la que se registran todas
las donaciones realizadas por los donantes deesa@ign este sistema se han
obtenido:

a. Las fichas de los donantes de sangre con todoglduss de sus
donaciones. Las donaciones realizadas antes dees#2 depuradas, por lo que
los resultados analiticos de dichas donacionesst@neen las fichas de los
donantes de sangre, aunque se han conservado &n PBlaprimer intervalo de

estudio empieza en febrero de 1990, que es cuanihic® la determinacién de
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la prueba de cribado para la deteccion de antiogeapti-VHC.

b. Los listados con el nimero de donantes repetida@gm primera
donacion fue apta, a los que corresponde un intedado entre donaciones,
durante los periodos de estudio considerados 1990:11993-1995; 1996-1998
y 1997-1999.

c. Los listados con el numero de donantes repetidarelos que
corresponde un intervalo dado entre donaciones guymera donacioén no fue
apta, durante los periodos de estudio considerd@@€-1992; 1993-1995; 1996-
1998 y 1997-1999.

d. Hoja de calculo mediante el programa EXCEL derbtoft, para
obtener la suma de los productos del nUmero dentiem@or cada intervalo entre
donaciones, que es la cantidad total de donante-@iidesgo.

e. Listado de donantes con alguna donacion exclumdalgin marcador
serologico positivo (VHB, VIH, VHC, Sifilis) en gberiodo 1990-1998 del
Centro de Transfusion de Valencia y Castellon.

2. Programa informético desarrollado por el CentroTdensfusion de
Granada-Almeria en el que se integraron los arshil®la base de datos de las
donaciones de sangre realizadas en el periodo 200®- Con este programa se
calculo el niumero de donantes que habian realizidmenos, dos donaciones
durante el periodo de estudio (donantes repetiflolEs donaciones realizadas
por éstos y la suma de los intervalos entre lagmany la Ultima donacion de
todos los donantes repetidores, para obtener etride donante-afios en riesgo
en el periodo 2000-2002.

3. Programa informéatico COGNOS de Inmucor del Ced&dransfusion
de la Comunitat Valenciana. Este programa se hdeawohp para determinar el
namero de las donaciones de sangre, de los donauess y de los donantes
repetidores por afio, en todo periodo de estudi@0-PD02).

4. Programa Hematos Il G de Inmucor, que ha sustiteldprograma
BDS, en el que quedan registrados todas las dorexicealizadas por los

donantes de sangre.
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[11.1.2.2. Sistemas manuales de registro.

El sistema de registro de las unidades de sangreegadas para la
detecciéon de los marcadores infecciosos, que sillmdo en el laboratorio de
serologia del Centro de Transfusion de la Comunf@enciana, aparte del
registro informatico, consta de los siguientes doentos:

a. Libro de laboratorio de los marcadores serologidosde se registra el
namero de unidades de sangre procesadas en ekdianptan los lotes o grupos
de unidades de sangre con niumeros consecutivosestgribreta se anotan las
unidades inicialmente reactivas a los distintos cadores infecciosos, las
repeticiones hechas a las mismas y las unidadeguspaan pendientes.

b. Libro de laboratorio de las unidades de sangregsamas en mezclas de
plasma para la deteccion de ARN-VHC, donde setragit niUmero de mezclas
de plasma procesadas en el dia y la composicidasdmismas. Se anotan las
unidades inicialmente positivas procesadas de fandigidual y las unidades de
sangre pendientes.

c. Libro de repeticiones, donde se registran las desglale sangre que son
repetidamente reactivas a los marcadores infecgia®olas cuales se guarda una
alicuota de suero para hacer las pruebas de cafibm En este libro se anota
también el resultado de dichas pruebas.

d. Archivos de cada marcador infeccioso con los radok de las pruebas
de cribado.

e. Albumes para las pruebas de confirmacién de VIHHCY donde se
guardan las tiras de nitrocelulosa de los inmunasa

f. Archivos para cada marcador infeccioso, con la®iés clinicas de los
donantes a los que se ha realizado alguna pruetanflemacion.

g. Memorias anuales del Centro de Transfusion de lanu@dat
Valenciana, de las que se ha extraido el nUmeral @leudonaciones de sangre, el
namero de determinaciones de ALT realizadas y &issddemograficos de la

poblacién de donantes de sangre (sexo e intereagmddes).
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[11.L1.3. Perfil de los donantes de sangre de la Camitat

Valenciana.

Para determinar las caracteristicas de la poblat@odonantes de sangre
de la Comunitat Valenciana entre 1990 y 2002 sedstindiado las siguientes
variables: sexo y grupos de edades.

La distribucién por sexos, se muestra en la tala 1

Tabla 10: Distribucion de los donantes de sangre de Comunitat

Valenciana por sexos.

ANO N° donantes Hombres (%) Mujeres (%)
1990 62815 60.40 39.60
1991 71918 60.15 39.85
1992 80578 58.55 41.45
1993 84353 58.20 41.80
1994 85543 57.85 42.15
1995 86690 57.70 42.30
1996 92715 57.80 42.20
1997 97990 57.90 42.10
1998 101412 57.10 42.90
1999 103875 56.50 43.50
2000 107667 56.10 43.90
2001 107487 55.82 44.18
2002 113207 55.88 44.12

En el periodo 1990-2002, la media de distribuc&lativa de los donantes
de sangre en hombres fue de 57,69 % + 1.40 % Y@ 46 + 1.40 % la de las

mujeres, como se muestra en la gréafica 1:
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Gréfica 1: Distribucion por sexos de los donantesedsangre

57.69 % BHOMBRES
OMUJERES

En este periodo de estudio, la proporcion de desaske sangre varones
ha sido mayor que la proporcion de mujeres, siemdtadisticamente
significativo (p<0.05).

La distribucion por grupos de edades se expona &bla 11:

Tabla 11: Distribucién relativa de los donantes déa Comunitat VValenciana por
grupos de edad.

ARO N° donantes 18-22 23-27 28-32 33-37 38-42 43-47 48-52 53-57 >58
@ | o | @ | o | @ | e | © @ | ®)
1990 62815 17.80 15.25 12.90 11.30 10.80 10J00 810 7.75 6.10
1991 71918 21.40 14.95 12.50 11.10 10.10 9.60 7.0 6.75 5.70
1992 80578 20.65 15.45 13.00 11.30 9.90 9.50 8.0 .05 6 5.95
1993 84353 22.30 16.20 13.20 11.30 9.40 8.7T5 740 905 5.55
1994 85543 21.80 16.65 13.15 11.710 9.5 8.45 740 555 5.65
1995 86690 22.25 16.85 12.70 11.45 9.55 8.40 7.0 405 5.70
1996 92715 22.60 17.04 12.95 12.05 9.710 8.00 7.0 455 5.05
1997 97990 22.75 16.65 12.95 12.4J0 10.00 7.95 7.5 5.70 4.95
1998 101412 22.00 16.8( 12.8b 12.45 10.p0 8.80 705 5.50 4.55
1999 103875 20.64 17.19 14.2p 14.34 10.p1 7.Y6 6.64 4.88 3.90
2000 107667 21.34 17.34 14.54 14.39 10.p1 9.12 6.26 4.56 3.51
2001 107487 15.86 16.19 13.58 13.01 12.59 9.Y9 755 6.24 5.17
2002 113207 12.03 14.97 14.4p 15.31 14.82 1068 0 8f1 5.93 4.97

La media de la distribucion relativa de los donamte sangre por edades
en el periodo 1990-2002 se muestra en la grafica 2:
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Grafica 2: Distribucion relativa de los donantes desangre por edades.
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[11.1.4. Numero de donaciones anuales en el period®90-2002 en

los Centros de Transfusion de la Comunitat Valencraa.

El nimero de donaciones anuales en el periodo tiddiesl990-2002 ha
sido obtenido de las memorias anuales del Centfioatesfusion de la Comunitat
Valenciana. En la tabla 12 se muestra el nUmedbdaciones anuales en las tres
provincias de la Comunitat Valenciana.

Tabla 12: N° de donaciones de sangre anuales ermpefiodo 1990-2002

ANO 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 199 1998 9919 2000 2001 2002
N° donaciones
Castellon, 65003 74588 84331 94778 91329 9112 97332 102¢75 60910 112955 115694 115009 12083
Valencia
Ne donaciones
Al 29395 34157 38149 37841 39672 4163 40448 424B3 7843 43810 47126 49133 51880
icante
Ne donaciones
’ 94398 108745 122480 13261 131001 1327%8 137990 50B44f 149869 156765 16282( 16413 172715
totales

[11.1.5. Nimero anual de donantes de sangre durantel periodo

de tiempo considerado.

El presente estudio comprende el tiempo que traresseatre el afio 1990
y el afio 2002, dividido en periodos de tres afios:

1°) Febrero de 1990- diciembre de 1992.

2°) Enero de 1993- diciembre de 1995.

3°) Enero de 1996- diciembre de 1998.

4°) Enero de 1997- diciembre de 1999.

59 Enero de 2000- diciembre de 2002.
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El ndmero anual de donantes de sangre comprende thbonantes
repetidores como donantes nuevos. Estas cantidiedeshemos obtenido
mediante el programa informatico COGNOS de Inmubentro de los donantes
repetidores, se distingue entre los donantes coo®gi donantes habituales (los
donantes conocidos son los que han donado sangneearen el afio de estudio y
tienen donaciones anteriores fuera de los dos ddtimfios. Los donantes
habituales son las personas que tienen una o masidaoes en el afio de estudio

y/o tienen mas donaciones dentro de los dos ultafios).

[11.1.5.1. Donantes repetidores.

Los donantes repetidores son las personas queonad@ sangre una vez
y tienen mas donaciones en afos anteriores o queldreado mas veces en el
afo de estudio. El nUmero de donantes repetidareafin por provincias y en la
Comunitat Valenciana se muestra en la tabla 13:

Tabla 13: N° de donantes repetidores en el period®90-2002.

ANO 1990 1991 1992 1993 1994 1995 199 199 1998 9919 2000 2001 2002

N° Donantes
repetidores
c " 26194 30870 36915 41640 4478 4660 47746 508p4 3253 58546 60635 61014 63430

astellon y

Valencia

N° Donantes
repetidores 10469 12473 14575 16004 1667 1815f 18189 191p8 4219 19752 20750 22676 23824

Alicante

Ne total
donantes 36663 43343 51490 57644 6145 6475 65975 700p2 7473 78298 81385 83690 87254

repetidores

[11.1.5.2. Donantes nuevos.

Los donantes nuevos son personas que han donagte gan primera vez
en el afio de estudio y no tienen mas de una danaaidlicho afio. El nimero de
donantes nuevos por afio en la Comunitat Valencyaea sus provincias se

muestra en la tabla 14:
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Tabla 14: N° de donantes nuevos en el periodo 192002.
ANO 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1994 199 199L 9919 2000 2001 2002
Ne° Donantes
fueves 19268 20926 21604 21115 17144 1529 19941 207p5 5501 18173 18311 16522 17425
Castellon y
Valencia
Ne° Donantes
nuevos 6884 7649 7484 5594 6946 6638 6779 720 7283 7404 9717 7275 8528
Alicante
Ne total
donantes 26152 28575 29088 26709 24099 2193 26740 280ps 3828 25577 26282 23797 25953
nuevos

[11.1.5.3. Numero total

de donantes.

Porcentaje dedonantes

nuevos y donantes repetidores por afio.

La suma de los donantes nuevos y los donantesdefest da el nUmero

total de donantes de sangre en el periodo 1990-2@2humero de donantes

totales por afio en la Comunitat Valenciana y sosipcias, se muestra en la

tabla 15 y el porcentaje de donantes nuevos y desaepetidores por afio en la

Comunitat Valenciana se muestra en la tabla 16.

Tabla 15: N° total de donantes de sangre en el pedo 1990-2002.

ANO 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1994 199 1998 9919 2000 2001 2002
Ne° Donantes total
45462 51796 58519 62755 61927 6189 67747 716[.9 87744 76719 78946 77536 80855
Castellén y Valencia
Ne Donantes total
) 17353 20122 22059 21598 2361 2479 24948 263f1 2526 27156 28721 29951 32352
Alicante
Ne total donantes 62815 71918 80578 84353 85543 8669 92715 979p0 41201 103875 107667 107487 11320

v

Tabla 16: Porcentaje de donantes nuevos y donantespetidores por afio en el

Centro de Transfusion de la Comunitat Valenciana erl periodo 1990-2002.

1990 | 1991| 1992 1993 199 1995 19p6 1997 1998 1199900 2 2001 2002
Donantes

41.6 39.7 36.1 31.7 28.7 258 28J8 28.6 271.6 2n.64.43 221 22.9
nuevos (%)
Donantes
repetidores | 58.4 60.3 63.9 68.3 719 74.§ 712 714 72.4 764561 77.9 77.1
(%)
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[11.1.6. Calculo de la magnitud donante-dias para 4d

determinacion de la tasa cruda y corregida de inciehcia.

El valor del intervalo entre las donaciones dedosantes repetidores en
los periodos de tres afos considerados (1990-19923-1995; 1996-1998;
1997-1999) se ha obtenido mediante listados coprefjrama BDS, cuyos
pardmetros eran los siguientes:

1°. Periodo de estudio considerado.

2°, Listado de la relacion de los intervalos exonaciones y nimero de
donantes.

Posteriormente mediante la utilizacion de una hdga calculo del
programa EXCEL de Microsoft se determind el nimde donante-dias o
donante-afios, que es el denominador para deterlaitesa cruda de incidencia.

El intervalo medio entre donaciones en cada perttedestudio se calculo
dividiendo el parametro donante-dias entre el narderdonantes repetidores en
el periodo de estudio.

El valor donante-dias y el intervalo medio entanationes en cada
periodo de estudio en Valencia + Castellon y ecaklie se muestran en la tabla
17y 18.

Con el listado de la relacién de los intervalosreerdonaciones y el
namero de donantes que lo componen sin tener eneclaes donaciones no aptas
para la transfusion, se determiné el parametro rterdias corregido, que es el
denominador para el calculo de la tasa corregidamcidencia. Estos datos se
pasaron a programa de calculo y se obtuvieron itpsesntes resultados para
Valencia + Castellén (tabla 17) y para Alicantél@al8).
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Tabla 17: N° de donante-dias sin corregir y corredo, n° de donantes

repetidores e intervalo medio entre donaciones éralencia y Castellon.

PERIODO 1990-1992 1993-1995 1996-1998 1997-1999 ®R002
Donante—dias sin
. 25668045 35561285 39198043 42009160 46333716
corregir
Donante-dias corregido | 25245590 34675730 38480490 40754440 No*™™*
N° donantes repetidores* 47886 62719 70177 74057 80053
Intervalo medio entre
. 536 567 559 567 579
donaciones (dias)**

* Numero de donantes repetidores obtenido con Itslbs de la relacion de los intervalos
entre donaciones y el nimero de donantes teniemdaenta todas las donaciones de los
donantes repetidores en el periodo estudiado (de+sios sin corregir).

** Intervalo medio entre donaciones obtenido ted@en cuenta todas las donaciones de los
donantes repetidores en el periodo estudiado (dewdins sin corregir). Este intervalo
es el tiempo transcurrido entre la primera y lan@tdonacion efectuadas en el periodo.

*** No se pudo hacer el célculo.

Tabla 18: N° de donante-dias sin corregir y corredo, n° de donantes

repetidores e intervalo medio entre donaciones exlicante.

PERIODO 1990-1992 1993-1995 1996-1998 1997-1999 2Rr002
Donante- dias sin
. 11389397 13972076 15026793 15394084 17661507
corregir
Donante- dias corregido| 10757280 13619245 14753665 15157720 No**
N° donantes repetidores?* 20582 24476 26924 26559 31629
Intervalo medio entre
) . 553 571 558 580 558
donaciones (dias)**

* Numero de donantes repetidores obtenido con &tadls de la relacion de los

intervalos entre donaciones y el nimero de donateiendo en cuenta todas las

donaciones de los donantes repetidores en el pemstudiado (donante-afios sin

corregir).

** Intervalo medio entre donaciones obtenido tadien cuenta todas las donaciones de
los donantes repetidores en el periodo estudianitafde-afios sin corregir).

*** No se pudo hacer el calculo.

[11.1.7. Numero de donaciones analizadas por la pieba NAT de
cribado en el Centro de Transfusion de la ComunitaValenciana
en el periodo 1999-2002 y 1999-2006. Tamano de lomls de

unidades de sangre.

Se contabilizaron las unidades analizadapamispor la prueba NAT para

la deteccion de ARN-VHC, desde su puesta en mamheael Centro de
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Transfusion de la Comunitat Valenciana, en el pexiv999-2002 y en el periodo
1999-2006. Se emplearon los libros de laboratogited pruebas NAT. La tabla
19 muestra el numero de donaciones analizadasfipop@ar la técnica NAT de
cribado en el periodo julio 1999-diciembre 2002 pada centro y en el Centro
de Transfusion de la Comunitat Valenciana. El nanter donaciones analizadas
por la técnica NAT para la deteccion del ARN-VHClarComunitat Valenciana
en los periodos julio 1999-dicimbre 2002 y julio 999diciembre 2006 se
muestran en la tabla 20. El tamafio de las mezelgdasma @ools utilizados
para las donaciones de cada provincia de la Coatwitlenciana en el periodo
1999-2002, se expone en la tabla 21.

Tabla 19: N° de donaciones anuales analizadas po€R-VHC
en el periodo 1999-2002

ANO 1999 2000 2001 2.002

N° Donaciones analizadas
por PCR-VHC en Valenciay | 55807 115706 114975 120846
Castellon

N° Donaciones analizadas
por PCR-VHC en Alicante

21310 47126 49133 51880

N° de donaciones analizadag
por PCR-VHC en la 77117 162820 164138 172716

Comunitat Valenciana

(1) Numero de donaciones analizadas desde juli®88 hasta diciembre de 1999

Tabla 20: N° de donaciones analizadas por PCR-VHC
en la Comunitat Valenciana en el periodo 1999-2002
y en el periodo 1999-2006

PERIODOS 1999Y-2002 1999Y-2006

N° de donaciones analizadas por PCR
) ) 574036 1280432
ARN-VHC en la Comunitat Valenciana

1) Numero de donaciones analizadas desde juli®6@ hasta diciembre de 1999.
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Tabla 21: Tamafio depool de plasma empleado para unidades de

sangre de Valencia, Castellon y Alicante en el pedo 1999-2002.

VALENCIA CASTELLON Y ALICANTE

TAMANO POOLSDE UNIDADES
44 22
DE SANGRE

[11.2. Métodos.

[11.2.1. Cuantificacion de las donaciones con la preba de cribado

de anticuerpos anti-VHC positiva.

Los criterios de interpretacion de los resultadesad pruebas de cribado
gue se han empleado en el Centro de Transfusim@emunitat Valenciana, se

expusieron en el punto 1.2.2.5, y siguen el esquzma

Esquema 2: Criterios de interpretacién de las pruehs de cribado.

[ PRUEBA DE CRIBADO ]
|
1 1
-
POSITIVO
NEGATIVO (Inicialmente Reactivo)
) i
) I
Se acepta al donante y la donacién Se repite la pru%llalgc;;)lrg:estra del tuboy
.
| |
| 1
Los dos NEGATIVOS Uno de los dos POSITIVO
(Repetidamente Reactivo)
Se acepta al donante y se desecha la rl
donacién [ PRUEBAS DE CONFIRMACION ]

Una unidad de sangre se considera positiva en dabpr de cribado
cuando al repetir la prueba por duplicado, unaaderépeticiones, al menos, es
positiva y se le denomina unidad repetidamentetix@apara un marcador de

infeccién concreto.
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En el Centro de Transfusion de Valencia, pararasteel nimero de
donaciones repetidamente reactivas frente a anpiesenti-VHC o ARN-VHC
positivas en la prueba de cribado y los resultadoss pruebas de confirmacion,
se utilizo un listado de donantes que tenian alglomacion excluida por algun
marcador seroldgico positivo (VHB, VIH, VHC, Sifi), obtenido mediante el
programa BDS, en el periodo de tiempo de 1992 #8.1B@ este listado se
extrajeron, para cada periodo de estudio, los demaron donaciones excluidas
de la transfusion sanguinea por ser repetidameatgivos frente a las pruebas
de cribado de deteccion de los marcadores dedadidn por VHC.

De los aflos 1990 y 1991, los datos de las donesioepetidamente
reactivas y confirmadas para anticuerpos anti-VE@xrajeron de los libros de
laboratorio y de los libros de repeticiones, deldadgue el programa informatico
utilizado en el Centro de Transfusion de la Conatnitalenciana sufrié una
depuracion de datos y no constan en dicho proglasneesultados analiticos de
las unidades de sangre de estos afios.

Los datos de las donaciones repetidamente reagticanfirmadas de los
afos 1999, 2000, 2001 y 2002 se extrajeron tant@das libros de repeticiones.

En el Centro de Transfusion de Alicante los dateslas donaciones
repetidamente reactivos para anticuerpos anti-VHEorfirmadas de todo el
periodo de estudio se extrajeron de los libroseg@eticiones.

En ambos centros, las donaciones repetidamenigivieesa frente a
anticuerpos anti-VHC y con la prueba de confirmac{®IBA) de resultado
dudoso o sin resultado, fueron comprobadas erbeimab registro de las pruebas
de confirmaciéon VHC y en el registro de las histertlinicas de la infeccion por
VHC.

[11.2.2. Cuantificacion de los donantes con la prulea serologica

VHC de confirmacion positiva.

A las unidades de sangre repetidamente reactivagefra la prueba
seroldgica de cribado, se les realiza la pruebaodéirmacion seroldgica. Esta
prueba puede tener, en el caso de la deteccioiVid€l, resultado positivo,

indeterminado o negativo.
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Los criterios de interpretacion de los resultadiezs las pruebas de
confirmacion y los procedimientos de actuacion cespecto al donante de
sangre empleados en el Centro de Transfusion @omaunitat Valenciana se

expusieron en el punto 1.2.2.5 y siguen el esqug&ma

Esquema 3: Criterios de interpretacién de las prueas de confirmacién

[ PRUEBAS DE CONFIRMACION ]

NEGATIVO POSITIVO
Falso Positivo de
las pruebas de
cribado [ INDETERMINADO ]
— Se excluye definitivamente al

donante, se le informa y se le
deriva al especialista para su
tratamiento

Se acepta al donante
previo protocolo si su
siguiente donacion es
negativa

J

Se excluye temporalmente al
donante, y se le informa para un
seguimiento adecuado

Para obtener el numero de donantes con las prubateteccion de
marcadores infecciosos frente al VHC, repetidamegdetivos y confirmados, se
procedio del mismo modo que en el punto Ill.2.5tidguiéndose entre los
donantes de primera vez y los donantes repetidoresada periodo de estudio.

Como donante con marcadores infecciosos freniéH& confirmados,
entendemos a aquél en el que al menos una prueltmndemacion de la

infeccion ha resultado positiva.

1. Donantes repetidores con la prueba serologica Wel€onfirmacion positiva
0 numero de seroconversiones VHC en los periodesidelio.

Se tomaron como donantes repetidores aquéllogenqian mas de una
donacién en cada periodo de estudio, siendo lmaltionacién de dicho periodo
positiva para alguna de las pruebas de confirmagiibimadas para detectar la
infeccion por VHC. Un donante se consideré que énabioconvertido para un
marcador infeccioso del VHC si habia realizado doaacion inicial que era

negativa para dichos marcadores y posteriormerii haalizado una donacién
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positiva y confirmada para los marcadores infeadodel VHC dentro de cada
intervalo de estudio. Esta donacion positiva y kcordda para VHC se comprobo
tanto en el registro de las pruebas de confirmac@mo en los archivos de las
historias de los donantes. También se contabilizdos casos en que los
donantes repetidores con marcadores VHC positerdan una donacion anterior
negativa que se habia desechado por otro motide dh infeccion por VHC
dentro del intervalo de estudio. A los casos selég®mind seroconversiones en
el periodo de estudio y se contabilizaron el nunwgoseroconversiones para
cada periodo de estudio. Las donaciones anteradrpsriodo de estudio de los
donantes repetidores no se tuvieron en cuenta.

2. Donantes nuevos con la prueba serologica VHC dfrowcion positiva.

Se han considerado como donantes nuevos a lasnpsrspie habian
donado sangre una sola vez en el periodo de tieompsiderado y dicha
donacion habia sido positiva a alguna de las peual® confirmacion de
infeccion por VHC. No se tuvo en cuenta si estogadtes tenian alguna
donacién anterior a cada periodo de estudio (1992,11993-1995, 1996-1998,
1997-1999 y 2000-2002).

[11.2.3. Célculo de la especificidad de las pruebade cribado para
VHC.

1. Las fechas de utilizacion de las diferentes vees de los reactivos de
deteccién de anticuerpos VHC empleados en el Caldrdransfusion de la
Comunitat Valenciana son las siguientes:

EIA 12 generacion: Febrero de 1990- Febrero dé.199

EIA 22 generacion: Marzo de 1991- Junio de 1993.

EIA 32 generacion: Desde Julio de 1993 hasta etento actual.

RIBA 12 generacion: Julio de 1990- Febrero de 1881Valencia y

Castellén y Septiembre 1990- Febrero 1991 en Alea

RIBA 22 generacion: Marzo de 1991- Junio de 1993.

RIBA 32 generacion: Desde Julio de 1993 hasteoehemto actual.

2. Para determinar l&specificidad de las pruebas de cribado de 22

generacion, se tomaron los datos del afio 1992sdddaaciones repetidamente
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reactivas para la prueba de cribado, de las domegia@on la prueba de
confirmacion positiva y el numero de donacionesalést para Valencia y
Castelldn, para Alicante y para la Comunitat Vaiena.

E ea2ag = VN/(VN+FP)

siendo:

VN=D-rr

FP=rr-RP

E ein22g Especificidad de la prueba ELISA de 22 generacion

VN: Verdaderos negativos.

FP: Falsos positivos

D: n° de donaciones totales

rr: n° de unidades repetidamente positivas pgaulaba de cribado.

RP: n° de donaciones con la prueba de confirmaiB#A positivo.

3. Para determinar la especificidad de las pruelaxribado de 32
generacion se tomaron los datos del periodo (1982)2de las donaciones
repetidamente reactivas para la prueba de cribdeldas donaciones con la
prueba de confirmacion positiva y el nimero de dmmees totales para Valencia
y Castellon, para Alicante y para la Comunitat Yialana.

Eeiazg = VN/(VN+FP)

siendo:

E ein 3o ¢ Especificidad de la prueba ELISA de 32 generacion

VN: Verdaderos negativos.

FP: Falsos positivos

D: n° de donaciones totales

rr: n° de unidades repetidamente positivas pgueulaba de cribado.

RP: n® de donaciones con la prueba de confirmaiBaA positivo.

[11.2.4. Valoracion de la utilidad de la determinagon de ALT
como marcador indirecto de infeccion por VHC en doantes de

sangre.

1. Se determiné la proporcién de donantes VHC confilmsaque tenian
la ALT alterada con respecto a los donantes VHCfimoados totales en el
periodo 1992-2002.
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2. Se determind la proporcion de donantes con la prudBT de
confirmacion (PCR) positivajue tenian la ALT alterada con respecto a los
donantes VHC confirmados totales con la ALT altarad el periodo 2000-2002.
También se determind esta proporcion en el peri@#6-2002 en Valencia y
Castellon debido a que se disponia de datos mdigjeen los libros de
laboratorio.

3. Se determind la proporcién de donantes con PCR-YbKltivo con la
ALT alterada en relacion a los donantes VHC cordilos totales con la ALT
alterada en el periodo 2000-2002 y en el perio@%4802.

4. Se obtuvo la proporcién de donantes de sangre ®bifirmados con
la ALT alterada con respecto al nimero de donasidoéales con la ALT
alterada en el periodo 1992-2002.

5. Por ultimo determiné el porcentaje de donacioresla ALT alterada
respecto a las donaciones totales habidas en d@foCda Transfusion de la

Comunitat Valenciana en el periodo 1992-2002.

[11.2.5. Calculo de la prevalencia de la infeccionpor VHC en

donantes de sangre.

La prevalencia de la infeccién por VHC en la polilacde donantes de
sangre se calculd por cada afio del periodo de ies{@890-2002) para las
provincias de Valencia y Castellon, para la proginde Alicante y para la
totalidad de la Comunitat Valenciana, utilizandedaacion:

P = CA/ PA donde

P: Prevalencia

CA: n° de donantes nuevos VHC confirmados en @ld&iestudio.

PA: n° de donantes nuevos en el afio de estudio.

La prevalencia vendra expresada porddhantes de sangre.
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[11.2.6. Calculo de la tasa cruda de incidencia déa infeccién por

VHC en donantes de sangre.

La tasa de incidencia se calcul6é para los difeseptriodos de estudio
(1990-1992); (1993-1995); (1996-1998); (1997-1999)(2000-2002) para las
provincias de Valencia y Castellon, para la proginde Alicante y para la
Comunitat Valenciana.

Para el célculo de la tasa cruda de incidencidilssd la expresion:

I=C/T, donde

|: tasa cruda de incidencia referido & d6nantes.

C: n® de donantes repetidores que durante el deerite estudio han

efectuado al menos una donacion seronegativa Bepaeonvierten para

los marcadores de infeccion por VHC dentro delogerde estudio.

T: n°® de donante-afios en riesgo de infeccion por ¥H@I periodo de

estudio considerado.

El n° de donantes repetidores que seroconviedea marcadores VHC
en cada periodo de estudio (C) se ha obtenido miedia base de datos IMAGE
250/260 del Centro de Transfusion de la ComunitaleNtiana que utiliza el
programa de Banco de Sangre SYSBANK. Las serocsiowvers fueron
comprobadas revisando los sistemas manuales dstroedilos libros de
repeticiones y los albumes de las pruebas de cmativbn VHC) para excluir los
resultados falsos positivos o interpretacionesne@s de las pruebas.

Para hallar el denominador de la tasa de incidemcimero de donantes-
afio (T), en los periodos de estudio 1990-1992; N%¥®5; 1996-1998 y 1997-
1999, se utilizé el método de sumar los intervaose la primera y la ultima
donacion de todos los donantes repetidores durahtperiodo de estudio
considerado, empleando el programa informaticocdetro SYSBANK, el cual
genera un listado con el nimero de donantes auesgrresponde un intervalo
dado entre donaciones. Este listado se traslad@ &aeja de calculo y se obtuvo
la suma de los productos del nimero de donantescada intervalo entre
donaciones, que es la cantidad total de donante-@figiesgo. El denominador
de la tasa de incidencia del periodo 2000-2002k®ild utilizando un programa

informatico desarrollado por el Centro de Transfusie Granada-Almeria en el
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gue se integraron los archivos de la base de di#das donaciones de sangre
realizadas en dicho periodo. De este modo se éaleuhimero de donantes que
habian realizado, al menos, dos donaciones dur@nteeriodo de estudio
(donantes repetidores) las donaciones realizadaségtos y la totalidad de
intervalos entre la primera y la Gltima donaciontalios los donantes repetidores,

para obtener el nimero de donante-afios en riesgo.

[11.2.7. Calculo de la tasa corregida de incidenciale la infecciéon

por VHC en donantes de sangre

La tasa corregida de incidencia (la) se calculaméa dos diferentes
periodos de estudio expuestos anteriormente memasgb periodo 2000-2002,
del cual no se pudo disponer de datos. El calailealizara para las provincias
de Valencia y Castell6n, para la provincia de Alteay para la Comunitat
Valenciana.

La tasa corregida de incidencia tiene en cuergadaridad adicional que
proporciona a la distribucion de hemoderivadosedalizacion de marcadores
indirectos de la infeccion (ALT elevada), falsossitiwos en las pruebas de
cribado y la posibilidad de autoexclusion del daean
Su célculo vendra dado por la expresion expuesth @partado anterior:

la=Cal/Ta
siendo:
la: tasa corregida de incidencia referido addhantes.
Ca: n° de seroconversiones cuyas donacionesegiras
previas a la seroconversion no fueron aptaslpdransfusion.
Ta: n° de donante-afios en riesgo de infeccioWpi&@ corregido
en el periodo de estudio considerado.

Para el célculo de la tasa corregida de incideseaeliminan del
numerador (Ca) los casos incidentes para marcaadeesiosos por VHC cuyas
donaciones seronegativas previas a la seroconmergiofueron aptas para la
transfusion.

El denominador o donante-afios (Ta) se vuelve euleal considerando

s6lo a los donantes repetidores que durante ebdmerie estudio la primera
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donacién se consideré apta para la transfé$ignediante el mismo método
empleado para la determinacion del parametro deredis para el célculo de la

tasa cruda de incidencia.

[11.2.8. Calculo del riesgo residual de transmisia del VHC por

transfusion sanguinea.

Para la estimacion del riesgo residual de tranémisiel VHC por
hemoderivados se empledé el modedel Grupo para el Estudio de la
Epidemiologia de Retrovirus en Donantes (REDS)ata®n la incidencia y el
periodo ventana, aplicado a las donaciones efeasupdr donantes habituales
38, 66, 67, 135, 13:6

El célculo se estim6 para cada intervalo de esttehiendo en cuenta
tanto la tasa cruda como la tasa corregida dedncid para las provincias de
Valencia y Castellon, para la provincia de Alicantepara la Comunitat
Valenciana. Dicha estimacion del riesgo se ha atidemultiplicando la tasa de
incidencia de la infeccion por VHC por la duracd@i periodo ventana.

RR=1xWP
donde:
RR: Riesgo residual, referido a un milléon de diores.
I: Tasa cruda de incidencia o tasa corregidaadencia,
referida a cien mil personas.
WP Periodo ventana de la infeccion por VHC, referidmo

fraccion de afio.

[11.2.9. Estimacion de la reduccion del riesgo cota introduccion

de nuevas pruebas de cribado.

La estimacion de la reduccion del riesgo estarids al Ultimo periodo
de estudio (2000-2002), en el cual se introdujemrel Centro de Transfusion de
la Comunitat Valenciana las pruebas basadas eilaga molecular para la

deteccion del ARN-VHC. Para realizar esta estimas® calculd el rendimiento
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de la introduccion de la prueba NAT y el rendimieatual de la introduccion de
dicho método. Se compard el rendimiento esperado etorendimiento real
obtenido con la introduccion de dichas técnicaeé@omunitat Valenciana en el
periodo (1999-2002) y en el periodo (1999-2006yeBdimiento esperado con la
introduccion de la prueba NAT también se compard ebrendimiento real
obtenido de la introduccion de las técnicas NATapkspafa en el periodo
(1999-2006) y con el rendimiento real obtenido epdfia en el periodo (1996-
2003), teniendo en cuenta los datos de la indus&c@ionadora del plasma, que
introdujo la determinacion de la prueba NAT enfel 4996.

1. Calculo del Rendimiento de la introduccion de lagma NAT:

a. Se estimo el riesgo residual para el periodo 2Z8@2) teniendo en
cuenta el periodo ventana estipulado para las peusérologicas de cribado del
VHC (RRser9-

b. Se estimo el riesgo residual para el periodo (ZIIR) teniendo en
cuenta el periodo ventana estipulado para las peu®bAT de deteccidon del
ARN-VHC enpoolsde unidades de sangre (RR.

c. El rendimiento esperado (R) viene dado por l|&rdiicia entre el
riesgo residual con pruebas seroldgicas y el riesgidual con pruebas NAT:

R = RRsero - RRnaT

2. Rendimiento real obtenido en la Comunitat Valerzian los periodos
(2000-2002) y (1999-2006).

El rendimiento real (Bss) se calculé dividiendo el nimero de unidades
de sangre ARN-VHC positivas con anticuerpos VHCatiggs (n° unidades en
periodo ventana VHC) obtenidos en la Comunitat Meabmna en cada periodo
entre el nUmero de unidades de sangre analizad#istenperiodo:

R oss= n° unidades en periodo ventana VHC / n° total denidades de sangre
en cada periodo.

3. Rendimiento real obtenido en Esparfia en el perib@99-2006).

Se contabilizaron las unidades de sangre en menathtana para la
infeccion por VHC detectados por la introducciénaiepruebas NAT en Esparfia
en el periodo (1999-2006), y el numero de unidadessangre analizadas
mediante técnicas NAT, utilizando el sistema déstegde los distintos Centros

de Transfusion del Estado Espafiol. La operacionesdralizd en el Banc de
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Sang i de Teixits de Catalunya.

4. Rendimiento real obtenido en Espafia en el periv886-2003).

Se contabilizaron las unidades de sangre en penedtana para la
infeccion por VHC detectadas por la introducciénaerueba NAT en Espafia,
por los Centros de Transfusion y por la Industedreccionamiento del plasma y
el nimero de unidades totales analizadas por Issos en dicho periodo. Las
unidades de sangre totales analizadas por la halws Fraccionamiento del
plasma corresponden al periodo anterior a la pwestaarcha de la deteccién de
ARN-VHC por los Centros de Transfusion (1996-1999a las unidades de
sangre procedentes de los Centros de Transfus®majuntrodujeron la técnica
NAT, los cuales realizaban la deteccion del antiggel VHC y se han obtenido

mediante datos proporcionados por dicha industriel @iio 2003.

[11.2.10. Seguimiento de donantes implicados en haptis C

asociada a transfusion.

El Centro de Transfusion de la Comunitat Valenciaea sus tres
delegaciones de Valencia, Castellon y Alicantepeeaotificaciones de posibles
contagios postransfusionales de hepatitis C a gsrade los servicios de
transfusion de los hospitales provinciales y de distintos juzgados por
reclamacion de responsabilidad patrimonial.

La metodologia de estudio de estos casos esusig:

1. Se verifican los resultados de los marcadores éidsos de la donacion
implicada y se identifica al donante de sangre.

2. Se revisan los resultados de los marcadores serosode las donaciones
posteriores a la donacién implicada, por si éstavesa en periodo ventana
seroldgico.

3. Si no hay donaciones posteriores o0 tiene una démgoosterior de
menos de seis meses a la donacion implicada, a@lcitonante de sangre para
realizarle los andlisis de marcadores infecciosoplitados en el supuesto
contagio.

4. Si la donacion posterior o el analisis de marcalonéecciosos del

donante citado son negativos se concluye el segnoimide este donante y se
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sigue estudiando a los demas donantes implicaddss $1ay, en el supuesto

contagio postransfusional.

[1.2.11. Seguimiento de receptores de unidades smregativas

obtenidas previamente a seroconversiones.

El Centro de Transfusion de la Comunitat Valenciaiguiendo la Orden
de 2 de julio de 1999, donde se establecen losriost de interpretacion de las
pruebas para la deteccidn de los agentes infeccarsdas donaciones de sangre,
empezd a notificar las seroconversiones a los tadspi que habian recibido
hemoderivados de donaciones de sangre previaseadeonversion, con el fin de
la retirada de dichos hemoderivados y para el isegnto de los receptores de
los mismos.

La metodologia de estudio es la siguiente:

1. Se identifica al donante cuya donacion ha sido icoafla como
positiva para un marcador infeccioso.

2. Se comprueba si tiene donaciones previas neggiarasese marcador
infeccioso y que no se han desechado por algunmuitivo.

3. De la donacidn previa negativa, se determina ecqun&os hospitalarios
se han enviado los hemoderivados elaborados cba dimacion de sangre.

4. Se notifica a cada centro receptor de hemoderivedassta incidencia
antes de transcurridos siete dias, solicitando rimdcion sobre si el
hemoderivado se transfundié y sobre los receptdees mismos. Si no se
transfundié el hemoderivado se le insta para suidEson.

5. Si el estudio de los pacientes receptores de losotierivados es
negativo para el marcador infeccioso estudiadopeeluye dicho estudio.

6. Si el estudio de los pacientes receptores de hemades es positivo
para el marcador infeccioso o no se ha podido agngbr la no localizacion o
defuncion del paciente, se procede del mismo mbedstadio de las donaciones

anteriores si las hay.
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[11.2.12. Célculo de la sensibilidad de la pruebdAT de cribado
PCR Cobas Ampliscreen HCV 2.0 de Roche.

Como parte de la valoracion de la técnica NAT garaleteccion del
ARN- VHC en todas las unidades de sangre, se det@ra sensibilidad de la
técnica RT-PCR Cobas Ampliscreen HCV 2.0 de Rodéeiro de un estudio en
el que intervinieron el Centro de Transfusién déidiza Centro de Transfusion
de las Islas Baleares, Centro de Transfusion dé Wasco, el Centro de
Transfusion de Catalufia y el Centro de Transfud@ta Comunitat Valenciana.
La determinacion de la sensibilidad de la técnigaPECR por el procedimiento
estandar de procesamiento de muestras se realdianteediluciones seriadas de
un estandar internacional VHC de la (@I cual tenia 50000 UI/mL por vial y
presentaba el genotipo VHC 1b. Las diluciones tie estandar fueron ajustados
con plasma negativo humano a las siguientes caaogmes: 400, 200, 100, 50,
25, 12.5y 6.25 Ul/mL. Todos los Centros de Trasisiu recibieron 21 muestras
de cada dilucién en alicuotas de 250 pL por mugsisacuales se congelaron a -
80 °C hasta su uso. La sensibilidad se determindiamie la proporcion de
positivos con respecto a las concentraciones din@asr. Los limites de
deteccidn se calcularon al 50% y 95% de probaloilidadiante el analisis Probit
aplicado a la sensibilidad y se compararon conréssiltados de los demas

centros de transfusién que intervinieron en eldistfi

[11.2.13. Determinacion de la fiabilidad de la técnica de lprueba
NAT de cribado PCR Cobas Ampliscreen HCV 2.0 de Roe.

Para estudiar la fiabilidad de la técnica PCR Cabapliscreen HCV 2.0
de Roche como prueba de cribado para la detecel@®RIN-VHC en el Centro
de Transfusion de la Comunitat Valenciana, se harmiénado el niamero de
poolsde unidades invalidados por el control interncatieg, el nUmero dpools
que fueron falsos positivos y el numero de senmmlidadas por controles

positivos que resultaron negativos, entre julid €889 y octubre de 20¢/£
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[11.2.14. Determinacion de los tiempos de procesp los recursos
humanos necesarios para la introduccion de la pruebNAT de
cribado PCR Cobas Ampliscreen HCV 2.0 de Roche et @entro

de Transfusion de la Comunitat Valenciana.

En la implantacion de la técnica NAT para la detecdel ARN-VHC en
las donaciones de sangre, se estudiaron los tiedgpsoceso de la misma y se
establecieron tanto el personal necesario comtulo®s de trabajo para poder
realizar dicha técnica sin que supusiera una diteen la liberacion de las bolsas
de sangre. Este estudio se realizé tanto en efr&detTransfusion de Valencia

como en el Centro de Transfusion de Alicante.

[11.2.15. Seguimiento de los donantes de sangre eperiodo
ventana seroldgico detectados en el Centro de Trdnsiéon de la

Comunitat Valenciana.

Se estudiaron los cuatro casos ARN-VHC positivo aoticuerpos VHC
negativos detectados en el Centro de Transfusida @emunitat Valenciana en
el periodo 1999-2008 4° **° E| estudio comprendia distintos aspectos:

1. Andlisis de la donacién de sangre implicada.

2. Donantes repetidores o donantes nuevos. Donacimes$as en los
donantes repetidores.

3. Edad, sexo de los donantes y posible via de contaga infeccion por
VHC.

4. En los casos que se pudo, se cité al donante deeshasta determinar
la seroconversion y asi determinar el periodo venen cada donante.

5. Se realiz6 la determinacién de la carga viricAB&I-VHC en plasma,
el genotipo VHC y en dos casos se realizo tamlaiéteterminacion del antigeno
VHC.
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[11.2.16. Métodos estadisticos.

1. Como las infecciones por VHC en donantes habisusd@ un evento raro, que
sigue una distribucion de Poisson en vez de unaibdision normal, se han
calculado los limites del intervalo de confianz®%#6 de las tasas de incidencia
siguiendo un método simplificado propuesto por K4aeh Loveland y Sirken®.

2. Para comparar las diferencias entre la especiticittalos métodos de cribado
de 22 y 32 generacion, las diferencias entre lapopciones de resultados
indeterminados entre las pruebas de confirmac@Rdy 3% generacion y las
diferencias entre las prevalencias anuales dedidie@or VHC de las provincias
de Valencia + Castellon y la provincia de Alicagtele la diferencia entre la
proporcion de donantes de sangre hombres y mwgaresperiodo de estudio, se
ha utilizado la prueba de comparacion de dos poipoes del programa de
andlisis estadisticos G-Stat, version 1.2.

3. Andlisis Probit segin el modelo de validacién peaslid®’ Con este anélisis
se determinaron los limites de deteccion al 95%50%b a partir de la curva de
la proporcién de positivos frente a las concentraes de las distintas diluciones
del estandar. Los limites de deteccion se calaularon los intervalos de
confianza al 95%. El andlisis Probit fue realizgo el Dr. Adolfo Eira¥’, del
Centro de Transfusion de Galicia, con el sisterf@nmatico de analisis de datos
STADISTICA, version 6, StatSoft, Inc; Tulsa, OK.
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IV.1. Numero de donaciones con la prueba serologicdHC de

cribado positiva.

El nimero de donaciones con la prueba de cribadotdral VHC
repetidamente positiva por afio de estudio en caddroc de transfusion se
expone en la tabla 22:

Tabla 22: N° de donaciones repetidamente reactivéiente al VHC.

ANO 1990 1991 1992 1993 1994 199 1996 19p7 1998 991p 2000 | 2001| 2002

N° donaciones
repetidamente
) 461 716 473 477 368 500 289 321 299 296 2P0 135 51
reactivos

Castellén y Valencia

N° donaciones
repetidamente 258 214 98 120 94 151 78 77 43 39 5 514 5

reactivos Alicante

Ne total donaciones
repetidamente 719 930 571 597 462 651 361 398 343 331 2y6 192 226

reactivos

IV.2. Numero de seroconversiones VHC en los periodode

estudio.

El nimero de seroconversiones para VHC o0 numerodaeantes
repetidores con la prueba seroldgica VHC de comftiom positiva, encontradas
en cada centro de transfusion en los distintoogesi de estudio se muestra en la
tabla 23.

Tabla 23: N° de seroconversiones para VHC en losfdientes periodos de estudio.

Periodo (1990-1992) (1993-1995 (1996-1998 (19999 (2000-2002)
Seroconversiones VHQ
83 (61)* 15 15 11 5
Castellén + Valencia
Seroconversiones VHQ
) 16 3 0 1 1
Alicante
Seroconversiones VHQ
) . 99 (77)* 18 15 12 6
Comunitat Valenciana

(*) Seroconversiones sin contar aquellas con donaenterior desechada
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IV.3. Numero de donantes nuevos con la prueba seégiica VHC

de confirmacion positiva.

El nUmero de donantes nuevos con prueba de cowiibm@ositiva para
anticuerpos anti-VHC en los dos centros de trai@iuse muestran en la tabla
24.

Tabla 24: N° de donantes nuevos VHC confirmados e periodo 1990-2002

ANO 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 9919 2000 2001 2002
N° Donantes nuevos
VHC confirmados 94 189 206 175 124 118 109 104 10 7 56 8 42
Castellén y Valencia
N° Donantes nuevos
VHC confirmados 10 39 32 37 26 23 21 19 17 9 28 20 24
Alicante
Ne total donantes ]
VHC confirmados 104 228 238 212 150 141 130 12 11y 8 8|4 63 0

IV.4. Numero de donaciones con resultado positivanda prueba

de confirmacion seroldgica y en la prueba NAT.

Se ha determinado cuantas donaciones son RIBAivassi y PCR
positivas, para Valencia y Castellon, Alicante lamunitat Valenciana, por los
mismos métodos utilizados para determinar las dones repetidamente
reactivas y confirmadas para VHC. En Valencia y t€lksm el periodo
considerado es 1996-2002, porque las donacionetasqruebas RIBA y PCR
positivas quedaron registradas desde el afio 1966a®donaciones se muestran
en la tabla 25. El nimero de donaciones con lagbasi de confirmacion
positivas en Alicante y en la Comunitat Valenciaoarresponden al periodo

2000-2002 y se muestran en la tabla 26 y 27, réspatente.
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Tabla 25: N° de donaciones RIBA positivo, PCR po$ito

en Valencia y Castellon.

ANO 1996 1997 1998 1999 2004 2001 2002
N° Donaciones
RIBA POSITIVO 68 88 73 57 50 45 31
PCR POSITIVO
N° Donaciones
RIBA POSITIVO 45 33 33 21 17 12 15
PCR NEGATIVO

Tabla 26: N° de donaciones RIBA positivo, PCR piio

en Alicante.
ANO 2000 2001 2002
N° Donaciones
RIBA POSITIVO 26 15 23
PCR POSITIVO
N° Donaciones
RIBA POSITIVO 3 6 7
PCR NEGATIVO

Tabla 27: N° de donaciones RIBA positivo, PCR piis/o en

la Comunitat Valenciana.

ANO 2000 2001 2002
N° Donaciones
RIBA POSITIVO 76 60 54
PCR POSITIVO
N° Donaciones
RIBA POSITIVO 20 18 22
PCR NEGATIVO

IV.5. Especificidad de las pruebas de serolégicag dribado para

deteccion de anticuerpos anti-VHC.

En las tablas 28 y 29 se presentan los datos dotensobre la
especificidad de las pruebas seroldgicas de cribadibnantes de sangre para la
deteccion de anticuerpos anti-VHC en donantes nigreala especificidad de la
técnica EIA de 32 generacion es superior a la atderon EIA de 22 generacion

(p < 0.05).
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Tabla 28: Especificidad de las pruebas de cribadoed2?

generacion para la deteccién de anticuerpos antiNC (EIA)

Afo 1992 rr RP D VN FP E
Valencia y Castell6n 473 248 84331 83858, 225 0.9973
Alicante 98 44 38149 38051 54 0.998p
Comunitat Valenciana 571 292 122480 121909 279 0.99717

E (Especificidad) calculada segun la formula:

E ga = VN/(VN+FP); donde

VN=D-rr

FP=rr-RP

VN: verdaderos negativos

FP: falsos positivos

rr: n° de donaciones repetidamente reactivaslpgrueba de cribado.
RP: n° de donaciones con la prueba de confirmdIBA positivo.

D: n° de donaciones totales.

Tabla 29: Especificidad de las pruebas de cribadoed3?
generacion para la deteccion de anticuerpasiti-VHC (EIA)

Afos 1994-2002 rr RP D VN FP E
Valencia y Castell6n 2573 850 952441 949864 1728 0.9982
Alicante 666 215 399923 399257 451 0.9989
Comunitat Valenciana 3239 1065 1352364 1349125 2174 0.99B4

IV.6.

E (Especificidad) calculada segun la férmula:

E ga =VN/(VN+FP); donde

VN=D-Ir

FP=rr-RP

VN: verdaderos negativos

FP: falsos positivos

rr: n° de donaciones repetidamente reactivaslagmaieba de cribado.
RP: n° de donaciones con la prueba de confirmd&IBA positivo.

D: n° de donaciones totales.

Resultado de las pruebas serologicas de camfiacion para

anticuerpos anti-VHC en las donaciones de sangre.

Se ha determinado el nimero de donaciones positivdsterminadas y

negativas para las pruebas de confirmacion enifesedtes afios de estudio en

Valencia y Castellon, en Alicante y en la Comunitatenciana, con los mismos

métodos utilizados para determinar las donacioeegtidamente reactivas y
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confirmadas para VHC. Las tablas 30, 31 y 32 maesios resultados de las
pruebas de confirmaciéon para VHC en cada centrivaisfusion y en el Centro

de Transfusion de la Comunitat Valenciana.

Tabla 30: N° de donaciones RIBA: negativo, RIBA: ideterminado y

RIBA: positivo por afio de estudio en Valencia y @stellon.

ARO 1990 1991 1992 1993 1994 199p 1996 1997 1998 9919 2000 2001 2002

N° Donaciones

97 154 90 125 106 210 84 126 14 141 143 3B q9
RIBA NEGATIVO
N° Donaciones RIBA

150 138 135 158 123 167 86 74 45| 71 5 4p 3p
INDETERMINADO
N° Donaciones RIBA

105 269 248 194 139 123 113 12 106 7 6y 57 46

POSITIVO

Tabla 31: N° de donaciones RIBA: negativo, RIBA: ideterminado y

RIBA: positivo por afio de estudio en Alicante.

ARO 1990 1991 1992 1993 1994 199p 1996 1997 1998 9919 2000 2001 2002

N° Donaciones

69 121 29 53 37 90 35 35 13 12, 19 22 3
RIBA NEGATIVO
N° Donaciones RIBA

16 39 25 21 22 34 20 23 11 11 8 14 13
INDETERMINADO
N° Donaciones RIBA

34 54 44 46 35 27 23 19 19 12 29 21 3

POSITIVO

Tabla 32: N° de donaciones RIBA: negativo, RIBA: ideterminado y

RIBA: positivo por afio de estudio en la ComunitaValenciana.

ANO 1990 1991 1992 1993 1994 199p 1996 1997 1998 9919 2000 2001 2002

N° Donaciones

166 275 119 178 143 300 119 16 16[ 192 122 q0 102
RIBA NEGATIVO
N° Donaciones RIBA

146 177 160 179 145 201 106 97| 54 84 5 54 48
INDETERMINADO
N° Donaciones RIBA

134 323 292 240 174 150 136 14 126 9 9b 78 16

POSITIVO

IV.7. Numero de donaciones con valores de ALT superes al

valor de corte.

El valor de corte de ALT, por encima del csldesechan las unidades
de sangre, ha ido variando en el periodo 1990-286L.entre 1990 y 1999 se
establecié en 65 U/L y entre 2000 y 2002 fue d&JA9 El nimero de unidades
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de sangre con valores de ALT superiores o igudleslar de corte, en cada
centro de transfusion durante el periodo 1990-2682a obtenido mediante las
memorias anuales del Centro de Transfusion de tau@itat Valenciana. En la
tabla 33 se muestra tanto el nUmero de donaciansardyre desechadas por ALT
alterada por afilo como la proporcion de las mismasrespecto al niumero total

de donaciones.

Tabla 33: N° de donaciones con ALT alterada en elgpiodo 1990-2002 y proporcién

de donaciones con ALT alterada con respecto al nedlonaciones totales (%).

ANO 1990 1991 1992 1993 1994 1996 1996 19p7 1998 9919 2000 2001 2002

N° donaciones
ALT alterada 891 1877 | 1866 | 2253 | 1973 | 1529 ( 1591 | 1866 | 1800 | 2869 | 1694 | 1958 | 2200
Castellon y (1.37) | (252) | (2.21) | (2.38) | (2.16) | (1.68) | (1.64) | (1.83) | (1.70) | (2.54)| (1.46) | (1.70) | (1.82)

Valencia

N° donaciones
ALT alterada
Alicante

338 | 522 | 698 | 696 | 737 | 681 | 636 | 801 | 807 | 880 | 1124 | 1180 | 832
(1.15) | (1.53) | (1.83) | (1.84) | (1.86) | (1.64) | (1.57) | (1.89) | (1.84)| (2.01)| (2.39) | (2.40) | (1.60)

Ne total
donantes con
ALT alterada

1229 | 2399 | 2564 | 2949 | 2710 | 2210 | 2227 | 2667 | 2607 | 3749 | 2818 | 3138 | 3032
(1.30) | (2.21) | (2.09) | (2.22) | (2.07) | (1.67) | (1.62) | (1.85) | (1.74) | (2.39)| (1.73) | (1.91) | (1.76)

IVV.8. NUmero de donaciones VHC confirmados con loglores de

ALT superiores al valor de corte.

El valor de corte de ALT se ha expuesto en el agaranterior.

Se estudiaron los valores de ALT en las unidadesadgre repetidamente
reactivas para la prueba de cribado de anti-VHQe/ rgsultaron positivas en la
prueba de confirmacién, usando la base de datosistema informatico y los
libros de laboratorio de los respectivos centr@scuantificacion de los casos se
realiz6 para Valencia y Castellon, para Alicantepara la totalidad de la
Comunitat Valenciana. Dicha cuantificacion compeeedt periodo 1992-2002 y
esta realizada por afio. No se han tenido en cuestdatos de 1990 y 1991
porque durante estos dos afios se usé como pruetznfiemacion el RIBA-1,
gue detectaba la reactividad para anticuerposidiisgcontra dos proteinas de
VHC codificadas por la misma region gendmica (N&4}a limitacion hacia que

muchos casos que con RIBA-2 y RIBA-3 serian cleasifos como positivos, por
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RIBA-1 fueran negativos y que algunos casos pastipor RIBA-1 fueran
indeterminados por RIBA-2 y RIBA-3. El nUmero dendates VHC confirmados
con ALT alterada en cada centro de transfusion haeatalidad de la Comunitat
Valenciana, se muestra en las tabla 34.

Tabla 34: N° de donantes VHC confirmados con la ALRlterada en
el periodo 1992-2002

ANO 1992 1993 1994 1995 1994 199 1998 1999 2000 0120 2002

N° Donantes VHC
confirmados con ALT
70 48 38 27 20 21 21 24 14 10 10

alterada
Castellén y Valencia

N° Donantes VHC

confirmados con ALT 16 11 8 12 8 6 5 5 10 3 6

alterada Alicante

N° total donantes VHC
confirmados con ALT 86 59 46 39 28 27 26 29 24 13 16)
alterada

IV.9. Numero de donaciones con la prueba NAT positiva yal
ALT alterada.

El nimero de donaciones anuales con la prueba No&STiya y la ALT
alterada en Valencia y Castellon en el el periof8612002. (tabla 35). Las
donaciones NAT positivas con la ALT alteradas eitalte y en la Comunitat
Valenciana en el periodo 2000-2002 se muestranasntdblas 36 y 37,

respectivamente.

Tabla 35: N° de donaciones PCR positivo y con la AL
alterada en Valencia y Castellén.

ARNO 1996 1997 1998 1999 2004 2001 2002

N° Donaciones
PCR POSITIVO y ALT 19 19 18 21 14 10 9
alterada
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Tabla 36: N° de donaciones PCR positivo y con 1ad.T
alteradas en Alicante.

ANO 2000 2001 2002
N° Donaciones
10 3 6
PCR POSITIVO y ALT alterada

Tabla 37: N° de donaciones PCR positivo y con 1ad.T
alteradas en la Comunitat Valenciana.

ARNO 2000 2001 2002

N° Donaciones
24 13 15

PCR POSITIVO y ALT alterada

IV.10. Correlacion entre la concentracion de ALT ylos resultados

positivos en la prueba de confirmacion VHC.

Para valorar la utilidad de la determinaciéon dedacentracion de ALT

como marcador indirecto de infeccién por VHC sellevai existia correlacion
entre la positividad en las diferentes pruebasaidircnacion de infeccion por

VHC y la presencia de concentraciones alterad#d de
En primer lugar se calcul6 el porcentaje de dameas respecto al total de

las mismas que presentaban el marcador ALT altedadante el periodo 1992-
2002 (ver tabla 38).

Tabla 38: Proporcién de donaciones con ALT alteradaon respecto al n° total

de donaciones en el periodo 1992-2002.

Periodo (1992-2002) N° Donaciones totales N° Donaciones con ALT | Porcentaje
alterada

Valencia +Castell6n 1040425 21599 2.08%

Alicante 475913 9072 1.91%

Comunitat Valenciana 1516338 30671 2.02%

De éstas, sélo en un porcentaje muy bajo, del cdeéd%, se confirmd

la infeccién por VHC mediante la prueba de confrida RIBA (ver tabla 39).
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Tabla 39: Proporcién de donantes VHC confirmados ao la ALT alterada con

respecto al n° de donantes con al ALT alterada er periodo 1992-2002.

Periodo (1992-2002)

N° Donaciones con ALT

alterada

N° Donantes
VHC confirmados con ALT

alterada

Porcentaje

Valencia +Castellén

21599

303

1.40%

Alicante

9072

90

0.99%

Comunitat Valenciana

30671

393

1.28%

En la tabla 40 se muestra la proporcion de los mtesaVHC positivos
confirmados por la prueba serologica RIBA (RIBA ifges) que presentaban,
ademads, la ALT alterada. Como puede observarse, daasn 65% de los
donantes de la Comunitat Valenciana con positivid@ confirmada por RIBA

no presentaban alteracion en la concentracién de AL

Tabla 40: Proporcién de donantes VHC confirmados a0 ALT alterada en

relacion al n° de donantes VHC confirmados.

N° Donantes
Periodo (1992-2002) N° Donantes RIBA positivo con ALT Porcentaje
RIBA POSITIVO alterada
Valencia +Castell6n 1149 303 26.37%
Alicante 260 90 34.62%
Comunitat Valenciana 1409 393 27.89%

Resultados similares fueron obtenidos cuando seiléaél porcentaje de
los donantes VHC positivos confirmados por la paudAT (RIBA positivos,
PCR positivos) que presentaban concentracioneaddswde ALT.

En la tabla 41 figuran los resultados obtenidos pas tres provincias
durante el periodo 2000-2002 y en la tabla 42 geeatcan, a parte, los
resultados para Valencia + Castelldbn obtenidos edld€996, fecha en que se
instaurd la tecnologia PCR en estas provinciag\(eante no se implanté hasta

mediados de 1999).
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Tabla 41: Proporcién de donantes VHC confirmados aola PCR positiva y con la

ALT alterada con respecto al n°® de donantes VHC cdinmados con la PCR positiva

en el periodo 2000-2002.

Periodo (2000-2002)

N° Donantes
RIBA POSITIVO+PCR

N° Donantes
RIBA POSITIVO+PCR

Porcentaje

POSITIVO POSITIVO+ALT alterada
Valencia +Castellon 126 33 26.19%
Alicante 64 19 29.69%
Comunitat Valenciana 190 52 27.37%

Tabla 42: Proporcién de donantes VHC confirmados aola PCR positiva y con la

ALT alterada con respecto al n° de donantes VHC cdinmados con la PCR positiva

en el periodo 1996-2002.

Periodo (1996-2002)

N° Donantes
RIBA POSITIVO+PCR
POSITIVO

N° Donantes
RIBA POSITIVO+PCR
POSITIVO+ALT alterada

Porcentaje

Valencia +Castellon

412

110

26.70%

Finalmente pudo observarse que la gran mayoriaosl@dnantes con la
ALT alterada en los que se confirmo la infecciom @¥bIC por la positividad en
el RIBA, fueron también ARN-VHC positivos. En lebta 43 se muestran los
datos obtenidos para el periodo 2000-2002 en s@omunitat y en la tabla 44,

los referidos sé6lo a Valencia + Castelldn desdé E2002.

Tabla 43: Proporcion de donantes VHC confirmados ao PCR positiva y ALT

alterada con respecto al n® de donantes VHC confiratdos con ALT alterada en el

periodo 2000-2002

Periodo (2000-2002)

N° Donantes
VHC confirmados con ALT

N° Donantes
RIBA POSITIVO+PCR

Porcentaje

alterada POSITIVO+ALT alterada
Valencia +Castell6n 34 33 97%
Alicante 19 19 100%
Comunitat Valenciana 53 52 98%
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Tabla 44: Proporcién de donantes VHC confirmados ao PCR positiva y ALT
alterada con respecto al n® de donantes VHC confirados con ALT alterada en el
periodo 1996-2002

N° Donantes N° Donantes
Periodo (1996-2002) VHC confirmados con ALT RIBA POSITIVO+PCR Porcentaje
alterada POSITIVO+ALT alterada
Valencia +Castellon 120 110 91%

IV.11. Numero de donaciones en periodo ventana sédgico
detectadas en el Centro de Transfusion de la Comuat
Valenciana en los periodos 1999-2002 y 1999-2006.

Se contabilizaron los casos de unidades de sangrdRN-VHC positivo
y anticuerpos anti-VHC negativo encontrados endahitat Valencianan el
periodo 1999-2002 y 1999-2006, utilizando los Igorde laboratorio de las
pruebas NAT. Las tablas 45 y 46 exponen el nUmerdahaciones en periodo
ventana contabilizados por cada centro de tramsfusn los dos periodos de
tiempo:

Tabla 45: N° de unidades de sangre con anticuerp®$iC negativo y

ARN-VHC positivo por afio, en el periodo 1999-2002

ANO 1999 2000 | 2001 | 2.002

N° de unidades de sangre con anticuerpos anti

VHC negativo/ ARN-VHC positivo en Valencia 0 1 1 0
y Castellon
N° de unidades de sangre con anticuerpos anti 0 0 0 0
VHC negativo/ ARN-VHC positivo en Alicante
N° de unidades de sangre totales con
anticuerpos anti- VHC negativo/ ARN-VHC 0 1 1 0

positivo en la Comunitat Valenciana
(1) Periodo desde julio de 1999 hasta diciembred@®
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Tabla 46: N° de unidades de sangre con anticuerp¥$C negativo y
ARN-VHC positivo en el periodo 1999-2002 y en el gedo 1999-2006

PERIODOS 1994Y-2002 1999Y-2006

N° de unidades de sangre totales con
anticuerpos anti- VHC negativo/ ARN-
VHC positivo en la Comunitat
Valenciana

(1) Periodo desde julio de 1999 hasta diciembreo@®

IV.12. Prevalencia anual de infeccion por VHC en duwantes de

sangre de la Comunitat Valenciana durante el periool 1991-2002.

En la gréfica 3 se representa la variacion de &vglencia anual de
infeccion por VHC desde 1991 hasta 2002 en la CaatuMalenciana y sus

provincias.
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Gréfica 3: Prevalencia anual de infeccién por VHC por 19 donantes en la

Comunitat Valenciana y sus provincias.
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IV.13. Tasas crudas y corregidas de incidencia dafeccion por

VHC en donantes de sangre de la Comunitat Valencianen los

periodos de estudio.

La tasa cruda de incidencia fue calculada a pdetinimero de donante-

afos en riesgo de infeccién por VHC y el nimeraldeantes repetidores que

efectuaron al menos una donacién seronegativa \sepaeonviertieron para los

marcadores de infeccion por VHC dentro del peridediempo considerado (ver

Material y Métodos, apartado 111.2.6). Para el gldcde tasa corregida sélo se

tienen en cuenta los donantes repetidores cuyamidonacion en el periodo de
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estudio se consider6 apta para la transfusion Ndagerial y Métodos, apartado
111.2.7).

En las siguientes tablas se presentan las tasdascry corregidas de
incidencia de infeccion por VHC en Valencia + CHdie(tabla 47), Alicante
(tabla 48) y Comunitat Valenciana (tabla 49)

Tabla 47: Tasas crudas y corregidas de incidenciaop 10° donante-afios en

Valencia y Castelldn, en los periodos de estudioriderados

. . Tasa corregida
. Serocon Tasa cruda de Incidencia por . i
. Donante- afios Serocon . B de Incidencia
PERIODO Donante- afio§’ o ) versiones 10° donante -afios -
corregido™ versione$’ o por 10° donante - afios
corregidas® (95 % CI)
(95 % CI)

1990-1992 70323 69166 83 61 118.03 (94.58-147.18) 88.19 68131.38)
1993-1995 97428 95002 15 15 15.40 (80.62-25.41) 15.79 (8R95)
1996-1998 107392 105426 15 15 13.97 (7.82-23.05) 14.23 (2328)
1997-1999 115093 111656 11 11 9.56 (4.77-17.11) 9.85 (4PB3)
2000-2002 126942 NO 5 No’ 3.94 (1.28-9.18) No

(1) Donante-afios calculado a partir de la tabla 17didindo el nimero de donante-dias entre 365.
(2) Datos de seroconversiones obtenidos de la tabla 23.
(3) No realizado.

Tabla 48: Tasas crudas y corregidas de incidenciaop 10° donante-afios en

Alicante, en los periodos de estudio considerados.

. . Tasa corregida de
. Serocon Tasa cruda de Incidencigor . .
N Donante-afio Serocon X 5 Incidencia por 16
PERIODO Donante-afiod o . versiones 10° donante - afios .
scorregidd versiones ) donante - afios
corregidas’ (95 % Cl)
(95 % ClI)
1990-1992 30613 29472 16 16 52.27 (29.90-84.70) 54.29 (381095)
1993-1995 38280 37313 3 3 7.84 (1.62-22.89) 8.04 (1.66-23.48)
1996-1998 41169 40421 0 0 0 0
1997-1999 42176 41528 1 1 2.37 (0.060-13.20) 2.41(0.0612)3.4
2000-2002 48388 NG 1 No® 2.07 (0.052-11.53) No

(4) Donante-afios calculado a partir de la tabladidiendo el nimero de donante-dias entre 365.
(5) Datos de seroconversiones obtenidos de la 22bla

(6) No realizado.

Tabla 49: Tasas crudas y corregidas de incidenciaop 10° donante-afios en la

Comunitat Valenciana, en los periodos de estudimuosiderados.

X . Tasa corregida de
Tasa cruda de Incidencia por ) .
Donante- afios Serocon Serocon Incidencia
PERIODO Donante- afiod . ) ) 10° donante- afios
corregido versione$ versiones (95 % C)) por 10° donante - afios
0
corregidas$ (95 % Cl)
1990-1992 100936 98638 99 7 98.08 (80.14-119.85) 78.06 69804)
1993-1995 135708 132315 18 18 13.26 (7.86-20.95) 13.60 (21029)
1996-1998 148561 145847 15 15 10.10 (5.66-16.67) 10.29 (3668)
1997-1999 157269 153184 12 12 7.63 (3.95-13.35) 7.83 (4.03Q)3
2000-2002 175330 NG 6 NG’ 3.42 (1.26-7.46) No

(7) Donante-afios calculado a partir de la tablg 18, dividiendo el nimero de donante-dias entfe 36
(8) Datos de seroconversiones obtenidos de la 22bla

(9) No realizado.
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En las gréficas 4 y 5 se representa la variaciolasi¢éasas de incidencia

cruda (gréfica 4) y corregida (grafica 5) duraoteperiodos de estudio.

Gréfica 4: Variacion de la tasa cruda de incidenciaor 10° donante-afios en
funcion del tiempo
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Gréfica 5: Variacion de la tasa corregida de incidecia por 10 donante-afios en
funcion del tiempo

90

80

)

-afos

70

60

5> donante

50
40
30

20

10 \

Tasa corregida de incidencia (por 10

1990-1992 1993-1995 1996-1998 1997-1999

IV.14. Estimacion del riesgo residual de transmisi®o de VHC por
hemoderivados en la Comunitat Valenciana en los pedos de

estudio.

IV.14.1 Estimacion del riesgo residual de infeccio por VHC

teniendo en cuenta la tasa cruda de incidencia.

En las tablas 50, 51 y 52, se representan losegliel riesgo residual de
infeccion por VHC teniendo en cuenta la tasa crddaincidencia en las
provincias de Valencia + Castellén (tabla 50), afite (tabla 51) y total de la
Comunitat Valenciana (tabla 52):
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Tabla 50: Riesgo residual de infeccion por VHC porl0° donaciones de sangre
teniendo en cuenta la tasa cruda de incidencia enaléncia y Castellon en los

periodos de estudio considerados.

Tasa cruda de Incidencia WP e

PERIODO por 10° donante-afios intervalo WP e intervalo (1/365)| RR** por 10°donaciones
(95 % Cl) (dias)

1990-1992 118.03 (94.58-147.18) 82 (54-192 0.225 (0.1486)52 265.57 (139.93-774.21)
1993-1995 15.40 (8062-25.41) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 7.82(8.97-65.44)
1996-1998 13.97 (7.82-23.05) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 5.29 (8.14-59.36)
1997-1999 9.56 (4.77-17.11) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 7.3Q (4.97-44.06)
2000-2002 3.94 (1.28-9.18) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 371133-23.64)
2000-2002 3.94 (1.28-9.18) 12 (7-12) 0.033 (0.019-0.033 1(3024-3.02)

* WP: Periodo ventana obtenido por bibliografia.
* RR.: Riesgo residual de infeccién por VHC teniendo mrenta la tasa cruda de
incidencia.
Tabla 51: Riesgo residual de infeccion por VHC porl0° donaciones de sangre
teniendo en cuenta la tasa cruda de incidencia enlidante en los periodos de

estudio considerados.

Tasa cruda de Incidencia .

PERIODO por 10° donante-afios were |Interva|o WP e intervalo (1/365)| RR** por 10°donaciones
(95 % Cl) (dfas)

1990-1992 52.27 (29.90-84.70) 82 (54-192) 0.225 (0.148-0.52¢)  117.61 (44.24-445.55)
1993-1995 7.84 (1.62-22.89) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) .1941.68-58.95)
1996-1998 0 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 0
1997-1999 2.37 (0.060-13.20) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) .2940.063-34.00)
2000-2002 2.07 (0.052-11.53) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) .7530.052-29.69)
2000-2002 2.07 (0.052-11.53) 12 (7-12) 0.033 (0.019-0.033) 68@0.009-3.79)

* WP: Periodo ventana obtenido por bibliografia.
* RR.: Riesgo residual de infeccién por VHC teniendo mrenta la tasa cruda de
incidencia.
Tabla 52: Riesgo residual de infeccion por VHC porl0° donaciones de sangre
teniendo en cuenta la tasa cruda de incidencia ea Comunitat Valenciana en los

periodos de estudio considerados.

Tasa cruda de Incidencia .
PERIODO por 10° donantes- afio were |'nterva|o WP e intervalo (1/365)| RR** por 10°donaciones
(95 % Cl) (dlas)

1990-1992 98.08 (80.14-119.85) 82 (54-192) 0.225 (0.148-0)526  220.68 (118.56-630.44)
1993-1995 13.26 (7.86-20.95) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 4.0Q (8.18-53.95)
1996-1998 10.10 (5.66-16.67) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 8.28 (5.89-42.93)
1997-1999 7.63 (3.95-13.35) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) .8134.11-34.38)
2000-2002 3.42 (1.26-7.46) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 9§131-19.21)
2000-2002 3.42 (1.26-7.46) 12 (7-12) 0.033 (0.019-0.033 1024-2.45)

* WP: Periodo ventana obtenido por bibliografia.
* RR.: Riesgo residual de infeccién por VHC teniendo @renta la tasa cruda de

incidencia.
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En la grafica 6 se representa la variacion del riesgauwat crudo de
infeccion por VHC en los diferentes periodos deidist en Valencia-Castelldn,

Alicante y la Comunitat Valenciana.

Gréfica 6: Riesgo residual de infeccion por VHC porl®® donaciones teniendo en
cuenta la tasa cruda de incidencia en los periodate estudio considerados en la

Comunitat Valenciana.
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IV.14.2. Estimacion del Riesgo Residual de infecaiopor VHC

teniendo en cuenta la tasa corregida de incidencia.

En las tablas 53, 54 y 55, se representan loseslbel riesgo residual de
infeccion por VHC teniendo en cuenta la tasa cdadeegle incidencia en las
provincias de Valencia + Castellén (tabla 53), Afite (tabla 54) y total de la
Comunitat Valenciana (tabla 55):
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Tabla 53: Riesgo residual de infeccion por VHC porl0° donaciones de sangre

teniendo en cuenta la tasa corregida de incidencien Valencia y Castellon en los

periodos de estudio considerados.

Tasa corregida de
. . WP* e
Incidencia por 1 ) ) . )
PERIODO . intervalo WP e intervalo (1/365)| RR** por 10°donaciones
donante-afios i
(dias)
(95 % ClI)
1990-1992 88.19 (68.04-114.38) 82 (54-192 0.225 (0.148-00526  198.13 (100.66-601.67)
1993-1995 15.79 (8.84-26.05) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 8.52 (9.20-67.09)
1996-1998 14.23 (7.97-23.48) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 5.72(8.30-60.47)
1997-1999 9.85 (4.92-17.63) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) .8175.12-45.40)
2000-2002*** No No No No

* WP: Periodo ventana obtenido por bibliografia.

** RRa: Riesgo residual de infeccion por VHC teniendo arenta la tasa corregida
de incidencia.
*** No: No realizado.
Tabla 54: Riesgo residual de infeccion por VHC porl0° donaciones de sangre

teniendo en cuenta la tasa corregida de incidencien Alicante en los periodos de

estudio considerados.

Tasa corregida de
PERIODO Incidencia por 10 were i,ntervalo WP e intervalo (1/365)| RRa** por 10°donaciones
donante x afios (dias)
(95 % CI)
1990-1992 54.29 (31.05-87.95) 82 (54-192) 0.225 (0.148-0.52¢) 121.97 (45.94-462.64)
1993-1995 8.04 (1.66-23.48) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) .5441.73-60.47)
1996-1998 0 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 0
1997-1999 2.41 (0.061-13.42) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) .3640.064-34.56)
2000-2002*** No No No No

* WP: Periodo ventana obtenido por bibliografia.
** RRa: Riesgo residual de infeccion por VHC teniendo @mrenta la tasa corregida
de incidencia.

*** No: No realizado.
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Tabla 55: Riesgo residual de infeccién por VHC porl0° donaciones de sangre
teniendo en cuenta la tasa corregida de incidencien la Comunitat Valenciana en

los periodos de estudio considerados.

Tasa corregida de
PERIODO Incidencia por 10 were ilntervalo WP e intervalo (1/365)| RRa** por 10°donaciones
donante x afios (dias)
(95 % Cl)
1990-1992 78.06 (61.99-98.04) 82 (54-192) 0.225 (0.148-0.52¢)  175.37 (91.71-515.72)
1993-1995 13.60 (8.07-21.49) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 4.52 (8.40-55.34)
1996-1998 10.29 (5.76-16.98) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) 8.61 (6.00-43.73)
1997-1999 7.83 (4.05-13.70) 66 (38-94) 0.181 (0.104-0.257) .1644.22-35.70)
2000-2002*** No No No No

* WP: Periodo ventana obtenido por bibliografia.

** RRa: Riesgo residual de infeccion por VHC teniendo arenta la tasa corregida
de incidencia.

*** No: No realizado.

En la grafica 7 se representa la variaciéon del riesgiduat corregido de
infeccién por VHC en los diferentes periodos deidisten Valencia-Castellon, Alicante
y la Comunitat Valenciana.

Gréfica 7: Riesgo residual de infeccién por VHC porl®® donaciones teniendo en
cuenta la tasa corregida de incidencia en los pedos de estudio considerados en la

Comunitat Valenciana.
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IV.15. Estimacion de la reduccién del riesgo residal de
transmision de VHC por hemoderivados en la Comunita

Valenciana con la introduccion de nuevas pruebas dwibado.

IV.15.1. Reduccion del riesgo residual de transmién de VHC
con la introduccion de las pruebas NAT en la Comuiat

Valenciana: Rendimiento esperado.

La reduccion esperada del riesgo residual de rigitn de VHC al
introducir la deteccion de ARN-VHC en el cribado @es donaciones fue
estimado como el “rendimiento esperado” y calculpdpla diferencia entre el
riesgo residual con las pruebas serolégicas y tehiadp con la introduccion de
las pruebas NAT (ver Material y Métodos, apartdti@.p). En las tablas 56, 57
y 58 se representan los datos obtenidos para Valen€astellon, Alicante y

Comunitat Valenciana, respectivamente, en el per&@id0-2002.

Tabla 56: Rendimiento esperado de las técnicas NAPor 10° donaciones en

Valencia y Castellon en el periodo 2000-2002.

RR R
PERIODO SERO . NAT R (por 16 donaciones)
(por 10°donaciones) (por 10°donaciones)
2000-2002 7.13 (1.33-23.64) 1.30 (0.24-3.02) 5.83 (1.09-20.62

RRsegro Riesgo residual con las pruebas serolégicas.
RR ya7: Riesgo residual con las pruebas NAT.

R: Rendimiento esperado.

Tabla 57: Rendimiento esperado de las técnicas NAPor 10° donaciones en
Alicante en el periodo 2000-2002.

RR RR
PERIODO . SERO . NAT R (por 10° donaciones)
(por 10°donaciones) (por 10°donaciones)
2000-2002 3.75 (0.052-29.69) 0.68 (0.009-3.79) 3.07 (0.043Q@p

RRserg Riesgo residual con las pruebas serolégicas.
RR yat: Riesgo residual con las pruebas NAT.

R: Rendimiento esperado.
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Tabla 58: Rendimiento esperado de las técnicas NAfor 10° donaciones en la

Comunitat Valenciana en el periodo 2000-2002.

RR RR
PERIODO . SERO . AT R (por 10°donaciones)
(por 10°donaciones) (por 10°donaciones)
2000-2002 6.19 (1.31-19.21) 1.12 (0.24-2.45) 5.07 (1.07-15.76

RRserg Riesgo residual con las pruebas serolégicas.
RR yat: Riesgo residual con las pruebas NAT.

R: Rendimiento esperado.

IV.15.2 Rendimiento observado con la introduccion @ las
pruebas NAT.

En las siguientes tablas se representa el rendim@mservado con la
introduccion de las pruebas NAT, calculado a pdeirnimero de donaciones en
periodo de ventana seroldgico para el VHC (ver Kty Métodos, apartado
111.2.9), en las provincias de Valencia + Castelitabla 59), Alicante (tabla 60) y

Comunitat Valenciana (tabla 61).

Tabla 59: Rendimiento NAT observado por 10donaciones en Valencia y Castellon,
en el periodo 1999-2002.

] N° donaciones ARN-VHC
N° de donaciones - ] R ogs (por 1¢°
PERIODO ) positivas/ anticuerpos VHC .
analizadas por NAT ] donaciones)
negativos
1999-2002 407334 2 491

R ogs Rendimiento NAT observado.

Tabla 60: Rendimiento NAT observado por 16 donaciones en Alicante, en el

periodo 1999-2002.

. N° donaciones ARN-VHC RTO oBservapo
N° de donaciones - ] 5
PERIODO ) positivas/ anticuerpos VHC por 10
analizadas por NAT ) )
negativos donaciones
1999-2002 169449 0 0

R ogs Rendimiento NAT observado.

138



Resultados

Tabla 61: Rendimiento NAT observado por 10 donaciones en la Comunitat
Valenciana, en el periodo 1999-2002 y en el period999-2006

] N° donaciones ARN-VHC
N° de donaciones - ] RTO ogs (por 10°
PERIODO ) positivas/ anticuerpos VHC .
analizadas por NAT ] donaciones)
negativos
1999-2002 576790 2 3.47
1999-2006 1280432 4 3.12

R ogs Rendimiento NAT observado.

Los datos del rendimiento de la introduccion de pmeebas NAT
obtenidos para Espafia segun estudios de la iralfistdcionadota de plasma y

Centros de Transfusion espafioles se representarsguiente tabla (tabla 62):

Tabla 62: Rendimiento NAT observado por 1®donaciones en Espafia en el periodo
1996-2003 y en el periodo 1999-2006.

N° de donaciones N° donaciones ARN-VHC
. - . Rogs (por 10°
PERIODO analizadas por positivas/ anticuerpos VHC )
] donaciones)
NAT negativos
1996-2003Y 3957179 16 4.04
1999-2006? 6957983 15 2.15

) Datos obtenidos a través de la industria de fraesivento del plasma.
@ Datos obtenidos a través de los distintos CenedEransfusion espafioles.

R oss Rendimiento NAT observado.

IV.16. Hepatitis C asociadas a transfusion en la Qaunitat

Valenciana en el periodo 1990-2002.

Los casos de infeccion por VHC detectados en pesajue han recibido
alguna transfusion sanguinea son informados porcérgros receptores de
hemoderivados a cada Centro de Transfusion, ldeseatudian a los donantes
de las unidades transfundidas para comprobar seéptan la infeccion por VHC.
Asi, en el periodo 1990-2002 los casos de positesagios por VHC que se
podrian atribuir a los donaciones de sangre setramesn las tablas 63, 64 y 65,
gue corresponden a Valencia + Castellén, Alicanta €omunitat Valenciana,

respectivamente.
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Tabla 63: Hepatitis C posiblemente asociadas a trafusién en Valencia y Castellon.

N° casos informados d¢ )
- N° de posibles
Hepatitis C N° de donantes de sangre )
PERIODO o contagios por
supuestamente implicados y
) transfusion
postransfusional

1990-2002 105 987 11

Tabla 64: Hepatitis C posiblemente asociadaste@nsfusion en Alicante

N° casos Hepatitis C N° de posibles
N° de donantes de sangre ]
PERIODO supuestamente o contagios por
] implicados 3
postransfusional transfusion
1990-2002 45 262 2

Tabla 65: Hepatitis C posiblemente asociadas a trafusion en la Comunitat

Valenciana.
N° casos Hepatitis C N° de posibles
N° de donantes de sangre ]
PERIODO supuestamente o contagios por
] implicados .
postransfusional transfusion
1990-2002 150 1249 13

Los estudios realizados por los centros de traiisfude los casos de
hepatitis C postransfusional, se consideran cahatucuando se estudian todos
los donantes de sangre implicados en dicho contag® comprueba que hay o
no hay algun donante portador de la infeccion pblCV Si no hay ningun
donante implicado con la infeccién por VHC se capel que no ha habido
contagio por transfusién. Si hay un donante dersacon la infeccion por VHC
no puede concluirse que fue éste la causa delgionf@orque dicho donante de
sangre puede haberse contagiado posteriormentedarnscion implicada o el
receptor de la donacion de sangre podria estaagianio por VHC anteriormente
0 haberse contagiado posteriormente a la recepeida transfusion por otra via
de contagio.

El seguimiento de los casos informados de Hepdiitpostransfusional
en Valencia + Castellon, Alicante y la Comunitalér&iana se muestran en los

esquemas 4, 5y 6.
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Esquema 4: Estudio de los casos informados de hejiatC

postransfusional en Valencia y Castellon.

Hepatitis C postransfusionales informadas Valep@astell6n

105
1 1
Estudios concluidos Estudios incompletos
71 (67.6%) 34 (32.4%)
|
| |
No hubo contagio Contagio posible
60 (84.5%) 11 (15.5 %)

Esquema 5: Estudio de los casos informados de lagipis C

postransfusional en Alicante

Hepatitis C postransfusionales informadas Alicante

45
|

| |

Estudios concluidos Estudios incompletos
29 (64.4%) 16 (35.5%)
|
| |
No hubo contagio Contagio posible
27 (93.1%) 2 (6.9 %)

Esquema 6: Estudio de los casos informados de hejpiatC

postransfusional en la Comunitat Valenciana.

Hepatitis C postransfusionales informadas
Comunitat Valenciana

15C
1
| |
Estudios concluidos Estudios incompletos
100 (66.7%) 50 (33.3 %)
1
| |
No hubo contagio Contagio posible
87 (87.0 %) 13 (13.0 %)
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de los trece casos habidos en Comunitat Valencéatiee 1990 y 2002 (ver

En la siguiente tabla se muestran los datos crgicasé para el seguimiento

esquema 6) de posible contagio de hepatitis Graosfusion (tabla 66):

Tabla 66: Casos de posible contagio de hepatitis @ostransfusional en la

Comunitat Valenciana notificados en el periodo 199Q002.

Fecha de Fecha Fecha de la Tiempo entre donacién
notificacion | donacién(1) | 22 extraccion(2) y 22 extraccion
1 24/05/1990 02/1990 25/06/1990 4 meses
2 02/1990 21/07/1989 03/1990 20 meses
3 17/04/1991 09/09/199( 13/06/1991 9 meses
4 23/05/1991 14/02/1991 13/06/1991 4 meses
5 01/1991 28/12/199(¢ 30/06/1991 7 meses
6 07/10/1993 07/11/1989 08/1990 9 meses
7 05/03/1998 01/02/198¢ 05/01/1990 23 meses
8 06/04/1999 15/11/1989 18/04/1990 5 meses
9 14/06/2000 10/02/199( 17/11/1991 21 meses
10 | 14/09/2000 | 18/03/1988 14/09/2000 12 afios y Bmes
11 24/11/2000 28/09/1990 24/11/2000 10 afios y 2mes
12 | 24/05/1990 06/1989 01/1991 19 meses
13 17/12/2002 16/10/1990 20/06/1991 8 meses

(1) Donacion no analizada mediante la prueba de cridaddeteccion de anticuerpos anti-VHC
o con la prueba de cribado de 12 generacion negativ
(2) La segunda extraccion es la realizada tras |dicaation de posible transmision de VHC

postransfusional, que presenta un resultado postiMa prueba de confirmacion serolégica.

IV.17. Seguimiento de las seroconversiones detectadas fos
Centros de Transfusion de la Comunitat Valencianalurante el
periodo 1999-2002.

Durante el periodo 1999-2002, los centros de tuen&@h de la Comunitat
Valenciana notificaron un total de 17 seroconverssoa diferentes instituciones
y hospitales que habian recibido hemoderivados egttes de donaciones
efectuadas por estos donantes antes de la serosidmveEl estudio retrospectivo
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de esas 17 seroconversiones (16 notificadas p@nvial + Castellébn y una por
Alicante) permitié identificar 43 hemoderivados dou@bian sido elaborados a
partir de esas donaciones. De éstas, 38 hemodesivaghcedian del CTCV
(Valencia + Castellén) y 5 del Centro de Transfusie Alicante (CTA),
habiendo sido enviados 13 a la industria fracciotgd3 desechadas y 27
transfundidos (ver esquema 7). De éstos ultimds, mado constatarse un caso
(en el CTCV) de posible contagio de hepatitis Cesplel receptor del
hemoderivado, anticuerpos anti-VHC seronegativoesande la transfusion,
positivizo frente a anticuerpos anti-VHC tras Ensfusion de dicha unidad.

El estudio retrospectivo del donante de sangrdidagn en este posible
contagio por VHC fue el siguiente: En el afio 20@2donacion de sangre fue
VHC positiva confirmada por RIBA y por PCR. Se cool@ que tenia
donaciones previas a dicha donacién. La donaciéuigpren enero de 1992 se
desechod por tener la prueba serolégica de cribaditiv@ con un resultado
indeterminado en la prueba de confirmacion. Seiguas el estudio con la
donacidn anterior de 1991 y se comprob6 que losatiemse transfundieron a un
receptor que en una analitica de 1996 resultd ésfiectado por VHC. Por
ultimo se estudié la donacion anterior del mismamade en julio de 1990
comprobandose que el receptor del concentrado dethes falleci6 de una

enfermedad que no fue la hepatitis C.
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Esquema 7: Seguimiento de seroconversiones (199®2pD en el Centro

Transfusiéon de la Comunitat Valenciana

( )

Seroconversiones
(1999-2002)

_ 7 Y,

s - —
Hemoderivados enviadog

43
S V,
]
1 1 1
Industria fraccionadora Hemoderivados desechadps Hemoderivados
13 3 transfundidos
27
Receptores anti-VHC
_— negativos
9
N\
( Receptores no Iocalizada 3
— 2
\\ J
- ™
Receptores fallecidos
\\ J
g - N
Receptores previamente]
— anti-VHC positivos
1
(& /
Receptores anti-VHC
— positivos
1

de
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IV.18. Implantacion de las pruebas NAT de cribado e el Centro

de Transfusion de la Comunitat Valenciana.

IV.18.1 Sensibilidad de la prueba NAT de cribado.

1. Los resultados sensibilidad de la prueba PCR €d%apliscreen
HCV 2.0 de Roche, obtenidos en el Centro de Tram@iude la Comunitat

Valenciana se muestran en la tabla 67.

Tabla 67: Sensibilidad de la prueba PCR Cobas Amgcreen HCV 2.0 de

Roche obtenida en el Centro de Transfusion de faomunitat Valenciana.

ARN-VHC (Ul/mL) \" de positivos.,/NO de Positivos (%)
muestras analizadas

400 21/21 100
200 21/21 100
100 21/21 100

50 21/21 100

25 20/21 95.24
12.5 13/21 61.91
6.25 10/21 47.62

El andlisis probit para determinar el limite deedeton de la técnica PCR
Ampliscreen HCV 2.0 de Roche con un I.C del 95 Y%apaa probabilidad del
50 % y el 95 % en la Comunitat Valenciana se maesirla tabla 68.

Tabla 68: Limite de deteccion de la técnica PCR (. 95%) para

una probabilidad del 50% y 95%, obtenido en la Comaitat Valenciana.

Limite de deteccion VHC ARN-VHC (Ul/ mL) IC 95 %
95 % 23 (18-50)
50% 7.3 (5.2-9.2)
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2. Los resultados obtenidos en el estudio multicémitie sensibilidad en el
gue participd el Centro de Transfusion de la CotatiMalenciana se muestra en
la tabla 69.

Tabla 69: Sensibilidad de la prueba PCR Cobas Amgcreen HCV 2.0 de

Roche obtenida en el estudio multicéntrico en Espa.

ARN-VHC (Ul/mL) \" de positivos.,/NO de Positivos (%)
muestras analizadas

400 102/103 97.09
200 101/101 100
100 101/103 98.06
50 92/98 93.88
25 78/103 75.73

12.5 49/102 48.04

6.25 29/102 28.43

El analisis probit para determinar el limite deedeton de la técnica PCR
Ampliscreen HCV 2.0 de Roche (I.C 95%) con una pbiliad del 50 % y el 95
% con los datos de todos los centros se muesteatahla 70.

Tabla 70: Limite de deteccion de la técnica PCR . 95%) para una

probabilidad del 50% y 95%, obtenido en el estudiomulticéntrico en

Espafia.
Limite de deteccion VHC ARN-VHC (Ul/ mL) I.C 95 %
95 % 69 (56-94)
50% 12 (10-14)

IV.18.2. Determinacion de la fiabilidad de la pruela NAT de
cribado.

La fiabilidad de la prueba NAT fue evaluada deteando el numero de
casos invalidados por fallos inherentes a la t&crfver tabla 71)pools o

mezclas de unidades invalidados por controlesrintenegativospools falsos
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positivos y series invalidadas por controles pes#tique resultaron negativos

(falsos negativos).

Tabla 71: Proporcién de pools invalidados, pools inicialmente reactivos y

listas de trabajo invalidadas en el cribado de lasinidades de sangre por
PCR, en el periodo julio 1999-diciembre 2001.

Ne° pools Ne listas de
N° unidades Ne N° pools inicialmente | N° listas de trabajo
analizadas pools | invalidados (%) reactivos trabajo invalidadas
(%) (%)
404075 13796 354 (2.57) 63 (0.46) 1707 91 (5.33)

IVV.18.3. Determinacion de los tiempos de procesolgs recursos
humanos necesarios para la introduccion de la pruebNAT de

cribado.

El personal entrenado para la realizacion de lasicedCR en el cribado
de las donaciones de sangre y su adaptacionistaksturnos de trabajo en cada
Centro de Transfusidn se muestra en la tabla 72skntabla se expone que el
Centro de Transfusion de Alicante empleé mas petgmara la realizacion de la
técnica que el Centro de Transfusion de la ComuNigdenciana y utilizé tres
turnos de trabajo. En cambio, el Centro de Tramgfugle la Comunitat
Valenciana utiliz6 dos turnos de trabajo. En gdnexiapersonal del turno de
noche (22h-8h) se encargaba de la realizacion slgoaebas serologicas de
cribado previa a la realizacion de la PCR, la corifn y la centrifugacion de los
poolsde unidades de sangre y el personal del turno damaa8h-15h) realizaba

la técnica de la PCR.
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Tabla 72: N° de personas entrenadas en la técnicaCR y los turnos de
trabajo empleados para realizar la técnica PCR erl Centro de Transfusion

de Valencia y en el Centro de Transfusion de Alicde

N° personas ) . i
L N° unidades/dia | N° poolg/dia
entrenadas | Turnos® _ _
promedio promedio
PCR
22h-8hy
CTCV 4 397 13
8h-15h
22h-8h,
CTA 6 8h-15hy 133 6
15h-22h

(1) Turno 22 h-8 h: Serologia previa a la realigade PCR 'y confeccién-centrifugacionmimls.
Turno 8 h- 15 h: Realizacion de la técnica PCR.

Turno 15 h-22 h: Realizacion de la técnica R@Reticiones, muestras individuales)

Los tiempos promedio de proceso que emplea lad&dACR desde la
confeccion de lopoolsde unidades de sangre hasta la salida de losagssltse

muestra en la tabla 73:

Tabla 73: Tiempos empleados en la realizacion de técnica PCR.

) ) ) Tiempo Tiempo promedio )
Tiempo promedio Tiempo de ) L Tiempo
» . » promedio de de amplificacion y o
de confeccion de | centrifugacion » y total técnica
extraccion de | deteccion en Cobag

pools de pools ) PCR
ARN-VHC Amplicor

3 horas 1 hora 1h30m-2h 3 h 30 m-4 horas 9 h-1

IV.19. Seguimiento de los donantes de sangre en @&lo ventana
serologico detectados en el Centro de Transfusiénedla

Comunitat Valenciana.

En el periodo junio de 1999-diciembre 2006 se hateaado cuatro
donaciones de sangre en periodo ventana serolpgreoel VHC en el Centro de
Transfusién de la Comunitat Valenciana: dos en eit© de Transfusion de
Valencia y otros dos en el Centro de TransfusioAlaante.

A continuacion se describen los datos mas relesadée estos cuatro

donantes:
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DONANTE 1.
* Fecha donacién en periodo ventana (ARN-VHC positaaticuerpos
anti-VHC negativo): 13/12/2000
* Lugar/tamafio pool: Centro de Transfusion de VakeridPool de 44
unidades de sangre.
» Sexo: Varon
» Edad: 21 afios.
» Via de contagio: No conocida, aunque informé demisouidad sexual
meses previos a la seroconversion.
» Tipo de donante: Habitual con cinco donacionevips aptas para la
transfusion.
* Fecha de ultima donacién apta para la transfusi&2000
* Hemoderivados enviados de su ultima donacion tivegé6/9/2000):
Plasma enviado a la industria de fraccionamient@opcentrado de
hematies enviado a hospital. No hay notificacion coatagio en los
receptores.
» Estudios realizados a la donacion y las extraesoposteriores (ver

tabla 74):

Tabla 74: Estudios realizados a la donacién en pedo ventana seroldgico y

a las extracciones posteriores hasta la serocamnsion del donante 1.

Fecha 13.12.00 09.01.01 23.02.01 20.04.01
Anti-VHC Negativo Negativo Negativo Positivo
RIBA-3 . . Indeterminado .
Negativo Negativo (C100, +4) Positivo
ALT (UIL) 12 37 415 160
Ag-VHC Negativo Positivo Negativo Negativo
Ag-VHC Positivo Positivo Negativo Positivo (3.5
(pg/mL) (1.5) (88.5) (0.7) '
ARN-VHC Positivo Positivo Positivo Positivo
(Ul/mL) (10*9 (10°9 (10*9 (10°h
Genotipo VHC 3a
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DONANTE 2.

Fecha donacion en periodo ventana: 19/11/01

Lugar/tamafio de pool: Centro de Transfusion de néde/ Pool de 44

unidades.

Sexo: Varon

Edad: 44 afos.

Via de contagio: No conocido.
Tipo de donante: Nuevo.

Estudios realizados a la donacion (ver tabla 75):
Tabla 75: Estudios realizados a la donacion en piedo

ventana seroldgico del donante 2.

Fecha 19/11/2001
Anti-VHC Negativo
RIBA-3 Negativo
ALT (U/L) 70
Ag-VHC (pg/mL) P(gsl'z‘{g’
ARN-VHC (UI/mL) Positivo (16
Genotipo VHC la

DONANTE 3.

Fecha donacion en periodo ventana: 09/12/2004

Lugar/tamafo de pool: Centro de Transfusién deafilie /Pool de 44
unidades.

Sexo: Mujer

Edad: 39 afios.

Via de contagio: No conocido.

Tipo de donante: Habitual con tres donaciones psevegativas.
Fecha de ultima donacién apta para la transfuii®9/2004
Hemoderivados enviados de su Ultima donacion negati
(22/09/2004): No hay natificacion de contagio enreceptores.
Estudios realizados a la donacién y las extracsiqusteriores (ver
tabla 76).
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Resultados

Tabla 76: Estudios realizados a la donacion en p@dlo ventana seroldgico

y a las extracciones posteriores hasta la serocamsion del donante 3.

Fecha 09.12.04 | 21.12.04 29.12.04 12.01.05 01.03{05

Anti-VHC | Negativo | Negativo| Positivo | Positivo | Positivo

RIBA-3 | Negativo| Negativo| No testadp No testaddo testadd

ALT (U/L) 62 665 1057 222 34
ARN-VHC

Positivo | Positivo

(UI/mL) (1079 109 Positivo Positivo | Negativg
Genotipo
VHC la
DONANTE 4.

» Fecha donacion en periodo ventana: 28/10/2005

» Lugar/tamafio de pool: Centro de Transfusion deatlie /Pool de 44

unidades.

» Sexo: Varon

» Edad: 32 afios.

» Via de contagio: No conocida.

» Tipo de donante: Habitual con seis donaciones gsawegativas.

* Fecha de ultima donacion apta para la transfuSi@fi®7/2003

» Hemoderivados enviados de su ultima donacion negéhio/07/2003):
No hay notificacion de contagio en los receptores.

» Estudios realizados a la donacion y las extracsigumesteriores (ver
tabla 77).

Tabla 77: Estudios realizados a la donacién en p@&dlo ventana seroldgico y

a las extracciones posteriores hasta la seroconvigns del donante 4.

Fecha 28/10/2005 09/11/2005
Anti-VHC Negativo Positivo
RIBA-3 Negativo In?ggzr(r:njrnla)ldo
ALT (U/L) 26 2ol
ARN-VHC (Ul/mL) Positivo (167 | Positivo (169
Genotipo VHC 1a

Los cuatro casos ARN-VHC positivo/anticuerposi-&htC negativo se
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resumen en la tabla 78:

Tabla 78: Casos ARN-VHC positivo con anticuerpos &rVHC negativos en el

Centro de Transfusion de la Comunitat Valenciana erl periodo 1999-2006.

Tipo de ARN- Genotipo ALT y Via de

Donante Sexo Edad Seroconversién )
donante | VHC/mL VHC muU/mL contagio

1 Varén 21 Habitual 16 3a 12 <5 meses &?

2 Varén 44 Nuevo 19 la 70 no o?

3 Mujer 39 Habitual 19 la 62 <1 mes ?

4 Varén 32 Habitual 1 la 526 <1 mes &?
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V.DISCUSION Y COMENTARIOS
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V.1. Caracteristicas de la poblacion de donantes.

Entre 1990 y 2002 el niumero de donaciones y deardes en la
Comunitat Valenciana ha ido aumentando afio tras @éidorma que en 2002
tanto el nUmero de donantes (tabla 15) como ebdadones (tabla 12) eran 1.8
veces superiores a los numeros de donantes y @eidors en el afio 1990. En
el periodo 1990-2002, la proporcion de donantessalegre varones ha sido
mayor que la proporcion de mujeres, siendo estealisénte significativo
(p<0.05). Por otra parte ha habido un descensorgsiv® de la proporcion de
hombres (de 60.4% en 1990 a 55.9% en 2002), canreénto consiguiente (de
39.6% a 44.12% de la proporcion de mujeres dondtabka 10). Esto se debe si
no completamente al menos en parte, al descenstelparde las colectas
extraordinarias en establecimientos militares, @/ due la mayoria de los
donantes (la totalidad en los primeros afios) eoanbhes.

Hasta el afio 2000, el grupo de edad con mayoropeim de donantes
era el de 18 a 22 afios. En el afio 2001 esta condieisé al grupo de 23 a 27
afios y en el afio 2002 al de 33 a 37 afios (tableELtlescenso considerable en
la proporcion de donantes con edades comprendides B8 y 22 afios se debe
en parte también a la reduccién de colectas efdatu@n establecimientos
militares a grupos de donantes cuyas edades serdranu alrededor de los 20
afos.

El porcentaje de donantes repetidores ha aumedestte 58.4% en 1990
a 77.1% en 2002 (tabla 16), aproximandose al 80%oslgpaises de nuestro
entornd®. Este aumento es una consecuencia del esfuelizadeapor el Centro
de Transfusion de la Comunitat Valenciana en lanpaon de la donacién, que
ha permitido reducir la proporcion de donacionegemidas en colectas
extraordinarias, en las que la mayoria de los desaon nuevos, y aumentar la
proporcion de donaciones obtenidas en colectasrgraglas en las que la

mayoria de los donantes son habituales.
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V.2. Discusion de los métodos.

V.2.1. Recogida de datos relativos a donantes y daones

Debido a la limitada capacidad de almacenamientqrgrama BDS,
una parte de la informacion sobre donaciones dgreamteriores al afio 1992 ha
guedado registrada Unicamente en listados obteaidefecto y en los libros de
laboratorio

En distintas pruebas (nimero de casos RIBA indétechos, nimero de
casos PCR positivos y niumero de casos con la Alefaala) se ha contabilizado
el nimero de donaciones de sangre y no el numerdodantes, pudiéndose
haber contabilizado distintas donaciones de un migomante en un determinado
afio de estudio. Esto implica que el nimero de caso$abilizados con el
namero de donaciones puede ser superior al reafjuauno es un aumento
apreciable, debido a que los donantes repetidoi@san una media de 3.79

donaciones en tres anos.

V.2.2. Limitaciones del modelo utilizado para el daulo del riesgo

residual.

El modelo del Grupo para el Estudio de la Epideogit de Retrovirus
en Donantes (REDS) para el calculo del riesgo wesidbasado en la incidencia
y la duracion del periodo ventana, tiene las sige®limitaciones:

1. No tiene en cuenta el riesgo de las donacionesgemtes de donantes
nuevod’, que en el Centro de Transfusion de la ComunitaleMiana
representan una media del 29.35% (22.1%-41.6%asleldnaciones totales, en
el periodo 1990-2002, aunque con una clara tendemajue la proporcion de
donantes nuevos quede proxima al 20%, un valorlaimi de los paises de
nuestro entorno. Los donantes de sangre nuevosiamradores positivos para la
prueba de cribado de anticuerpos anti-VHC y cor#aas posteriormente, son
considerados como casos prevalentes de la infeqmdénvHC, pero no son
considerados para la estimacion del riesgo resideaido a que estos casos son
detectados por las pruebas de cribado y sus doweascgmn desechadas. Diversos
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trabajo$' "> en los que se han analizado los rendimientossi@iuebas NAT,
indican que las donaciones de sangre de los denantyos presentan una tasa
de incidencia de infeccion por VHC 2.4 veces supexila tasa de incidencia que
presentan los donantes repetidores. Aunque esl@addierminar la tasa de
incidencia de infeccién por VHC en todos los doaamte sangre si conocemos la
proporcién de donantes nuevos y donantes repesidere el presente trabajo,
como en la mayoria de los publicados sobre eststion®€, se ha calculado el
riesgo residual utilizando este mod&jolos autores concluyen que si los
donantes nuevos representan el 20% del total ne@ssario ajustar los calculos
para tener en cuenta el riesgo debido a este #palahantes. Debido a la
proporcién de donantes nuevos en la Comunitat \¢&ea, el no tenerlos en
cuenta para el calculo puede suponer una subesghimael riesgo.

2. Los valores de la duracién de los periodos ventahperiodo ventana
de las donaciones de sangre representa el 90%iedgiorde infeccion por
transfusion, siendo del 10% el riesgo de infecaébido a variantes viricas,
portadores crénicos seronegativos y errores dedatin'™ '* 138 123 24pgr este
motivo resulta muy importante la estimacion de pesiodos ventana utilizada
para los calculos y que debe ser seleccionada feéeemeias bibliograficas
contrastadas. En el presente trabajo se han toreafis valores de varios
trabajo§* "°"?, que establecen duraciones de 82 dias para labazule cribado
de anticuerpos anti-VHC de 22 generacién, 66 cies las pruebas de cribado de
anticuerpos anti-VHC de 32 generacion y entre I2ydias para las pruebas
basadas en la tecnologia de acidos nucleicos (NAT gl trabajo de revision de
Glynn S.A, et df, se considera que el periodo ventana en las psuNBa
utilizadas en Espafa y en la Comunitat Valenciarneeel997 y 1999 es de 7
dias, con un limite superior de 12 dias. Hemosideredo este ultimo valor mas
elevado, de 12 dias, para intentar contrarrestafesto de subestimacion del
riesgo por no tener en cuenta el que es debide doloantes nuevos.

3. El modelo utilizado en general y este trabajgarticular no tienen en
cuenta la contribucion al riesgo de donantes répeds con infeccion cronica por
VHC sin marcadores seroldgicos detectables. Ausggén datos de 1992, hasta
un 10% de personas con hepatitis C adquirida eoldacion podrian no ser
identificadas con las pruebas de cribado para degdncreemos que esta

proporcion es cada vez mas baja y, con las prugbagibado de anticuerpos
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anti-VHC de 32 generacion y especialmente connasbas NAT, actualmente es
practicamente nula.

4. Otra de las limitaciones del modelo, el que losuéak estén realizados
con datos de una fraccidbn pequefia del total de ndesmade la poblacion
considerada, no es aplicable a este trabajo, yaeguél los calculos estan

realizados con datos del total de poblacion deolaitat Valenciana.

V.3. Discusioén de los resultados.

V.3.1. Especificidad de las pruebas serologicas debado.

La especificidad de las pruebas seroldgicas dadwilse ha determinado
dividiendo el numero de verdaderos negativos pasulma de los verdaderos
negativos y los falsos positivos.

El estudio de la especificidad de las pruebas ibado de 12 generacion
para la detecciobn de anticuerpos anti-VHC no serdaizado porque se
emplearon en el Centro de Transfusién de la Comukidlenciana durante un
corto periodo de tiempo (febrero de 1990-febrerol€81) y las pruebas de
confirmacién seroldgica de 12 generacion se infjesdn un poco después, entre
julio de 1990 y febrero 1991 en Valencia y Castelfdentre septiembre 1990-
febrero 1991 en Alicante.

La especificidad de las pruebas serolégicas deadwibde 22 y 32
generacion se encuentra dentro de los limites adesy presentando un 0.23%
de resultados falsos positivos las pruebas dedwida 22 generacion y un 0.16%
de resultados falsos positivos las pruebas de dwoilde 32 generacion. La
diferencia de sensibilidad (0.9977 las pruebas®dgeBeracion y 0.9984 las de
3%) es estadisticamente significativa (p < 0.0pesar de que la diferencia es
aparentemente pequeia, por lo que se puede afgoerlas pruebas de 32

generacion son mas especificas que las pruebdsggaracion.
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V.3.2. Resultados de las pruebas serolégicas de fitonacion.

En la Comunitat Valenciana se ha determinado quel @eriodo 2000-
2002 (esquema 8), el 36% de las donaciones VHQiyassien la prueba de
cribado presentan el RIBA positivo y el 24% de gstasos, presentan resultado
negativo en las pruebas NAT de deteccion de ARN-V{d&tos obtenidos
mediante la tabla 32 del apartado IV.6 y la talMad8l apartado IV.9). Estos
resultados obtenidos en la Comunitat Valencian@nesh concordancia con los
resultados publicados, que indican que entre el 208b50% de las personas

infectadas por VHC se recupefan

Esquema 8: Resultados de las pruebas de confirmani&HC en el periodo

2000-2002 en la Comunitat Valenciana.

EIA -VHC
POSITIVO
694

1 1 1
RIBA NEGATIVO RIBA INDETERMINADO RIBA POSITIVO
284 (40.92%) 160 (23.05%) 250 (36.02%)

1 1
PCR-VHC NEGATIVO PCR-VHC POSITIVO
60 (24%) 190 (76%)

En términos porcentuales, en la Comunitat Valercidéas unidades
positivas en la prueba de cribado de 22 generdugnon RIBA positivo en un
51%, RIBA negativo en un 21% y RIBA indeterminado @n 28%, lo que

coincide con los datos publicadb&?(esquema 9).

Esquema 9: Resultados de las pruebas de confirmani@e 22 generacion
(1992).

EIA -VHC
POSITIVO
571

RIBA NEGATIVO RIBA INDETERMINADO RIBA POSITIVO
119 (20.8%) 160 (28.02%) 292 (51.1%))
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Esquema 10: Resultados de las pruebas de confirménide 32 generacion
(1994-2002).

EIA -VHC
POSITIVO
3239

RIBA NEGATIVO RIBA INDETERMINADO RIBA POSITIVO
1321 (40.7%) 853 (26.33%) 1065 (32.8%)

Analizando los resultados obtenidos con las pruatsonfirmacion
seroldgicas de 32 generacion, se observa un aurdentm 20% de los casos
falsos positivos (RIBA negativo) y de una dismiducde un 20% de los casos
VHC confirmados (RIBA positivo) con respecto a fasiebas de confirmacion
de 22 generacion, que puede deberse a que condhapde confirmacion de 22
generacion, que comprende el afio 1992, se detecwaagoritariamente casos
VHC confirmados de primera vez, mientras que cserpltaebas de confirmacién
de 32 generacion, que comprende un periodo masca§i93-2002), se han
analizado donaciones de donantes repetidores sahiado falso positivo frente
a anticuerpos anti-VHC (esquema 9 y esquema 10).

En la Comunitat Valenciana todos los resultadosARiBleterminados,
fueron ARN-VHC negativo, a partir de la introduatide la prueba gendmica de
deteccion de ARN-VHC como prueba de confirmaciomglementaria. Estos
resultados coinciden con estudios previos realgauola poblacion de donantes
de sangré' @

Las proporciones de los resultados indeterminaxhienidos con las
pruebas de 22 generacién (28.02%) y con las prud&3 generacion (26.33%)
(esquemas 9 y 10) son similares, no existiendoatifga significativa (p>0.05)
entre ambas pruebas.

V.3.3. Valoracion de la utilidad de la determinacia de la
concentracion de actividad de la ALT como marcadoindirecto

de infeccion por VHC en donantes de sangre.

En las relaciones entre grupos de estudio, hemusidarado el nimero
de donaciones de sangre totales con ALT alteraglanymero de donaciones de

sangre totales, en vez de numero de donantesstotslemiendo que un mismo
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donante puede haber realizado varias donacionssddr@aciones de sangre con
la ALT alterada se desechan para la transfusiam, pe se excluye al donante
para la donacion, por lo que dicho donante puedertearias donaciones de
sangre posteriores.

El periodo de estudio considerado comprende de 492002, debido a
gue hubo una reorganizacion de los datos relativd®nantes por cambio de
sistema informatico y los datos analiticos de ltemeinacion de ALT a las
donaciones realizadas en 1990 y 1991 habrian adsulmuy dificiles de
recuperar.

El estudio comparativo entre la técnica de coneeitin de ALT y la
técnica NAT en los donantes de sangre VHC confiorade realiz6 en el
periodo 2000-2002 en el Centro de Transfusién dediaunitat Valenciana. En
Valencia y Castellébn se dispone de datos de labpriddAT de confirmacion
desde el afio 1996.

En el periodo 1990-1992, de las 83 seroconversigueshubo para el
VHC, en 11 de estas seroconversiones, la donadéviapa donacion VHC
confirmada se desechd por tener la ALT alteradaogérandose la importancia
de la determinacion concentracion de la ALT en é#eckion indirecta de la
infeccion por el VHC, en los inicios del cribado e donaciones frente a
anticuerpos anti-VHC con pruebas de 12 y 22 geitgrac

En el periodo 1992-2002, sélo el 28% de los dorsadte sangre VHC
confirmados como positivos por la prueba serol6§tdA, tenian la prueba de
cuantificacion de ALT alterada o por encima deliténestablecido (69 UI/L 6 49
Ul/L).

El 76% de los donantes de sangre confirmados quusdivos por la
prueba seroldgica RIBA tienen la prueba gendmicdedeccion del ARN-VHC
positivo. El 27% de estos donantes de sangre (RiBgitivo y PCR positivo)
tenian la prueba de cuantificacién de ALT alterada.

En el periodo 2000-2002, el 98% de los donante< \Wdnfirmados
como positivos por la prueba RIBA con la prueba Adlferada fueron PCR
positivo.

Por lo tanto la determinacion de ALT en ausencialake pruebas
serologicas de cribado, sélo detectarian el 28%dmfecciones por VHC en los

donantes de sangre. Estas donaciones de sangrememias como VHC
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positivas, también serian PCR ARN-VHC positivas, quee el 27% de las

donaciones RIBA positivo y PCR positivo tienen I|d.TA alterada. Estos

resultados estan en concordancia con los datopdb$?, en los que se expone
gue la determinacién de ALT en ausencia de prugbasibado de deteccion de
anticuerpos anti-VHC, evitaria un tercio de laseagiones por VHC por

transfusion.

De los cuatro donantes detectados en el periodtanarserolégico de
VHC desde la puesta en marcha de las pruebas NAlEtdeciéon de ARN-VHC
en el cribado de donaciones de sangre (periodo-2006), en tres de ellos la
prueba de cuantificacion de ALT estaba alterada|@gue en ausencia de las
pruebas NAT de cribado se hubieran detectado petErminacion de la ALT y
se hubieran desechado para la transfusion. Estticangque las ALT estan
alteradas en los periodos iniciales de la enferafédeero con la introduccién de
las pruebas genomicas de cribado, estos casosétasbidetectarian por dichas
técnica§" ©2

Con la introduccién de las pruebas de 32 generacias pruebas NAT se
ha acortado el periodo ventana de la infeccion\€, disminuyendo el valor
de la determinacion de las APT ®2 Ademas posteriores estudigshan
demostrado que otros virus transmisibles por teesn@h que no se detectan en el
cribado de las donaciones de sangre, no se detewdanfrecuentemente en
donantes de sangre con la ALT alterada.

Por todos los hechos expuestos anteriormente gé #ela decision en
julio de 2006 por la Agencia espafola del medicdoebhasandose en las
recomendaciones de la Agencia Europea para el @aterlos Medicamentos
(EMEA) % de eliminar la deteccién de la concentracion ae ALT en las
donaciones de sangre.

En el periodo 1992-2002, el 2% de las donacionesatmgre se han
desechado por tener la concentracion de ALT eleyatdamente el 1.3% de las
donaciones con la concentracion de ALT elevadafueonfirmadas como VHC
positivas. Por lo tanto, probablemente se han Hesecla mayoria de estas

donaciones sin presentar ningun riesgo para laftrsidn.
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V.3.4. Prevalencia de infeccion por VHC en donantede sangre

de la Comunitat Valenciana en el periodo 1991-2002.

1. Se ha determinado la prevalencia de infeccion\lé€ anual en el
periodo (1991-2002) en la poblacién de donantesadgre de Alicante, Valencia
y Castellon y la Comunitat Valenciana, teniendo celenta solamente a los
donantes nuevos, con una donacién con resultaditivposn la prueba de
cribado de deteccion de anticuerpos VHC y confieneoimo positiva mediante
la prueba serolégica complementaria.

2. La prevalencia anual del afio 1990 no se ha dataduidebido a que
los resultados repetidamente reactivos para labpruke cribado VHC de 12
generacion no se pudieron confirmar hasta juli@@@0 en Valencia y Castellon
y hasta septiembre de 1990 en Alicante, fechasuersg introdujo la prueba de
confirmacion VHC de 12 generacion en cada Centrbrdesfusion.

3. La prevalencia de VHC en el periodo 1991-2002lasrprovincias de
Valencia y Castellon ha ido disminuyendo afio a a&wo dos aumentos en
1992 y 1995. En la provincia de Alicante también itl@ disminuyendo la
prevalencia de VHC en el periodo 1991-1999, sabw® idcrementos en 1993 y
en el afio 2000.

4. En el periodo 1991-1999, salvo en el afo 1993privalencia de
infeccion por VHC en las provincias de Valenciaastllon, fue superior a la de
la provincia de Alicante, siendo la diferencia di&tcamente significativa
(p<0.05), mientras que en los afios 2000, 2001 ®.2B diferencias entre la
prevalencias de infeccion en la provincia de Alieanlas provincias de Valencia
y Castellon no son estadisticamente significatfpa$.05).

5. En el periodo de estudio (1991-2002) ha ido disyemdo la
prevalencia de VHC debido a la puesta en marchasdpruebas seroldgicas y
genomicas de cribado del VHC cada vez mas sensyblespecificas, por la
introduccion de los métodos de inactivacion de hesnoderivados, por la
exclusion de la donacion de los donantes de ridegoansmitir el VHC y por la
informacion recibida por la poblacion general sola® vias de contagio de la

infeccion por VHC.
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6. La prevalencia de la infeccién por VHC en la poldlacle donantes de
sangre en la Comunitat Valenciana, comparada ams paises en los mismos

periodos de tiempo, se muestra en la tabla 79.

Tabla 79: Prevalencia de la infeccién por VHC por @ donantes de sangre en
distintos paises y la Comunitat Valenciana en disttos periodos de tiempo.

PERIODO 1996-2002 1997 1995-2000 1999-2001 2001-2002
Alicante 2.69 2.64 271 3.21 3.02
Valencia y Castellon 3.90 5.02 5.01 2.49 2.51
Comunitat Valenciana 3.59 4.39 4.37 3.01 2.68

Espafig*

Estados Unidog*® 155 1%

Europa**®

Japonm’

La prevalencia de infeccion por VHC en los donarde sangre de la
Comunitat Valenciana es similar a la de paises dastados Unidos o Japon en
los periodos estudiados, menos en el periodo 1993-Aonde fue inferior a la
prevalencia de infeccién en Estados Unidos. La gleecia de infeccion por
VHC en los donantes de sangre de la Comunitat ¢&lea fue superior al resto
de Espafa, Escandinavia, Francia, Alemania, SuiZgeyno Unido en los
periodos estudiados.

7. No se dispone de datos sobre la prevalenciaidéelecion por el VHC
en la poblacion general de la Comunitat Valencignenque si se dispone de
datos sobre la prevalencia de la infeccidn en istntbs Centros Hospitalarios

de la Comunitat Valenciana (tabla 80).

Tabla 80: Prevalencia de la infeccién por VHC por @ personas en los
Centros Hospitalarios de la Comunitat Valenciana yen el Centro de

Transfusion de la Comunitat Valenciana.

Afio 1998 1999 2000 20013 2002

Prevalencia VHC en el Centro

de Transfusién de la 4.17 3.17 3.20 2.65 2.70

Comunitat Valenciana

Prevalencia VHC en los

Centros Hospitalarios de la 0.058 0.027 0.020 0.01 0.01¢

Comunitat Valenciana'®® 1>
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La prevalencia de infeccion por VHC en donantes shngre
aproximadamente 100 veces superior a la preval@hbsarvada en los Centros
Hospitalarios debido a que la determinacion deélenita de deteccién de
anticuerpos anti-VHC en estos ultimos se realizaacdiagndstico de infeccion
por VHC y en el Centro de Transfusion se realizan@décnica de cribado a
todos los donantes de sangre. En el periodo 1998-gdnto en el Centro de
Tranfusiébn como en los Centros Hospitalarios dédenunitat Valenciana ha ido
disminuyendo la prevalencia de la infeccion por VHC

8. La prevalencia de infecciéon por VHC en la poblacite donantes de
sangre es menor que la prevalencia de dicha idieca la poblacion general,
debido a que los donantes de sangre son generalmeatpoblacion altamente
seleccionada. No se dispone de datos sobre lalpneiea de infeccion por VHC
en la poblacién general de la Comunitat Valencipeao si se dispone de datos

de prevalencia de otras regiones de Espafa y delontabla 81 y tabla 82).

Tabla 81: Prevalencia estimada de Hepatitis C en la

poblacion general en distintas regiones de Espaf

Regiones Espafia

Prevalencia (%)

Castilla y Le6n®% 0.74y 1.10
Asturias®® 162 1.60y 1.70
Catalufia®®* 1% 1.80y 2.64

La Rioja'®® 2.00
Espafia’ 1.60-2.60

Tabla 82: Prevalencia estimada de Hepatitis C en laoblaciéon
general en el area OMS. Fuente: Informe epidemiéico semanal.

N° 49, 10 de diciembre de 1999, OM%

Area OMS Prevalencia (%)
Africa 5.3
América 1.7
Mediterraneo Oriental 4.6
Europa 1.03
Sudeste asiatico 2.15
Pacifico occidental 3.9
Total 3.1

La prevalencia de la infeccion por VHC en los ddesarde sangre de la

Comunitat Valenciana en 2002 es aproximadamente/eb@s inferior a la
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prevalencia de infeccion por VHC en la poblacionegal del resto de Espafia y
de paises con un desarrollo socioeconémico similar.

Los estudios de prevalencia de infeccion por VHTagooblacién general
en Espafia son escasos y referidos a pocas reginoegxistiendo en la
Comunitat Valenciana. Deberian de realizarse esttglios en regiones donde
no se han realizado para obtener datos epidemioi®diables en la poblacién
general.

Viendo la evolucién de la prevalencia de VHC enattdes de sangre en
el periodo 1990-2002, seria importante un estudimesla prevalencia de VHC
en la poblacién general para comprobar que la distion observada en la
prevalencia de VHC en los donantes de sangre @& gieriodo, también se ha

producido en la poblacion general.

V.3.5. Tasas crudas y corregidas de incidencia daféccion por
VHC en donantes de sangre de la Comunitat Valencianen los

periodos de estudio.

1. La tasa cruda de incidencia no tiene en cuentedarglad adicional
gue proporciona a la distribucion de hemoderivddasalizacion de marcadores
indirectos de infeccién y la posibilidad de autdesidn por parte de los
donantes. Asi, en el célculo de la tasa corregadancdidencia, se eliminan del
numerador los casos incidentes cuyas donacioneseggtivas previas no fueron
aptas para uso transfusional, por haber presentadesultado falso positivo en
las pruebas de cribado, un valor de ALT alteragormautoexclusion del donante
y se calcula de nuevo la cantidad donante-afiosesgo;, incluyendo para este
célculo sélo a los donantes repetidores durangeebdo de tiempo de estudio
cuya primera donacién se consideré apta para tradis!, por tanto la tasa
corregida de incidencia se ajusta mas a la realidad

2. Las tasas crudas y corregidas de incidencia secdlaolado para los
distintos periodos de estudio (1990-1992, 1993-19996-1998, 1997-1999 y
2000-2002) siendo el numero de seroconversionedeguypara el calculo de los
dos tipos de tasa de incidencia en todos los pesiat® estudio menos en el
primero (1990-1992) en el cual el numero de seneex@ipnes utilizado para el
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calculo de la tasa corregida de incidencia fue memoe el namero de
seroconversiones utilizado en el calculo de la @saa de incidencia en el
Centro de Transfusion de Valencia, debido a quéehoh 22 donaciones previas
a las donaciones VHC positivas, que se desechayomprpblemas ajenos a la
infeccion por VHC. En los demas periodos de estudimnde las

seroconversiones coinciden para el calculo de andmes de incidencia, la
diferencia entre los valores de la tasa corregidauga de incidencia no es
apreciable.

3. La tasa corregida de incidencia para el period®2Z0D02 no se calculd
porque se utilizé otro programa informatico propmmeado por el Centro de
Transfusion de Granada, el cual no tuvo en cuentdtima donacion no apta
para la transfusion, calculando solamente la tagdaade incidencia.

4. Hay una disminuciéon acusada de la tasa corregatada de incidencia
de la infeccién por VHC desde el periodo 1990-18Pgeriodo 1993-1995 en la
Comunitat Valenciana, que se debe principalmentpaab de las pruebas de
cribado seroldgicas de 12 y 22 generacion utiligadael periodo 1990-1992, a
las pruebas de cribado seroldgicas de 32 genenatiiizadas a partir de 1993.

5. Los valores de las tasas corregidas y crudas deeimcia en las
provincias de Valencia y Castellon en cada perimel@studio han sido mayores
gue en la provincia de Alicante. En los periodo80t2992, 1993-1995 y 2000-
2002 la tasa cruda de incidencia de las provirdeagalencia y Castellon fue dos
veces superior a la tasa cruda de incidencia dea#te. En el periodo 1997-
1999, la tasa cruda de incidencia de Valencia ytetéds fue cuatro veces
superior a la de Alicante.

6. Las tasas corregidas de incidencia en la Comuxignciana en los
diferentes periodos de estudio con respecto a pais®s se exponen en la tabla
83.
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Tabla 83: Tasas corregidas de incidencia por 2(@ersonas-afio de distintos paises y
la Comunitat Valenciana en periodos de tiempo deteminados.

PERIODO 1993-1995 1996-1998 1997-199¢ 1996€200 1999-2000 2000-2001(2002)1
Alicante 8,04 N.D 2,07
Valencia 'y
15,79 14,23 3,94
Castelléon
Comunitat
) 13,60 10,29 4,443 3,42
Valenciana
Espafig@* 26 167 2,16 2,18
Estados 2,90 2,00 1,9
Unidos'® ¢ ' ' '

Francia'®®

Italia **

Europa

Central™

EPFA** 72,146

(*)Tasas crudas de incidencia en el periodo 2000@® en la Comunitat Valenciana y Espafia y tasas
corregidas de incidencia en el periodo 2000-200t Estados Unidos.
(**) EPFA: European Plasma Fraccionation Association(Dinamarca, Inglaterra, Gales, Finlandia,

Alemania y Suiza)

Las tasas corregidas de incidencia en la ComuMtdénciana son
superiores a las tasas corregidas de incidendisst@elos Unidos, Francia, Italia,
Europa Central, Dinamarca, Finlandia, Inglaterrale§, Alemania, Suiza y de la
totalidad de Espafa en los mismos periodos deiesiudon congruentes con las
diferencias existentes con la prevalencia, aunguyedvalencia de infeccion por
VHC en la Comunitat Valenciana fue similar a lavaitencia encontrada en
Estados Unidos.

En el periodo 1996-1998 no hubieron casos incidemte VHC en
Alicante y la tasa corregida de incidencia de Alteaen el periodo 1997-1999
fue cuatro veces inferior a la tasa corregida deléncia de Valencia y Castell6n
y casi dos veces inferior a la tasa de incideneidoda Espafia. Esto demuestra
gue la Comunitat Valenciana y en concreto las pmas de Valencia y
Castellon, la tasa de incidencia de infeccion pétCVen la poblacién de
donantes de sangre es alta y que pueden habeendifes apreciables entre

provincias limitrofe¥”.
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V.3.6. Estimacion del riesgo residual de transmisibde VHC por
hemoderivados en la Comunitat Valenciana en los pedos de

estudio.

1. La estimacion del riesgo residual se ha deternoinmda los distintos
periodos de estudio teniendo en cuenta tanto éadasegida como la tasa cruda
de incidencia para dichos periodos.

2. La duracion del periodo de ventana utilizado etaqaeriodo de estudio
para el calculo del riesgo residual, se ha obtendediante los datos
bibliograficos correspondientes a las pruebas égicds empleadas.

3. En el ultimo periodo de estudio (2000-2002) se dederminado
también el riesgo residual resultante del emple@si@ruebas NAT de cribado.
La duracion del periodo ventana que se ha utilizadesta estimacion ha sido el
mas alto encontrado en la bibliografia referentla autilizacion depools de
unidades de sandfe "2 debido a que en el Centro de Transfusi6n de la
Comunitat Valenciana, desde el principio, se hapleatdo en mayor parfols
de 44 unidades de sangre para la determinaciohRigVHC.

4. En la Comunitat Valenciana se ha pasado de wgaieesidual de
infeccion por VHC de 1 en 5702 unidades de sangrel @eriodo 1990-1992 a
un riesgo residual de infeccion de 1 en 892857adw®d de sangre en el periodo
2000-2002. Esta disminucién tan grande es debidaipalmente a la mejora en
las pruebas de cribado, donde se ha pasado dmwutds pruebas seroldgicas de
cribado de 12 y 22 generacion en el periodo 1992-10 la utilizacién de las
pruebas gendémicas de cribado mools de unidades de sangre en el periodo
2000-2002.

5. El riesgo residual de transmision de la infecci@r pHC en la
poblacién de donantes de sangre en la Comunitan¢@na, comparada con
otros paises en los mismos periodos de tiempousstra en la tabla 84.
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Tabla 84: Riesgo residual de transmision de VHC pot®® donaciones de sangre en

distintos paises en periodos de tiempo determinados
PERIODO 1993-1995 1996-1998 1999-2000** 2000-2001(2002)*
Alicante 14.54 N.D 3.75/0.68
Valencia y
28.55 25.73 7.13/1.30
Castellon
Comunitat
) 24.59 18.61 8.03/1.2% 6.19/1,12
Valenciana
Espafid® 1% 167 3.91/0.59 3.94/N.D
Estados Unido%?

Francia'®

Italia 1

5.9/ N.D** |

Europa Central
EPEA**** 72,146

(

(*) Riesgo residual por el empleo de pruebas sedgicas de 32 generacioén y riesgo residual por el
empleo de pruebas genémicas de cribado en el perm@000-2002 en la Comunitat Valenciana y
Espafia y en el periodo 2000-2001 en Estados Unidos.

(**) Riesgo residual por el empleo de pruebas ser@jicas y riesgo residual por el empleo de
pruebas genémicas de cribado.

(***) No determinado.

***+)  EPFA: European Plasma Fraccionation Assaiation (Dinamarca, Inglaterra,

Gales, Finlandia, Alemania y Suiza)

El riesgo residual de transmision de VHC por hemivddos en la

Comunitat Valenciana es superior al riesgo resideaEstados Unidos, Francia,

Itali
y el
fue

en

a, Europa Central, Dinamarca, Finlandia, Itglea, Gales, Alemania, Suiza
resto de Espafa en los mismos periodos edglide la misma manera que
superior la tasa de incidencia y son congrgecde las diferencias existentes
la prevalencia. En la comparaciéon del riesgodues de la Comunitat

Valenciana con el resto de paises hay que tenauera que los resultados en la

Comunitat Valenciana provienen de la totalidadadedonaciones de sangre y los

resultados del resto de paises no. Este hechogoacks resultados se adapten

mas a la realidad de la poblacién gerféral
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V.3.7. Estimacion de la reduccion del riesgo residl de
transmision de VHC por hemoderivados en la Comunita

Valenciana con la introduccion de nuevas pruebas dwibado.

1. El nimero de unidades potencialmente infeccigsascada millon de
unidades transfundidas, que serian desechadasodeHal introduccién de las
pruebas NAT para la deteccion de ARN-VHC (reducaéh riesgo residual o
rendimiento relativo), se ha obtenido por la difera entre la estimacion del
riesgo residual con la utilizacién de las pruebascdbado seroldgicas y la
estimacion del riesgo residual con la utilizaci@énla prueba NAT de cribado, en
el ultimo periodo de estudio (2000-2002). Este ltado puede obtenerse
también multiplicando la tasa cruda de inciden@aesge periodo de estudio, por
la reduccion del periodo ventana, expresado erifaae afio, que se consigue
con la introduccién de la prueba NAT.

2. Este rendimiento relativo de la introduccién ae pruebas NAT como
prueba de cribado se ha estimado con las tasaascdelincidencia del ultimo
periodo de estudio (2000-2002) en el que se injoodicha técnica en el Centro
de Transfusion de la Comunitat Valenciana.

3. El rendimiento observado con la introduccion de pauebas NAT
como prueba de cribado se ha obtenido contabilzéaslunidades de sangre que
han presentado anticuerpos VHC negativo y el ARN:EVHositivo en las
pruebas de cribado.

4. El rendimiento relativo se ha comparado con rdliraiento observado
en el Centro de Transfusiéon de la Comunitat Vakemeien los periodos de
estudio (1999-2002) y (1999-2006). Este rendimigetativo estimado para el
periodo (2000-2002) también se ha comparado coeneimiento observado con
la introduccion de las pruebas NAT en Espafia, @embdo (1996-2003) con los
datos provenientes de la industria de fraccionaimidal plasma y en el periodo
de estudio (1999-2006) con los datos proporcionagios los centros de
transfusion del resto de Espafia.

Los datos provenientes de la industria de fracomeato del plasma son
del periodo (1996-2003) porque dicha industria exdpa analizar a todas las
unidades de sangre por las técnicas NAT de deted®bARN-VHC en 1996.

170



Discusién y Comentarios

Los datos provenientes de los Centros de Transfugigparoles fueron
proporcionados por los mismos centros y abarcamesbdo 1999-2006. Para
evitar el solapamiento de los casos observadosoparentros de transfusion y
los casos observados por la industria de fracci@rdm del plasma, se ha
determinado el rendimiento observado por la intys$in las unidades de sangre
analizadas por los centros de transfusion en ébgeerl999-2003, ya que las
unidades de sangre en periodo ventana detectaddsspeentros de transfusion
no se han enviado a la industria de fraccionamiento

5. El rendimiento observado por la introduccion ae técnicas NAT en
el cribado de las unidades de sangre en la Comuwidienciana tanto en el
periodo 1999-2002 como en el periodo 1999-2006imdas al rendimiento
esperado en el periodo 2000-2002.

6. La comparacion del rendimiento esperado por lasidas NAT y el
rendimiento observado entre la Comunitat Valenchamdros paises se muestra

en la tabla 85.

Tabla 85: Comparacion entre el rendimiento NAT eserado y el
rendimiento NAT observado por 16 donaciones en la Comunitat

Valenciana y distintos paises en distintos periodale tiempo.

Rendimiento NAT .
. Rendimiento NAT observado
PAIS PERIODO esperado por 16 )
] por 10° donaciones
donaciones
COMUNITAT
2000-2002 5.07 3.47/3.12*
VALENCIANA
ESPANA™’ 2000-2002 2.58 2.37/2.15%/4.04**
ITALIA 7 2001-2003 2.20 1.79
FRANCIA ©® 1998-2000 1.00 0.60
ESTADOS
UNIDOS™ 2000-2001 3.10 2.60
EUROPA
CENTRAL 7 1997 3.80 1.70

(*) Rendimiento NAT observado en el periodo 1999-2@0por Centros de Transfusion.
(**) Rendimiento NAT observado en el periodo 1996-ZB por la Industria de
fraccionamiento del plasma.

Existe un paralelismo entre los resultados delinsietito NAT esperado
y del rendimiento NAT observado en paises con tdsascidencia distintas.
El rendimiento observado de las pruebas NAT deadolken la Comunitat

Valenciana es superior al rendimiento observadasiéécnicas NAT por paises
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de Europa central, Francia e ltalia y ligeramentgpesor al rendimiento
observado en Estados Unidos y resto de Espafiahé&ste puede deberse a que
la tasa de incidencia de la infeccion por VHC erCtanunitat Valenciana es
también mayor.

El rendimiento observado en Espariia de 4.04 poémde donaciones en
el periodo 1996-2003 fue proporcionado por la itdusgle fraccionamiento del
plasma en Espafia y es mayor que el rendimientonauke en la Comunitat

Valenciana, quiza porque abarca un periodo masiampl

V.3.8. Sensibilidad de la prueba NAT de cribado.

1. La sensibilidad de la técnica fue un parametroaddlisis en la
valoracion de la técnica PCR Cobas Ampliscreen HC¥ de Roche como
prueba de cribado de las unidades de sangre. Seacamn los resultados de
sensibilidad obtenidos en el Centro de Transfudi®ia Comunitat Valenciana
con los resultados obtenidos por todos los cemaotcipantes en la evaluacion
multicéntrica de la técnica PCR Cobas Ampliscre€dVH2.0 de Roche. La
sensibilidad de la prueba NAT (RT-PCR Cobas Amptien HCV 2.0 de Roche)
por el método estdndar de preparacion de muestraétado para trabajar con
muestras individuales obtenida en el Centro de sfusion de la Comunitat
Valenciana fue superior a la obtenida por el reocentros de transfusion
espafoles que participaron en la evaluacién deédaida y cumple con los
requisitos exigidos por la OMS para el uso dedasitas NAT para la deteccion
de ARN-VHC emnpoolsde unidades (100 Ul/ml).

2. Los resultados de sensibilidad de la técnica PCBa€@&mpliscreen
HCV 2.0 de Roche estan obtenidos por el procedimiestandar. En este
procedimiento estdndar no se realiza la concentrage particulas viricas del
plasma por centrifugacion a 23600 g como paso prava extraccion del ARN-
VHC (procedimiento multiprep). Si se hubiera remdia el paso previo de
centrifugacion del plasma por el que se processpdolsde unidades de sangre,
la probabilidad de deteccion al 95 % se increment8,4 veces al obtenido por

el procedimiento estandar, segln resultados oltemidr Eiras et &l
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3. Los limites de deteccion del ARN-VHC de la técnP&R Cobas
Ampliscreen HCV 2.0 de Roche se calcularon conprobabilidad del 50% del

95% y un intervalo de confianza al 95% (IC 95%) et un analisis Probit. En

la tabla 86 se muestran los datos obtenidos en dmu@itat Valenciana

comparados con otros centros de transfusion esggfol

Tabla 86: Limite de deteccion al 95% y al 50% de laécnica PCR Cobas

Ampliscreen de Roche por el método estandar, obtato por el Centro de

Transfusién de la Comunitat Valenciana y por el cojunto de centros de

transfusion espafoles.

Limite de deteccion ARN-VHC
(50%) Ul/ml

Limite de deteccion ARN-VHC
(95%) Ul/ml

Centro de Transfusion

espafioled'

de la Comunitat 7.3 (5.2-9.2) 23 (18-50)
Valenciana
Conjunto de centros
de transfusién 12 (10-14) 69 (56-94)

4. La sensibilidad de la técnica RT PCR por el praoéstito multiprep

para la extraccion de ARN-VHC en mezclas de plasmaegl que se realiza la

concentracion de particulas viricas del plasmacpotrifugacion a 23600 g como

paso previo a la extraccion del ARN-VHC, con lotodabbtenidos por todos los

centros de transfusion espafioles al 95% mediadlesianProbit realizado por el

Centro de Transfusién de Galitieesta expuesto en la tabla 87:

Tabla 87: Limite de deteccién al 95% de la técnicRCR Cobas

Ampliscreen por el método multiprep para mezclasle plasma.

Limite de deteccion ARN-
VHC (95%) Ul/ml

Centros de
transfusion

espafiole¥

20 (11-53)

Este limite de deteccion de la técnica al 95% d&@l implica que en

poolsde 44 unidades de sangre se detectaria una domsiRNd-VHC positiva de

880 Ul/ml y enpoolsde 22 se detectaria una donacion ARN-VHC positiea

440 Ul/ml. Estos limites de deteccion de la técrpeaa trabajar empools o
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mezclas de plasma de 44 6 22 unidades de sangrelerunton los
requerimientos internacionales de sensibilidadad&MEA y la FDA para la
utilizacién de las técnicas de amplificacién dealésinucleicos en el cribado de
unidades de sangre para la deteccion de ARN-VHG (lI6n]) 1*% 13

V.3.9. Determinacion de la fiabilidad de la técnica NAT de

cribado.

1. En la valoracion de la técnica PCR Cobas AmplestrelCV 2.0 de
Roche se ha determinado la fiabilidad de esta ¢écononsiderando la etapa
inicial de implantacion de dicha técnica (julio 89@iciembre 2001) en el Centro
de Transfusion de la Comunitat Valenciana.

2. Los pools se consideraron no validos cuando el control mateenia
resultado negativo y las series se considerarowvatidas cuando el control
positivo tenia resultado negativo o el control tiegatenia resultado positivo.
Los pools se consideraron inicialmente reactivos cuandoaterdl resultado
positivo en la prueba gendmica de cribado y relsaftanegativos en la repeticion
mediante el cruce de damero.

3. En el nimero total dpools analizados en el periodo (julio 1999-
diciembre 2001) estan contabilizados tantodoslsde 44 unidades de sangre
como lospoolsde 22 unidades de sangre.

4. Todos los resultados invalidados y los resultadicgalmente positivos
cuando se repitieron resultaron negativos.

5. La fiabilidad de la técnica NAT, determinada naedé analisis de los
poolsinvalidados por el control internppolsinicialmente reactivos vy listas de
trabajo invalidadas durante el periodo inicial deegia en marcha de dicha
técnica (1999-2001) y comparada con los resultatbosos demas centros de

transfusién (enero 2000-junio 2001) se muestra ¢alla 88.
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Tabla 88: Comparacion de la fiabilidad de la técnia PCR Cobas Ampliscrren HCV
2.0 en el Centro de Transfusion de la Comunitat Vahciana y en los demas centros

de transfusion espafioles.

Pools Pools ) )
) ] o Listas de trabajo
invalidados inicialmente ) )
] invalidadas (%)
(%) reactivos (%)
Centro de Transfusion de la
) ) 2,57 0.46 5,33
Comunitat Valenciana
Centros de transfusion
. a 1,50 N* 3,70
espafioled

(*) N: No realizado

El nimero depoolsinvalidados por el control interno negativo y listas

de trabajo invalidadas por fallo en los controlesifivos 0 negativos, es mayor
en el Centro de Transfusion de la Comunitat Vakeique en el resto de
centros de transfusién espafioles porque los déimsan desde la puesta en
marcha de la técnica NAT en junio de 1999 hastemiicre de 2001 y los datos
de los centros de transfusion espafioles compretesae enero de 2000 hasta
junio de 2001* esto quiere decir que en el Centro de Transfusiénla
Comunitat Valenciana estan contabilizados los sieteses iniciales del
funcionamiento de la técnica RT-PCR, donde el pueje depoolsinvalidados
por el control interno negativo y de listas de &jabnvalidadas fue mayor por la
falta de familiarizacion de los técnicos de labaratcon las tecnologias basadas
en Biologia Molecular, como es la técnica RT-PCientnas que en los datos de
los centros de transfusion espafioles no se hamhilirddo estos siete meses
iniciales.

El ndmero depools inicialmente reactivos fue de un 0,46%. Espa®ls

inicialmente reactivos no se confirmaron al regetuina segunda vez.
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V.3.10. Determinacion de los tiempos de proceso y los reams
humanos necesarios para la introduccion de la téara NAT de

cribado.

El tiempo medio de las técnicas semiautoméaticadetieccion de &cidos
nucleicos, incluyendo la preparacion de las mezatdaslasma, es de 9 a 10 horas
(tabla 73 del punto 1V.18.3), de forma que el Ceke Transfusién de Valencia
y el de Alicante han tenido que variar su sisteraatrdbajo, realizando las
pruebas de serologia por las noches, para petmiékclusién de las unidades
positivas de las mezclas de plasma que van a abizadps por NAT? 197 Asi,
se formaron diez personas para realizar la prueBd Ne cribado de de
deteccion de ARN-VHC, cuatro en Valencia y sei®\kcante. El hecho de tener
mas gente formada en la realizacion de esta téemnicd Centro de Transfusion
de Alicante se debe a que este centro empleautmesstdiarios de trabajo (22 h-
8h, 8h-15h y 15h-22h) y el Centro de TransfusioVdkencia solo dos (22h-8h y
8h-15h).

En caso de tener que repetirpool positivo o invalidado por el control
interno, se valoran las necesidades del centronskgéntrada de unidades de
sangre del dia y del trabajo programado en el ifsaamiento de los
hemoderivados, pudiendo repetirse la prueba gemdiaimisma tarde del dia de
proceso o al dia siguiente.

Las bolsas de sangre llegan al Centro de Tradsfusias 22 horas y se
liberan a las 15 horas del dia siguiente al dti@ecion de sangre. Por lo tanto

la técnica NAT se adapta al funcionamiento del foethé Transfusion.

V.3.11. Seguimiento de los donantes de sangre emipe&o ventana
serologico detectados en el Centro de Transfusionedla

Comunitat Valenciana.

1. Se han detectado cuatro donantes de sangre endgerentana
seroldgico para el VHC en el Centro de Transfusiéta Comunitat Valenciana
entre 1999 y 2006. Los dos primeros casos se depecten el Centro de

Transfusion de Valencia en el periodo (1999-2001lpy dos siguientes se
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detectaron en el Centro de Transfusién de Alicantel periodo (2004-200%55"
150

2. Tres donantes de sangre en periodo ventana pafaeréh donantes
habituales y uno era donante nuevo.

3. El perfil de los donantes de sangre en perioddavenserolégico de

infeccién VHC se resume en la tabla 78 del punta 9t/° *°

Tabla 78: Casos de ARN-VHC positivo con anticuerpo¥HC negativo en el Centro

de Transfusién de la Comunitat Valenciana en el pado 1999-2006.

Tipo de ARN- Genotipo ALT y Via de

Donante Sexo Edad Seroconversién )
donante | VHC/mL VHC (U/L) contagio

1 Varén 21 Habitual 19 3a 12 <5 meses &?

2 Varén 44 Nuevo 17 la 70 no ?

3 Muijer 39 Habitual 18° la 62 <1 mes o?

4 Varén 32 Habitual 10 la 526 <1 mes &?

A los tres donantes habituales se les pudo realizaeguimiento hasta
la seroconversién, siendo de menos de un mes etiedos donantes y de cuatro
meses en el otro donante.

Tres donaciones en periodo ventana de infeccign\V{tC tuvieron
alteradas las concentraciones de ALT, con lo queasa de no haberse utilizado
la técnica NAT en el cribado de las donacionesaihg® se hubieran detectado
por la prueba de cuantificacion de ALT.

La duracion del periodo de ventana seroldgicardelanante habitual
(donante 1) ha sido superior (93 a 149 dias) akiderado estandar para el
periodo ventana de las pruebas serolégicas dengtagon, 66 (38 a 94)ias™.

El limite superior del intervalo de la duracién gefiodo ventana del donante 1
hemos hallado a partir de la fecha de su Ultimaadion negativa para
marcadores infecciosos del VHC hasta la fecha detieccion de los anticuerpos
anti-VHC por la prueba de cribado y el limite indero determinamos desde la
fecha donacion en periodo ventana hasta la fechda deeroconversién. El
intervalo del periodo ventana considerado estaloddeterminamos mediante la
bibliografia. En los otros dos donantes habitualgseriodo ventana seroldgico
ha sido inferior (<30 dias) al considerado estafg@dias).

Las cuatro donaciones en periodo ventana serolggica VHC fueron

detectadas epools de 44 unidades de sangre demostrandose la sifeibil
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adecuada de la técnica RT PCR Ampliscreen HCV ar@ frabajar epoolsde

unidades de sangre (tabla 89).

Tabla 89: Sensibilidad de la técnica PCR empleadaneel cribado de

donaciones de sangre gpools de 44 unidades.

» » Limite de deteccién (95%) de la
Carga virica Carga virica en pool de 44 oo
. técnica NAT en pool de 44
(Ul/mL) unidades de sangre (Ul/mL)
(Ul/miy*3
Donante 1 63096 1434 880
Donante 2 7,9x 10 172727 880
Donante 3 1,0x 16 22727 880
Donante 4 125893 2861 880

Los cuatro donantes en periodo ventana seroloOgidsHLC, tienen unos
genotipos de VHC (3a, 1a) que no son los mas meted en Espafia (115) Sin
embargo los genotipos la y 3a son igual de preteseque el genotipo 1b en
Espafia, entre las personas nacidas a partir dé°1950

En cuanto a la via de contagio de la infeccion VtClos donantes de
sangre en periodo ventana seroldgico para VHC uniogle ellos declaré haber
estado expuesto a alguna situacion de riesgo dagionSolo uno declaré cierta
promiscuidad sexual meses previos a la serocolversiunque esta via de
contagio no es comun. En contactos con multiplesjg@s sexuales la transmision
de VHC puede ocurrir con un riesgo alrededor dél. 5%

De los hemoderivados distribuidos a los hospitaesdustria de
fraccionamiento del plasma de las donaciones dgeaptas para la transfusion,
previas a la donacion ARN-VHC positiva, de los dura en periodo ventana
seroldgico, no se han comunicado contagios erelmptores.

A dos de los cuatro donantes en periodo ventaradgeo se les
realizaron como prueba adicional las pruebas sgical®é de deteccion del
antigeno, tanto la cualitativa de 12 generacién acden cuantitativa de 22
generacion, comprobandose que la técnica de détedel antigeno VHC de 12
generacion es menos sensible que la prueba NATeangpl En cambio la técnica
de deteccion del antigeno VHC de 22 generacion gatkrtar ambas donaciones
en periodo ventana siendo una alternativa a lagbpu NAT enpools de

unidades de sangre**
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V.3.12. Casos de hepatitis C asociados a transfusisanguinea en
el periodo 1990-2002.

1. El 33% de los estudios de hepatitis C asociadoanafusion no se han
podido concluir por la no localizacién, no compareda o muerte del donante
de sangre.

2. Se han determinado 13 casos posibles de Hep€@titssociados a
transfusién en la Comunitat Valenciana, que cooedp al 13% de los casos en
los que se ha podido concluir el estudio. Estoexasrresponden a donaciones
de sangre hechas antes de la puesta en marcha mleelaa de cribado de
deteccién de anticuerpos VHC en febrero de 1990dpraaciones de sangre
realizadas durante el afio 1990 y 1991 que fuerahzadas con reactivos de 12
generacion.

3.0nce de los donantes de sangre implicados en lal@bsnsmision de
VHC se confirmaron como positivos para infecciom @biC, entre 4 meses y 2
afos después de la donacion implicada. Dos dondetesingre implicados en
dos casos probables de transmision de VHC se omarfin como positivos para
infeccion por VHC a los diez y doce afios respenisate, periodo
suficientemente largo para haberse infectado postente a la donacion

implicada.

V.3.13. Numero de seroconversiones para el VHC comigadas
por los Centros de Transfusion de la Comunitat Valeciana a los
centros receptores de hemoderivados de donacioneyas a la

seroconversion en el periodo 1999-2002.

1. De las 17 seroconversiones habidas en el Centigatesfusion de la
Comunitat Valenciana en el periodo 1999-2002 se tnansfundido en los
centros hospitalarios 27 hemoderivados. El 52% afe receptores de estos
hemoderivados fallecieron por su enfermedad de las®s receptores de
hemoderivados no se pudieron localizar.

2. Los 13 envios de plasma a la industria de fraecioento de las

donaciones previas a las seroconversiones para NE©n notificadas como
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negativas por dicha industria.

3. Un caso de posible transmision de VHC se ha caradboi por los
centros hospitalarios, que corresponde a un doray donaciéon de 2002 fue
confirmada positiva frente a marcadores VHC. Hidist de la donacion previa
de enero de 1992 determind que dicha donacion seckié al tener resultado
indeterminado en la prueba de confirmacion de B&mgeion. El estudio de un
receptor de la donacion previa de abril de 1994eléeel posible contagio. Esta
donacién previa se analiz6 con la prueba de crilsadologico de 12 generacion
para la deteccion de anticuerpos VHC. El estudieste caso puede indicar la
poca sensibilidad de la prueba serologica de ovilied12 generacion y la poca
especificidad de la prueba de confirmacion serobbde 22 generacion respecto a
los reactivos de deteccion de anticuerpos VHC dgB@racion.

En el estudio de los trece posibles casos de tisgatpostransfusional en
el periodo 1990-2002 y del posible caso de contagichepatitis C con una
donacion de sangre apta previa a una seroconvengaitemos concluir que
dichos contagios se produjeron cuando no se utdizdas pruebas serolégicas de
cribado de deteccién de anticuerpos anti-VHC o skzaban las pruebas
serologicas de cribado de 12 generacion de memwmibfedad respecto a las

pruebas de 22y 32 generacion.
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1. Desde 1991 hasta 2002, la prevalencia de la idfecpor VHC en la
poblacién de donantes de sangre de la Comunitang@na ha disminuido un
66%, estando en el Ultimo afio (2002) alrededor M2¥%. En general, la
prevalencia en nuestra Comunidad es superior aelaotths comunidades
espafolas, asi como a la de otros paises europensjilar a la de Estados

Unidos y Japédn.

2. Desde 1991 hasta 2002 la tasa cruda de incideadigatcion por VHC en la
poblacién de donantes de sangre de la Comunit&nZiana ha disminuido casi
30 veces, llegando a un valor de 3.4 X donante-afios. Sin embargo estos
valores, y los de las tasas corregidas son supsridrias estimadas para otras
comunidades de Espafia, otros paises europeosdogstaidos.

3. El riesgo residual de transmision de VHC por hemwgddos en la Comunitat
Valenciana ha ido disminuyendo desde 1991 hasta, 2@@ando a valores de
1.12 x 16 donaciones, superiores a los estimados en otrimsede transfusion
espafoles, europeos y de Estados Unidos.

4. La dismunicién del riesgo residual de transmisiérVdHC se ha debido a la
introduccién de nuevas y mas sensibles pruebasilokdo para la deteccion de
infeccion por VHC: Inmunoandlisis de 32 generagigprincipalmente y en los

ultimos afnos, las pruebas de deteccion gendmicardsl

5. La implementacion del cribado de ARN-VHC con pruelda amplificacion
gendémica emmini-pools no ha alterado notablemente la forma de trabajo de
Centro de Transfusion de la Comunitat Valenciana Wa retrasado la liberacion
de las unidades de sangre. Por otra parte, lodenivide especificidad y
sensibilidad alcanzados con esta técnica son sueeria los exigidos en la

actualidad por las organizaciones internacionales.
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6. El rendimiento observado con la introduccion de pagebas de deteccion
genomica del VHC en la Comunitat Valenciana, et889 y 2006 ha sido de
una donacién en periodo de ventana seroldgico ada 820000 unidades de
sangre. Este rendimiento es superior al obtenidots centros de transfusion
espafoles, europeos y de Estados Unidos, lo cdalgpdeberse a la prevalencia

de infeccion por VHC mas elevada en nuestra conadnid

7. En el periodo 1999-2006 se han identificado 4 dmmes de sangre en

periodo ventana seroldgico, o que confirma lanestion del riesgo residual de

transmision de VHC a través de la transfusion dgreaen nuestra area y apoya
la necesidad del cribado de las donaciones de esgiaga la deteccion de ARN-

VHC.

8. Con la introduccion de las técnicas NAT en el adale donaciones de
sangre para la deteccién de ARN-VHC se reducera@dgmeventana seroldgico a
12 dias 0 menos, con lo que la totalidad de losscds infeccion por VHC con
ALT alterada son detectados por estas técnicas NB3to justifica la

interrupcion de las pruebas de cuantificacion deT Aén el cribado de

donaciones.
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Resumen

En el periodo 1991-2002 la prevalencia de infecguam VHC en la
poblacién de donantes de sangre de la Comunitan¢@na fue superior a la
media de Espafia y a la de otros paises europeaslyr & la de Estados Unidos
y Japon.

En cuanto a la tasa de incidencia de la infecp@mVHC en donantes de
sangre, la Comunitat Valenciana presenta una tagerier a la del resto de
Espafia y de los demas paises considerados. Por &ntiesgo residual es
también superior al de los dem4s paises.

Entre las distintas provincias de la Comunitae¥eiana hay diferencias
significativas entre los valores de prevalenciaabrmsiendo en el periodo 1991-
1999 mayores en las provincias de Valencia y dasteue en la provincia de
Alicante (p<0.05). En cambio, en el periodo 200020los valores de
prevalencia de VHC en Alicante han sido similardesade las provincias de
Valencia y Castellon.

A lo largo del periodo 1990-2002, han ido dismimge los valores de
prevalencia, incidencia y riesgo residual de trasigm de VHC. La disminucion
del riesgo residual se ha producido en parte paulento de sensibilidad en las
pruebas de cribado. La exclusion de los donardesriesgo de transmitir el
VHC vy la informacion recibida por la poblacién gealesobre las vias de
contagio de la infeccidbn han contribuido, probaldeta, al descenso de la
prevalencia e incidencia.

La introduccion de la pruebas NAT en 1999 pararibado de todas las
donaciones de sangre en la Comunitat Valencianahanasupuesto grandes
dificultades y ha reducido el periodo ventana dénfaccion por VHC vy, por
tanto, el riesgo residual, resultando un rendinoiessiperado por la introduccion
de dichas pruebas NAT en el periodo 2000-2002 aina@l rendimiento NAT
observado.

La puesta en marcha de la prueba NAT en el crild@ddonaciones de
sangre, ha hecho que sea innecesaria la pruehsdtficacion de ALT para la
deteccion de infeccion por VHC en las fases inkgale la enfermedad.

La especificidad de las pruebas serologicas dedoilile 32 generacion
para la deteccidén de anticuerpos anti-VHC es mguyerla de las pruebas de 22
generacion (p<0.05). Por ultimo, la proporcion @suitados indeterminados

obtenidos con las pruebas de confirmacion de 22 geBeracion son similares.
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